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1.- INTRODUCCION



La toxoplasmosis es una enfermedad parasitaria que
afecta a muchos millones de personas en el mundc, aungue
en la mayoria de los cascs de forma asintomatica; es
producida por un protozoo, llamado Toxoplasma gondii que
utiliza como hospedador definitive el gato, donde se
multiplica sexualmente en el epitelio de su intestino y
como hospedadores intermediarios muchos mamiferos, gato
y hombre incluidos y aves.

El gato y otros félidos son los hospedadores
definitivos, en su intestino -enterocitos- , se produce
la multiplicacidén asexual mGltiple por gemacidn -
esquizogonias- , formandose al final macrogametocitos y
microgametocitos que daran macrogametos y microgametos.
la fecundacidn de los primeros por los segundos produce
los ooguistes que salen al exterior. El proceso es rapido
cuando la infeccidn del gato se produce por guistes con
bradizoitos o por agrupamientos con taguizoitos (3-6
dias). Es lento cuando la infeccidn del gato se produce
por ocoguistes esporulados, con egporozoitos infectantes
(mds de 20 dias posinfeccidn). El gato es asimismo
hospedador intermediario del parasito, con formacidn de
agrupamientos con taguizoltos practicamente en cualquier
célula, y quistes con bradizoitos en células nerviosas,
musculares, etc.

Los ooquistes esporulados son infectantes para los
hospedadores intermediarios. Los esporozoitos
infectantes, pasan desde el intestino a las células
viscerales (macrofagos, células endoteliales, etc)
comenzando mwmultiplicaciones asexuales rapidas por
endodiogenia -gemacidén simple interna-, dando lugar a
agrupamientos de taquizoitos (A/T). Se rompen las células
albergantes y los taguizoitos invaden nuevas células.
Este proceso coincide con la fase aguda de la infeccion.
El programa genético de la variedad de Toxoplasma gondii,

vy la defensa inmunitaria del hospedador producen el



cambio de los Ultimos taquizoitos dgue, penetrando en
dreas y células inmunoldgicamente mas 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 aqul la eficacia del
ciclo mantenido por carnivorismo. En ausencia de una
respuesta TH1 eficaz, los bradizoitos de una infeccidn
crénica, liberados por la muerte de la célula albergante,
se transforman en taquizoitos que reanudan la fase
inicial del ciclo. Los taquizoitos por via parenteral -
infeccicnes accidentales y transplacentarias {(infeccidén
congénita) - reproducen el mismo tipo de ciclo.

El hombre es uno de los hospedadores intermediarios.
La fuente principal de la infeccidn humana es la
ingestidn de carne parasitada (quistes con bradizoitos)
procedente de animales de abasto, insuficientemente

tratada por el calor. Ademas de con ooguistes, ocurren

otras modalidades de infeccidn: la congénica, la
ocasionada por trasplantes infectados Yy las
recrudescencias de infecciones cronicas por

inmunosupresién farmacoldgica o infecciosa.
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Figura 1. Ciclo epidemiolsgico v bioldgico general. A/T agrupamientos con
tagquizoitos, Q/B quistes con bradizoitos. Los dos circulos v la elipse
encierran simbdlicamente los tres ambitos del ciclo, desarrcollados en las
figuras 2, 3 y 4. Las flechas en las lineas seflalan la direccidn del ciclo vy

de la infeccion. !

! Martinez-ferndndez, A.R. (1555}. Comunicacidn escrita.



FIGURA 2
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Figura 2. Ciclo bioldgico en el gatc y otrog fé&lidos hospedadores definitivos.
A/T agrupamientos con taquizeoitos, Q/B guistes con bradizoitos. E1 E2 E3 G,
esquizogoniag intestinales, gamogonia y formacidn de ooguistes.

1. Represgenta el ciclo rédpido del gato, iniciado por la ingestidn de quistes
con bradizoitos viables. En el gato asi infectado se produce simulténeamente
el ciclo visceral (A/T--Q/B) y el entérico sexuado (Ei E2 E3 G). Los ooguistes
empiezan a eliminarse muy pronto, 3°-6° dia posinfeccidn.

2. Representa el ciclo lento. Se inicia por la infeccidn por ooquistes
eaporulados. Los esporczoitos inician primero el ciclo wvisceral. Los
bradizoitos vuelven al intestino e inician en los enterocitos de la mucosa el
ciclo sexuado. Los oogquistes empiezan a eliminarse 20 a 30 dias después de la
infeccion.'

' Martinez-Fernandez, A.R. {(19%5}. Comunicacién escrita.



FIGURA 3
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Figura 3. Ciclo bioldégico en el hombre. A/T agrupamientos con taguizoitos,
durante la fase aguda de la enfermedad, Q/B quistes con bradizoitos, fase
crdnica. El proceso adguiridc se inicia tras la ingestidon de oogquistes
esporulados procedentes de gatos o quistes tisulares con bradizoitos viables,
en la carne de animalegs de abasto. La infeccidn intraespecifica se produce
ademds por otras vias: la trangplacentaria en la infeccién congénita, o
mediante trasplantes de Organos o tejidos infectados. También ocurre 1la
infeccidén accidental, entre personal de laboratorio, por inoculacidn de
taquizoitog. La Iinmunosupresidn farmacoldgica posterior a un trasplante u
otros procesos, asi como la inmunosupresidn infecciosa, transforma una
infeccidén crénica, en aguda.'

' Martinez-Fernandez A.R. [1995). Comunicacidn escrita.




FIGURA 4
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Figura 4. Ciclo biclégico en los hosgpedadores intermediarios. La fuente
principal de la infeccidn humana son losg herbivorog, ovinos y caprinos
principalmente, se infectan por la ingestidn de ooqguistes. Los omnivoros, el
cerdo principalmente, se infecta tanto por ooguistes como por sus tendencias
carrofieras. Hospedadores intermediarios muy eficaces para el ciclo a través
del gato, como ratones y gorricnes, son también ingeridos por log cerdos. Los
depredadores, el propic gato incluido, wmantienen el ciclc bioldgico de
Toxoplasma gondii por carnivorismo (depredacidn, canibalismo, carrofieriswma) .
El ciqlo entre depredadores puede mantenerse en el tliempo en ausencia de
gatos.
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Aungque 1o mavorta de las dinfecciones que  se

producen on ool hombre sou asintomdticas © con escasos
sintoman clunicos, hay algunas situaciones en gque esto
no es ast, y la toxoplasmonis aparece como una dgrave

enfermedad que pucede atectar a la vida del paciente o
puede producit graves secuelas. Estas situaciones son
dos, cuando la infeccion se produce durante el periodo
de gestacidn de la mujer, ya gque se pueden producir
muerte o wmalformaciones fetales y cuando se produce
primoinfeccion o reactivacion de una toxoplasmosis
antigua en un sujeto inmunodeprimido.

En un sujeto inmunocompetente, trascurrida la fase
aguda de la enfermedad, se adgquiere un eguilibrio entre
el parasito y el sistema inmune del hospedador, guedando
Toxoplasma gondii en forma de quistes tisulares, sobre
tode en el masculo easquelético, corazdbn y sistema
nervioso central. Si se producen alteraciones del sistema
inmune del hospedador, este equilibrio puede romperse y
precducirse una reactivacion de la toxoplasmosis, estos
casocs gque afectan principalmente a sujetos fuertemente
inmunodeprimidos, como los pacientes HIV, producen
cuadros ¢linicos de mucha gravedad, fundamentalmente
cuadros de encefalitis. Aunque raramente también pueden
producir cuadrcs de miocarditis, neumonitis, infeccidén
digeminada, etc.

E1l método de diagnéstico mis empleado
tradicionalmente es la sercleogia, yva que el culcivo del
parasito de muestras clinicas es largo y complicado, En
sujetos  inmunocompetentes, la infeccidn aguda se
demuestra por sercconversidn en el titulo de anticuerpos
totales frente al parasito y la presencia de Ig M
especifica. En cambio, debido a la deficiencia del estado
inmunoldgico que prasentan log pacientes inmunodeprimidos
que sufren reactivacion de la toxoplasmosis, estos
metodos carcoon de valor an este tipo de pacientes, por

lo  quo s it intentando desarrcllar métodos



altornal ivors.

Debido o la diticultad practica de estudiar en

pacientes humano:  las distintas formas en gue pueds
aparecer la enfermedad (primoinfeccidn en sujeto
inmunocompetente, infeccion crénica en sujeto

inmunocompetente y reactivacién de la toxoplasmosis en
sujeto inmunodeprimido), se ha recurride a modelos
animales que consigan recrear estas situaciones clinicas.
Asi se puede establecer una primoinfecciétn aguda
sintomdtica mediante la inoculacidén por via peritoneal
de rtaquizoitos en ratones inmunocompetentes; una
infeccidn crdnica mediante la inoculacidén de quistes
tisulares por via oral de una cepa cistdgena de
Toxoplasma gondii a ratones inmunocompetentes vy una
reactivacion de la toxoplasmosis mediante un tratamiento
inmunosupresor a unos ratones con toxoplasmosis crénica.

La toxoplasmosis ha adquirido una mayor importancia
en los Ultimos afios debide al gran incremento de sujetos
inmunodeprimides, por el incremento de los trasplantes
de oérganos, 1os tratamientos inmunodepresores y la
aparicion de la pandemia por el wvirus de la
inmunodeficiencia humana adguirida (HIV); en estos
pacientes inmunodeprimidos es donde el cuadro clinico de
la toxcplasmosis adquiere mayor gravedad y ademds es en
donde los métodos diagndsticos tradicionales obtienen
peores resultados, por lo gue el diagnéstico de la
toxoplasmosis en pacientes inmunodeprimidos es una de los
retos diagndosticos mas importantes gque tiene planteada
la parasitologia actual.

El tratamiento clédsico de las infecciones humanas
por Toxopiasma gondii es la combinacidn de pirimetamina
y sulfadiacina y en caso de embarazo se emplea
esplramicing, pero astos tratamientos plantean problemas;
en pacientesn con HIV oy cncefalitis toxoplasmica se han
descrito muchos otcclon seccundarios adversos producidos

por la pirimetaminag vy la puliadiacina que en muchos casos
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oblige a ia tntenrtupeion del tratamiento  y o la
cupilramicing o e ha most rado muy  efectiva en el
tratamicent o des inteccione: congonit as. Debidoe a estos
probloma: e hace necesaria la busqueda de nuevos
farmacos ut ile:s para ol tratamiento de esta parasitosis.

El Instituto de Salud de Estados Unidos {(INH) ha
seflalado al ostudio del Toxoplasma gondii y 1la
toxoplasmosis  como una de las lineas mundiales de

investigacion prioritarias.
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2.- OBJETIVOS



1 Desarvol Lo de wodelos animales que reproduzcan las
distintan situaciones clinicas gue podemos
encont rarmos en la toxeplasmosis humana.
2" Eleccion de grupos de pacientes gue representen las
distintas situaciones clinicas a estudiar:
3" Optimizar la deteccion de Ig G.
4° Optimizar la deteccidn de Ig M.
5° Optimizar la deteccidn de Ig A.
6° Optimizar el estudio de la avidez de la Ig G.
7° Optimizar la técnica de la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) .
7.1. Optimizar los métodos de extraccidn de ADN.
7.2. Optimizar los métodos de amplificacién.
7.3, Optimizar los métodos de deteccidn del
amplificado con sonda.
8.- Evaluar la utilidad diagndstica de la Ig G en:
8.1. Modelo animal de primoinfeccidn.
8.2. Modelo animal de infeccidén crdnica.
§.3. Modelo animal de infeccidn crénica
reactivada.
8.4. Pacientes inmunocompetentes.
8.5. Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis
toxoplasmica.
8.6. Pacienteg inmunodeprimidos con encefalitis
toxoplasmica.
.- Evaluar la utilidad diagnéstica de la Ig M en:
9.1. Modelo animal de primoinfeccidn.
9.2. Modelo animal de infeccidn crdnica.

9.3. Modelo animal de infeccidn crdnica

reactivada.
9.4. Pacientes inmunocompetentes.
9.5. Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis

toaxoplasmioa,
9.6, Pacient s inmunodeprimidos con encefalitis

roxoplasmica,



0. kvaluar la utilidad diagnéstica de la Tg A en:
10.1. Modelo animal de primoinfecciodn.
10.2. Modelo animal de infeccidn crénica.
10.3. Modelo animal de infeccidn crénica
reactivada.
10.4. Pacientes inmunocompetentes.
10.5. Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis
toxoplasmica.
10.6. Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis
toxoplasmica.
11.- Evaluar la utilidad diagnéstica del estudio de la
avidez de los anticuerpos Ig G en:
11.1. Modelo animal de primoinfeccidn.
11.2. Modelo animal de infeccidn crdnica.
11.3. Modelo animal de infeccidn crdnica
reactivada.
11.4. Pacientes inmunocompetentes.
11.5. Pacientesg inmunodeprimidos sin encefalitis
toxoplasmica.
11.6. Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis
toxoplasmica.
12.- Evaluar la utilidad diagndstica de la deteccidn
de antigenos circulantes en:
12.1. Modelo animal de primoinfeccidn.
12.2. Modelo animal de infeccidn crénica.
12.3. Modelo animal de infeccidn crodnica
reactivada.
12.4. Pacientes inmunocompetentes.
12.5. Pacientes inmunodeprimidos sin encefaiitis
toxoplasmica.
12.6. Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis
toxoplasmica.
13.- Evaluar la utilidad diagnostica de la deteccidn
de ADN del parasito mediante la reaccidn en cadena de
La polinmerava an:

1.1, Modelo animal de primeinfeccidn.
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P32 Modelo animal de intecceion crénica.
1.3, Modelo auimal de inteccion crdnica

roeact bvadao,

L3 Pacient on tomunocomnpetentes.

13,50 Pacionten imunodeprimidos sin encefalitis
toxoplasmica.

13.6. Pacientues inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplasmica,

14.- Evaluar la eficacia antitoxopldsmica de nuevos
farmacces.

14.1. Macrolidos.

14.2. Clindamicina.

14.3. Minociclina.

14.4. Quinolonas.
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3.1.- Generalidaden.

Toxoplasima gond i on un protoroo intracelular ubicuo
del  subphyluw Aptcomplexa,  olage Sporozoa y orden
Eucoccidia, suborden Mimevina gque afecta a muchos
animales y al  howmbre, permaneciendo después de la

infecciétn aguda en el hospedador en forma de quistes
tisulares con bradizeitos infectantes.

Tiene distribucion universal, siendo SUus reservorios
log gatos, los pajaros y los mamiferos. El1 gato actila
como hospedador definitivo ya gue la reproduccidn sexual
gse desarrolla en el epitelio de su intestinc y como
hospedador intermediario, mientras que todos los demas
animales infectados actuan como hospedadores
intermediarios ya que en ellos tienen lugar solo ciclos
asexuales de reproduccidn.

La infeccidn por Toxoplasma gondil puede ser aguda
o crdnica, sintomatica o asintomatica. La infeccidn aguda
recientemente adquirida casl siempre es asintomatica en
los nifios mayores y los adultos; todos los sintomas vy
signos (toxoplasmosis aguda) son habitualmente de corta
duracidén y autolimitados. En la mayoria de los casos,
persiste la forma quigtica del micreoorganismo, pero la
persona no tiene manifestaciones c¢linicas (infeccidn
crénica o latente por Toxoplasma gondii). Sin embargo,
en algunos casos, el Toxoplasma gondil es la causa
comprobada de manifestaciones clinicas persistentes o
recurrentes (toxoplasmesis cronica); la coriorretinitis
es un ejemplo de la forma crénica de la enfermedad. La
infeccidn aguda plantea el mayor peligro para el paciente
inmunodeficiente y para el embridén y feto durante la
gestacidn.

En los pacientes inmuncodeficientes, como agquellos

con el sindrome de immunodeficiencia adquirida (HIV),
receptores  de tranplantes  y inmunodeprimidos, la
infeccion aguda puede ner debida a una primoinfeccidn por

el pardasito, pera lo wman {recuente es que sea debida a
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una readcl fvaeion, Hin cnton pacientes se produce una
infeccion agquda, grave, que pone en peligro la vida del
enferme  con  cuadron de cncetalitis, miocarditis y/o
neumonitis. ®1 lavtante intectado in dtero (con signos
de infeccion al nacimiento o sin  ellos), puede
desarrcllar secuelas graves tales como compromiso visual,
trastornos neurologicos e hipoacusla neurosensorial.

Toxoplasma goudil pueds aparecer en tres formas: el
ooquiste que es el resultado de la reproduccién sexual
que se produce en el intestino del gato que contiene dos
esporas con cuatro esporozolitos, el taguizoito que es la
forma asexual que produce el inicio del ciclo tisular por
endodiogenia y el quiste tisular, gque contiene
bradizoitos y que es capaz de persistir en el tejido
durante la fase cronica de la infeccidn. Aungue solo hay
una esgpecie de Toxoplasma exlsten entre las cepas
diferencias en la virulencia, debido a polimorfismos en
el ADN (1).

El ooquiste esgs ovoide y mide 10 por 12 um. La
maduracién del coquiste (esporulacidn) necesaria para ser
infectivo, ocurre después de la excreccidén al medio
ambiente. La egporulacidén eg mas rapida a altas
temperaturas (ocurre a los 2-3 dias a 24 °C y a los 14-21
dias a 11°C , pero no ocurre por debajo de 4°C o por
encima de 37°C)} (2). El ooguiste puede permanecer viable
hasta 18 meses en suelo huamedo, por lo gue el medio
ambiente constituye un reservoric eficaz en la
transmisién del parasitoe. Los ooquistes ge excretan
durante 1-3 semanas a los 20-24 dias de haber tenido
lugar la infeccion del gato y se excretan hasta 10
milleones por dia (3).

El taquizoito e la forma invasiva gque aparece

durante la fase aguda de la infeccidn, mide 3 por 7 um
y es intoracelular obligado. La  desecacion, el
congelamient o/dogcongelamionto  y  la exposicidén a los

jugos  digestivos  doidon domtiruye a0 los  taquizoitos.
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Pueden intoectar cani todan las células de mamiferos vy

multiplicarse oen ool citoplasma dentro de una vacuola
parasitafora cada 4 v horas. Rompe la célula hospedadora
e invade cclulas cont igquas. La respuesta humoral hace que

los taguizoitos extracelulares sean lisados mediante la
accién conjunta de anticuerpos y complemento (4) .

El quiste tisular tiene un didmetro entre 10 y 200
um y contiene varios wiles de bradizoltos vy pueden
pergistir en el tejido toda la vida del huésped. Los
guistes sSe encuentran en cualquier <&rganc, pero
fundamentalmente en wmiocardio, wmwisculo esquelético y
cerebro (5). Son relativamente resistentes a 1los Jjugos
digestives, de ahi la posibilidad de transmisidn del
pardsito en carne poco hecha. Son destruidos por
irradiacidn con rayos gamma (mds de 25 rad), temperaturas
mayores de 61°C durante 4 minutos congelacidn a -20°C
durante 34 horas seguidce de degcongelacidén (5,6,7,8).

La toxoplasmosis es una zoonosisg extendida por todo
el mundo, infectando a animales carnivorosg, herbivoros
y omnivoros de toedos los ordenes de mamiferos. La
prevalencia de qguistes tisulares en la carne cempleada
para el consumo humanc es alta. El1 1% de los gatos del
mundo excretan ooguistes. Invertebrados gue coman heces
pueden servir de diseminadores de ooquistes, aungue la
presencia de gatos es de principal importancia en el
mantenimientc de la infeccidn (9), existen lugares con
alta prevalencia sostenida por carnivorismo de este
parasito en ausencia de gatos vy Areas con  baja
prevalencia de toxoplasmosis en presencia de gatos (10) .

En humanos, la prevalencia de seropositividad de
anticuerpos frente a Toxoplasma gondii ge incrementa con

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

como El Salvador, Tahiti o Francia la prevalencia llega
al 50% en la cuarta diocada de la vida, en EEUU la
prevalencia oncila entre ol 3y gl 70% en adultos vy en

Espaiia la provalencia o rvonda el 50% en adultos. La
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prevaloncia {iende a ser menor en regiones frias, en
regiones dridas y secas y en zonas de gran altitud debido
a la dificultades que presentan estas zonas para la
supervivencia del ocogulste.

Las dos rutas principales de transmision del
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 gue raramente se aisla
de carne de vaca (11). Se ha demostrado la transmisiodn
a través de leche no pasteurizada (12) y se ha aislado
el pardsito en huevos (13). Por tanto la ingestidn de
carne con gquistes tisulares, o de verduras con ooguistes
son las dos formas mads frecuentes de infeccidn en
humanos. Aunque se han aislados taquizoitos en las
secreciones de las personas con infececidn aguda, no se
ha demostrado que se produzcan infecciones entre 1las
personas por esta via.

La transmisidn de la madre al feto, ocurre
basicamente en mujeres que han adquirido la infeccidn
durante el embarazo. Raramente se han observado casos de
infeccidn fetal cuandc la madre inmunocompetente habia
adgquiride la infeccidén 6-8 gemanas antes de la
concepciodn, de hecho, aungue hay algunas comunicaciones
al respecto, golamente ge ha podido comprobar un caso
(14) .

Los trabajadores del laboratorio pueden adquirir la
infeccidn por inoculacidén accidental (15}, vya que el
Toxoplasma gondii puede sobrevivir en sangre citratada
durante 50 dias a 4°C y la transmisidn puede producirse
por la inoculacidén de sangre entera o gldbulos blancos.
La transmision de la infeccién a través del trasplante
de dOrganos se ha documentadc en casos de trasplante de
corazén de un sujeto seropositivo a otro seronegativo
(1e,17) .

Toxoplasma gondii invade todos los tipos celulares,

salve los eritrocitos al contrario que otros patdgenos
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intracolularen, y ta invasion celular ocurre mediante un

proceso activo (18), Lo taquiroitos son destruidos por
los intermediario:s react 1vos del oxigeno, por
acidificacion, par tluctuaciones osmoticas, por

intermediarios reactivos del nitrégeno, por la depleccidn
del triptéfano intracelular y por anticuerpos especificos
combinados con el complemento (18,19,20,21,22,23,24) sin
embargo se produce la supervivencia de los taquizoitos
por la formacién de 1la vacuola parasitofora que 1los
protege de la ingestién. No ocurre la fusidén con el
lisosoma y la acidificacidn (20, 25) .

Ante la infecciébn por Toxoplasma gondii se producen
anticuerpos tipe Ig G, Ig M, Ig A e Ig E y los
tagquizoitos extracelulares son lisados en presencia de
complemento {23,24) . Las citoguinasg juegan un papel
critico en la defensa del hospedador contra la infeccidn,
gsiendo el inferferon gamma el gue Jjuega el papel
principal. Los linfocitos obtenidos de pacientes con HIV,
no son capaces de producir gamma interferon ni
interleucina 2 en respuesta a la estimulacidn con
antigenos de Toxoplasma gondii {(26,27). Los niveles
séricos de interferon gamma son mas bajos en pacientes
con encefalitis toxoplasmica que en sujetos
inmunocempetentes con linfoadenopatias por Toxoplasma
gondii (28) . El tratamiento de los monocitos y macréfagos
de pacientes con HIV con gamma Iinterferon mejora su
actividad contra Toxoplasma gondii (29,30).

En cuanto al ADN del pardasito, el esporozoito
contiene aproximadamente 0,1 py de ADN (100 fg); este es
el contenido de ADN de todas las fases del parasito
excepto en el zigoto, que es diploide. El genoma del
Toxoplasma gondii contiene aproximadamente 8.107 pares de
bases, COIl  un 50% del cociente guanina/citosina
(31,32,33) . Mediante el empleo de electroforegis en campe
pulsado para conaltruir ¢l cariotipo, se ha demostrado gque

Toxoplasma gond! i prepenta 10 fragmentos compatibles con
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cromosona::,  con un tamalo de 2 oa 6 Mb (34). Se ha

secuenaciado algunos genes que se reflejan en la Tabla 1:

Geneg secuenciados Tamaific mRNA Localizacion

p22 1,6 Membrana

P30 1,5 Membrana

p23 1,4 Granulos
vacuclares

p28 1,1 Granulosg
vacuolares

ROP1 2, Roptria

po4 1, Membrana

alfa-tubulina 1,4 Microtibulos

subpeliculares

beta-tubulina . ITgual
Bl , Desconocido
p&3, NTPasa 2,8 Mitocondria
3.2.- Caracteristicas clinicas de la toxoplasmosis.

Aunque la mayoria de infecciones por Toxoplasma
gondii gson asintomiticas, en determinadas situaciones
puede producir enfermedad clinica, asi puede afectar al
sujeto inmunocompetente de forma leve o producir cuadros
mas graves de toxoplasmosis ocular y de 1infecciones
congénitas.

Solamente el 10-20% de las infeccicnes en adulto no
inmunodeprimidce son sintomaticas (35) . Generalmente, la
toxoplasmosis se presenta como una linfoadenopatia

cervical asintomatica, pero puede hallarse comprometido

cualquier grupoe ganglionar o© todos. Los ganglios
habitualmente son de tamaiio discreto y no sensibles al
tacto, rara vex ticnon mas de 3 cm de didmetro, pueden
variar en fiirmerza y no pupuran {(36). En otros casos, los
ganglios pucden ter aennibles a la palpacién o hallarse
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adhoridon, i pouible 1a prenencia de fiebre, malestar
general,  diatorenin noctarna,  mialgias,  odinofagia,
crupcion maculopapuloeia,  hepatoesplenomegalia,y en el
cuadro hemdl ico un pequeno numero de linfocitos atipicos
(<10%) (37). Bl cuadro elinico puede ser semejante al de
la mononucl o s intfecciosa o infeccion por
citomegalovirus, poro la toxoplasmosis no produce mas del
1% de los sindromes mononucledsidos. La linfoadenopatia
retroperitoneal, o mesentérica, puede producir dclor
abdominal (38} . Algunas veces sobreviene coriorretinitis
en los casos de toxoplasmosis adquirida aguda. Aungue la
coriorretititis habitualmente es unilateral en ellos,
casl siempre es bilateral en los casos de toxoplasmosis
congénita diagnosticada en el nacimiento (39). En el
individuo inmunocompetente, la evolucidén es benigna vy
autolimitada. Los sintomas, si se presentan,
habitualmente se resuelven en algunos meses y rara ve:z
persisten mas de 12 meses.

La infeccidn por Toxoplasma gondii es una causa
lmportante de coriorretinitis en los paises occidentales,
la mayoria de los casos son debidos a infeccidn congénita
(40) . Los pacientes se hallan a menudo asintomdticos
hasta mads tarde, apareciendo la incidencia pico de la
enfermedad sintomatica en la segunda vy tercera década de
la wvida. Es raro qgue ocurra reactivacidn clinicamente
aparente después de los 40 anos. La lesidn caracteristica
es una retinitis necrotizante focal gue aparece
inicialmente en el fondo del ojo como una mancha
algodonosa sobreelevada, blanco amarillenta con margenes

poco claros, habitualmente sobre el polo posterior (41) .

Las lesiones muchas veces se hallan en grupos pequeflos
vy las lesicones individuales en el grupo pueden ser de
edades variada:. Con la cicatrizacidn, las lesiones se
vaelven palidax, e atrot ian y desarrollan pigmentacidn
nedea . et panuve it o puedes acompanar a la coriorretinits,

pora nutiea e b preobsedo e ocurran uvelitis anterior



aislada. La coriorretinitis aguda puede producir sintomas
como  vigion Dborrosa, escotomas, dolor, fotofobia vy
epifora. Ocurre afectacidn o perdida de la visidn central
cuando esta involucrada la macula. A medida que la
inflamacién se resuelve, la visién mejora, con frecuencia
sin recuperacién completa de la agudeza visual. Las
caracteristicas que sugieren toxoplasmosis en el examen
oftalmoldgico incluyen afectacidén bilateral de la macula,
degeneracién coriorretiniana con una retina de aspecto
normal que rodea a lesiones tipicas en sacabocados,
desarrollo rapido de atrofia del nervio éptico y claridad
del humor vitreoc y acuoso.

La toxoplasmosis congénita es el resultado de una
infeccidn aguda, habitualmente asintomatica, que adgquiere
la wmadre durante la gestacién. El riesgo para la
infeccidn del feto no se correlaciona con €l hecho de que
la infeccidn en la madre sea asintomdtica o no durante
la gestacidén.Para evaluar el riesgo de transmisidn del
microorganismo al feto, es necesarico determinar cuando
la mujer embarazada adgquiridé la infeccidn con respecto
a la fecha de concepcidn. La infeccidn adquirida en el
primer trimestre por mujeres que fueron tratadas con
terapia antitoxoplasmica produjo infeccidn congénita en
el 25% de los casos; el pronostico de estog embarazos
puede ser el aborto espontaneo, el nacimiento de un
mortinato o la enfermedad severa en el recién nacido. Las
incidencias de infecclién fetal fueron de 54 y 65% para
las infecciones del segundo y del tercer trimestre,
respectivamente; alrededor del 72 y del 88%8% de los
lactantes infectados no presentaron signos de infeccidn.

La encefalitis toxoplé&smica en pacientes HIV casi
invariablemente resulta de la reactivacidn de infecciones
latentes (42); la ruptura intermitente de los quistes en
el cerebro junto a la respuesta inmune no adecuada
origina la reactivacién local. También puede producirse
la reactivacidén fuera del SNC, ya que en el 14-38% de los
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casos  ademas de lesiones en el SNC se  observan
parasitemias (43,44,45) .

La incidencia de encefalitis toxoplasmica se
correlaciona directameite con la prevalencia de
anticuerpos anti-toxoplasma en la poblacidn y el estado
de 1a infeccién por HIV de 1los individuos de la
poblacidn. La prevalencila entre los pacientes HIV en EEUU
oscila entre el 15 y el 40% (46) vy llega al 96% en
clertas Areas de Africa Y de Europa (47} .
Aproximadamente, el 45% de 1los enfermos HIV con
anticuerpos frente a Toxoplasma gondii desarrollan
encefalitis toxoplasmica (48) por lo que en areas de alta
prevalencia de anticuerpos frente a 7Toxoplasma gondii
pueden desarrollar encefalitis toxopldsmica entre el 25
y el 50% de los pacientes HIV (46).

La mayor incidencia de encefalitis toxoplasmica se
produce en pacientes con mencs de 100 linfocitos T
CD4/m3 (43,49), también puede adquirirse la infeccidn
por Toxoplasma gondii después de estar infectado por HIV
(primoinfeccidn por Toxoplasma gondii), en este caso, la
seroconversidn occurre entre el 2 v el 5,5% de los casos
(50,51); estos sujetos estdn expuestos a sufrir
encefalitis toxoplasmica, por lo que es necesario educar
a los pacientes seronegativos para gue prevengan esta
infeccidn.

La encefalitis toxoplasmica en pacientes con HIV
tipicamente produce abscesos cerebrales con tres zonas
caracteristicas: una zona central avascular, alrededor
aparece una zona con un infiltrado inflamatorico con
linfocitos, células plasmaticas y macrdfagos; aparecen
muchos taguizoitos en los margenes de las Aareas
necréticas; una zona externa contiene gquistes de
Toxoplasma gondii: Se puede observar edema, vasculitis,
hemorragia e infarto cerebral (45, 52,53). Cominmente se
observa astrocitosis. La encefalitis toxoplasmica difusa

se caracteriza por noédulos de microglia sin abscesos en
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la sustancia gris del cerebro y del cerebelo, (54,55) y
la progresion de esta forma es rapidamente fatal. En
autopsias se observa lesiones necréticas en la médula
Osea en el 6% de los pacientes (54). Para el diagndstico
de infeccidén aguda por Toxoplasma gondii, se necesita la
demostracidén de taquizoitos. La encefalitis toxoplasmica
tiene predileccidn por los ganglios basales (56).

La encefalitis por Toxoplasma gondii es la primera
causa de afectacidn del SNC en pacientes con HIV ({42)
apareciendc una gran variedad de hallazgos clinicos como
alteracidn del estado mental, mareos, alteracidn de los
nervios craneales, anormalidades senscrialeg, signos
cerebelosos, meningismo, desordenes en el movimiento y
manifestaciones neuropsiquiatricas. Caracteristicamente
aparece como un proceso subagudo con signos neurclégicos
focales, aungue en un 15-25 de los c¢asos aparecen
abruptamente con hemorragia cerebral (57,58,59).

Lo mas comun es la aparicién de hemiparesia o
anormalidades en el habla, menos frecuentemente aparece
desorientacidén, alteracidén del estado mental, letargo vy
coma. Menos comGnmente puede aparecer Parkinson, distonia
focal, panhipopituitarismo, diabetes ingipida y sindrome
de secreccidn 1inapropiada de hormona antidiuretica |
60,61,62,63,64,65,66,67). La encefalitis toxoplasmica
difusa se caracteriza por disfuncién cerebral
generalizada sin sintomas focales y las imdgenes de TAC
muestran atrofia cerebral (68).

Las imagenes de TAC de lesgiones tipicas de
encefalitis toxoplasmica se caracterizan por ser lesiones
bilaterales miltiples en un 70-80% de los casocs, aungue
puede aparecer una lesidn sola. Las lesicnes tienden a
ocurrir en la unidn corticomedular, frecuentemente
involucrando a los ganglios basales. Son hipodensas vy
tienen un anillc alrededor gue capta el contraste. Sin
embargo, estas lesiones no son patognomdnicas, ya que se
no establece diagnéstico diferencial con el linfoma del
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SNC, que puede presentar lesiones miltiples en un 40% de
los casos. La probabilidad de linfoma aumenta y la de
encefalitis toxoplasmica disminuye cuando aparece una
lesién unica (69,70} .

En el 90% de los pacientes con HIV y encefalitis
toxoplédsmica aparece mejora en las imagenes de TAC
después de 2-3 semanas de tratamiento, mientras que la
resolucidén completa del cuadro tarda entre 6 semanas y
6 meses. Las lesiones periféricas se resuelven mejor que
las que estdn situadas profundamente. (71,72). Las
lesiones pequefias suelen resolverse completamente en 3-5
semanas, mientras que las lesiones grandes tardan mas en
resolverse y dejan una pequefla lesidn residual. L as
anormalidades en el LCR de pacientes con encefalitis
toxoplasmica no son caracteristicas, aparece una moderada
pleocitosis mononuclear, una moderada elevacidén de las
proteinas en el LCR v raramente se observa
hipoglucorragia (57,73).

Los métodos de diagndstico de la infeccidén por
Toxoplasma gondili se basan en log casos de pacientes
inmunocompetentes en estudios seroldégicos de deteccidn
de anticuerpos, sin embargo en pacientes inmunodeprimidos
estos métodos de diagndéstico tienen muchos problemas, ya
gue la incapacidad de produccidén de anticuerpos
especificos frente a Toxoplasma gondii hace que en muchas
ocasiones, no aparezca respuesta de anticuerpos ante
reactivaciones o primoinfecciones en este tipe de
pacientes.

La mayoria de los casos de encefalitis toxoplasmica
sucede por reactivacidédn de infecciones latentes,
solamente el 1-3% de los casos de pacientes con HIV y
encefalitis toxoplasmica no presentan en Ssu  SUro
anticuerpos tipo Ig G frente a Toxoplasma gondii, pero
la presencia de anticuerpos tipo Ig G en el suero no nos
permite detectar la presencia de reactivacidn, ya que la

actividad toxoplésmica no se correlaciona con la cantidad
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de ant icaerpon tq G o preaentas en el suero. Un incremento

de ant icucrpon 1y o en ol suero en casos de reactivacidén
ocurre  podas  veces.  ha presencia de Ig G frente a
Toxoplasma gondlii en ¢l suero de un paciente con HIV

aumenta el riesgo que a lo largo de su enfermedad padezca
un cuadro de encefalitis toxoplésmica, mientras que si
no presentan anticuerpos frente a Toxoplasma gondii, este
riesgo disminuye mucho (74). La presencia e Ig M como
respuesta a la reactivacidn es rara en este tipo de
pacientes.

En un estudio clinico doble ciego al azar aparecid
encefalitis toxopldsmica en 75 de 499 pacientes,
surgiendo en un 25% de logs pacientes con menos de 100 CD4
y con serologia positiva a Toxoplasma. El empleo de
profilaxis disminuyd el riesgo de encefalitis
toxoplasmica de modo significativo (p<0,001) (75).

Se han realizados muchos estudios clinicos que
pretenden fijar las caracteristicas clinicas mas comunes
a los cuadros de encefalitis toxoplasmica con el objeto
de egtablecer gignos o sintomas patognoménicos de este
cuadro, gue ayuden a su diagndstico, al no existir un
método diagndsticce aceptable por métodos de laboratorio
tradicionales, asi:

Zangerle v cols. estudian la encefalitis
toxoplasmica y encuentra que el Unico marcador seroldgico
predictivo es la presencia de Ig G antitoxoplasma, gque
aumenta el riesgo de padecer encefalitis toxoplasmica
(76} .

Nogues y cols. tras estudiar la encefalitis
toxoplasmica concluyen dgque los métodos seroldgicos
tradicionales no tienen ninguna utilidad en el
diagnéstico de esta patologia (77).

Porter y cols. al estudiar 115 pacientes que
presentan una media de (D4 de 50/mm3 sefialan que la
toxoplasmosis es la primera causa infecciosa de
afectacidén del SNC en paciontes con HIV (78) .

2



Paitae bk oy colg, aenalan a la encefalitis

roxoplaomica como la atectacion del SNC mas frecuente,
que produce fodionea tocalen, Se observa en pacientes con
infeccion cronica por ol parasito, por tanto la presencia
de anticuerpos os un factor de riesgo en el padecimiento

de la enfermedad, aunque no se puede diferenciar mediante
pruebas seroldgicas normales entre toxoplasmosis aguda
y crénica en este tipo de

pacientes (79).

3.3.- Modelos experimentales en toxoplasmosis.

Debido a la importancia del problema diagnéstico de
la encefalitis toxoplasmica y a que las técnicas de
diagnéstico tradicionales carecen de wvalor para el
diagndstico de esta patologia, muchos investigadores han
pretendido resolver el problema. El primer objetivo es
el establecimiento de modelos animales que puedan recrear
las distintas situaciones clinicas en gue puede aparecer
la toxoplasmosis en los seres humanos (primoinfeccidn,
toxoplasmosis crénica asintomatica y reactivacidn de una
toxoplasmosis crénica), siendo el modelo de toxoplasmosis
crénica reactivada el que ge corresponde con @ la
encefalitis toxoplasmica gue padecen los pacientes
inmunocomprometidos y scbre todo 1los paclentes con HIV,
asgi:

Gazzinelli y cols. producen una reactivacidn de la
toxoplasmosis en ratones cronicamente infectados mediante
el empleo de anticuerpos monoclionales anti CD4, anti CD§,

anti interferon gamma, demostrandoe que sge produce

reactivacién wmediante el oempleo de anticuerpos anti
interferon gamma o emploeando ant i-CD4 en combinacidén con
anti-CcDg (80) .

Surxuki y cole, oulabloecen un modelo de encefalitis

roxoplasmica mod deant o tr] cmpleo  de anticuerpos
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monoclonales cont ra it erferon-gamma endégeno en ratones
cronicament e infoct ados con Toxoplasma gondii. Administra
a estos ratones anticuerpos monoclonaleg contra esta
citoquina produciendo en los ratones infectados una
encefalitis grave. Aparecen dreas de inflamacién focal
aguda con un infiltrado de células inflamatorias en las
meninges y en el parénquima cerebral, demostrandose por
la tincién de inmunoperoxidasa la presencia de
taquizoitos de Toxoplasma gondii. Alrededor de los
quistes se detecta inflamacidn aguda, con presencia de
taquizoitos del pardasito gue aparecen al romperse el
quiste (81).

Pomeroy y cols. estudian la reactivacidén de 1la
toxoplasmosis crénica que se produce por una infeccidn
concomitante por citomegalovirus. A ratones previamente
inoculados con una cepa no virulenta de Toxoplasma gondii
v que tenian establecida una toxoplasmosis crénica se les
inoculdé una cepa de citomegalovirus murino y se produjo
una reactivaciodn de la toxoplasmosis, manifestandose como
una neumonia, y aungque sge produjo la activacién de los
macrdofagos pulmonares, no se pudo controlar el cuadro
{(82) .

Hoffin y cols. establecen un modelo de encefalitis
toxoplasmica mediante la inoculacidn intracerebral de
taquizoitos de la cepa (€56 del parasito. Los ratones
inmunocompetentes sobrevivieron pero los inmunodeprimidos
murieron. En los ratonesg inmunocompetentes se produjo
necrosis en el sitio de inoculacidn, con areas alrededor
de intensa inflamacidn, con células mononucleares vy
formacidén de guistes, no se detectd la presencia de
taguizoitos pasadas las dos semanas. En los ratones
inmunodeprimidos aparecen extensas areas de destrucciodn
tisular y losg taquizoitos se detectan siempre. Los
ratones tratados con cortisona muestran  muchos
taquizoitos y escasa 1inflamacién, los ratones tratados

con ciclofosfamida muestran en sus cerebros quistes y un
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grado  variable  de inflawmacién; los tratados con
ciclosporina  muestvan  wenos inflamacidon y  menos
tagquizoitos y menor destruccidén tisular que los tratados
con cortisona {(83).

Vollmer y cols. también establecen un modelo de
encefalitis toxoplasmica en ratones incculados
experimentalmente con la cepa C56 de Toxoplasma gondii,
por depleccidn selectiva de los linfocitos T-4 (células
con CD4) que ocasiona una reactivacién de la enfermedad.
Si se realiza la depleccidén de estos leucocitos en
ratones con infeccién aguda por el parasitc, aparece una
grave infeccién sistémica, pero la afectacidn cerebral
es escasa; si los ratones estan cronicamente infectados,
la muerte de los ratones aparece por una afectacidn grave
del sistema nervioso central, mientras gque la afectaciodn
sistémica es leve (84).

Hulinska y cols. establecen un modelos de
encefalitis toxoplasmica mediante la administracidn de
cortisona. Aparece ruptura de los quistes tisulares con
aparicién de parasitemia producida por taquizoitos,
degsarrollandose una encefalitis toxoplasmica fatal en
todos los ratones (85).

McCabe y cols estudian la actividad antitoxopldsmica
de la ciclosporina frente a Toxoplasma gondii "in vivo"
e "in vitro". En los estudios realizados 1in vitro se
observa que cuando ge afiade ciclosporina a un cultivo
celular de macrdfagos, se inhibe la replicacidn de
Toxoplasma gondii, perco cuande se administra en un modelo
de toxoplasmosis murina no se demuestra gque presente
efectos importantes frente a Toxoplasma gondii (86) .

Araujo estudia la actividad de los anticuerpos
monoclonales contra los linfocitos L3T4° (CD4%) en un
modelo murino con infeccién por Toxoplasma gondii. Si la
administracion de log anticuerpos se realiza antes de
producirse la infeccion, al inocular guistes de una cepa

poco virulenta de 7Toxoplasma gondil por via oral,
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digminuye  la respucnta humoral  y o celular  ante  la

infecaion, aparcciendo en ol covebro de los ratones un
namero signilicat ivamente wayor de quistes que en 1os
controles. Cuando e administra los anticuerpos
monoclonales en  vatones  oronicamente infectados, se

produce la muerte de los ratones, a diferencia de los
ratones empleados como contirol (87} .

Carvof y cols. estudian la evolucidn natural de la
infeccidn por Toxoplasma gondii en sujetos
inmunocompetentes mediante técnicas de cultivo celular,
tras la inoculacién de una cepa no virulenta de
Toxoplasma gondii por via oral, detectaron la presencia
del pardsitoc en leucocitos de sangre periférica los dias
14 y 21 de seguimiento (88).

Derouin y cols. estudian la cinética en el ratdén de
las infecciones agudas y crdénicas. La infeccidn aguda se
establece por inoculacién intraperitoneal de taquizoitos
de las cepas virulentas Rh y C56, la infeccidn crénica
por inoculacidn oral de la cepa avirulenta C. En los
casos de 1infeccidén aguda, primero se detectan los
pardsitos en el pulmén al 2° dia postincoculacidn,
mientras que en cerebro y en sangre aparecen entre los
dias 4 a 6 postinoculacidén. Los taguizoitos permanecen
en el pulmén vy en el cerebro hasta la muerte de los
ratones. En cuanto a los ratones infectados con cepa
avirulenta, se detecta la presencia de tagquizoitos el dia
7 v se mantienen a niveles altos hasta el dia 10, en que
empiezan a desaparecer. En el dia 50 ya no aparecern,

detectandose gsolamente la presencia de bradizoitos (89).

3.4.- Métodos diagnésticos baszsados en la deteccidn de
antigenos de Toxoplasma gondii.
Los nuevos métodos diagnésticos a desarrollar para
resolver egte problema tienen dos grandes ejes, el
primero se baga en el desarrollo de nuevas pruebas

seroldgicas nas resolutivas y el segunde es la deteccidén
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dol parinito por la reaceion en cadena de la polimerasa.

L nuevan tacenican seroldgicas a desarrollar se basan
an los gist oo de diagnost ico seroldgicos existentes en
la actualidad, am ol oncimoinmunoensayo es la técnica

serolégica que debido a su versatilidad para la deteccidn
de antigenos y anticuerpos, su sensibilidad, su
reproductibilidad, =su facilidad técnica y su posibilidad
de automatizacioén aparece como la herramienta mas Gtil
en la resolucidn de este problema.

Los métodos de encimoinmunoensayo se basan en la
deteccidén de productos coloreados generados por la
actuacién de enzimas. Las primeras descripciones de la
técnica aparecen en los primeros 70.(90,91) Los enzimas
mids utilizados en el sistema son la fosfatasa alcalina
v la peroxidasa de rdbano picante ya que pueden utilizar
muchos sustratos liquidos.

Las placas utilizadas para la realizacién del método
son normalmente de poliestireno, donde se fija el
antigeno o el anticuerpo segun el tipo de ELISA gue se
realice; la fijacidn depende de muchos factores, el
primero es la concentracidn proteica de la solucidn donde
ge encuentra el producto a fijar, debido a la baja
capacidad fijadora de las placas, una solucidén con una
solucidn proteica de 10 ug/ml es suficiente para que se
produzca la fijacidn, aunque ya con 4 ug/ml se produce
la saturacidén de la placa (92).

Para evitar la produccidn de resultados
inegpecificos, gon necesarios procedimientos de blogqueo
y de lavado con detergentes. Cuando la concentracidn de
proteinas no satura todos los sitios de unidn de la
microplaca, debe utilizarse unas moléculas proteicas
inmunologicamente irrelevantesg para la saturacion de los

sitios de union vacios, para esto se emplean tampones con

albumina  sarica  bovina o gelatina. Para prevenir
interacciones no inmunologicas todos log reactivos se
alladen cn tamponed que cont ienen detergentes, normalmente
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0, 1% de Tween 20, al igual que todos los pasos de lavado.

Debido o que lon pacientes gque padecen encefalitis
toxopldsmica son sujetos inmunodeprimidos, la deteccidn
de microorganismo divectamente (deteccidn de antigenos)
aparece como una alternativa Gtil, asi se han estudiado
el wvalor diagndstico de la deteccidn de antigenos
circulantes de Toxoplasma gondii en muchos modelos
experimentales de toxoplasmosis y mediante el empleo de
técnicas distintas, asi:

Acebes y cols. estudian la deteccidn de antigenos
circulantes en ratdén en tres modelos de toxoplasmosis,
¢l primero tras inoculacién de la cepa RH (toxoplasmosis
aguda) en el que detecta la presencia de antigenos
mediante un ELISA a partir del segundo  dia
postinoculacidn, el segundo modelo es por inoculacién de
la cepa T626 que produce una toxoplasmosis crdnica, en
este caso detecta la presencia de antigenos a los 13 dias
después de la 1inoculacidn, el tercer modelo es por
inoculacidn de la cepa Beverley {toxoplasmosis subaguda),
y en estos detecta la presencia de antigenos circulantes
desde el segundo dia (93).

Guo y c¢ols. estudian la produccidn de antigenos
circulantes en conejcs, detectando su presencia en el
64,7% de los conejos al primer dia postinoculacidn con
taguizoitos, se  detecta también en el dia 13
postinoculacidn, pero yva nc ge detecta en los dias 60
Yy 90 postinoculacién (94) .

Muller y cols. estudian la presencia de antigenos
circulantes en ratones y conejos tras inoculacidn de la
cepa RH y la cepa HanR de Toxoplasma gondii mediante un
método de ELISA que emplea anticuerpos monoclonales,
solamente detecta la presencia de éstos en los animales
inoculados con la cepa cistdgena (95). Hassl y cols.
estudian la deteccidn de antigenos circulantes mediante
ELISA en cuatro modelos de toxoplasmosis experimental

murina, producidos por inoculacidén intraperitoneal de
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taquizoilon do 4 cepas distintas de Toxoplasma gondii;
se detccto la presencia de antigenos circulantes a
niveles de ng/ml en los cuatro modelos desde el primer
dia postinoculacidén. E1 tiempo dJe aparicidén y la
estructura es similar en los cuatro modelos ensayados
(96) .

Asai y cols. detectan mediante la utilizacidn de un
anticuerpos monoclonal en un sistema de ELISA un enzima
gque se encuentra en el taquizoito de Toxoplasma gondii
llamado nucleotido fosfato hidrolasa en suero de ratones
infectados con la cepa RH y la cepa Beberley del
paridsito. El limite de sensibilidad de la técnica es de
0,3 ng/ml. Los ratones inoculados conr la cepa RH
presentan el enzima en el suero el dia 1 postinoculacidn,
alcanzando concentraciones de 30 ng/mi al dia 5
postinfectacidn. En ratones inoculados
intraperitonealmente con quistes de la cepa Beberley, se
detecta la presencia del enzima en el dia 3 y el pico se
observa en el dia 10 con 89 ng/ml.

Hassl y cols. estudian la aparicién de antigenos
circulantes en conejos tras inoculaciébn de quistes de
Toxoplasma gondil por via oral, aparecen antigenos a las
5 y a las 8 semanas postinoculacidn (96).

Suzukl y cels. estudilan la presencia de antigenos
circulantes de Toxoplasma gondii en ratones atimicos
inoculados con una cepa no virulenta del parasito,
utilizan un sistema de aglutinacidén con latex y detectan
la presencia en las semanas 1 y 3 postinoculacidn, no
detectando la presencia de anticuerpos en suero (97).

Ise v cols. detectan la presencia de antigenos
circulantes mediante un sistema de ELISA que utiliza la
interaccidn entre Dbiotina y avidina en un modelo
experimental de toxoplasmosis en conejos producida por
inoculacion subcutanea de taguizoitos de la cepa RH. EIl
limite de deteccidén del sistema es de 250 ng/ml. Se

detecta la presencia de antigenos el dia 3
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postinoculacidn, antes de la aparicidn de anticuerpos en
suero y de la parasitemia. El andlisis de los antigenos
por cromatografia de liquidos de alta resclucidn,
muestra 4 tipos distintos de antigenos de entre 400.000
y 45.000 D (98).

Nakao y cols. estudian la presencia de antigenos
circulantes en ratones y ratas inoculados con la cepa RH
mediante la técnica de la contrainmunoelectroforesis. En
los ratones inoculados intraperitonealmente, los
antigenos circulantes aparecen en el segundo dia
postinoculacién 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 ademas fueron
sometidos a tratamiento inmunosupresor también se detecta
la presencia de antigenos circulantes. En los ratones
inoculados por via subcutanea, la presencia de antigenos
circulantes se detecta a los 5 dias postinoculacidn hasta
su muerte; los anticuerpos se elevan al mismo tiempo. Las
ratas, gue resisten la inoculacidn intraperitoneal de
taquizoitos de Toxoplasma gondii, no muestran
uniformemente la presencia en suero de antigenos
circulantes, pero si aparece la presencia de anticuerpos
(99) .

Turunen vy cols. estudian la presencia de antigenos
circulantes mediante un sistema de ELISA en casos de
toxoplasmosis experimental murina. El limite de deteccidn
de la técnica es de 10 ng/ml. Detecta la presencia de
antigenos al primer dia postinoculacidén en tejido vy
aparecen en suerc y en  orina al segundo dia
postinoculacidn (100} .

Debido a los buenos resultados gque se obtienen con
las técnicas de deteccidn de antigenos circulantes para
el diagndstico de la toxoplasmosis experimental murina,
algunos autores aplican estas técnicas a muestras
clinicas de pacientes infeccidn por Toxoplasma gondii.

Dannemann y cols. realizan un estudio prospectivo
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e el que estudian la presencia de antigenenmia en 11
sueros de pacientes con HIV, no encuentra presencia de
antigenos en ninguno de ellos, incluso aungue dos
presentaban encefalitis toxoplésmica (101).

Hassl y cols. estudian la presencia de antigenos
circulantes en 232 sueros y 40 muestras de LCR
correspondientes a 125 pacientes con infeccidn HIV en los
estados III y IV. Se detectd la presencia de antigenos
circulantes mediante un método de ELISA en 32 sueros de
20 pacientes ({1i6% de las personas investigadas), las
antigenemias se correlacionaban con los resultados
serologicos y los sintomas clinicos (102} .

Candolfi y cols. estudian la presencia de antigenos
circulantes en casos de reactivaciones de toxoplasmosis
crénicas, estudian 115 sueros de 19 pacientes con
inmunosupresidén por ser receptores de trasplantes y que
clinica y seroldgicamente sufrian una reactivacidn de la
toxoplasmosis, utilizan un mwétodo de ELISA con
anticuerpos Ig G marcados con fosfatasa alcalina. En 8
pacientes se detectd la presencia de antigenos antes del
incremente de los niveles de Ig G o a la vez y en un
paciente se detectd hasta su muerte. En los demas casos,
la presencia de antigenos desaparecid cuando aparecieron
niveles elevados de Ig G por la fermacidn de
inmunocomplejos, por lo gue observé qgque la cinética de
los antigenos es muy corta (103).

Brooks y cols. estudian la presencia de antigenos
circulantes de Toxoplasma gondii mediante un sistema de
dot biot. El limite de deteccidn se situd en 10-40 pg de
antigeno si los antigenos circulantes estaban diluidos
en tampon fosfato y de 40-130 pg si estaban diluidos en
suero de raton, humano o liquido cefalorragquideo. Se
detecta la presencia de antigenos en la toxoplasmosis
experimental murina al segundo dia postinoculacidn, v
se detecté la presencia de antigenos 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 diagndésticos basados en el estudio de
los anticuerpos frente a Toxoplasma gondii.

Ademas del estudio de los antigenos circulantes,
muchos investigadores han estudiado la verdadera utilidad
de las distintas clases de anticuerpos gque pueden
aparecer en una infeccién por Toxoplasma gondii. A pesar
que la deteccidn de Ig G e Ig M son las herramientas
clasicas utilizadas en el diagndstico seroldégico, deben
ser interpretados los resultados en funcidén del tipo de
pacientes que padecen la toxoplasmosis, ya que los
resultados del estudio de anticuerpos estan muy influidos
por el grado de inmunosupresidn del paciente.

Incluso en sujetos inmunocompetentes, la
interpretacidn de la deteccidn de Ig M es discutida, vya
gue esta inmunoglobulina se caracteriza porgue aparece
en niveles detectables en suero durante largos pericdos
de tiempo en el suero del sujeto, inclusc meses o afios
después de padecer la infeccidn aguda
{105,106,107,108,109), por lo que para la demostraciodn
de primoinfeccidn no es una buena herramienta
diagnéstica.

La interpretacién de la respuesta de anticuerpos ha
sido estudiada por muchcos autores:

Jaquetl Aroca y cols. comunican esta persistencia
de Ig M en pacientes inmunocompetentes una vez finalizada
la fase aguda de la infeccidn por Toxoplasma gondii
{110) .

Aunqgue se ha descrito que los pacientes
inmunodeprimidos, sobre todo los pacientes con sindrome
de inmunodeficiencia adquirida no producen lIg M ante la
infeccidn por Toxoplasma gondii, esto tiene sus
excepciones y asi Holliman y cols. informan de 1la
deteccion de Ig M en un paciente con encefalitis

toxoplasmica (111).
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Derouin y cols. estudian las respuesta de
anticuerpos en pacientes HIV, en el grupo de 62 pacientes
con toxoplasmosis activa confirmada por biopsia o
respuesta al tratamiento, encuentran anticuerpos Ig G en
61 pacilentes, encontrando la presencia de Ig M solamente
en tres pacientes. Se observd la presencia de incremento
en los niveles de Tg G en el 30% de los pacientes en los
que se pudo realizar un seguimiento seroldgico (112} .

Holliman y cols. realizan un estudio serolégico
entre los pacientes HIV de Gran Bretafia, llegando a la
conclusidn de que el 27% de ellos, al tener anticuerpos
antitoxoplasma tenian peligre de desarrollar una
reactivacion y gque se producia primoinfeccidén en un 0,5-
1% de los pacientes (113).

Grant y cols. estudian la correlacidn entre la
presencia de anticuerpos antitoxoplasma y el desarrcllo
de reactivacioneg, encuentran anticuerpos en el 32% de
los sujetos, apareciendo encefalitis toxoplasmica en el
26% de ellos en menos de dos aflos de evolucidn del HIV
(114) .

Turunen y cols. estudian la produccién de
anticuerpos frente a Toxoplasma gondii en sujetos
inmunocompetentes mediante un sistema de ELISA, 27 de 103
donantes de sangre presentan anticuerpos tipo Ig G y uno
de ellos presenta ademas anticuerpces tipo Ig M vy 9 de
ellos presentan Ig A. En casos de toxoplasmosis aguda en
sujetos inmunocompetentes se observa en la fase de
infeccidn aguda una elevacidn de los niveles de Ig G que
declinan paulatinamente hasta gue se estabilizan a los
2 afios. Los anticuerpos Ig M aparecen al principio de la
infeccidn y aungue en algunos casos desaparecen a losg 1-2
meses én la mayoria de los casos se detecta su presencia
al cabo de 6 meses. La Ig A aparece también pero a
niveles menores que la Ig M (115).

Zutferey y cols. estudian 47 pacientes HIV con

reactivacidn toxoplasmica y observan un incremento de los
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niveles de Ig G en el 30% de los casos, detectan la
presencia de Ig M en el 6% de los pacientes y la Ig A en
el 18% de los pacilentes {(116).

También se han realizado estudios en animales para
poder conocer la produccidén de anticuerpos en modelos de
roxoplasmosis experimental que reflejen las distintas
situaciones clinicas y de 1los que podamos conocer
perfectamente el momento de su evolucidn. Acebes y
cols. estudian la presencia de Ig G e Ig M en un modelo
de toxoplasmosis crénica y detecta la presencia de Ig G
en la toxoplasmosis crdnica a bajas concentraciones y la
presencia de Ig M de forma variable (117).

Grant y cols. estudian la presencia de Ig M e Ig A
en dos modelos de toxoplasmosis, en ratones y en ratas
(la resistencia natural que presenta la rata a la
infeccidn por Toxoplasma gondii es comparable a la que
presenta el ser humano adulto), encuentra que la Ig My
la Ig A aparecen al tiempo, alcanzando la Ig A un maximo
en suero a los 40 dias (118).

En wvista de los problema diagndsticos que se
plantean con la sola interpretacidn de los resultados
seroldgicos de la Ig G e Ig M, se han buscado otros
marcadores distintos gque puedan clarificar ciertas
situaciones, asi la IgA se ha estudiado en los Gltimos
ahos para evaluar su verdadero significado diagnéstico:

Jaqueti y cols. estudian la presencia de Ig 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 correlaciocna con
infeccidn aguda por Toxoplasma gondiil {119) .

Francis y cols. estudian la presencia de Ig A y
observan que se mantiene en suero durante 6-7 meses vy
varia en cuanto a grado y duracién en cada paciente,
siendo todos log pacientes inmunocompetentes (120) .

Patel y cols. estudian la deteccidn de Ig A en

pacientes HIV para establecer su utilidad diagndstica de
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infecciodn aguda en este tipo de pacientes y concluyen que
tiene un valer limitado (121).

Pincn vy cols. estudian la presencia de Ig A en 800
muestras (suero, sangre del cordén u ligquido
cefalorraquideo) correspondilentes a sujetos con
toxoplasmosis adquirida y congénita. Estas muestras
corresponden a 300 pacientes con toxoplasmosis adquirida
y a 28 nifios con toxoplasmosis congénita. La Ig A muestra
una c¢inética similar a la Ig M, inclusoc se puede detectar
su presencia en el periodo neonatal en suero y en liquido
cefalorraquideo (122).

McLeod vy cols. estudian la presencia de 1g A en las
secreciocones intestinales de ratones infectados por via
oral con bradizoitos de la cepa Me49 de Toxoplasma gondii
mediante un sistema de inmunofluorescencia y un ELISA
detectandose su presencia en este caso y no cuando se
inoculaba a los ratones la toxina del cdolera (123}.

Pinon vy cols. estudian el valor prondstico vy
diagnéstico de los distintos marcadores seroldgicos en
la toxcplasmosis en pacientes inmunodeprimidos. Estudian
1238 muestras (suero, liquido cefalorraguideo y humor
acuoso) de 318 pacientes. En sujetos inmunodeprimidos
pero no HIV con toxoplasmosis activa se detectd la
presencia de Ig A en todos los casos mientras gque en
pacientes c¢on HIV y toxoplasmosis aguda detectan la
presencia de Ig A en el 38%, la Ig M ayudd al diagnéstico
en 1 de 71 pacientes que sufrian toxoplasmosis aguda y
HIV. En sujetos con HIV y sin toxoplasmosis activa se
detectd la presencia de Ig A en el 12% de log casos
(124) .

El estudio de avidez de Ig G ha surgidc como otra
herramienta a evaluar; esta técnica se basa en que los
anticuerpos creados al principio de la infeccidn
presentan menos avidez por el antigeno, y por tanto es
mas facil romper la unidn antigeno-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 antigeno y que por tanto son mas dificiles
de separar cuando se encuentran unidos.

Francis y cols. ensayan el sistema de detecciodn de
la avidez de los anticuerpos tipo Ig G en pacientes con
linfoadenopatias por Toxoplasma gondii, en los que si el
cuadro tenia menos de 3 meses de evolucidn , se detecta
anticuerpos de baja avidez, mientras gue en sujetos con
HIV no encuentra diferencias entre pacientes con y sin
encefalitis toxoplasmica (125).

Lappalainen y cols. estudian suercs de mnmujeres
embarazadas inmunocompetentes con primoinfeccidén por
Toxoplasma gondil y concluyen que el estudio de la avidez
de los anticuerpos Ig G es el mejor procedimiento de
detectar primoinfecciones, presgentando mejores resultados
para el diagndstico de este cuadro en sujetos
inmunocompetentes que la deteccidén de Ig M y de Ig A
(126) .

Hedman y cols. estudian la avidez de anticuerpos
tipo Ig G en cinco pacientes con toxoplasmosis aguda y
en 21 paclentes con toxoplasmosis antigua, todos los
pacientes son inmunccompetentes, en los 5 con infeccidn
aguda encueéentran anticuerpocs de baja avidez, mientras que
en el resto de los casos los anticuerpos Ig G presentan
alta avidez {(127).

3.6.- Métodos diagndsticos basados en la deteccidn del
ADN del parédsito mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

Ademas del estudic de los distintos marcadores
serolégicos {(antigenos y anticuerpos), se puede llegar
al diagndéstico de determinadas situaciones clinicas de
la toxoplasmosis mediante la demostracidn de la presencia
del parasito, de ahi que con la aparicién de la reaccidn
en cadena de la polimerasa se haya abierto una nueva

posibilidad de diagnéstico de esta enfermedad.
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La reaccion en cadena de la polimerasa surgido en
los Ultimos afios como una herramienta muy Util para el
diagnéstico de muchas enfermedades infecciosas en las que
el aislamiento del patdogeno es dificil. Kary Mullis
disefic en 1983 un procedimiento para la amplificacién in
vitro de Acidos nucleicog llamado la reaccidn en cadena
de la polimerasa (128), este procedimiento se fue
desarrcllando hasta gque Saiki, en 1985 realizd la primera
aplicacidén préactica.

El método se basa en la realizacidn una serie de
ciclos en cada uno de los cuales se produce la sintesis
de ADN mediante la accidén de un enzima llamado Tag
polimerasa. Los oligcocnucleotidos, que son necesarios para
iniciar la sintesis de ADN deben ser complementarios a
sus sitios de unidén al ADN que se quiere copiar y el
fragmento a copiar es variable, pero para fines
diagndsticos se amplifican entre 50 y 1500 bases.

Cada ciclo de la reaccidn en cadena de la polimerasa
contiene treg pasos, un paso de degsnaturalizacidn, en la
gque el ADN diana se incuba a altas temperaturas (94°C)
para que se separen las dos cadenas y se permita la unién
de los oligonucleotidos; el segundo paso consiste en la
unidén del ADN diana y los oligonucleotidos sintetizados
y el tercer paso es una reaccidn de extensidén, donde
actlla el enzima Taqg polimerasa y se produce la formacidn
de la copia de ADN. Una reaccidn tipica de PCR tiene
entre 30 y 50 ciclos yv en cada ciclo el nimero de copias
de ADN aumenta en progresién geométrica.

El desarrcllo de esta nueva técnica hace gue hayan
aparecido muchos trabajos en los que se evallan distintas
formas de extraccidén del ADN, distintas regiones del
genoma del parasito a amplificar, distintas formas de
deteccidn del fragmento del ADN amplificado, etc., Asi:

Ambrolise-Thomas y cols. disefian sondas para la
deteccidn de Toxoplasma gondii en muestras clinicas.

Disenan cebadores de 22-25 nucledtidos, obteniendo una
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sensibilidad de la técnica de 2 fentogramos, obteniendo
ademas especificidad adecuada (129).

Weiss y cols. evalidan la utilidad de la reaccién en
cadena de la polimerasa en un modelo de toxoplasmosis
murina aguda, detectan la presencia de taquizoitos en ios
tejidos a los dos dias después de la inoculacién y en
sangre a los cinco dias postinoculacién. Su técnica tiene
un limite de sensibilidad de 10 taquizoitos (1 taquizoito
tiene 100 fg).

Savva y cols. desarrollan la técnica de la reaccidn
en cadena de la polimerasa mediante la deteccidn de un
fragmento del gen que codifica la proteina P30 del
pardsito, para la deteccién del amplificado utilizan
sondas lsotdpicas y no isotdpicas; detectan la presencia
de ADN del parasito de wvarias cepas distintas mezclados
con ADN de ratén y humano, obteniendo buenos resultados
en sensibilidad y especificidad (i30).

Burg y colg. utilizan la reaccidn en cadena de la
polimerasa para amplificar un fragmento del gen Bl de
Toxoplasma gondii que gse repite 35 veces en el ADN del
pardasito, detectan la presencia de un solo microorganismo
cuando trabajan con un lisado de parasitos, mientras que
detectan la presencia de 10 tagquizoitos cuando trabajan
con una mezcla de parasitos y leucocitos a razdén de 1
pardsito por cada 10° leucocitos. Esto representa la
maxima infiltracién celular (10°/ml) en 1 ml de liquido
cefalorragquideo obtenido de pacientes con encefalitis
toxoplasmica. El gen Bl se detecta en las seis cepas
estudiadas, dos de ellas aisladas de pacientes HIV. No
observan reaccldn cruzada con otros microorganismos,
entre 1los que se encuentran aguellos que cominmente se
hallan en el sistema nervioso central de estos pacientes
{131) .

Hitt y cols. comparan la utilidad diagndstica de la
deteccidn de Toxoplasma gondii, en un modelo de

toxoplasmosis experimental en conejos, de la reaccidn en
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cadena  de 1a o polimevasa, ol cultivo celular y  la
inoculacion a raton, Procesan log leucocitoeos de sangre
periférica oxl ratdos dee los  conejos inoculados,
detectando la presencia del parasito en el 62% de las
muestras por inoculacidén a ratdén, en el 37% de las
nuestras por PCR y en el 25% por cultivo celular (132}.

Guay y cols. amplifican mediante la reaccidn en
cadena de la polimerasa una secuencia situada en el ADN
ribogsémico que esta repetida 110 veces. Como control de
la reaccidén amplifican una secuencia del ADN ribosomico
que es universal y se conserva en todas las células
eucariotas. Consiguen detectar por esta técnica la
presencia de unos pocos pardsitos entre un gran ndmero
de cé&lulas del hospedador (133).

Wastling y colg. comparan la inoculacidén en ratdn
con la reaccién en cadena de la polimerasa, mediante esta
técnica amplifican dos secuencias distintas
correspondientes a los genes que codifican la proteina
P30 del taquizcito y el gen Bl. La amplificacidén del gen
Bl es mas sensible que la amplificacidén del gen gue
codifica la proteina B30 Y sus resultados se
correlacionan c¢on la inoculacidn a ratén. E1 modelo
experimental de toxoplasmosis se disefla mediante la
inoculaciodon de la cepa 548 de Toxoplasma gondii en ovejas
(134) .

Debido al gran auge que ha tenido en los Gltimos
anos esta técnica y a los buencs resultados gque parece
que presenta en los modelos animales ensayados, se ha
evaluado la utilidad de la reaccidn en cadena de la
polimerasa en muestras obtenidas en pacientes humanos con
encefalitis toxoplasmica:

Novati vy cols. estudian mediante la reaccidn en
cadena de la polimerasa 19 muestras de liquido
cefalorraquidec correspondientes a 19 pacientes con
encefalitis toxoplasmica confirmada mediante Dbiopsia

cerebral y 16 liquidos celalovvaquideos de 16 pacientes

14



con encefalitis toxoplasmica confirmada por respuesta al
tratamiento y imagenes sugerentes en el TAC, utilizando
la técnica de la nester PCR del gen Bi. Estos autores
obtienen resultados positives en 8/19 (42,1%) y 10/16
(62,5%) respectivamente; entre los gue habian recibido
terapia antitoxoplasmica durante mas de una semana, la
sensibilidad bajd al 29% (135).

Cristina y cols. estudian la presencia de Toxoplasma
gondii mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
en muestras de liguido cefalorraguideos y encuentran
resultados positivos en 8 de 11 pacientes {(136).

Ostergaard vy cols. estudian la presencia de
Toxoplasma gondii en 5 liquidos cefalorraguideos de
pacientes con encefalitis toxoplasmica vy obtienen
resultados positivos en todos ellos, pero de los 33
muestras de liguido cefalorraguideo de pacientes sin
encefalitis toxopléasmica, obtienen un resultado falso
positivo (137).

Schoondermark-van-de-ven y cols. egtudian 1la
presencia de Toxoplasma gondii mediante la técnica de la
reaccidén en cadena de la polimerasa amplificando una
secuencia del gen Bl de Toxoplasma gondii. Ensaya la
técnica en 20 liquidos cefalorraquideos de paclentes cocn
anticuerpos frente a Toxoplasma gondii y encefalitis
toxoplasmica demostrada, en nueve LCR de pacientes con
anticuerpos frente a Toxoplasma gondii pero sin
encefalitis toxoplédsmica y en 4 LCR de pacientes sin
anticuerpos frente a Toxoplasma gondii. Detecta la
presencia del ADN del parasito en 13 de log 20 pacientes
con encefalitis toxopléasmica y no detecta la presencia
en ninguno de los pacientes sin encefalitis (138) . Brezin
y cols. estudian la presencia de ADN del parasito en
tejidos parafinados correspondientes a dos casos de
toxoplasmosis ocular, en los dos casos se puede detectar
la presencia de ADN. El limite de deteccidn de la técnica

se gitta en 10 taquizoitos (139}.

45



Grob y cols. ostudian la sensibilidad de la reaccidn
en cadena de la polimerasa en muestras bioldgicas y
clinicas, amplifican un fragmento de 634 bp del gen Bl
de Toxoplasma gondii y detectan la presencia de 10
pardsitos en 100 ul de muestra con gran cantidad de otras
células. Recomiendan el empleo de proteinasa K en la
extraccidon del ADN y encuentran resultados positivos
mediante la reaccidn en cadena de la pelimerasa en 10 de
52 muestras c¢linicas de pacientes con toxcoplasmosis
activa (140} .

Van de Ven y colg. comparan la reaccién en cadena
de la polimerasa frente a la microscopia, el cultivo
celular y la inoculacidn a ratdén. Estudian la presencia
de Toxoplasma gondii en tejidos obtenidos postmorten de
pacientes receptores de trasplante de médula oOsea y
toxoplasmosis cerebral Yy en niflos infectados
congénitamente. Detecta la presencia de Toxoplasma gondii
en liquido cefalorraquideo, biopsias cerebrales, corazdn
y misculo esguelético. Los resultados muestran que la
reacciodn en cadena de la polimerasa detecta la presencia
de ADN del parasito en todas las muestras positivas por
inoculacidn a ratén excepto en una. La microscopia y el
cultivo celular presentan una mencr sensibilidad (141) .

Lebech y cols. estudian la presencia de ADN de
Toxoplasma gondii en el liquido cefalorraquideo de dos
pacientes con encefalitis toxopldsmica demostrada por
métodos habituales y en 11 pacientes sin encefalitig
toxoplasmica. Realizan una doble amplificacidén vy
encuentran resultados positivos en los dos pacientes con
encefalitis toxoplasmica comprobada, mientras gue no
detecta la presencia del ADN del pardsitc en los otros
pacientes (142) .

Johnson y cols. comparan la deteccidn del ADN de
Toxoplasma gondli mediante la reaccidn en cadena de la
polimerasa con el cultivo celular y la inoculacidn a

raton. Realizan la comparacidén en muestras de tejido
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provenientes de mijeves embarazadas, fetos, neonatos,
pacientes con NIV vy trasplantados con encefalitis
toxopladsmica. Amplifican una secuencia del gen que
codifica la proteina P30 del taquizoito. Encuentra mas
sensible la reaccién en cadena de la polimerasa, pero
sefiala en su trabajo que ha sufrido casos de

contaminacién por el ADN amplificado (143} .

3.7.~ Quimioterapia.

En cuanto a los estudios de quimioterapia realizados
sobre Toxoplasma gondii, parten del tratamiento cléasico.
El régimen terapéutico cldsico es la combinacién de
pirimetamina y sulfadiazina (o trisulfapirimidinas -
sulfamerazina, sulfametazina), gque son activos contra
taquizoitos y son sinérgicos entre si, sin embargo la
forma quistica es registente a estos agentes.

La pirimetamina es iiposocluble, se absorbe
facilmente del tracto gastrointestinal y tiene una vida
media de 4-5 dias, se alcanzan concentraciones en el LCR
del 10-25% de la concentracidn plasmatica. El régimen de
ataque para los adultos es de 200 mg/dia divididos en dos
dosis durante 1 dia, para los sujetos inmunocompetentes
la pirimetamina se utiliza durante 2-4 semanas a dosis
de 25-50 mg/dia, para sujetos inmunodeprimidos se debe
administrar durante 4-6 semanas, en sujetos con HIV se
utiliza a mayores dosis (75-100 wmg/dia}. Es un
antagonista del acido félico, y el efecto colateral mas
comin es la supresidén relacionada con la dosis de la
médula osea, este riesgo disminuye con la administracion
de 4dcido folinico, También se produce malestar
gastrointestinal, cefaleas y un sabor desagradable en la
boca.,

La sulfadiazina se administra conjuntamente con la
pirimetamina; la dosis de atague es de 75 mg/kg hasta 4
g. después se administran 100 mg/kg/dia hasta 8 wmg/dia

divididos en dos dosis. El1 paciente debe tener un buen
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volumen urinario para  prevenir la cristaluria y  la
oliguria, a csto tambicn contribuye la alcalinizacidn de
la orina con bicarbonato  soédico. La dosis de
mantenimiento para los pacientes con HIV es 500 mg por
via oral cada 6 hovas.

La espiramicina es menos tdxica que la asociacidn
pirimetamina/sulfadiacina y se utiliza en el tratamiento
de las mujeres embarazadas, se administra por via oral
a dosis de 3 g/dia divididos en 2 a 4 dosis.

En los Gltimoes afcs se han realizado muchos trabajos
in vitro y en medelos animales para establecer la
eficacia antitoxoplasmica de nuevos compuestos, entre los
grupos que se han evaluado esta el de los inhibidores de
la dihidrofeolatce reductasa, al gqgue pertenece al
pirimetamina, asi:

Nguyen y cols. evallan la utilidad de la asociacidn
entre trimetoprim y sulfametoxazol en un modelo de
toxoplasmosis murina con una cepa poco virulenta de
Toxoplasma gondii vy lo comparan con los farmacos
utilizados c¢lasicamente, en este modelo obtienen gue
tanto el cotrimoxazcl comc la asoclacidn  entre
pirimetamina y sulfadiazina son mas efectivos que la
espiramicina. Ninguno de estos farmacos tiene actividad
frente a la forma quistica (144).

Nguyen v cols. evallan la actividad del cotrimoxazol
y la espiramicina en ratones gestantes infectadas con
Toxoplasma gondiil demostrando estadigticamente un mayor
efecto del cotrimoxazol {(145) .,

Harper y cols. evaltan la utilidad de 5 regimenes
terapetticos en monos inoculados oralmente con Toxoplasma
gondii, todos los controles no tratados murieron, los 3
monos tratados con sulfametoxazol scobrevivieron, los
cinco tratados con espiramicina murieron, los 4 tratados
con la combinacién de clindamicina vy sulfadiazina
sobrevivieron, al igual que los 5 tratados con

pirimetamina y sulfadiazina y los 4 tratados con
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cotrimoxazol, en los tratados con la asociacidon entre
clindamicina y sulfadiarina aparecieron efectos adversos
que produjeron la muerte de 3 monos (146) .

Kovacs Y cols. estudian la actividad
antitoxoplasmica de otro inhibidor de la sintesis del
dcido félico, el trimetrexato, encuentran gue inhibe la
dihidrofolate reductasa de Toxoplasma gondii mas
intensamente que la pirimetamina y el trimetoprim, esto
lo demuestran en modelos "in vitro" y en modelos de
toxoplasmosis experimental en ratdn (147) .

Allegra y cols. también demuestran buena actividad
antitoxoplasmica del trimetrexato, siendo entre 600 y 750
veces mas efectivo que la pirimetamina, esto se demostro
en estudios "in vivo" & "in wvitro" (148).

Kovacs b cols. estudian la actividad
antitoxoplasmica en un modelo "in vitro" de otro farmaco
antifolato, el piritrexim, apareciendo entre 40 y 1000
veces mas 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 asociacion;
la sulfadiazina, sulfametoxazol y sulfisoxazol muestran
buena actividad frente al parasito, siendo la dosisg letal
50 menor para el sulfametoxazol y mwmayor para el
sulfisoxazol, en cuanto a los antifolatos, la dosis letal
50 fue menor para pirimetamina seqguido de trimetrexato,
trimetoprim y la mas alta fue para piritrexin (150).

Chang y cols evallan la actividad de epiroprim, un
inhibidor de la dihidrofolato reductasa tanto sclo como
en asocliacidn con dapsona en un modelo wurino de
toxoplasmosis experimental y en un modelo "in vitro" de
cultivo celular de macré6fagog, "in vitro" se observa
actividad del compuesto y el sinergismo con dapsona,
aungue se produce solo tiene efectos parasitostaticos;

en el modele "in vivo", c¢uando 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 antitoxoplasmica de los antibidticos
macrolidos, asi:

Terragna y cols. evaltan la utilidad de la
josamicina en un modelo de toxoplasmosis murina
experimental tras inoculacidén de la cepa virulenta RH,
esta no esg eficaz (152).

Chan vy cols. evalGan 1la actividad de la
roxitromicina en un modelo murino del toxoplasmosis tras
inoculacién de taguizoitos de la cepa RH, si el comienzo
de la quimioterapia era 24 horas antes de la inoculaciédn
sobreviven el 90% de los ratones, si se produce 2 horas
postinoculacidn sobreviven el 80% de los ratones y si la
terapila se inicia 24 horas postinoculacidn sobreviven el
50% de los ratoneg, se recuperan parasitosg en el 20% de
los ratones que sobreviven ({(153}).

Chang y cols. evalGan la roxitromicina en modelos

de toxoplasmosis experimental murina, obtienen que
protege al 100% de los ratones incculados

intraperitonealmente con tagquizoitos de la cepa RH tras
la administracidén de dosis de 540 mg/kg durante 5 dias
por via oral, en un modelo de infeccidn intracerebral con
la cepa (56 de Toxoplasma gondii disminuye el ndmero de
quistes presentes en el cerebro de los ratones, su
actividad mejora con la administracién conjunta de gamma
interferon (154).

Luft y cols. evaltan la actividad toxoplasmica de
la roxitromicina "in vitro" vy en un madelo de
toxoplasmosis experimental murina, protege el 80% de los
ratones inoculados con la cepa RH tras administracidn dos
horas postinoculacidn. Se aigld el pariasito en el 35% de
los ratones que sobrevivieron. En el modelo "in vitro"

de cultivo celular de macrdéfagos peritoneales murinos,
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La roxitromdcinag o mont o act ividad (155) . Chang y cols

cvalian la actividad de la roxitromicina en un modelo de
Loxoplasmosis expoerimental muvina, scobreviven entre el
50 y el 100% de log rvatones en funcién de la dosis

empleada en uun tratamiento de 5 dias. Se recuperd el
parasito en un porcentaje

de ratones que sobrevivieron que oscild 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 toxoplasmica (157).

Chang vy caols. estudian la actividad de Ila
espiramicina tanteo "in vitro" como "in vivo", en modelo
de toxoplasmosis experimental murina, demuestra un cierto
efecto inhibidor del pardsito, pero no consigue la
erradicacidén del Toxoplasma gondii (158).

Chang evalda la actividad antitoxoplasmica de otro
nuevo macrdlideo, la claritromicina en un modelo de
toxoplasmosis experimental murina, sobreviven el 100% de
los ratones infectados, pero en el 60% de ellos persiste
el parasito (159).

Araujo evalia otro macrdlido, la azitromicina, vy
demuestra que tras 1noculacidn intraperitoneal de
tagquizoitos sobreviven el 100% de los ratones mientras
que sobreviven el 80% de los incculados
intracerebralmente (160) .

Chang y c¢ols. comparan la actividad de cuatro
macrdlidos, roxitromicina, espiramicina, azitromicina vy
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 esgspiramicina, sin embargo no muestran
actividad letal a una concentracion de antibidtico cuatro
veces superior y solo cuando ge alcanza una concentracion
8 veces superior, la roxitromicina adquiere una actividad

parcial de destruceion de los taquizoitos (161} .
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Harris y cols. evaldan en un modelo in vitro la
actividad de wvarios farmacos, demuestran gue la
pirimetamina es sinérgica con la sulfadiazina y que esta
asociacién tiene la misma actividad gue la pirimetamina
sola a mayores dosis, la espiramicina soclamente es activa
a dosis altas, la clindamicina no mostrd actividad (162).

Chamberland y cols evaliian en un modelo "in vitro"
la actividad de 24 antibiéticos macrdlidos, 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 macrdlidos no producen la
muerte del pardsito pero afectan a su desarrollce (163).

Huskingson-Mark y c¢ols. evalGan la actividad de
varios antibidticos frente a la forma guistica de
Toxoplasma gondii, 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 ningin
ratdn, mientras que con la asociacidn de ambog se
protegen el 40% de los ratones (165) .

Araujo y cols evallan la actividad "in wvivo" de
azitromicina, roxitromicina y espiramicina, siendo la més
activa la azitromicina, la concentracidén alcanzada en 1o0s

tejidos es de 50 a 100 veces mads alta que en suero {(166) .

Derouin vy cols estudian el sinergismo entre la
azitromicina y la pirimetamina ¢ la sulfadiazina en un
modelo de toxoplasmosis murina y demuestran la presencia
de un potente sinerglsmo entre la azitromicina Yy
cualquiera de los otros dos farmacos (167} .

Araujo y cols demuestran la actividad sinérgica

entre la azitromicina y la sulfadiazina en un modelo de
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toxoplasmosis experimental murina, dosis ineficaces de
ambhos farmacos, son activas cuando se administran a la
vez (168).

Alder vy cols estudia la actividad de la asociacién
de claritromicina con minociclina o pirimetamina en un
modelo de toxoplasmosis experimental murina, cualquiera
de las dos asociaciones son tan efectivas como la
asociacidn cldsica de pirimetamina y sulfadiazina (169} .

Dumas y «c¢ols. evalian la actividad de 1la
administracidn prolongada de azitromicina en un modelo
murino de toxoplasmosis crénica, mediante la inoculacidn de
guistes por via intraperitoneal de una cepa moderadamente
virulenta de Toxoplasma gondii, después de 1 mes de
administracidn, todos los ratones sobrevivieron, mientras
que en el grupoc control murieron 19 de 25. Los ratones
tratados con azitromicina mostraron menor inflamacidn
cerebral {170).

Se ha investigado intensamente la actividad de 1la
clindamicina frente a Toxoplasma gondii:

Terragna y cols. evaldan 1la wutilidad de la
clindamicina en un modelo de toxoplasmosis murina
experimental tras inoculacidén de la cepa virulenta RH, la
clindamicina se muestra efectiva en el 80% de los ratones
(152) .

Mack v cols estudian la eficacia antitoxoplasmica de
varios agentes en un modelo de cultivo gcelular, encuentran
que la asaociacidn entre la gsulfadiazina y la pirimetamina
tiene mejores resultados que la pirimetamina sola y no
encuentran ningdn efecto cuando evaldan la clindamicina y
el metronidazol (171).

Harris v cols. evalidan en un modelo "in vitro" la
actividad de wvarios farmacos, demuestran que la
pirimetamina es sinérgica con la sulfadiazina y que esta
asoclacidn tiene la misma actividad gue la pirimetamina
sola a mayores dosis, la espiramicina solamente es activa

a dosis altas, la clindamicina vy sus andlogos el
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metotrexato y la difluorometilornitina no mostraron
actividad (1&2).

Piketty Y cols. evalian la actividad
antitoxoplasmica de varios fdrmacos, estudiando la
presencia de pardsitos en sangre, pulmén y cerebro a
distintos tiempos postinoculacidn, la administracidn de
pirimetamina sola produjo la curacidon en 7 de 11 ratones
pero se detecta la presencia del parasito hasta el dia
6 postinoculacidn, cuando se administra asociada a
sulfadiazina, no muere ningin ratén y no se detecta la
presencia del parasito desde el dia 1, la administracidn
de clindamicina no evitd la muerte de todos los ratones,
pero en la sangre de estos no se detectaba la presencia
del parasito (172).

Filice vy cols. estudian la actividad de 1la
clindamicina en un modelo murino de neumonia producida
por reactivacidn de una infeccidén por Toxoplasma gondii
en ratén. Si se utiliza come tratamiento profilactico
reduce la mortalidad en un 44%, pero es menos efectiva
cuandc ya se ha producido la reactivacidn de la neumonia
(173) .

Pfefferkorn y cols esgtudian la actividad de 1a
clindamicina en un modelo in vitre, mostrandose activa
a altas dosis (174).

También ge ha evaluado la actividad de las
tetraciclinas, asi:

Chang y cols. evalGan la actividad antitoxcoplasmica
"in vitro" e "in vivo" de una tetraciclina, la
doxiciclina, muestra actividad tanto seola como asociada
a pirimetamina (175).

Chang vy cols estudia 1la actividad de otra
tetracicliina, la minociclina, ern un modelo de
toxoplasmosis experimental murina, sobreviven el 100% de
los ratones infectades, pero en el 60% de ellos persiste
el pardsito, mientrasg que con la pirimetamina no persiste

el parasito en ninguno de ellos. En ratones infectados



crénicamente se observa reduccidn en el nimero de quistes
(176) .

Alder v cols estudia la actividad de la asociacidn
de claritromicina con minociclina o pirimetamina en un
modelo de toxoplasmosis experimental murina, cualguiera
de las dos asociaciones son tan efectivas como la
asociacién clasica de pirimetamina y sulfadiazina (169).

En los dltimos afios 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 Toxoplasma gondii, asi:

Huskinson-Mark y cols. evalian la actividad de
varios antibidticos frente a la forma gquistica de
Toxoplasma gondil, encuentran mejor actividad en la
azitromicina y en la hidroxinaphtoquinona 566C80
{atovacucnal) (164).

Araujo y cols estudian la actividad antitoxoplasmica
de 1la atovacuona contra formas quisticas y contra
tagquizoitos de Toxoplasma gondili en modelos "in vivo" e
"in vitro", demuestran la disminucidén en el ntmero de
quistes en casos de infeccidn crdnica y la supervivencia
del 80% de los ratones inoculados con 7 cepas distintas
del parédsito, 5 de ellas aisladas de pacientes con SIDA
(177) .

Hudson vy cols. estudian la actividad de la
atovacuona contra varios paréasitos causantes de
infecciones oportunistas en el SIDA y frente a Plasmodium
spp. En la evaluacidn frente a Toxoplasma gondil en
ratones obtiene buena actividad. (178)

Araujo y cols. estudian 1la actividad de 1la
atovacuona frente a la forma quistica de Toxoplasma
gondil en modelos "in vitro" e "in vivo", en 1los ensayos
in vitro se observa la perdida de viabilidad de los
quistes y en los ensayos "in vivo" sge observa la
reduccidn en el nimero de quistes y en la reaccidn

inflamatoria que presentan vya a los 5 diag de
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tratamiento, pero se obswerva la maxima eficacia a las 4
semanas de iniciarlo (179).

Gutteridge evalua la actividad de la atovacuona
frente a parédsitos oportunistas del SIDA encontrando gue
es activo frente a Toxoplasma gondii {180) .

Araujo vy cols. estudian el sinergismo entre
atovacuona ¥y los tratamientos clasicos de la
toxoplasmosis, sefialan que la actividad de la atovacuona
se incrementa sustancialmente cuando se asocia a
pirimetamina o sulfadiazina (181).

También se ha evaluado la wutilidad del gamma
interferon en el tratamiento de la toxoplasmosis, asi:

Hoffin y cols demuestran sinergismoc entre la
actividad de la roxitromicina y el gamma interferon en
un modelo murino de encefalitis toxoplasmica (157) .

Suzuki y cols. estudian la utilidad del gamma
interferon en el tratamiento de la encefalitis
toxoplasmica experimental en ratén, este reduce los focos
de células inflamatorias y el namero 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 1 10% de log
ratones, con gamma interferon solo no se protege a ningun
ratdén, mientras gue con la asociacidén de ambos se
protegen el 40% de los ratones (165).

También se ha evaluado la actividad antitoxoplasmica
de otros compuestos, asi:

Bakhtari y cols. estudian la actividad de robenidina
sobre formas quisticas de Toxoplasma gondii en un modelo
murino, ya sola © en asocliacidén con plrimetamina o
sulfadoxina no demostrando actividad sobre esta forma
parasitaria (183}.

Ferrante y «cols evaldan en un modelo de
toxoplasmosis experimental murina la actividad de la

sinefungina utilizada anteriormente por sus propiedades
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antiftngicas y antiviricas, cuando el tratamiento se
inicia dos dias antes de la inoculacidn se prolonga la
vida de los ratones, sobre todo cuando se emplean dosis
altag del farmaco (184).

Harris y cols. evaldan en un modelo "in vitro" 1la
actividad de wvarios farmacos, demuestran gue la
pirimetamina es sinérgica con la sulfadiazina y que esta
asociacién tiene la misma actividad que la pirimetamina
sola a mayores dosis, la espiramicina solamente es activa
a dosis altas, el spirogermanium, un compuesto
experimentalmente utilizado como neoplasico mostrd
actividad a concentraciones tdxicas para el sistema y el
5-fluorouracile se mostrd eficaz a dosis bajas
demostriandose sinergia con la pirimetamina (162).

Israelsky y cols. estudian la interaccidn entre la
zidovudina vy la pirimetamina, encontrandoe efectos
antagénicos, también afecta al sinergismo entre la
pirimetamina y la sulfadiazina, tanto en modelos "in
vitro" como en ratdn (185).

Chang y cols. estudian la actividad antitoxoplasmica
de Lres nuevos 1,2,4-trioxanos (pentatroxano,
tiahexatroxano y hexatroxano), en un modelo in vitro,
muestran actividad semejante a la pirimetamina frente a
parasitos intracelulares, pero no muestran actividad
frente a paréasitos extracelulares (186).

Furet y cols estudian la actividad de las quinolonas
y sefialan su falta de actividad frente a Toxoplasma
gondii, mientras que se muestran efectivas frente a otros
parasitos como Leishmania spp., Plasmodium Spp. ¥
Trypanosoma spp. (187)

Derouin ¥ cols. evalian la actividad
antitoxoplasmica de la dapsona tanto sola como en
asociacidn 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 combinacidn con
pirimetamina (188).

Lindsay Y cols. estudian la actividad
antitoxoplasmica de la pentamidina y 5 analogos en un
método "in wvitro" de cultivo celular, se observa una
reduccidn estadisticamente significativa en el nimero de
tagquizoitos (189).

Lindsay 3% cols. estudian la actividad
antitoxopléasmica del diclazuril, un bencencacetonitrilao,
en cultivo celular se consigue mas de un 99% de reduccidn
de taguizoitos; en los ensayos "in vivo" se obtuvo
proteccidén de los ratones (190} .

Araujo vy cols. estudian la actividad de la
rifabutina en un modelo de toxoplasmosis murina, en
funcidén de la dosis empleada se consigue la proteccidn
de entre el 40 yv 1 100% de los ratones; gi se administra
dosis no efectivas de rifabutina con dosis no sfectivas
de pirimetamina, sulfadiazina, clindamicina o atovacuona
se consigue proteccidn 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

gondii.

4.1.1.- Aislamiento y mantenimiento de cepas

cistégenas.
4.1.1.1.- Aiglamiento de cepas cistdogenas de
Toxgplasma gondii a partir de cerebro de gato.

* Extraccién del cerebro del gato.

* Homogeneizacidn del cerebro con una solucidn de PBS (pH
= 7,2}. *¥ Se prepara una solucidn de silice coloidal
(Percoll) : Se afiade 10 ml de una solucidn concentrada 10x
de medio de cultivo minimo esencial de Eagle a 90 ml de
la solucién de Percoll. Se neutraliza el pH con acido
clorhidrico.

* Se afiade: 5 ml de homogeneizado de cerebro, 8 ml de
PBS/Tween y 6,5 ml de la solucidn de Percoll previamente
preparada. Al final se obtiene una concentracidén de 30%
de Percoll.

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

*  Se pipetea al fondo del tubo 1,5 ml de la solucidn de
Percoll al 90% para obtener dos fases.

* Se centrifuga durante 15 minutos a 2700-3000 rpm
(3500-4200 g) .

* Los quistes de Toxoplasma gondii flotan en la parte
superior donde son recogildos y tras visualizacidn al
microscopio se inoculan por via oral con una sonda
bucogastrica a un lote de ratones.

* Al cabo de 15 dias se extrae sangre a los ratones y
se realiza una serologia frente a Toxoplasma gondii
mediante microaglutinacidén (BioMerieux) .

* Si la serologia es negativa, se sacrifica los ratones
y se realiza un pase cliego de los cerebros a otro lote
de ratones, y si tras la segunda inoculacién la serologia
sigue siendo negativa y no se visualizan quistes en los

cerebros, se considera que no se han aislados guistes de
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Toxoplasma gondii.
* 8i la serologia frente a Toxoplasma gondil aparece
positiva, se confirma la presencia de gquistes mediante
la visualizacién de los quistes en tejido cerebral de los
ratones (192) .
* Se han empleado en todas las pruebas ratones de la cepa
NMRT .

4.1.1.2.- Mantenimiento de cepas cistdgenas

* Extraer varios cerebros de un lote de ratones
infectados con Toxoplasma gondii con infeccidn confirmada
mediante serologia.

* Macerar los cerebros en un recipiente estéril con suero
fisioldégico estéril.

* Inocular el macerado por via oral, 0,4 ml/ratdén a un
lote de ratones sanos.

* Al cabo de 15 dias confirmar serolédgicamente 1la
presencia de infeccidn.

* El pase debe realizarse cada 6 meses.

4.1.2.- Mantenimiento de la cepa RH

La cepa RH se mantiene congelada en nitrdgeno
iiguido en una sclucidén de medic minimo esencial de
Eagle, con un 25% de suero fetal bovino y un 10% de
dimetilsulfdéxido (DMSO) .

4.1.2.1.- Proceso de descongelacidn:
*  Extraer el vial e introducirlo en un bafio de agua a
37°C para gque la descongelacidén sea lo mas rapida
posible.
* Inoculacién por via intraperitoneal de 0,2 ml de la
solucidn congelada a un ratdn.
*  QObservacidén visual diaria del ratén, en funcién de la
cantidad de toxoplasmas vivos inoculados hasta observar
la manifestacidén clinica de la enfermedad, se producira
en un periodo comprendido entre 5 y 15 dias.

4.1.2.2,- Mantenimiento de la cepa:

* Se inocula 1 ml de PBS estéril al peritoneo del ratdn
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infectado, que ha sido sacrificado momentos antes, cuando
se han observado manifestaciones graves de la enfermedad.
* Ge extrae 0,3 ml de ligquido peritoneal y se diluye en
10 ml de una solucidén estéril de PBS a la que se afiade
una solucién de antibidtico que proporciona una solucidn
final de 100 U/ml de penicilina y 100 mcg/ ml de
estreptomicina . Se realiza una observacidn microscépica
para descartar la presencia de contaminaciones tanto
bacterianas como fiungicas.

* TInoculacidn por via intraperitoneal de 0,2 ml de la
solucidn anterior a ratones sanos.

* Al cabo de 3 dias el cuadro clinico de la enfermedad
hace necesario la realizacidn 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.- Congelacidn de la cepa:

* Se extrae liguido peritoneal de ratén con sintomas
clinicos de la enfermedad y se mezcla 1:1 con una
sclucidén de congelacién descrita anteriormente.

* Kl proceso de congelacién cbtiene mejores resultados
si se realiza con congelacidén gradual de 1°C/minuto
(147), lo que se realiza bien con el sgistema de
congelacién gradual (NICOOL LM10) .

4.2.- Establecimiento de modelaos animales de
toxoplasmosis experimental

4 . 2.1 1 - Primoinfeccidn por Toxoplasma gonddid-

Tras la inoculacién de taquizoitos de la cepa RH
por via peritoneal se producia la muerte de los ratones
y Se visualizaban en el liquido peritoneal de los mismos
abundantes tagquizoitos.

4.2.1.2.- Infeccidn crédnica:

Tras la inoculacidn de quistes de tejido cerebral
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de la cepa 868 se producia respuesta seroldgica en los
ratones y en el cerebro se visualizaban quistes tisulares

de Toxoplasma gondii.

4.2.1.3.- Infeccidn crdnica reactivada:

Tras la confirmacién de infeccidn crdnica por los
procedimientos antes descritos, al administrar
tratamiento inmunosupresgsor (véase mas 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 primoinfeccién por Toxoplasma gondii
con_sintomas clinicos en sujeto inmunocompetente.

* Inoculacidn via intraperitoneal de 200 taguizoitos de
la cepa virulenta RH. La muerte de los ratones se produce
al cabo de 8 dias.

* Seglin hemos confirmado en el Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital General y Universitario de Elche,
existe afectacidn sistémica de muchos 6rgancs con cuadros
similares a los casos de toxoplasmosis diseminada en
inmunodeprimidos.

* Se realizd extraccidn de suero, sangre periférica y
masa cerebral log dias 1, 3, 5 yv 7 postincculacidn. Estas
muestras fueron conservadas a -70°C hasta su

procesamiento.

4.2.3. - Modelo de infeccidn crénica asintomatica por

Toxoplasma gondil en sujeto inmunocompetente.
* Inoculacidén via oral de 50 quistes de la cepa 868 de

Toxoplasma gondii (cepa no virulenta para el ratdn
obtenida de un cerebro de gato} a un grupo de ratones
indemnes.

*  Extraccién periddica de orina, suero Yy sangre
periférica durante dos meses. Al cabo de ese tiempo los

ratones no presentaban signos ni sintomas de enfermedad.
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* Estudios del Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital General y Universitario de Elche ha demostrado
la presencia de quistes de Toxoplasma gondii en tejido

cerebral.

4.2 .4.- Modelo de toxoplasmosis cronica reactivada en

sujeto inmunodeprimido.
* A ratones con infeccidén crdénica por la cepa 868 de

Toxoplasma gondii (no virulenta) se 1les sometid al
siguiente proceso de inmunodepresidn:

- Ciclosporina: Administracién subcutdnea de 150 mg/kg
de peso dos veces a la semana.

- Sal sodica del ester fosfdérico de la Di- (17
hidroxicorticosterona 21): Administracidn subcutanea de
2,5 mg/ratdén dos veces al dia.

- Anticuerpos monoclonales anti linfocito T de ratdn
(Sigma) : Inoculacidn una vez a la semana de 500 ug/ratdn.
- Para prevenir infecciones bacterianas se administrd via
oral ciprofloxacina {(antibidético de amplio espectro, que
en estudios llevados a cabo por nosotros en quimicterapia
de Toxoplasma gondii no demuestra actividad frente a
dicho parasito). (193)

* Se realizd extraccién de suero, sangre periférica y
cerebro durante el proceso de inmunodepresidén hasta la
muerte de los ratones.

* E1 Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital General
vy Universgitario de Elche ha demostrado loa presencia de

lesioneg propias de toxoplasmosis reactivada.

4.3.- Grupos de pacientes estudiados

4.3.1.- Patrdén de referencia:
* Como patrén de referencia de encefalitis toxoplasmica
se emplea la presencia de imagenes sugerentes en el TAC
y la respuesta a los farmacos cominmente utilizados en

el tratamiento de la encefalitis toxopléasmica.
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4.3.2. - Pacientes dinmunocompetentes con anticuerpos

Ig G pero sin Ig M frente a Toxoplggya gondii.

* Se seleccionaron 70 pacientes inmunocompetentes con
anticuerpos Ig G positivos frente a Toxoplasma gondii y
anticuerpos Ig M negativos., Estos pacientes fueron
elegidos consecutivamente entre los pacientes a los gque
se les realizaba una puncidn lumbar por cualquier causa
y cumplian los siguientes requisitos: inmunocompetentes,
adultos, presencia de anticuerpos frente a Toxoplasma
gondii por el métodoc de microaglutinacidén (BioMerieux)

y ausencia de Ig M especifica (ISAGA, BioMerieux)

4.3.3. - Pacientes inmunocompetentes sin anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii.

* 70 pacilentes inmunocompetentes con anticuerpos Ig G

e IgM negativos frente a Toxoplasma gondii. Estos
pacientes fueron elegidos consecutivamente entre los
pacientes a los gque se les realizaba una puncidén lumbar
por cualquier causa y cumplian los siguientes requisitos:
inmunocompetentes, adultos, ausencia de anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii por el métoda de
microaglutinacidn (BioMerieux) v ausencia de Ig M

especifica (ISAGA, BioMerieux)

4.3.4. - Pacientes inmunodeprimidos con afectacidn del
gsistema nerviogo central por otras causas distintas

a la encefalitis toxoplasmica.

* 63 pacientes inmunodeprimidos con lesiones cerebrales
de causa distinta a encefalitis toxoplasmica. Estos
pacientes fueron elegidos consecubivamente entre 1los
pacientes a los que se les realizaba una puncidn lumbar
y cumplian los siguientes requisitos: HIV, adultos,
presentar afectacién del sistema nervioso central por

causa distinta a la encefalitis toxoplasmica.
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4.3.5.- Pacientes inmunodegrimidos con lesiones
cerebrales producidas por encefalitis toxoglésmica.

* 16 pacientes inmunodeprimidos con lesiones cerebrales

producidas por encefalitis toxoplasmica.Estos pacientes
fueron elegidos consecutivamente entre los pacientes a
los que se les realizaba una puncidén lumbar y cumplian
los siguientes requisitos: HIV, adultos, presentar
afectacidén del sistema nervioso central por encefalitis
toxoplasmica.

4.3.5.1.- Con tratamiento especifico previo.

* K de estos pacientes cuando se leg realizdo 1la
extraccion de liquido cefalorraquideo llevaban instaurada
terapia antitoxoplasmica

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

antitoxopldsmica en el momento de extraccion del liquido

cefalorragquideo.

4.4.- Desarrollo de métodos de ELISA para la deteccidn

de antigenos circulantes.

4.4.1.- Estandarizacidn de las técnicas.

4.4.1.1.- Purificacidén de antigenos de taguizoitos
de Toxoplasma gondii:

Separamos los taquizoitos de Toxoplasma gondii
mediante la utilizacidén de lectina gue aglutina 1las
células presentes en el liquido peritoneal y no aglutina
los taquizoitos, que son separados por filtracidn.

* Extraccidn de liquido peritoneal de ratones inoculados
con taquizoitos de la cepa RH tres dias antes, mediante
dos lavados con una solucidn estéril de PBS.

* Centrifugacidn durante 10 minutos a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

* Resuspender el sedimento en 15 ml de 0,15M de ClNa.
* Afadir lectina de Phaseolus vulgaris {(Sigma) a una

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

*  Centrifugar igual que antes.

*  Resuspender los acumulos de células en 15 ml de 1la
solucién salina anterior.

* Filtrar a través de un filtro de algeddn de nylon (300
mg}, donde guedaran retenidos log acimulos de células
mientras que los tagquizoitos atraviesan el filtro y son
recogidos.

* Realizar tres lavados con solucidén salina para
eliminar restos de liquido peritoneal.

*  Los taquizoitos purificados se resuspenden en agua
bidestilada y se romper mediante sonicacidén. Tras una
centrifugaciédn de 3000 rpm durante 15 minutos para
eliminar log restos no sonicados, los antigenos fueron
almacenados en nitrdgeno liquido hasta su inoculacidn a
los animales (194) .

4.4.1.2. - Inoculacidén de los animales de

experimentacidn v obtencidon de los sueros

hiperinmunes.
Se realizd la inoculacidn via subcutdnea en varios

sitios del animal de antigenos purificados de Toxoplasma
gondii en emulsidn con adyuvante incompleto de Freund
para aumentar la respuesta inmunoldgica.

Tras inoculacidn semanal durante 4 semanas, al cabo
de 6 semanas se realizd la extraccién de sangre mediante
puncidén cardiaca. Los sueros hiperinmunes se mantuvieron

congelados a -20°C hasta su utilizacidn.

4.4.1.3 - Purificacitn de log anticuerpos
hiperinmunes:
Se pretende saparar las inmunoglubulinas del resto de los
componerntes del suero.
* Dilucidn del suero en proporcidn 1:3 con tampon acetato
60 nM (pH=4).
* Ajustar a pH=4,8 y dejar 30 minutos a temperatura
ambiente en agitacidn.
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* Afiadir Acido caprilico (4cido octanoico) en relacidn
1,1 ml para 100 ml de la dilucidn anterior.
* Afiadir el caprilato muy lentamente, en agitacidn
vigorosa y dejar 30 minutos en agitacldn a temperatura
ambiente.
* Centrifugar a 4°C, 10000 g durante 30 minutos. Se
recupera el scbrenadante filtrédndolo por membrana de
celulosa de Millipore, manteniendo en hielo durante todo
el proceso de filtracidén. El1 filtrado debe ser
transparente. Si no lo es, centrifugamos 15 minutos mas.
* Neutralizar a pH= 7,2-7,4.
* Para la precipitacién con sulfato aménico, afiadimos
sulfato amdénico saturado gota a gota, en un volumen igual
al filtrado.
* Agitar 20-30 minutos a temperatura ambiente.
* Centrifugar a 12000 rpm a 4°C durante 30 minutos.
* Eliminar el sobrenadante y el precipitado blanco se
diluye con sulfato ambénico al 50% hasta el wvolumen
inicial de suero.
* Los anticuerpos precipitados pueden almacenarse a 4°C
hasta su uso.
* Antes de su uso, se centrifuga a 4°C a 5000 rpm durante
10 minutos.
* Se elimina el sobrenadante.
* Se resuspende en igual volumen de PBS y se dializa
frente a PBS durante 2 dias, realizando dos cambios de
PBS.
* La concentracidn final de anticuerpos se mide mediante
la lectura fotométrica a una absorbancia de 280 nm.
Dividiendo por 1,40 se obtiene la concentracidn en mcg/ml
de anticuerpos (195).

4.4.1.4.- Optimizacidn de los métodos de ELISA.

* Concentraciones oOptimas de los distintos
componentes de la reaccidn.
* Reproductibilidad de la técnica.

* Limite de sensibilidad
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4.4.2.- Digefio de meétodos de BLISA para la detecciodn
de antigenos c¢irculantes,
4.4.2.1,- Deteccidn de aptildenos circulantes en

sueros de ratén,

* Fijacién de los anticuerpos hiperinmunes de conejo a
la placa de ELISA: Mediante la incubacidn a 4°C durante
toda la noche en tampdn 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: Incubacién a 37°C durante una hora de 250
ul de PBS con 0,01% de albumina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la solucidén de lavado anterior para
eliminar los restos no fijados.

* Incubacidn durante 24 horas a temperatura ambiente de
100 ul de suero sin diluir.

* Treg lavados con la solucidn de lavado anterior.

* Tncubacidén durante 2 horas a 37°C con anticuerpos
hiperinmunes de cobaya

* Tres lavados con la solucidn anterior.

* Tncubacidn con anticuerpos anticobaya marcados con
peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37°C.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y perdxido de
hidrdgeno, deteniendo la reaccién con dcido sulfurico 2M.
* Lectura a 450 nm en un fotdémetro Berhing Processor II.

4.4.2.2.- Deteccidn de antigenos circulantes en
sueros humanos.

* Fijacidén de los anticuerpos hiperinmunes de conejo a
la placa de ELISA: Mediante la incubacidén a 4°C durante
toda la noche en tampdn 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: Incubacidén a 37°C durante una hora de 250
ul de PBS con 0,01% de albumina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la sclucidn de lavado anterior para
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eliminar los restos no fijados.

* Incubacidén durante 24 horas a temperatura ambiente de
100 ul de suero sin diluir.

* Tres lavados con la solucidén de lavado anterior.

* Incubacidén durante 2 horas a 37°C con anticuerpos
hiperinmunes de cobaya

* Tres lavados con la solucidn anterior.

* Incubacidén con anticuerpos anticobaya marcados con
peroxidasa {(Sigma} durante 1 hora a 37°C.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y peréxido de
hidrégeno, deteniendo la reaccidn con acido sulftrico 2M.

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

4.4.2.3.- Deteccidn de antigenos circulantes en

liguido cefalorraguideo humano.
* FTijacién de losg anticuerpos hiperinmunes de conejo a
J 3

la placa de ELISA: Mediante la incubacidn a 4°C durante
toda la noche en tampdn carbonato {pH=%,6).

* Lavado con PBS con 0,05% de Tween 20 para eliminar los
restos no fijados.

*  Postapizado de las placas para eliminar reacciones
inespecificas: Incubacidn a 37°C durante una hora de 250
ul de PBS con 0,01% de albimina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la =olucién de lavado anterior para
eliminar los restos no fijados.

* Incubacién durante 24 horas a temperatura ambiente de
100 ul de LCR gin diluir.

* Tres lavados con la solucidn de lavado anterior.,

* Incubacién durante 2 horas a 37°C con anticuerpos
hiperinmunes de ccbaya

* Tres lavados con la solucidn anterior.

* Incubacion con anticuerpos anticobaya marcados con
peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37°C.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y perdxido de
hidrégeno, deteniendo la reaccidn con acido sulfirico 2M.

* Lectura a 450 nm en un fotdmetro Berhing Processor II
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(196, 197, 198, 199, 200, 201, 202).

4.5.- Desarrollo de métodos de ELISA para la deteccidn

de anticuerpos

4.5.1. - Deteccidn de anticuerpos tipo Ig G

4.5.1.1.- En ratones

* Fijacidn de los taquizoitos formolados de Toxoplasma
gondii (BioMerieux): Mediante la incubacidn a 4°C 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
inespecificas: Incubacién a 37°C durante una hora de 250
ul de PBS con 0,01% de alblUmina sérica bovina {(Sigma)
* Lavado con la sgcolucidtn de lavado anterior para
eliminar los restos no fijados.
* Incubacidén durante 1 hora a 37°C de 100 ul de suero
diluido 1/250.
* Tres lavados con la solucidn de lavade anterior.
* Incubacidén con anticuerpos antilg G de ratdn marcados
con peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37°C.
* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y peroxido de
hidrégeno, deteniendo la reaccidn con Acido sulfliGrico 2M.
* Lectura a 450 nm en un fotdmetro Berhing Processor II.

4.5.1.2.- En humanocs

4.5.1.2.1.- Método de ELISA

*  Fijacidn de los taquizoitos formolades de Toxoplasma

gondii (BioMerieux) : Mediante la incubacién a 4°C 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
inespecificas: Incubacidén a 37°C durante una hora de 250
ul de PBS con 0,01% de alblUmina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la solucién de lavado anterior para
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eliminar los restos no fijados.

* TIncubacidn durante 1 hora a 37°C de 100 ul de suero

diluido 1/250.

* Tres lavados con la solucidén de lavado anterior.

* Incubacidén con anticuerpos antilg G humanos marcados

con peroxidasa (Sigma} durante 1 hora a 37°C.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y peroxido de

hidrégeno, deteniendo la reaccidn con acido sulfdrico 2M.

* Lectura a 450 nm en un fotdémetro Berhing Processor II.
4.5.1.2.2.- Microaglutinacidn

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

en microplacas en forma de V

*  Afiadir 25 ul de antigenos de Toxoplasma gondii

(BioMerieux)

* Incubar toda la noche a temperatura ambiente.

* QObservar la presencia de aglutinacidén

4.5.2.- Deteccidn de anticuerpos tipo Ig M

4.5 2. 1. - BEn ratgonesg.

*  Fijacién de los taquizoiteos formoladog de Toxoplasma
gondii {BioMerieux): Mediante la incubacidén a 4°C 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 reaccicnes
inespecificas: Incubacidén a 37°C durante una hora de 250
ul de PBS con 0,01% de alblmina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con 1la solucidn 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 Ig G.

* Incubacidn durante 1 hora a 37°C de 100 ul de suero
diluide 1/100.
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* Tres lavados con l!la uaolucion de lavado anterior.

* Tncubacidén con anticucrpoi: antilg M de ratén marcados
con peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37°C,

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y perdoxido de
hidrégeno, deteniendo la reaccidn con acido sulfirico 2M.
* Lectura a 450 nm en un fotometro Berhing Processor IT.

4.5.2.2.- En humanos.

* Fijacidén de los taquizoitos formolados de Toxoplasma
gondii (BioMerieux): Mediante la incubacidn a 4°C 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
inespecificas: Incubacidn a 37°C durante una hora de 250
ul de PBS con 0,01% de albumina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la solucidén de lavado anterior para
eliminar log 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 Ig G.

* Incubacién durante 1 hora a 37°C de 100 ul de suero
diluide 1/100.

* Tres lavados con la solucidn de lavado anterior.

* Incubacidn con anticuerpos antilg M humana marcados con
peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37°C.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y perdxido de
hidrégeno, deteniendo la reaccidn con dcido sulfdrico 2M.

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

4.5.3.- Deteccidon de apnticuerpos tipo Ig 2

4.5.3.1.- HEn ratoneg,

*  Fijacién de los taquizoiton formolados de Toxoplasma
gondii (BioMerieux): Mediantc la incubacién a 4°C durante

toda la noche en tampon carbonato (pH=9,6).
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* Lavado con PBS con 0,05% de Tween 20 para eliminar los
restos no fijados.

* Postapizado de las placas para eliminar reacciones
inesgpecificas: Incubacién a 37°C durante una hora de 250
ul de PERS con 0,01% de albimina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la solucién de lavado anterior para
eliminar los restos no fijados.

* Incubacidn durante 1 hora a 37°C de 100 ul de suero
diluido 1/100.

* Tres lavados con la solucién de lavado anterior.

* Incubacidén con anticuerpos antilg A de ratédn marcados
con peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37°C.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y perdxido de
hidrbégeno, deteniendo la reaccidn con acido sulflrico 2M.
* Lectura a 450 nm en un fotdmetro Berhing Processor II.

4.5.3.2. - E nos

* Fijacidén de los taquizoitos formolados de Toxoplasma
gondii (BioMerieux)}: Mediante la incubacidn a 4°C 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
inespecificas: Incubacidn a 37°C durante una hora de 250
ul de PBS con 0,01% de alblmina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la solucidn de lavado anterior para
eliminar los restos no fijados.
* Incubacidn durante 1 hora a 37°C de 100 ul de suero
diluido 1/100.
* Tres lavados con la sclucidn de lavado anterior.
* Incubacidn con anticuerpos antilg A humana marcados con
peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37°C.
* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y perdxido de
hidrégeno, deteniendo la reaccién con adcido sulfarico 2M.

* Lectura a 450 nm en un fotémetro Berhing Processor I1.
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4.6.- Estudio de la avidez de la Ig G.

4.6.1.- E dio de la avidez de la Ig G en ratones

*  Fijaciédn de los tagquizoitos formolados de Toxoplasma
gondii (BioMerieux): Mediante la incubacidn a 4°C durante
toda la noche en tampon carbonatc (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: Incubacién a 37°C durante una hora de 250
ul de PBS con 0,01% de albimina sérica bovina (Sigma)

* Lavado c¢on la solucidn 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 1la 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 H las
diluciones de 1:50 a 1: 3200.

* Incubar 60 minutos a 37°C.

* Vaciar las placas y afladir a las filas de la A a la D
150 ul de una solucién de lavado formada con PBS y 0,05%
de Tween 20 y a las filas de la E a la H afiadir 150 ul
de una solucidn 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.
* Incubacidn con anticuerpos antilg G de ratdn marcados
con peroxidasa (Sigmal durante 1 hora a 37°C,

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y perdxido de
hidroégeno, deteniendo la reaccidn con acido sulfurico 2M.

* Lectura a 450 nm en un fotdmetro Berhing Processor II.
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4 6.2 - Estudio de la avidez de la Ig G en humangg

*  Fijacidén de los taquizoitos formolados de Toxoplasma

gondii {BioMerieux): Mediante la incubacibén a 4°C 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
inespecificas: Incubacién a 37°C durante una hora de 250
ul de PBS con 0,01% de alblimina sérica bovina (Sigma)

* Lavado con la solucién 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, yva 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 1a E a la H las
diluciones de 1:50 a 1: 3200.

* Incubar 60 minutos a 37°C.

* Vaciar las placas y afladir a las filas de la A a la D
150 ul de una solucién de lavado formada con PBS y 0,05%
de Tween 20 y a lag filas de la E a la H afladir 150 ul
de una solucidén 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.
* Incubacidén con anticuerpos antilg G humanos marcados
con peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a 37°C.

* Revelado del ELISA: Se utiliza TMB y peréxidc de
hidrégeno, deteniendo la reaccidn con acido sulfiarico 2M.

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

4.6.3.  Interpretacidén de resultados
* Para la interpretacidn de resultados se realiza una

grafica en papel semilogaritmico. En el eje de abscisas

se representan lag diluciones del suero, entre cada
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dilucién 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 linea paralela al eje de abscisas que
corte al eje de ordenadas a una absorbancia de 200
unidades

* Medir la distancia entre los puntos de ambag curvas que
cortan a la recta antes dibujada.

* En funcidn de la distancia gque los separan se calcula

la avidez de los anticuerpos, segun la tabla adjunta

ke mm W mr EE e mm e w e e e e M e e M e WS R i W T w —

Distancia (mm) Avidez (%)
1 96,6
10 70,7
20 50,0
30 35,4
40 25,0
50 17,7
60 12,5
70 8,8
80 6,3
90 4,4
100 3,1
110 2,2
120 1,6
130 1,1
140 0,8
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4.7.- Deteccién del ADN del pardsito mediante la reaccidn

en cadena de la poelimerasa.

4.7.1.- Optimizacion de los procedimientos de

extraccidn del ADN.

4.7.1.1.- En muestrag de sangre periférica.

4.7.1.1.1.- Proteinasa K, lisis alcalina,
extraccién fenol/cloroformo
* Centrifugar a 13000 g/15 minutos
* mliminar el sobrenadante
* Afiadir 300 ul de tampon de resuspensidn (0,1M Tris-H(CI
pH(8), 0,01M EDTA pH{8)) y 800 ug de proteinasa K.
* Incubar 3 horas a 56°C.
* Afladir 200 ul de solucidn de lisis (C,1M NaOH, 2M ClNa,
0,5% SDS) e incubar a 100°C durante 10 minutos
* Afiadir 500 ul de fenol/cloroformo (24:1) y agitar.
* Centrifugar a 13000 g durante 10 minutos
* Retirar la parte acuosa (la de arriba) y afiadirla en
otro volumen igual de fenol/cloroformo
* Agitar y centrifugar a 13000 g durante 10 minutos.
* Retirar la parte acuosa (la de arriba).
* Arfiadir isopropanol (0,6:1)
* Dejar a -70°C al menos 1 hora.
* Centrifugar a 13000g durante 15 minutos
* Afladir 500 ul de etanol 70 y agitar
* (Centrifugar a 13000g durante 5 minutos
* Retirar el sobrenadante y volver a afladir etancl 70
sobre el precipitado.
* Retirar el sobrenadante y dejar a 42°C hasta que se
consiga la completa evaporacién del etanol.
* resuspender el precipitado en 100 ul de agua destilada
estéril vy calentar a 65°C durante una hora hasta
conseguir la completa disolucidén del ADN.
* Congelar a -20°C para evitar degradacidn
4.7.1.1.2.- Proteinasa K, ligis alcalina y

extraccldén con Gene Clean.
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* Centrifugar a 13000 g/15 minutos

* Eliminar el scobrenadante

* Afiadir 300 ul de tampon de resuspensioén (0,1M Tris-HC1L

pH(8), 0,01M EDTA pH{8)) y 800 ug de proteinasa K.

* TIncubar 3 horas a 5S6°C.

* Afladir 200 ul de solucién de lisis (0,1M NaOH, 2M ClNa,

0,5% SDS) e incubar a 100°C durante 10 minutos

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

* Afiadir 1 ml de Nal

* Agitar GLASSMILK en un vortex y cuando la resina esté

completamente resuspendida, afiadir 5 ul.

* Dejar reposar 15 minutos agitando de vez en cuando.

* Pasar el contenido al filtro y centrifugar 15 segundos.

* Afiadir al filtro 500 ul de la solucidn de lavado.

* (Centrifugar 30 segundos y repetir el lavado.

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

minuto.

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

agua destilada caliente y centrifugar 30 segundos.

* YVolver a repetir el paso en el mismo tubo.

* En el fondo del tubo estd 21 ADN disuelto en el agua,

que congelaremos a -20°C para evitar su alteracién.
4.7.1.1.3.- Proteinasa K, lisis alcalina

* Centrifugar a 13000 g/15 minutos

* Eliminar el sobrenadante

* Afiadir 300 ul de tampon de resuspensidn (0, 1M Tris-HC1

pH(8), 0,01M EDTA pH(8)) y 800 ug de proteinasa K.

* Incubar 3 horas a 56°C.

* Anadir 200 ul de scolucidn de lisis (0,1M NaOH, 2M ClNa,

0,5% SDS) e incubar a 100°C durante 10 minutos

* Congelar a -20°C para evitar la alteracidén del ADN.
4.7.1.1.4.- EDTA y hervir

* A 1,5 ml de sangre anadir 0,375 ml de 0,1M EDTA pH(8),

formaldehido 0,5%.

* Centrifugar a 13000g durante 15 minutos

* Retirar el sobrenadante.
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* Afadir 1 ml de 1 mM EDTA pH(8)
* Centrifugar a 13000 g durante 10 minutos
* Retirar el sobrenadante y afladir 1 ml de agua destilada
estéril.
* Retirar el sobrenadante.
* Yolver a realizar el lavado con agua dos veces mas
* Retirar el Ultimo sobrenadante Yy resuspender el
sedimento en 100 ul de agua destilada estéril y calentar
10 minuteos a 100°C
* Guardar el sobrenadante a -20°C para evitar la
degradacidén del ADN
4.7.1.1.5.- PBS y hervir
* Centrifugar a 13000g durante 15 minutos.
* Retirar el sobrenadante.
* Afiadir 1 ml de PBS estéril
* Centrifugar 13000g durante 15 minutos
* Volver a realizar el lavado con PBS dos veces mas
* Retirar el sobrenadante y afladir 100 ul de agua
destilada estéril y calentar a 100°C durante 10 minutos.
*  (Guardar el sobrenadante a -20*C para evitar la
degradacién del ADN
4.7.1.1.6.- Separacidén de leucocitos con
ISOLYMPH, proteinasa K, 1lisis alcalina y
extraccion con fenol/cloroformo.
* Mezclar la sangre entera con igual cantidad de suero
figsioldgico.
* Poner en otro frasco la mitad de volumen de ISOLYMPH
y aliadir lentamente, dejando resbalar por las paredes la
sangre sobre el ligquido de extraccidn.
* Centrifugar 2000 rpm durante 20 minutos.
* Retirar la interfase donde aparecen los leucocitos.
* Afiadir 1 ml de PBS estéril
* Centrifugar a 13000g durante 10 minutos
* Volver a realizar dos veces mas los lavados con PBS.
* Centrifugar a 13000 g/15 minutos

* Eliminar el sobrenadante
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* Afiadir 300 ul de tampon de resuspensidén (0,1M Tris-HC1

pH(8), 0,01M EDTA pH(8)) y 800 ug de proteinasa K.

* Incubar 3 horas a 56°C.

* Afiadir 200 ul de solucidn de lisisg (0,1M NaQOH, ZM ClNa,

0,5% SDS) e incubar a 100°C durante 10 minutos

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

* Centrifugar a 13000 g durante 10 minutos

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

otro volumen igual de fenol/cloroformo

* Agitar y centrifugar a 13000 g durante 10 minutos.

* Retirar la parte acuosa (la de arriba).

* Afladir isopropanol {(0,6:1)

* Dejar a -70°C al menos 1 hora.

* Centrifugar a 13000g durante 15 minutos

* Anadir 500 ul de etanol 70 y agitar

* Centrifugar a 13000g durante 5 minutos

* Retirar el sobrenadante y volver a afiadir etanol 70

sobre el precipitado.

* Retirar el sobrenadante y dejar a 42°C hasta que se

consiga la completa evaporacién del etanol.

* resuspender el precipitado en 100 ul de agua destilada

estéril y calentar a 65°C durante una hora hasta

consequir la completa disolucidn del ADN.

* Congelar a -20°C para evitar degradacidn
4.7.1.1.7.- Separacidén de leucocitos con
ISOLYMPH, proteinasa K, lisis alcalina y
extraccidén con Gene Clean.

* Mezclar la sangre entera con igual cantidad de suero

figioldgico.

* Poner en otro frasco la mitad de volumen de ISOLYMPH

y alladir lentamente, dejando resbalar por las paredes la

sangre sobre el liquide de extraccién.

* Centrifugar 2000 rpm durante 20 minutos.

* Retirar la interfase donde aparecen los leucocitos.

* Antadir 1 ml de PBS estéril

* Centrifugar a 13000g durante 10 minutos
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* Volver a realizar dou veces mas los lavados con PBES.

*+ Centrifugar a 13000 g/1h wminutos

* Eliminar el sobrenadante

* Afiadir 300 ul de tampon de resuspensifén (0,1M Tris-HCl

pH({8), 0,01M EDTA pH(8)) y 800 ug de proteinasa K.

* Incubar 3 horas a 567C.

* Afladir 200 ul de soluciédn de lisis (0,1M NaOH, 2M ClNa,

0,5% SDS) e incubar a 100°C durante 10 minutos

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

* Afladir 1 ml de Nal

* Agitar GLASMILK en un vortex y cuande la resina esté

completamente resuspendida, afladir 5 ul.

* Dejar reposar 15 minutos agitando de vez en cuando.

* Pasar el contenido al filtro y centrifugar 15 sequndos.

* Aftadir al filtro 500 ul de la solucidn de lavado.

* Centrifugar 30 segundos y repetir el lavado.

* Afladir 500 ul al filtro de alcochol 80 y centrifugar 1

minuto.

* Poner el filtro en un tubo limpic y afladir 50 ul de

agua destilada caliente y centrifugar 30 segundos.

* Volver a repetir el paso en el mismo tubo.

* En el fondo del tubo esta el ADN disueltce en 1 agua,

que congelaremos a -20°C para evitar su alteracidn.
4.7.1.1.8.- Separacidn de leucocitos con
Histopaque, proteinasa K, lisis alcalina y
extraccidn con fenol/cloroformo.

* Afladir 5 volimenes de sangre con 4 volimenes de

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

* Retirar la interfase donde aparecen los leucocitos.

* Afiadir 1 ml de PBS estéril

* Centrifugar a 13000g durante 10 minutos

* Volver a realizar dos veces mas los lavados con PBS.

* Centrifugar a 13000 g/15 minutos

* Eliminar el gobrenadante

* Afladir 300 ul de tampon de resuspension (0,1M Tris-HC1

PH(8), 0,01M EDTA pH(8)) y 800 ug de proteinasa K.
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* Incubar 3 horas a H6°C.

* Afiadir 200 ul de solucion de lisis (0,1M NaOH, 2M ClNa,

0,5% SDS) e incubar a 100°C durante 10 minutos

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

* Centrifugar a 13000 g durante 10 minutos

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

otro volumen igual de fenol/cloroformo

* Agitar y centrifugar a 13000 g durante 10 minutos.

* Retirar la parte acuosa {(la de arriba).

* Afladir isopropancl (0,6:1)

* Dejar a -70°C al menos 1 hora.

* Centrifugar a 13000g durante 15 minutos

* Afladir 500 ul de etancl 70 y agitar

* Centrifugar a 13000g durante 5 minutos

* Retirar &l sobrenadante y volver a anadir etancl 70

sobre el precipitado.

* Retirar el sobrenadante y dejar a 42°C hasta que se

consiga la completa evaporacién del etanol.

* resuspender el precipitado en 100 ul de agua destilada

estéril y calentar a 65°C durante wuna hora hasta

conseguir la completa disolucidén del ADN.

* Congelar a -20°C para evitar degradaciodn
4.7.1.1.9.- Separacidén de leucocitos con
Histopaque, proteinasa K, lisis alcalina y
extraccion con Gene Clean.

* Afiadir 5 volumenes de sangre con 4 volimenes de

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

* Retirar la interfase donde aparecen los leucocitos.

* Afladir 1 ml de PBS estéril

* Centrifugar a 13000g durante 10 minutos

* Volver a realizar dos veces mds los lavados con PBS.

* Centrifugar a 13000 g/15 minutos

* Eliminar el sobrenadante

* Afjadir 300 ul de tampon de resuspension (0,1M Tris-HC1

pH({8), 0,01M EDTA pH(8)) y 800 ug de proteinasa K.

* Incubar 3 horas a 56"C,
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* Afiadir 200 ul de solucion de lisis (0, 1M NaOH, 2M ClNa,

0,5% SDS) e incubar a 100°C durante 10 minutos

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

* Afladir 1 ml de Nal

* Agitar GLASSMILK en un vortex y cuando la resina esté

completamente resuspendida, afladir 5 ul.

* Dejar reposar 15 minutos agitando de vez en cuando.

* Pasar el contenido al filtro y centrifugar 15 segundos.

* Afiadir al filtro 500 ul de la solucibén de lavado.

* Centrifugar 30 segundos y repetir el lavado.

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

minuto.

* Poner el filtro en un tubo limpic y afiadir 50 ul de

agua destilada caliente y centrifugar 30 segundos.

* Volver a repetir el paso en el mismo tubo.

* En el fondo del tubo esta el ADN disuelto en el agua,

que congelaremcs a -20°C para evitar su alteraciodn.
4.7.1.1.10.- Wizard Genomic DNA Purification Kit

* Afiadir por cada 300 ul de sangre 900 ul de Cell Lysis

Solution.

* Incubar 10 minutos a temperatura ambiente

* Centrifugar a 13000 rpm durante 20 segundas

* Retirar el sobrenadante dejando sclamente 20 ul.

* Agitar en un vortex 15 segundos.

* Afiadir 300 ul de Nuclei Lysis Solution y dejar a 37°C

durante 1 hora.

* Afladir 10C ul de Protein Precipitation Solution y

agitar 20 segundos.

* Centrifugar a 13000g durante 3 minutos

* Trangferir el sobrenadante a un tubo con 300 ul de

isopropancl y agitar.

* Centrifugar 1 minuto a 13000g

* Lavar con etanocl 70.

* Dejar secar 15 minutos

Resuspender en 100 ul de DNA Hydration Solution y dejar

a 65°C durante 1 hora.
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*

*

*

4.7.1.2.- En muestras de ligquido cefalorraguideo

4.7.1.2.1.- Hervir
Calentar a 100°C durante 10 minutos
Congelar a -20°C para que no se altere el ADN
4.7.1.2.2.- Proteinasa K y hervir
Centrifugar a 13000 g/15 minutos
Eliminar el sobrenadante

Afiadir 80 ul de tampon de resuspensién (0,1M Tris-HCI

pH(8), ©0,01M EDTA pH(8)) y 800 ug de proteinasa K

(diluido en 20 ul de agua destilada estéril).

*

*

*

*

*

*

Incubar 3 horas a 56°C.

Incubar a 100°C durante 10 minutos

Congelar a -20°C para que no se altere el ADN
4.7.1.2.3.- Proteinasa k, hervir y extraccidén
fenol/cloroformo.

Centrifugar a 13000 g/15 minutos

Eliminar el sobrenadante

Afiadir 80 ul de tampon de resuspensién (0,1M Tris-HCL

pH{8), 0,01M EDTA pH(8)) y 800 ug de proteinasa K
(diluido en 20 ul de agua destilada estéril).

*

*

*

*

*

Incubar 3 horas a 56°C.

Incubar a 100°C durante 10 minutos

Afladir 500 ul de fencl/cloroformo (24:1) y agitar.
Centrifugar a 13000 g durante 10 minutos

Retirar la parte acuosa (la de arriba) y afiadirla en

otro volumen igual de fenol/cloroformo

*

*

*

*

*

Agitar y centrifugar a 13000 g durante 10 minutos.
Retirar la parte acuosa (la de arriba) .

Afladir isopropancl (0,6:1)

Dejar a -70°C al menos 1 hora.

Centrifugar a 13000g durante 15 minutos

Afiadir 500 ul de etanol 70 y agitar

Centrifugar a 13000g durante 5 minutos

Retirar el sobrenadante y volver a afiadir etanol 70

sobre el precipitado.

*

Retirar el sgobrenadante y dejar a 42°C hasta que se
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consiga la completa evaporacién del etanol.

* resuspender el precipitado en 100 ul de agua destilada
estéril y calentar a 65°C durante una hora hasta
conseguir la completa disolucidn del ADN.

* Congelar a -20°C para evitar degradacién

(203, 204, 205, 206, 207, 208).

4.7.2. - Optimizacidédn de la reaccidn de amplificacidn,

4.7.2.1.- Concentraciones de los distintos

componentes de la reaccidn de PCR.

La reaccidn en cadena de la polimerasa se realizd con las
siguientes concentraciones:

Volumen total : 50 ul

ADN a amplificar {(muestra clinica} : 5 ul

Cebadores: Son oligonucleotidos de 21 y 20 pares de bases
de una regidén del gen Bl del Toxoplasma gondii. La regidn
amplificada se repite 35 veces dentro del gen. Se
utilizar a una concentracién 25 nM.

Cebador 1: 5'- GGA ACQCT GCA TCC GTT CAT GAG

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

dNTP: 200 nM de cada deoxinucleotido trifostato

Tagq polimerasa: 2,5 unidades

Cloruro de Magnesio: 1,5 mM

Tampon: 10 mM Tris pH(8,3), 50mM KC1l

4.7.2.2.~- Namero v tiempo de los ciclos

Los ciclos constan de:
60 segundos a 94°C
90 segundos a 55°C
60 segundos a 72°C
N® de ciclos : 40

4. 7.3 - Optimizacidn del gsistema de revelado con sonda

no isotodpica.
sonda empleada: 5'- GGC GAC CCA ATC TGC GAA TAC CAC C.

Esta sonda estd marcada en posicidédn terminal con

digoxigenina.

86



Concentracién de la sonda: 100 ug/ml de sonda

Tiempo de contacto: Toda la noche

Procedimiento: Se utiliza en el revelado de la sonda el
kit de revelado quimicluminiscente suministrado por
Boerhinger Mannhein llamado Luminiscent Detection Kit for
Nucleid Acids. Desnaturalizar el ADN a hibridar (que
proviene de la reaccién de amplificacidn) durante 10
minutos a 924°C

* Colocar 2 ul en una membrana de nylon

* Fijar el ADN a la membrana mediante exposiciodn a la luz
ultravicoleta del transiluminador durante 3 minutos por
el lado donde estd situado el ADN

* Realizar la prehibridacién de la membrana: Poner la
membrana 1 hora a 40°C con una solucidn de 5.8CC, 2%
solucidn de bloqueo, 0,1% N-laurilsarcosina 0,02% SDS

* Realizacidn de la hibridacidén a 40°C durante toda la
noche en la misma solucidén que la prehibridacidn pero sin
solucidn de blogqueo.

* Realizar un lavado durante 5 minutos a 40°C con 5.8CC,
0,1% SDS

* Realizar un lavado durante 5 minutos a 40°C con 1.S8CC,
0,1% 5DS

* Secar al aire

* Lavar 5 minutos con golucidén de lavado: 0,1M A&cido
maleico, 0,1i5M ClNa, 0,3% Tween 20. pH 7,5

* Incubar 30 minutos a temperatura ambiente con 0,1M
acidec maleico, 0,15M ClNa, 10% sclucidn de bloqueo.

*  Afladir los anticuerpos antidigoxigenina a la
concentracidén indicada por el fabricante en la solucién
anterior.

* Realizar dos lavades de 15 minutos con 0,1M Aacide
maleico, 0,15M ClNa, 0,3% Tween 20. pH 7,5.

* Realizar el revelado afiladiendo Lumigen diluido segun
instrucciones del fabricante durante 20 minutos.

* Mantener en contacto la membrana de nylon durante toda

la noche con una placa de radiografia
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* Revelar la radiografia por mdtodos habituales.

4.7.4.- Medidas para prevenir la contaminacion de la

técnica.

* Utilizacién de tres espacios fisicos separados, uno
para la extraccidén del ADN, otro para la amplificacidn
y un tercero para trabajar con el ADN amplificado.

* Utilizacidén de puntas de pipeta con filtro y con puntas
de desgplazamiento positivo.

* Utilizar guantes

* No intercambiar pipetas, matraces ni ningin otro
material entre las tres secciones de trabajo

* Utilizar recipientes de pléstico no reutilizables.

* Alicuotar todos los reactivos, de forma que en la mayor
parte de las veces no se utilice el mismo reactivoe para
dos muestras.

* Degcartar todos los residuos a recipientes con lejia
para la destruccidn de ADN

* Limpiar la zona de trabajo con lejia anteg y después
de Crabajar.

* El lugar de extraccidn del ADN a partir de muestras
clinicas 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 vy
otro con todos los reactivos de la reaccidn excepto el
ADN, estos controles se introducen en todos 10S procesos
de extracciédn de ADN, de amplificacidén de la reaccidn vy

en los procesos de revelado con sonda.
4.8.- Quimioterapia

4.8.1.- Antibidticos empleados

Se han empleado los siguientes antibidticos:
pirimetamina, suifadiazina, egpiramicina, minociclina,

clindamicina, azitromicina, claritromicina,
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roxitromicina, miokamicina, ciprofloxacina, norfloxacina,
ofloxarcina, lomefloxacina.

Todos los compuestos fueron administrados
suspendidos o disueltos en carboximetilcelulosa sédica

al 1% en agua destilada.

4.8.2.- Establecimiento del modelo experimenta£

Utilizamos la cepa RH de Toxoplasma gondii, que se
mantiene en el laboratorio por pases periddicos en ratdn
(estd cepa es extremadamente virulenta y, en ausencia de
tratamientc, wmortal para los ratones). Todas las
experiencias se realizaron con ratones NMRI (hembras de
25-30 g de peso), distribuidos en lotes de 10 animales,
que fueron infectados por inoculacidn intraperitoneal de
200 taquizoitos de la cepa de Toxoplasma gondii antes
mencionada; para ello, se recogid el exudado peritoneal
de varios ratones infectados 3 dias antes y se suspendid
en PBS estéril, procediéndose al recuento de tagquizoitos
en una camara de Neubauer a fin de ajustar el inéculo

(10° tagquizoitos/ml) .

4.8.3.- Degarrollo de las pruebas.
Los antibidticos se administraron por via oral,

mediante sonda bucogdstrica, desde el dia ¢ (a las 2
horas postinfeccidén [p.i.]) hasta el dia 9 p.i.. cada 12
5 24 horas. Diariamente, durante un mes, se controld la
mortalidad entre los animales testigo (gue recibieron tan
s0lo carboximetilcelulosa sdédica) y tratados. El dia 30
p.i., vy con objeto de detectar la infeccidén residual gue
pudiera existir, los ratones gque habian sobrevivido
fueron sacrificados y de cada cerebro se hizo un
macerado, gque se homogeneizé y se inoculd por via
intraperitcneal a 2 ratones indemnes. El hecho de que
éstos permaneciesen vivos, 30 dias después, se interpretd

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

* La cepa RH se mantiene indefinidamente mediante pases
en liquido peritoneal de ratén cada 3 dias.

* Las cepas de Toxoplasma gondii productoras de quistes
tisulares aisladas de cerebro de gatos, por 1los
procedimientos antes indicados, se mantienen en ratén
mediante pases por via oral de cerebros de ratones
inoculados cada 6 meses.

Los estudios serolégicos para confirmar la presencia de
infeccidén se llevan a cabo en suero de los ratones

mediante la técnica de microaglutinacidén (BioMerieux)

5.2.- Establecimiento de modelos de toxoplasmosis

experimental

5.2.1.- Modelo de primoinfeccidn por Toxoplasma

gondii.
* Tras la inoculacidn de 200 tagquizoitos por via
intraperitoneal, previamente extraidos de un liguido
peritoneal de ratdn muy parasitado por taquizoitos de la
cepa RH de Toxoplasma gondii, se produce la muerte de los
ratones a los 7-9 dias. Para confirmar la presencia de
la infeccidn, se observa los liquidos peritoneales de los
ratones muertos, en los que se ven abundantes leucocitos

y tagquizoitos de Toxoplasma gondii.

5.2.2.- Modelo de infeccién crénica por Toxoplasma

gondii _en sujeto inmunocompetente (ratdn) .

* Maceraciotn de cerebros de ratones previamente
infectados con 50 quistes de Toxoplasma gondii por via
oral

* Extraccidn de sangre al cabo de 15 dias.

* Mediante la técnica de microaglutinacidédn (BioMerieux)

se obtienen resultados positivos para la deteccidn de
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anticuerpos especificos frente a Toxoplasma gondii

5.2.3.- Modelo de infeccidn crénica reactivada en

sujeto lnmunodeprimido !raténg.

* Maceraciétn de cerebros de ratones previamente

infectados con 50 quistes de Toxoplasma gondii por via
oral.

* Extraccidén de sangre al cabo de 15 dias.

* Mediante la técnica de microaglutinacidén (BioMerieux)
se obtienen resultados positivos para la deteccidn de
anticuerpos especificos frente a Toxoplasma gondii

* Tratamiento inmunosupresor antes mencionado junto con
un tratamiento antibidtico de amplio espectro, para
evitar infecciones bacterianas, con ciprofloxacina por
via oral.

* A la muerte de los ratones, 1los cerebros fueron
estudiados por técnicas histoldgicas mediante las que se
confirmaron al ©presencia de infeccidn aguda por

Toxoplasma gondii.

5.3.- Grupos de pacientes humanos estudiados

5.3.1.- Pacienteg inmunocompetentes.

* Se guardaron muestras de liguido cefalorraquideo vy
suero de pacientes adultos que fueron sometidos a puncién
lumbar por cualguier causa y gque no tenian evidencias
clinicas ni seroldgicas de infeccidn aguda por Toxoplasma
gondii.

* Hasta su procesamiento las muestras fueron almacenadas
a -70°C,.

5.3.2.- Pacienteg inmunodeprimidos.

* Se guardaron muestras de liquido cefalorraquideo y
suero de los pacientes adultos que fueron sometidos a
puncion lumbar por afectacidén del sistema nervioso

central por causas infecciosas y no infecciosas.
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Posteriormente, en vista de los resultados analiticos,
microbiolbgicos, radiolégicos, la evolucién clinica y
la respuesta a los farmacos empleados en su tratamiento
se clasificaron en dos grupos, segun cumplian el patxrdn
de referencia de encefalitis toxoplésmica o no.

* Los pacientes con ausencia de encefalitis toxopldsmica
padecian los siguientes cuadros.

- Tuberculosis meningea

- No existencia de enfermedad neuroldgica

- Linfoma del SNC

- Radiculopatia

- Enfermedad desmielinizante

- Encefalopatia por HIV

- Desconocido

5.4.- Desarrollo de métodos de ELISA para la deteccidn

de antigenos circulantes.

5.4.1.- Estandarizacion de las técnicas.

5.4.1.1.- Determinacién de la cantidad &Sptima de
anticuerpos hiperinmunes.

Se realizaron diluciones seriadas de anticuerpos
hiperinmunes y se ensayaron frente a una solucidn de
alblimina sérica bovina en PBS, ante un suero de ratdn sin
contacto con Toxoplasma gondii y un suero de ratdn con
una infeccién por la cepa RH de Toxoplasma gondii en una
fase avanzada de 1la enfermedad (con presencia de
antigenos circulantes). Se calculd los cocientes entre

las densidades o6pticas obtenidas.
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— Ag BSA/S(-) S(+)/5(-) 1
30ug 1,20 3,78
15ug 1,35 5,75
7, 5ug 1,5 8,31
4ug 1,64 | 11,2
2ug 1,80 14,72

lug 1,96 9,5 |

Ag: Antigenos
BSA/S(-): Cociente entre la absorbancia de la albimina
sérica bovina y el suero negativo.

S{(+)/8S{-}: 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 afiadir la muestra, debemos afiadir
2 ug/ml de anticuerpos hiperinmune de cobaya.

5.4.1.2 - Dilyucion dptima de los anticuerpos

conjugados con peroxidasa.

Realizamog diluciones seriadas del anticuerpo aplicado
a un pocillo de BSA/PBS, uno de suero humano y varios de
suero humano con adicién de diluciones seriadas de
antigenos de Toxoplasma gondii. Se realizd la incubacidn
durante 24h a temperatura ambiente.

Obtenemos mejor discriminacidén entre el suero normal
v el pocillo en el gue hemos afiadido la menor cantidad
de antigeno de Toxoplasma gondii a una dilucidén de
anticuerpos anticobaya marcado con peroxidasa cuando lo

empleamos a una dilucidn 1/20.000
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5,4.1.3.- Calculg del limite de deteccion de la
técnica,
Se realiza con un sonicado de taquizoitos previamente

purificados de la cepa RH de Toxoplasma gondii.

— ug tapizado AJ Sensibilidad
1 ug/pocillo 700ug/ml sueroc
2 ug/pocillo 300ug/ml suero
4 ug/pocillo 1500 ug/ml suero

Para las condiciones elegidas 2]l limite de deteccidn
de la técnica se sitGa en 300 ug/ml de suero

5.4.1.4.~ Valor umbral vy reproductibilidad.

El valor umbral se establecié en la media de los
sueros negativos de control mas dos veces la desviacidén
tipica, los resultados se expresan como el cociente entre
los valores obtenidos en la muestra problema y el valor
umbral, por 1lo gque cualgquier wvalor 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
gsueros con presencia de antigenos conocida y sueros
negativos tanto colocdndolos en distintas posiciones de
la placa de ELISA como realizando las determinaciones dos

dias consecutivos,

5.4 .2.- Deteccion de antigenos circulantes en suero

de raton.
La sangre extraida de cada lote de animales se mezcld y

fue procesada como una muestra



5.4.2.1.- Ratones inoculadog pox la cepa RH

Dia 1 postinfeccidn .19 (+)
Dia 3 postinfeccidn .19 (+)
Dia 5 postinfeccidn .05 (+)
Dia 7 postinfeccidn .06 (+)

5.4.2.2 .- Ratones inoculados con la cepa 868

Dia 1 postinfeccidn 0.81 (-)
Dia 3 postinfeccidn 0.79 (-)
Dia 15 postinfeccidn 1.32 (+)
Dia 21 postinfeccién 1.11 (+)
Dia 30 postinfeccidn 1.15 (+)
Dia 45 postinfeccidn 1.05 {(+)
Dia 60 postinfeccidn 0.82 (-)

5.4.2.3.- Ratones con infeccidn cronica reactivada.

* Inoculados con la cepa 868 de Toxoplasma gondiili gue
sufren una reactivacidn de la toxoplasmosis debido a la

inmunodepresidn a gue son sometidos.

Dia 0 postinmunodepresidén 0.83 (-)
Dia 7 postinmunodepresidn 1.19 (+}
Dia 14 postinmunodepresién 1.11 (+)
Dia 21 postinmunodepresidn 1 1.35 (+)
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5.4.2.4. - R n

Se procesd 25 muestras diferentes obtenidas de ratones

sanos distintos,

Sanos 2/25

Por tanto, después del cuadro de toxoplasmosis aguda
generada por la inoculacidn de las cepas de Toxoplasma
gondii se produce una fase en la que se detecta en suero
la presencia de antigenos circulantes. Tras el proceso
de inmunosupresidn, con la reactivacidn toxoplasmica que
se produce se vuelven a detectar en suero la presencia
de antigenos circulantes. Sin embargo, se detectan falsos

positivos en suero de ratones sanos.

5.4.3.- Deteccidén de antigenog circulantes en suero

de pacientes humanos,

Grupo I: Pacientes inmunocompetentes con anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes sin anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii

Grupo ITII: Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis
toxoplasmica

Grupo IV: Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplasmica
Grupo I 5/70
Grupo IX 3/70
Grupo III 6/63
Grupo IV 2/16

Sensibilidad: 12,5%
Especificidad: 93,54%
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Grupo 1IV

Tratados 0/5

No tratados 2/11

Tratados:
Sensibilidad: 0%

No tratados:
Sensibilidad: 18, 18%

5.4.4.- Deteccidén de antigengs circulantes en iiguido

cefalorraquideo de pacientes humanos.

Grupo I: Pacientes inmunocompetentes con anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes sin anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii

Grupo III: Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis
toxoplasmica

Grupo IV: Pacientes inmunodeprimidos c¢on encefalitis
toxoplasmica. De estos 10 no reciblian terapia
toxoplasmica en el momento de la extraccidn y 6 llevaban

mas de una semana con terapia antitoxopldsmica.

L Grupo I 0/70
Grupc II 0/70
' Grupo III 0/63
Grupo IV 1/16

Sensibilidad: 6,25%
Especificidad: 100%

Grupo IV
Tratados 0/5
No tratados 1/11
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Tratados:
Sensibhilidad: 0%

No tratados:
Sensibilidad: 9,09%

5.5.- Desarrollo de métodos de ELISA para la deteccidn

de anticuerpos

5.5.1.- Esgstandarizacidn

5.5.1.1.~ Determinacién de la cantidad de

taquizoitos necesaria para tapizar de la placa.
En distintos pocilios de la placa de ELISA se depositaron

cantidades de taquizoitos wvariables de 10.000, 100.000
y 1.000.000. Sobre egtos se ensayaron sueros con
presencia conocida de anticuerpos y sin anticuerpos, como
los resultados fueron semejantes para las distintas
concentraciones, se eligidé la cantidad media de 100.000
tagquizoitos para tapizar las placas de ELISA.

5.5.1.2.~ Valor umbral de los métodos de ELISA para

la deteccidn de anticuerpos en ratones:
Como valor umbral se empled la media de gsueros de ratones

sin infeccidn por Toxoplasma gondii mas dos desviaciones
tipicas.
5.1.3.-V T 1 métodog de ELIS ra
la detecgidn de anticuerpos en pacientes humanos:
Como valor umbral se empled la media de sueros de
ratones sgin infeccidn por Toxoplasma gondii mas dos
desviaciones tipicas. Como controles adicionales se
introdujeron controles suministrados por Sorin de 1las
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 presencla de antigenos conocida y sueros
negativos tanto colocandolos en distintas posiciocones de

la placa de ELISA como realizando las determinaciones dos
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dias consecutivos.

5.5.2.- Egt 1 1 Ig G
5.5.2.1 - BEn ratones,

El valor umbral se establecid en la media de los

sueros negativos de control mds dos veces la desviacidn
tipica, los resultados se expresan como el cociente entre
los valores obtenidos en la muestra problema y el valor
umbral, por lo que cualguier valor mayor a 1 es
considerado positivo.

5.5.2.1.1.- Ratones inoculados por la cepa RH

rDia 1 postinoculacidn 0.67 (-)
Dia 3 postinoculacidn 0.67 (-)
Dia 5 postinoculacién 0.76 (-)
Dia 7 postinoculacidn 1.11 (+)

5.5.2.1.2.- Ratones inoculados con la cepa 868

Dia 1 postinoculacidn 0.76 {-)
Dia 3 postinoculacidn 0.76 (-)
Dia 15 posgtinoculacién 3.14 (+)
Dia 21 pogtinoculacién 6.47 (+)
Dia 30 postinoculacién 6.26 (+)
Dia 45 postinoculacién 6.35 (+)
Dia 60 postinoculacién 6.38 (+)
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5.5.2.1.3.- Ratones con infeccidén crénica

reactivada.

Dia 0 postinmunosupresidn 6.38(+)
Dia 7 postinmunosupresgidn 5.32 (+)
Dia 14 postinmunosupresidn 4.08 (+) 4
Dia 21 postinmunosupresidn 3.58 (+)

La produccidn de Ig G aparece aproximadamente al
cabo de 7 dias después de la primoinfeccidn por
Toxoplasma gondii; se produce en las primeras fases de
la infeccidén un aumento en el titulo de anticuerpos. En
fases de reactivacién de toxoplasmogis crdnica, debido
al estado inmunoldgico del sujeto, no se produce aumento
en el titulo de anticuerpos Ig G.

5.5.2.1.4.- Ratones sanos

N° ratones Ig G
25 0/25
5.5.2.2.- BEn pacienteg humanos

Grupo I: Paclentes inmunocompetentes con anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii.

Grupo 1l: Pacientes inmunocompetentes sin anticuerpos
frente a Toxcoplasma gondii.

Grupo III: Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis
toxoplasmica.

Grupo IV: Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplasmica.
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ELISA Igd@d Microaglut
B Grupoc I 70/70 70/70
Grupo II 3/70 0/70
Grupo III 34/63 29/63
Grupo IV 16/16 16/16

La IgG aparece en todos los casos de encefalitis
toxoplésmica. 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 microaglutinaciodn.

5.5.3.. Estudio de la IgM

5.5.3.1.~- En ratones.

El valor umbral se establecid en la media de los sueros
negativos de control mids dos veces la desviacidn tipica,
los resultados se expresan como €l coclente entre 1os
valores obtenidos en la muestra problema y el wvalor
umbral, por lo que cualgquier valor mayor a 1 es
congiderado positivo.

5.5.3.1.1.- Ratoneg Inoculados por la cepa RH

Dia 1 postinoculacién 0.67 (-)
Dia 3 postinoculacidn 0.66 (-) 1
Dia 5 postinoculacién 1.84 (+)
Dia 7 postinoculacién 2.58 [+) J
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5.5.3.1.2.~- Ratones inoculados con la cepa 868

Dia 1 postinoculacién 0.86 (-}
yDia 3 postinoculacién 0.90 (-)
Dia 15 postinoculacidn 1.32 {+)
Dia 21 posgtinoculacidn 1.14 (+)
Dia 30 postinoculacién i 1.05 (+)
Dia 45 postinoculacién i 1.30 (+)
Dia 60 postinoculacién 1.66 (+)

5.5.3.1.3.- Ratones con infeccidn crénica

reactivada
Dia 0 postinmunosupresidén 1.66 (+) |
Dia 7 postinmunosupresidn 2.43 (+)
Dia 14 postinmunosupresién 2.64 (+) W
Dia 21 postinmunosupresidn 1.75 (+)

5.5.3.1.4.- Ratones sanos

N°® ratones Ig M

25 0/25

Las Ig M aparecen antes gque las Ig G en 1la
primoinfeccién por Toxoplasma gondili; sin embargo se
mantienen durante mucho tiempo en el suero.

5.5.3.2.- En humanos.

Grupo I: Pacientes inmunocompetentes con anticuerpos

frente a Toxoplasma gondii

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes sin anticuerpos
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frente a Toxoplasma gondil
Grupo III: Pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis

toxoplasmica
Grupo IV: Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplasmica
=
ELISA IgM ISAGA
Grupo I 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.- Deteccidn de Ig A

5.5.4.1.- Bn ratonesg

5.5.4.1.1.- Ratones inoculados con la cepa RH

Dia 1 postinoculacidn 0.38 {-)
Dia 3 postinoculacidn 0.89 (-)
Dia 5 postinoculacidn 1.35 (+)
Dia 7 postinoculacién 1.98 (+)

104



5.5.4.1.2.- Ratones inoculados con la cepa 868

Dia 1 postinoculacidn 0.86 (-} J
Dia 3 postinoculacién 0.90 (-)
Dia 15 postinoculacién 0.86 (+) |
Dia 21 postinoculacién 1.65 (+)
Dia 30 postinoculacidn 1.47 (+)
Dia 45 postinoculacién 1.18 (+)
Dia 60 postinoculacidn 1.32 (+)
5.5.4,1.3.- Ratones con infeccidén crénica
reactivada
Dia 0 postinmunogsupresgidn 1.66 (+)
hbia 7 postinmunosupresidn 1,48 (+)
Dia 14 postinmunosupresién 1.78 (+)
Dia 21 postinmunosupresidn 1.56 (+)
5.5.4.1.4.- Ratones sanos
N° ratones Ig A
25 0/25
Las TIg A aparecen antes que las 1Ig G en la
primoinfeccién por Toxoplasma gondii; se mantienen

durante mucho tiempo en el suero,

fase aguda de la enfermedad.
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5.5.4.2. -~ _En pacieutoes NUGIQOS .

Grupo I: Pacientes inmunocompatentes con

frente a Toxoplasma gondii

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes sin

frente a Toxoplasma gondil

Grupo III: Pacientes inmunodeprimidos sin

toxoplasmica

Grupo 1IV: Pacientes inmuncdeprimidos con

toxopléasmica
Grupo I 6/70
Grupo II 0/70
Grupo III 2/63
|
Grupo IV 3/16
Sensibilidad: 18, 75%
Egpecificidad: 96,05%

5.6.- Estudio

5.6.1. - Hn

5.6.1.1.

de la avidez de la Ig G

ratén

anticuerpos

anticuerpos

encefalitis

encefalitis

- Ratones inoculados por la cepa RH

Dia 1 postinoculacidn

Dia 3 postinoculacién

Dia 5 postinoculacidn

Dia 7 postinoculacidn 3,8%
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5.6.1.2. - Ratones inoculados con la gepa 868

Dia 1 postinoculacidn

Dia 3 postinoculacién

Dia 15 postinoculacién 5,4%

Dia 21 postinoculacidn 12,5%
Dia 30 postincculacidn 5,8%

Dia 45 postinoculacién 5,8%

Dia 60 postinoculacidn 1,7%

5.6.1.3.- Ratcones con infeccidn crénica reactivada

Dia 0 postinmunosupresgidn 1,7%
Dia 7 postinmunosupresidn 12,5%
Dia 14 postinmunosupresidén 10, 9%
Dia 21 postinmunosupresién 12,5%

5.6.2.- En pacientes humanos.

Grupo I: Pacientes Iimmunocompetentes con
frente a Toxoplasma gondii.

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes sin
frente a Toxoplasma gondii.

Grupo III: Pacientes inmunodeprimidos sin
toxoplasmica.

Grupo 1IV: Paclentes inmunodeprimidos con

toxoplasmica.

anticuerpos

anticuerpos

encefalitis

encefalitis

Grupo V: Pacientes inmunocompetentes con presencia de Ig

M residual no asociada con infeccidén aguda.

Grupo VI: Pacientes inmunocompetentes con primoinfeccidn
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por Toxoplasma gondii dewmontrada por seroconversion.

j'
Alta avidez Baja avidez
ﬂ
Grupo I 6£7/70 3/70
Grupoc II
Grupo III 33/34 1/34
Grupo IV 16/16 0/16
PGrupo v 24/25 1/25
Grupo VI 0/4 4/4

Presencia de anticuerpos de baja avidez en casos de
primoinfeccidn por Toxoplasma gondii

Sensibilidad: 100%

Egpecificidad: 96%

Presencia de anticuerpos de baja avidez en casos de
encefalitis toxoplasmica

Sensibilidad: 0%

5.7.~ Deteccién del ADN del parasito mediante la reaccidn

en cadena de la polimerasa (PCR)

5.7.1.- Optimizacidén de log procedimientos de

extraccidn,

5,.7.1.1.- En muestras de sangre periférica.

* Se ensayaron los distintos procedimientos de extraccidn
a sangres no coaguladas por la adicidén de EDTA a las que
se les afiadid diluciones seriadas de liquido peritoneal
con Toxoplasma gondii. Cada procedimiento de extraccidn
fue ensayado con 4 tubos, el primero tenia 100ul de
liquido peritoneal de ratdn inoculado con la cepa RH, el
gsegundo 50 ul, el 3° 25 ul y el cuarto es utilizado como
control positivo.
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Se ensayaron las siguientes técnicas:

1.- Proteinasa X, lisis alcalina y extraccién fenol/
cloroformo.

2.- Proteinasa K, lisis alcalina y extraccidn con Gene
Clean

3.- Proteinasa K y lisis alcalina

4,- EDTA y hervir

5.- Lavar con PBS y hervir

6.- Separacidén de leucocitos con ISOLYMPH, proteinasa K,
lisis alcalina y extraccidén con fenol/cloroformo.

7.- Separacidén de leucocitos con ISOLYMPH, proteinasa K,
lisis alcalina y extraccidn con Gene Clean.

8.- Separacidn de leucocitos con Histopadque, proteinasa
K, lisis alcalina y extraccidén con fenol/cloroformo.
9.- Separacién de leucocitos con Histopaque, proteinasa
K, lisis alcalina y extraccidén con fenol/cloroformo.
10.~ Wizard Genomic DNA Purification KIt.

* Cada procedimiento se realizd por duplicado, uno con
sangre refrigerada y otro con sangre congelada vy
descorngelada {(se rompen los hematies) .
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100C 50C 25C ocC 100N 50N 25N ON
1 + + ' - + + + -
2 + + - - + + - -
3 + - - - + + - -
4 + - - - - - - -
5 + - - - + - - -
6 + + + - + + + -
7 + + - - + + + -
8 + + + - + + + -
9 + + - - + + + -
10 + + + - + + + -
[ofF Sangre  sometida a un proceso  de

congelacidén/descongelacidn
N: Sangre conservada en la nevera

Los procedimientos mas efectivos de extraccidn 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 muegtras de liguido cefalorraguideo

* A una mezcla de liquidos cefalorraquideos obtenidos por
diferentes causas de pacientes humanos se afladid
diluciones seriadas de 1liquido peritoneal de ratdn
inoculado con la cepa RH de Toxoplasma gondii, cada
método de extraccidén de ADN se valord en cuatro
fracciones, la 1° con 100 ul de liquido peritoneal, la
2° con 50 wul, la 3° con 25 ul y la 4° sin liquido
peritoneal.

Se engayaron las gsiguientes técnicas:

1.- Hervir

2.- Proteinasa K y hervir

3.- Proteinasa K, hervir v extraccion con
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fenol/cloroformo.

[y 1
100 50 25 0
1 + - - -
2 + + + -
3 + + + -
5.7.1.3.- Determinacidn del limite de deteccidn.

* A partir taquizoitos de 1la cepa RH previamente
purificados de 1liquido peritcneal de ratén, se ha
realizado el 1limite de deteccidtn utilizando como
diluyente de los tagquizoitos tampon de resuspensidn (G, 1M
Tris-HC1 pH(8), 0,01M EDTA pH{8)), se ha establecido en

5 taguizoitos/ muestra.

5.7.2.- Aplicacidon de la reaccidn en cadena de la
pelimerasa a muestras de sangre periférica obtenida

en modelos animales.
Se emplearon las siguilentes técnicas:
1.- Proteinasa K, lisis alcalina vy extraccidn con
fenol/cloroformc
6.- Separacidn de leucocitos ccn ISOLYMPH, proteinasa K,
lisis alcalina y extraccidn con fenol/cloroformo
8.-Separacidén de leucocitos con Histopague, proteinasa
K, lisis alcalina y extraccidn con fenol/cloroformo.

10.- Wizard Genomic DNA Purification Kit.



S5 .7.2 1. - Ratoyeg inoculados por la cepa RH

- TN
T 1 6 8 10
- ——]
Dia 1 postinoculacién + + +
Dia 3 postinoculacidn + + + +
Dia 5 postinoculacidén + + + +
Dia 7 postinoculacidn + + + +
|_ —_——————— = %
T: Técnica empleada en la extraccidn del ADN
5.7.2.2.- Ratones ingculados con la cepa 868
T 8 10
Dia 1 postinoculacidn - - - -
Dia 3 postinoculacidén + + + +
Dia 15 postinoculacidn + + + +
Dia 21 postinoculacidn + + + +

Dia 30 postinoculacién

Dia 45 postinocculacién

Dia 60 postinoculacidn

T: Técnica empleada en la

extraccidn del ADN




5.7.2.3.- Ratones con infecgcidn crdnica reactivada.

Dia 0 postinmunosupresidn - - ~ -

-
Dia 7 postinmunosupresiodn + + + +
Dia 14 postinmunosupresidn + + + +
Dia 21 postinmunosupresidn + + + +

T: Técnlca empleada en la extraccidn del ADN

S5.7.3. - Aplicacidn de la PCR a muestrag de liquido
cefalorraguideo de pacientes geleccionados

Grupo I: Pacientes inmunocompetentes con anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii

Grupo II: Pacientes inmunocompetentes sin anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii

Grupo IIT: Pacilentes inmunodeprimidos sin encefalitis
toxopléasmica

Grupc IV: Pacientes inmunodeprimidos con encefalitis

toxoplasmica
T 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 la extraccidén del ADN
Técnica 2:

Sensibilidad: 62, 5%

Especificidad: 100%
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Técnica 3:
Sensibilidad: 50%
Especificidad: 100%

Grupo IV
T 2 T 3
Sin terapia 9/11 7/11
Con terapia 1/5 1/5

T: Técnica empleada en la extraccién del ADN

Sin terapia:

Técnica 2: Sensibilidad: 81,8% Especificidad: 100%
Técnica 3: Sensibilidad: 63,63% Especificidad: 100%
Con terapia:

Sensibilidad: 20%

Especificidad: 100%
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5.8.~ Quimioterapia
5.8.1.- Macrolidos
_] 7-9 3. 10-20 ( 21-30 d. Infec.
p-i. p.i. residual®
p.-i
Testigo 100"
P/S
4/250 mg/kg 0 Q0 0 - (0)
Espiramicina
200 mg/kg*© 100
100 mg/kg? 90 100
Azitromicina
200 mg/kg® 0 0 0 - (0)
Roxitromicina
200 mg/kg°® 100
200 mg/kg? 0 0 10 + (61)
Claritromicina
200 mg/kg°® 30 +{100)
100 mg/kg? 0 20 +(100)
Miokamicina
200 mg/kg® 160
100 mg/kg® 100

=)

Entre paréntesis se

indica la mortalidad entre los

receptores de tejido cerebral de los supervivientes.

b

¢ Cada 24 horas

4 Cada 12 horas

Porcentaje de mortalidad

d. p.1i.:dias postinfeccidn; P/S: pirimetamina/sulfadiazina
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5.8.2

2, - Clindamicin

7-9 d 10-20 4. 21-30 d. | Infecc.
p.i p.i. p-i. residual®

Testigo 100°

P/S

4/250 mg/kg 0 0 0 ~ {0)

Espiramicina

200 mg/kg® 100

100 mg/kg? 90 100

Clindamicina

200 mg/kg® 50 100

200 mg/kg? 10 40 60 + (100)

a

Entre paréntesis se indica la mortalidad entre los

receptores de tejido cerebral de los supervivientes.

b

Porcentaje de mortalidad
¢ Cada 24 horas

14 Ccada 12 horas

d. p.i.:dias postinfeccidn; P/S:pirimetamina/sulfadiazina
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5.8.3.- Minogiclina

7-9 4 10-20 4. 21-30 d. Infecc.
D.1i p.i. p.i. residual?
Testigo 100°
P/S
4/250 mg/kg 0 0 0 - (0)
Espiramicina 100
200 mg/kg® 80 100
100 mg/kg*
Minociclina 0 O 0 )
200 mg/kg® 0 0 0 - (0)
200 mg/kg?

® Entre paréntesis se 1indica la mortalidad entre 1los

receptores de tejido cerebral de los supervivientes.
®  pPorcentaje de mortalidad
°® Cada 24 horas
¢ (Cada 12 horas

d. p.i.:dias postinfeccién; P/S:pirimetamina/sulfadiazina
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5.8.4.- Ouinolonas

7-9 d. 10-20 4. 21-30 4. Infecc.
p-i. p.1i. p-1i. residual?
Testigo 100"
P/S
4/250 mg/kg 0 0 0 - (0)
Espiramicina 100
200 mg/kg® 90 100
100 mg/kg®
Ciproflox.

200 mg/kg® 100

200 mg/kg*® 100

Norfloxac.

200 mg/kg® 100

200 mg/kg® 100

Ofloxac.

200 mg/kg® 100

200 mg/kg® 100
Lomefloxac.

200 mg/kg® 100

200 mg/kg? 100

a

Entre paréntesis se 1ndica la mortalidad entre los
receptores de tejido cerebral de los supervivientes.

" Porcentaje de mortalidad

“ (ada 24 horas ¢ Cada 12 horas

p.i.: postinfeccidn; 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 actia como hospedador intermediario
en el ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. 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 Paises como El Salwvador,
Tahiti o Francia la prevalencia llega al 90% en la cuarta
década de la vida, en BEUU la prevalencia oscila entre
el 3 y el 70% en adultos vy en Espafla la prevalencia
ronda el 50% en adultos.

Lags dos rutas principales de transmisidn 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 gque raramente se aisla
de carne de vaca (l11). Por tanto la ingestion de carne
con quistes tisulares, o de verduras con coguistes son
las dos formas més frecuentes de infeccién en humanos.

Lag infecciones producidas por Toxoplasma gondii en
el hombre son asintomaticas en su gran mayoria, solamente
el 10-20% de las infecciones en adulto no inmunodeprimido
son sintomaticas (35} y cuando estos sintomas aparecen
son leves y autolimitados. Sin embargo, en determinadas
situaciones, la infeccidn por Toxoplasma gondii adgquiere
gran importancia clinica, esto sucede cuando la infeccidn
se produce durante el periodo de gestacibdn, por la
posibilidad de que se produzca dafio fetal y cuando se
produce una primoinfeccidn, ya sea por una primoinfeccidn
0 una reactivacibébn de una toxoplasmosis crdonica en un
sujeto severamente inmunodeprimido.

Con la aparicidén de la pandemia por el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV), la toxoplasmogsis se ha
convertido en una de las enfermedades mas frecuentes en
este tipo de pacientes y de mids dificil diagndstico. La

encefalitis toxoplasmica en pacientes HIV  casi
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invariablemente resulta de la reactivacién de infecciones
latentes (42); la ruptura intermitente de los quistes en
el cerebro Jjunto a la respuesta inmune no adecuada
origina la reactivacidn local.

La 1incidencia de encefalitis toxoplasmica se
correlaciona directamente con la prevalencia de
anticuerpos anti-toxoplasma en la poblacidn y el estado
de 1la infeccidn por HIV de 1los individuos de 1la
poblacidén. La prevalencia entre los pacientes HIV en EEUU
oscila entre el 15 y el 40% (46) y llega al 96% en
ciertas areas de Africa 3% de Europa (47) .
Aproximadamente, el 45% de 1los enfermos HIV con
anticuerpos frente a Toxoplasma desarrollan encefalitis
toxoplasmica (48) por lo que en dreas de alta prevalencia
de anticuerpos frente a Toxoplasma gondii pueden
desarrollar encefalitis toxopldsmica entre el 25 y el 50%
de los pacientes HIV (46}.

La mayor incidencia de encefalitis toxoplasmica se
produce en pacientes con menos de 100 CD4/mm3 (43,49).
También puede adguirirse la infeccidn por Toxoplasma
gondiil después de estar infectado por HIV
(primoinfeccidn); en este caso, la seroconversidén ocurre
entre el 2 y el 5,5% de los casos (50,51). Estos sujetos
estan expuestos a sufrir encefalitis toxoplasmica.

El diagndéstico de la encefalitis toxoplasmica en
pacientes inmunodeprimidos es dificil mediante los
procedimientos existentes en la actualidad, el cultivo
del parasito es dificil y 1la serclogia tradicional
aparece como de poca utilidad debido a la deficiencia del
sistema inmune que presentan estos pacientes. Como esta
patologlia es bastante frecuente, sobre todo en pacientes
con fases avanzadas de HIV, es necesgsario desarrollar
métodos diagndsticos alternativos dque eviten la
instauracién de tratamientos innecesarios.

6.2.~ Sobre el modelo experimental.

Para el estudio del diagndstico de la toxoplasmosis

122



es necesario la instauracidén de modelos animales que
reproduzcan las distintas situaciones clinicas que
existen en la enfermedad. En este trabajo hemos
establecido tres modelos animales que pretenden abarcar
las situaciones clinicas mas importantes que aparecen en
humanos. La primoinfeccién con sintomas <¢linicos
importantes, andloga a la gue puede producirse en un
paciente inmunodeprimido, se ha desarrollado mediante la
inoculacién por via intraperitoneal de taquizoitos de la
cepa RH, una cepa muy virulenta de Toxoplasma gondiil.
Cuando se produjo la muerte de los ratones se observsé la
presencia de abundantes taquizoitos en el liguido
peritoneal. Este modelo es utilizada por la mayoria de
los autores debido a que la cepa RH es una de las cepas
de referencia de Toxoplasma gondii.

El segundo modelo que hemos desarrollado refleja la
situacién que se produce en la mayoria de los casos de
infeccién humana por Toxoplasma gondii: la infeccidn
crdnica. Tras la inoculacién por wvia oral de guistes
tisulares de una cepa silvestre de Toxoplasma gondii,
aislada del cerebro de un gato, aparecen en el cerebro
y tejido muscular de ratones inmunocompetentes guistes
tisulares y en el suero se detecta la presencia de
anticuerpos frente al parasito. Este modelo con otras
cepas es utilizado por muchos autores.

El tercer modelo eg el que refleja la toxoplasmosis
crénica reactivada, y se establece sometiendo a un
proeceso de inmunosupresidn ratones cronicamente
infectados con cepas cistdgenas de Toxoplasma gondii,
hasta lograr la reactivacidn de la toxoplasmosis. Sin
embargo, no existe un proceso de inmunosupresion
aceptado por todos los autores, sino gque existen formas
muy variadas de provocar la reactivacién de 1la
toxoplasmosis,

Gazzinelli vy cols. consiguen la reactivacidn

mediante el empleo de anticuerpos anti interferon gamma
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o empleando anti-CD4 en combinacién con anti-CD8 (80).
Suzuki y cols. también la consiguen mediante el empleo
de anticuerpos monoclonales contra interferdn-gamma
enddgeno en ratones c¢rénicamente infectados con
Toxoplasma gondii (81). Vollmer y cols. establecen un
modelo de encefalitis toxoplasmica mediante la depleccidn
selectiva de los linfocitos T-4 (células con CD4) . (84)
Araujo también emplea anticuerpos monocclonales contra los
linfocitos L3T4" {(CD4%) (87).

Ademas del empleo de anticuerpos monoclonales, se
han desarrollado otros sistemas para provocar la
reactivacioén de la toxoplasmosis. Pomeroy y cols. la
producen mediante una infeccidn concomitante @ por
citomegalovirus, con lo que consiguen la reactivacidn
a2 nivel pulmonar fundamentalmente (82). Hoffin y cols.
recurren a la inoculacién intracerebral de tagquizoitos
Yy posterior inmunodepresién con cortisona o
ciclofosfamida o ciclosporina (83). Hulinska y cols.
consiguen la reactivacidn 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 fdrmacos inmunosupresores hace que
nosotros ensayemos un sistema mixto con anticuerpos
monoclonales anti-linfocitos T-4, junto con tratamiento
inmunosupresor con ciclosporina y  cortisona. La
reactivacidén produce la muerte de los ratones con
infeccidn crdénica entre los dias 20 y 25 de iniciar el
tratamiento inmunosupresocor, no afectando a los controles
no infectadeos. El1 desarrollo de otras infecciones se
previene en loc posible mediante la administracidn de un
antibidtico de amplio espectro, como es la
ciprofloxacina, que no afecta a Toxoplasma gondii. Los
cerebros fuercn estudiados histoldgicamente v se confirmd
la existencia de reactivacidn. EI modelo, aunque menos

selectivo gque los revisados anterliormente con anti gamma
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interferon y anti TCD, reproduce la recrudescencia
toxaplasmica cerebral, con encefalitis
histopatologicamente comprobada.

En cuanto a los pacienteg utilizados en el estudio,
se han establecido los grupos que reflejan las
situaciones clinicas mas importantes gue nos podemos
encontrar. Entre los sujetos adultos inmunocompetentes,
se han elegido sujetos con anticuerpos frente a
Toxoplasma gondii, caracteristicos de wuna infeccidn
crénica, y sujetos no infectados por Toxoplasma gondii
(sin anticuerpos especificos).

En cuanto a los sujetos inmunodeprimidos, se han
dividido en dos grupcos en funcidén de los datos clinicos,
radioldgicos y de respuesta al tratamiento especifico
administrado. Para la confirmacién de encefalitis
toxopldsmica se acepta como suficiente la compatibilidad
entre estos tres datos, ya gue las biopsias cerebrales,
para el diagndstico de 1la toxoplasmesis, se han
desestimado en los Ultimos aflos, debido a que el riesgo
que conllevan para el paciente no compensa los resultados
diagnésticos obtenidos. Los criterios clinicos y de
imagen radioldgica, confirmados por respuesta positiva
al tratamiento han sido empleado por muchos autores, como
Dannemann y cols. (101}, Hassl y cols, (102), Candolfi y
cols. (103), etc. Novati y cols., por su parte, trabajan
con un grupo de pacientes con encefalitis toxopldasmica
confirmada mediante biopsia cerebral y otro grupo en la
que se confirmd por respuesta al tratamiento e imdgenes
sugerentes en TAC (135).

6.3.- Sobre la deteccidén de antigenos circulantes en
el liquido cefalorraquideo

La deteccién de antigenos circulantes en 1los
liquidos biocldgicos de sujetos con toxoplasmosis activa
como método diagnéstico ha surgido como una herramienta
con grandes perspectivas de éxito. Diversos autores han

desarrollado sistemas de deteccién de antigenos, que se
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basan en métodos seroldégicos tradicionales, asi, Fachado
y cols. utilizan el método de coaglutinacidn con proteina
A estafilocdeica (91), mientras que Hafid y cols. y Nakao
Y cols. utilizan el método de la
contrainmunoelectroforesis {(95,99) y Suzuki y cols. un
sistema de aglutinacidn con latex (97).

Sin embargo, la mayoria de los autores utilizan el
sistema de ELISA debido a las muchas ventajas técnicas,
de sensibilidad vy de reproductibilidad que presenta sobre
el resto de los sistemas. Entre los que emplean métodos
de ELISA hay algunos autores que utilizan anticuerpos
monoclonales contra alguna proteina especifica del
taquizoito de Toxoplasma gondii, 1o que les confiere una
gran egspecificidad, mientras que otros emplean
anticuerpos policlonales obtenidos por hiperinmunizacidn
de animales de laboratorioc y posterior purificacidn,
estos sistemas aumentan en la sensibilidad porque se ha
demostrado que los antigenos circulantes gque aparecen en
los liguidos bioldgicos tras la infeccién aguda por
Toxoplasma gondii son miltiples. Ise y cols. analizan los
ant igenos circulantes de Toxoplasma gondii por
cromatografia liquida de alta resolucidbn y muestra 4
tipos distintos de antigenos entre 400.000 y 45.000 D.
(98) . Muller y cols. estudian la presencia de antigenos
circulantes en ratones y conejos, tras inoculacidn de la
cepa RH v la cepa HanR de Toxoplasma gondii, mediante un
método de ELISA que emplea anticuerpos monoclonales,
solamente detecta la presencia de éstos en los animales
inoculados con la cepa cistbgena (95).

Los sistemas que emplean anticuerpos hiperinmunes
policlonales carecen de la especificidad que confiere los
monoclonales. En nuegtro ELISA hemos utilizado sueros
hiperinmunes obtenidos de conejo y de cobaya, capaces de
detectar muchos de 1los antigenos 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 limite de sensibilidad de 1as técnicas
desarrolladas por los distintos autores varia en funcidn
de los anticuerpos empleados en el sistema de deteccidn
y del valor umbral establecido. Nuestro sistema obtiene
un limite de deteccidn de 300 ng/ml de muestra, que es
comparable al obtenido por otros autores, Fachado y cols.
logra un limite de sensibilidad de 118 ng/ml (91). Ise
y cols. establecen que el limite de deteccidn de su
sistema es de 250 ng/ml (98). Si se emplean anticuerpos
monoclonales en el sistema de ELISA, el limite de
sengibilidad disminuye mucho, debido a gue unicamente
detecta la presencia de una proteina, asi Asai y cols.
obtienen un limite de sensibilidad de 0,3 ng/ml (209).

Sin embargo, a pesar de la diferencia de sistemas
empleadosg, los resultados obtenidos por los distintos
autores son superponibles. En nuestro trabajo, cuando
realizamos la deteccidn de antigenos circulantes en casos
de primoinfeccidn por inoculacidn de tagquizoitos de la
cepa RH de Toxoplasma gondii, detectamos la presencia de
&stos desde el primer dia postinoculacidn hasta la muerte
de los ratones. Acebes y cols. mediante un ELISA, los
detectan a partir del segundo dia postinoculacidn hasta
la muerte de los ratones (93). Fachado y cols. estudian
la presencia de antigenos de Toxoplasma gondil en orina
y encuentra resultados positivos al segundo dia
postinogulacidn (81).

Hassl y cols. trabajan con cuatro modelos de
toxoplasmosis experimental murina, producidos por
inoculacidén intraperitoneal de taguizoitos de 4 cepas
distintas de Toxoplasma gondii; estos autores detectan
antigenos circulantes, a niveles de ng/ml, en los cuatro
casos desde el primer dia postinoculacidn (91). Hafid y
cols. con animales infectados con la cepa RH, mediante
el método de contrainmunoelectroforesis observan el
nimerc medio de lineas de precipitacidn que se incrementa

de 1,6 a los 4 dias a 5,8 lineas el séptimo dia (95).
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Asai vy «cols. investigan la presencia del enzima
nucleotido fosfato hidrolasa mediante un sistema de ELISA
utilizando anticuerpos monoclonales y suero de ratones
infectados con la cepa RH, detectan el enzima en el suero
el dia 1 postinoculacidn, alcanzando concentraciones de
30 ng/ml el dia 5 postinfectacidén (209). Nakao y cols.
estudian 1la presencia de antigenos circulantes, en
ratones inoculados con la cepa RH mediante la técnica de
la contrainmunoelectroforesis. En los ratones inoculados
intraperitonealmente, los antigenos circulantes aparecen
en el segundo dia postinoculacidédn y se mantienen hasta
la muerte de los ratones {(99). Turunen y cols. utiliza
un sistema de ELISA en casogs de toxoplasmosis
experimental murina y detectan la presencia de antigenos
en tejido al primer dia posinoculacidn y aparecen en
suero y en orina al segundo dia postinoculacién (100} .
Cuando estudiamos la deteccidén de antigenos
circulantes en el modelo de toxoplasmosgis crénica en
ratones inmunocompetentes, obtenemos en nuestro trabajo
la presencia de antigenos circulantes entre los dias 15
a 45 postinoculacién, mientras que en los primeros dias
postinoculacién y al cabo de 60 dias no detectamos su
presencia. Otros autores obtienen resultados semejantes,
Acebes y cols. tras inoculacidn de la cepa Té626 Qque
produce una toxoplasmosis crdnica, detecta la presencia
de antigenos a los 13 dias después de la inoculacidn. {(93)
Hassl y cols. estudian la aparicidén de antigenos
circulantes en conejos tras inoculacidén de guistes de
Toxoplasma gondii por via oral, aparecen antigenos a las
5 y a las 8 semanas postinoculacidén. (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 dia 3 y el pico se observa en el dia 10 con 89

ng/ml; el enzima decrece y desaparece de circulacidn el
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dia 56 (209).

Cuando evaluamosg la deteccidn de antigenos
circulantes en ratones inmunodeprimidos, observamos la
presencia de antigenos circulantes desde el dia 7
postinmunodepresidén hasta la muerte de los ratones. Los
autores que han estudiado esta situacidén han empleado
distintos modelos de inmunosupresidn, por lo que los
resultados son menos comparables. Suzuki y cols. estudian
la presencia de antigenos circulantes de Toxoplasma
gondii en ratones atimicos inoculados con una cepa o
virulenta del pardsito, detectando su presencia en las
semanas 1 y 3 postinoculacidn (97). Nakao y cols. en
ratones inoculados con la cepa RH y sometidos a
tratamiento inmunosupresor detectan la presencia de
antigenos circulantes (99).

Por tanto, a pesar de la gran variedad de técnicas
empleadas en la deteccidn de antigenos circulantes en
modelos animales, con grandes variaciones entre ellas en
cuanto sensibilidad y especificidad, esta posibilidad
diagnéstica presenta Dbuenos resultados en wmodelos
animales, sin embargo, es necesaria la mejor purificacidn
y estandarizacidn 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 incculacidn por via intraperitoneal de
tagquizoitos de la cepa RH crea una primoinfeccidén muy
grave en los ratones, que conduce la muerte de los
animales en un plazo de 3 a 10 dias segin la dosis
administrada, por lo que es un modelo que no es
superponible a ninguna situacién clinica humana. Cuando
trabajamos con ratones infectados por wvia oral con
guistes cepas cistdgenas de Toxoplasma gondii, producimos
una gran infectacidén y detectamos los antigenos al poco

tiempo de establecerse la infeccidén, mientras que en
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pacientes humanos la primoinfeccidén puede producirse
muchos afios antes de gue se produzca la reactivacion y
probablemente la infeccidn se produce con dosis mucho mas
bajas a las administradas a ratones, por lo que la
infeccidén crénica por Toxoplasma gondii y la posterior
reactivacidén es un proceso mucho menos agudo gque el dque
creamos en los modelos experimentales. Ademds, en los
modelos animales inmunodeprimidos, la inmunodepresién se
produce rapida e  intensamente, mientras que la
inmunosupresidtn en pacientes HIV es un proceso gradual
y que dura muchos afios.

Cuandec estudiamos la deteccidén de antigenos
circulantes en sueros de pacientes humanos cbtenemos una
baja sensibilidad -12,5%- y debido a 1la falta de
especificidad de nuestro sistema y a la gran cantidad de
reacciones cruzadas que presentan los sueros de pacientes
con HIV, por la activacidén policlonal que sufren estos
pacientes obtenemos una especificidad del 93,10%. Cuando
evaluamos la técnica en liquidos cefalorraquideos de
pacientes humanos corrcboramos sSu escasa sensibilidad
(6,25%), sobre todo en sujetos sometidos a terapia
antitoxoplasmica (0%), wmientras que obtenemos mejores
resultados en sujetos no tratados (9,09%), debido a que
el liguido cefalorraquidec es una muestra gue presenta
mucho menos problemas de reacciones cruzadas, obtenemos
una buena especificidad (100%) . Existen trabajos de otros
autores con resultados variables, Dannemann y cols.
realizan un estudio prospectivo de antigenemia en 11
sueros de pacientes con HIV, no encuentra presencia de
antigencs en ninguno de ellos, incluso aungue dos
presentaban encefalitis toxopldsmica (101). En cambio,
Hassl y cols. estudian la presencia de antigenos
circulantes en 232 sueros y 40 muestras de LCR
correspondientes a 125 pacientes con infeccidn HIV en los
estados III y IV. Se detects la presencia de antigenos
circulantes mediante un método de ELISA en 32 sueros de
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20 pacientes (16% de las personas investigadas), las
antigenemias se correlacionaban con los resultados
seroldgicos y los sintomas clinicos. (102), sin embargo,
este autor no establece criterios estrictosgs de
diagnéstico de encefalitis toxoplasmica, ya dque no
realiza biopsias cerebrales ni considera la respuesta al
tratamiento como un c¢riterio de encefalitis toxoplasmica.
Candolfil y cols., estudian 115 sueros de 19 pacientes con
inmunosupresidn por ser receptores de trasplantes y que
clinica y serolégicamente sufrian una reactivacién de la
toxoplasmosis, en 8 pacientes se detectd la presencia de
antigenos antes del incremento de los niveles de Ig G o
a la vez y en un paciente se detectd hasta su muerte. En
los demas casos, la presencia de antigenos desaparecid
cuando aparecieron niveles elevados de Ig G por la
formacidén de inmunocomplejos, por lo gue observd que la
cinética de los antigenos es muy corta (103); este autor
obtiene mejore resultados porque estudia casos de
primoinfeccidn, mientras que las encefalitis
toxoplasmicas en pacientes HIV son casi siempre
reactivaciones.

6.4.- Sobre el uso en el diagndstico de 1la
determinacidén de la clase de anticuerpos (Ig G, Ig M,
Ig A}.

La deteccidén de anticuerpos, tanto los marcadores
seroldégicos cléasicos como la Ig G y la Ig M, como los
nuevos marcadores surgidosg, la Ig A yv el estudio de 1la
avidez de la Ig G han sido evaluados en modelos animales
Yy en pacientes humanos.

la Ig G aparece en el modelo experimental de
primoinfeccién con una cepa virulenta de Toxoplasma
gondii a los 7 dias y cuando la infeccidn se lleva a cabo
con una cepa cistdgena, los resultados obtenidos son
semejantes, ya que no se detecta su presencia a los 3

dias pero si se detecta a los 15 dias. En los modelos
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animales, inclusc en fases graves de inmunodepresion, se
sigue detectando niveles de Ig G en suero a lo largo de
toda la infeccidn. Acebes y cols. estudian la presencia
de Ig G e Ig M en un modelo de toxoplasmosis crénica y
detectan , al igual que nosotros la presencia de Ig G en
la toxoplasmosis crénica 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 G especifica en el suero
de todos 1los pacientes con encefalitis toxoplasmica,
indicando que son mads probablemente cuadros producidos
por reactivacidédn de infeccidn crdénica y no por
primoinfeccidén. También observamos que las técnicas de
ELISA son mas sensibles que las de microaglutinacidn para
el estudio de la Ig G. Otros autores obtienen resultados
semejantes. Derouin y cols., estudian, las respuesta de
anticuerpos en pacientes HIV, en el grupo de 62 pacientes
con toxoplasmosis activa confirmada por Dbiopsia o
respuesta al tratamiento, encuentran anticuerpcs Ig G en
61 pacientes {(112).

En cuanto a la deteccién de Ig M en ratones,
observamos gque aparece al 5° dia postinoculacién de
taguizoitos de la cepa RH y entre el dia 3 y 15 tras la
inoculacidén de quistes de la cepa cistdgena, la Ig M se
mantiene a niveles detectables en suero durante toda la
infeccidén, Grant y cols. estudian la presencia de Ig M
en dos modelos de toxoplasmosis, en ratones y en ratas
(la resistencia natural que presenta la rata a la
infecciébn por Toxoplasma gondii es comparable a la que
presenta el ser humano adulto}, encuentra que la Ig M
alcanza un maximo en suero a los 40 dias manteniéndose
después (118). Esta gran permanencia de la Ig M frente
a Toxoplasma gondili en suero, ha sido descrita muchas
veces en sujetos humanos que mantienen valores de Ig M
en suero hasta varios afios después de la infeccidn aguda
por Toxoplasma gondii (105,106,107,108,109,110) .
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En pacientes inmunodeprimidos, en cambio, no se
produce habitualmente la vrespuesta inmunolégica de
produccidén de Ig M ante una reactivacidén toxoplasmica.
En nuestro estudic, no se detectd la presencia de Ig M
en ninguno de los pacientes con encefalitis toxoplasmica,
esto concuerda con lo seflalado por otrosg autores. Derouin
y cols. examinan un grupo de 62 pacientes HIV con
toxoplasmosis activa confirmada por biopsia o respuesta
al tratamiento, encontrando la presencia de Ig M
solamente en tres pacientes. (112) Zufferey y cols.
estudian 47 pacientes HIV con reactivacitn toxoplasmica
y detectan la presencia de Ig M en el 6% de los pacilentes
(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 gondili en
sujetos inmunocompetentes mediante un sistema de ELISA;
27 de 103 donantes de sangre presentan anticuerpos tipo
Ig G y uno de ellos presenta ademas anticuexrpos tipo Ig
M. En casos de toxoplasmosis aguda en sujetos
inmunocompetentes se observa en la fase de infeccidn
aguda una elevacibén de los niveles de Ig G que declinan
paulatinamente hasta que se estabilizan a los 2 afios. Los
anticuerpos Ig M aparecen al principio de la infeccidn
y aungue en algunos casos desaparecen a los 1-2 meses en
la mayoria de los casos se detecta su presencia al cabo
de 6 meses (115).

La Ig A ha surgido en los Ultimos aflos como una
herramienta a evaluar en el diagndstico de 1la
toxoplasmosis. En nuestro estudio, aparece en los modelos
animales estudiados con una cinética semejante a la Ig
M, lo que coincide con otros autores, Grant y cols.
estudian la presencia de Ig M e Ig A en dos modelos de
toxoplasmosis, en ratones y en ratas y encuentra que la

Ig My la Ig A aparecen al tiempo, alcanzandc un maximo
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en suero a los 40 dias (118).

En sujetos humanos inmunocompetentes, se ha evaluado
la deteccidn de Ig A en suerc y Jaqueti y cols. observan
que permanece detectable después de finalizar la fase
aguda de la enfermedad, por lo gque no se correlaciona con
infeccidén aguda por Toxoplasma gondii (119) . Francis y
cols. estudian la presencia de Ig A y observan que se
mantiene en suero durante 6-7 meses y varia en cuanto a
grado y duracién en cada paciente, siendo todos los
pacientes inmunococmpetentes (120).

Nosotros hemos detectado la presencia de Ig A en
algunos sujetos inmunocompetentes {(6/70) no
corregpondiéndosgse su deteccidn con infeccidn activa, lo
gque coincide con lo sefialado por otros autores.

Cuando evaluamos la deteccidn de Ig A en sujetos
inmunodeprimidos observamos que se detecta en 3 de 16
sujetos con toxoplasmosis activa pero también en 2 de 63
sin encefalitis toxoplasmica pero inmunodeprimidos, esto
concuerda con lo sefialado por otros autores, Zufferey y
cols. estudian 47 pacientes HIV con reactivacidn
toxoplasmica y observan la presencia de Ig A en el 18%
de 1los pacientes (118). Patel y cols. estudian la
deteccidn de Ig A en pacientes HIV para establecer su
utilidad diagnéstica de infeccidn aguda en este tipo de
pacientes y concluyen que tiene un valor limitado (121).
Pinon y cols. sefialan que en sujetos inmunodeprimidos
pero no HIV con toxoplasmosis activa se detectd la
presencia de Ig A en todos los casos mientras gque en
pacientes con HIV y toxoplasmosis aguda detectan la
presencia de Ig A en el 38%, sgsin embargo, en sujetos HIV
vy sin toxoplasmosis activa se detectd la presencia de Ig
A en el 12% de los casos (124).

6.5.- Sobre la utilidad en el diagndstico de la avidez
de la Ig G.
El estudio de la avidez de Ig G ha demostrado su

utilidad en el diagnéstico de primoinfecciones, ya que
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aparecen anticuerpos de baja avidez en los primeros meses
de la infeccién. En los modelos animales ensayados en
nuestro estudio detectamos la presencia de anticuerpos
de baja avidez tanto tras inoculacién de la cepa RH como
tras la inoculacidn de la cepa cistdgena, 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 cols. que ensayan el sistema de deteccidn de la avidez
de los anticuerpos tipo Ig G en pacientes con
linfoadenopatias por Toxoplasma gondii. Cuando el proceso
tiene menos de 3 meses de evolucién , se detecta
anticuerpos de baja avidez (125). Lappalainen y cols.
estudian sueros de mujeres embarazadas inmunocompetentes
con primoinfeccidn por Toxoplasma gondii y concluyen que
la avidez de las Ig G es el mejor procedimiento de
detectar primeinfecciones, presentando mejores resultados
para el diagndéstico de este <cuadro en sujetos
inmunocompetentes gque la deteccién de Ig M y de Ig 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 infeccidén aguda encuentran anticuerpos de baja
avidez, mientras gque en el resto de los casos los
anticuerpos Ig G presentan avidez alta (127).

Cuando evaluamos la avidez de IgG especifica de
sujetos inmunodeprimidos, obtenemos que los anticuerpos
Ig G gue poseen son de alta avidez, caracteristicoeos de
infecciones antiguas, lo que confirma que las encefalitis
toxoplasmica estudiadas corresponden a procesos de
reactivacién de una toxoplasmosis crénica. Como esto
parece ser el hecho mas frecuente en la encefalitis
toxoplasmica en inmunodeprimidos es irrelevante.

Por tanto el valor de la deteccibén de anticuerpos

para el diagnéstico de la encefalitis toxopldsmica es muy
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limitado, debido a que la respuesta inmune del huésped
estd muy alterada, siendo la presencia de Ig G en Suero
el Unico factor de pronéstico, ya que aumenta las
posibilidades de que en el futuro se desarrcolle una
encefalitis toxoplédsmica. Holliman y cols. realizan un
estudio seroldgico entre los pacientes HIV de Gran
Bretafia, llegando a la conclusién de que el 27% de ellos,
al tener anticuerpos antitoxoplasma tenian peligro de
desarrollar una reactivacién y que se producia
primoinfeccidn en un 0,5-1% de los pacientes (113). Grant
y colg. estudian la correlacidn entre la presencia de
anticuerpos antitoxoplasma vy el desarrollo de
reactivaciones, encuentran anticuerpos en el 32% de los
sujetos, apareciendo encefalitis toxoplasmica en el 26%
de ellos en menocs de dos afios de evolucidn del HIV (114).
6.6.~- Sobre el diagnéstico mediante PCR.

Debido a la dificultad diagnéstica de esta
patologia, la aparicidén la técnica de la reaccidn en
cadena de la polimerasa, crea nuevas espectativas de que
existan posibilidades de mejorar el diagndstico. Sin
embargo, esta nueva tecnologia no esta estandarizada,
cada autor emplea un sistema distinto de extraccion de
ADN, amplifica una regién gendmica distinta y realiza un
revelado propio.

Uno de los problemas de esta técnica es el peligro
de contaminacidn cruzada entre las muestras debido a la
gran cantidad de fragmentos de ADN amplificados dque
pueden ser origen de una nueva amplificacidn, por lo que
se deben extremar las medidas de precaucidn.

En cuanto a la extraccién del ADN a partir de las
muestras clinicas se han desarrollado un gran numero 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 consegulir el menor nimero de otras sustancias

contaminantes que puedan inhibir 1la reaccidén de
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amplificacidén por interferencia la polimerasa. Ademas en
el caso de la sangre estos procedimientos adquieren mayor
importancia porque se ha demostrado que la hemina de los
hematies inhibe la reaccién de amplificacidn. En el caso
del liquido cefalorraquideo debemos recuperar la mayor
cantidad de ADN posible, debido a la escasez de la
muestra, mientras gque la presencia de sustancias
inhibidoras de la reaccidn 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 extraccion de ADN. De todos los sistemas ensayados los
mejores resultados se obtienen con los sistemas:
tratamiento con proteinasa K, lisis alcalina y extraccién
fenol/cloroformo; separacidén previa de leucocitos con
ISOLYMPH y tratamiento posterior con proteinasa K, lisis
alcalina y extraccidn con fenol/cloroformo; separaciodn
de leucocitos con Histopaque y tratamiento posterior con
proteinasa K, lisis alcalina vy extraccidn con
fenol/cloroformo v el sistema comercial desarrollado por
Promega llamade Wizard Genomic DNA Purification KIt.
Estos cuatro gistemas se caracterizan en general por ser
mas complejos que los otros ensayados, pero son
necesarios cuando se procesan muestras de sangre, ya gue
si empleamos procedimientos mas simples no conseguiremos
la purificacidn adecuada del ADN.

También se realizaron ensayos preliminares para
establecer la mejor forma de extraccidédn del ADN a partir
del 1liquido cefalorraquideo, observamos qgue las dos
formas mejores son el tratamiento con proteinasa K con
calentamiento a 100° posterior y el mismo tratamiento con
posterior extraccidn 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 Bl, Wastling y cols. comparan dos

secuencias distintas correspondientes a los genes dque
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codifican la proteina P30 del taguizoito y el gen Bl. La
amplificacién del gen Bl es mas sensible que 1la
amplificacién del gen que codifica la proteina P30 (134).

La deteccidn del fragmento del ADN amplificado
mediante la utilizacidn de sonda con  reveilado
guimicluminiscente, hace que esta técnica pueda ser
empleada en los laboratorios gque no dispongan de
instalaciones para la utilizacién de isdtopos
radiocactivos. En los primeros momentos del desarrollo de
la reaccidén en cadena de la polimerasa, las sondas
empleadas en
la detececidn del amplificado estaban marcadas con f£6sforo
32, esto limitaba mucho su uso clinico. La sensibilidad,
tanto en cuanto a l1imite de deteccidén de la técnica como
a comparacidén entre nuestros resultados y los de otros
autores, confirma que el revelado quimioluminiscente es
tan sensible como el que utiliza fésforo 32, pero al
contrario gque este no necesita de instalaciones
especiales para su empleo.

En cuanto al limite de deteccidén de la técnica se
sitia en 5 taquizoitos por mililitro de muestra, lo gue
estd en el rango de otros autores, Burg y cols. detectan
la presencia de un solo microorganismo cuando trabajan
con un lisado de pardsitos, mientras gue detectan la
presencia de 10 taquizoitos cuando trabajan con una
mezcla de parasitos y leucocitos a razén de 1 parasito
por cada 10° leucocitos (131). Grob y cols. detectan la
presencia de 10 parédsitos en 100 ul de muestra con gran
cantidad de otras células {140).

La sangre obtenida de 1los modelos animales de
toxoplasmosis experimental fueron procesados por los
cuatro sistemas elegidos obteniendo por cualquiera de los
cuatro resultados  comparables, en el modelo de
primoinfeccidn por inoculacidn de taquizoitos de la cepa
RH, se detecta la presencia de ADN en el suero desde el

primer dia postinoculacién hasta la muerte de los
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ratones. En el modelo de inoculacidn de la cepa cistdgena
por via oral, aparece la presencia del ADN del parasito
en los leucocitos de la sangre al tercer dia
posinoculacién, detectandose hasta los 21 dias extrayendo
el ADN por cualgquiera de las técnicas ensayadas. En
cambio solamente se detectaba la presencia de ADN en los
dias 30 y 45 por las técnicas mds sensibles. En cuanto
al modelo de toxoplasmosis crénica reactivada, se detecta
la presencia de ADN del parasito a partir del dia 7
postinmunosupresién por todas las técnicas probadas.

Otros autores han evaluado la utilidad de la
reaccién 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 dias después de la inoculacidn y en
sangre se detectan a los cinco dias postinoculacidn. Hitt
y cols. comparan la utilidad diagndstica en un modelo de
toxoplasmosis experimental en conejos de la reaccidn en
cadena de la polimerasa, el cultivo c¢elular y la
inoculacién a ratdédn. Procesan los leucocitos de sangre
periférica extraidos de los conejos inoculados y se
detectan la presencia del pardsito en el 62% de las
muestras por inoculacidn a ratén, en el 37% por PCR y en
el 25% por cultivo celular (132).

Cuando aplicamos el método en muestras de liquidos
cefalorraquideo de pacientesg humanos, comprobamos gue no
hemos tenido ningiin problema de contaminacidén ya que,
ademas de los controles internos, en las muestras de
pacientes inmunocompetentes gin toxoplasmosis activa vy
de pacientes inmunodeprimidos sin encefalitis
toxoplasmica no se detectd la presencia de ADN de
Toxoplasma gondii (Especificidad 100%). En cuanto a la
sensibilidad observamos que existen algunas diferencias
entre los dos procedimientos de extraccidén del ADN,
inclinandonos por realizar el gistema de extraccidn

numero 2 (tratamiento con proteinasa K y calentamiento
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a 100°C) y si el resultado es negativo, realizar en la
misma muestra el proceso 3 {extraccidén con
fenol/cloroformo a partir del Gltimo paso del proceso 2),
va que son completamente compatibles.

Hay mucha diferencia entre los liquidos
cefalorraquideos de pacientes con tratamiento
antitoxoplasmico ya instauradc 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 seflalado por otros
autores, Novati y cols. estudian 19 muestras de liquido
cefalorragquideo correspondientes a 19 pacientes con
encefalitis toxoplasmica confirmada mediante biopsia
cerebral y 16 liquidos cefalorraquideos de 16 pacientes
con encefalitis toxoplasmica confirmada por respuesta al
tratamiento y imdgenes sugerentes en el TAC, obtienen
resultados positivos en 8/19 (42,1%) y 10/16 (62,5%)
respectivamente; entre los que habian recibido terapia
antitoxoplésmica durante mas de una semana, la
sensibilidad bajd al 29% (135).

Otros autores han evaluado la técnica en muestras
humanas, con distintos resultados, Cristina y cols.
estudian la presencia de Toxoplasma gondii mediante la
reaccion 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 liquidos cefalorragquideos de pacientes con
encefalitis toxoplasmica y obtienen resultados positivos
en todos ellos, pero de los 33 muestras de liquido
cefalorraquideo de pacientes sin encefalitis
toxoplasmica, obtienen un resultado falso positivo (137).
Schoondermark-van-de-Ven y cols. ensayan la técnica en
20 liquidos cefalorraquideos de pacientes con anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii y encefalitis toxoplasmica
demostrada, en nueve LCR de pacientes con anticuerpos

frente a Toxoplasma gondii pero sin encefalitis
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toxopldsmica y en 4 LCR de pacientes 8in anticuerpos
frente a Toxoplasma gondii. Detecta la presencia del ADN
del pardsito en 13 de los 20 pacientes con encefalitis
toxoplasmica y no detecta la presencia en ninguno de los
pacientes sin encefalitis (140). Lebech y c¢ols. dos
liguidos cefalorraquideos de pacientes con encefalitis
toxoplasmica demostrada por métodos habituales y en 11
pacientes sin encefalitis toxoplasmica. Encuentran
resultados positivos en los dos pacientes con encefalitis
toxoplasmica comprobada, mientras que no detecta la
presencia del ADN del parasito en los otros pacientes
(142) .

Por tanto, la reaccidn en cadena de la polimerasa
eg la Unica técnica que sirve para el diagndéstico de una
gran parte de las encefalitis toxoplasmicas, esta
técnica, con el desarrollo de sondas no isotdpicas puede
extenderse a muchos laboratorios ¢linicos, sin embargo,
hay que gefialar la necesgidad de una mayor estandarizacidn
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 vya terapia
antitoxoplédsmica y quizds al poco volumen de muestra
procesado en algqunos casos.

6.7.- Sobre la quimioterapia.

El tratamiento de eleccidn de la toxoplasmosis es
la combinacién de pirimetamina vy sulfadiazina (o
trisulfapirimidinas); sin embargo, este tratamiento no
consigue eliminar la forma quistica del parasito y, en
pacientes con SIDA, provoca un alto indice de abandono
de la terapia debido a la aparicién de efectos
secundarios. Asi, el Toxoplasma Encephalitis Study Group,
seflala que se observaron sintomas de toxicidad, por esta
asociacidn, en el 60% de los pacientes y que se suspendid
el tratamiento en el 45% (58).

Por otra parte, el tratamiento con la asociaciodn

pirimetamina/sulfadiazina, a pesar de ser considerado
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como de eleccién, no es completamente efectivo en estos
pacientes; asi Handler y cols obtienen una respuesta
clinica satisfactoria en el 29% de los pacientes, una
mejoria parcial en el 60% y un fallo en el tratamiento,
con resultado de muerte, en el 11% de los casos; ademas,
se observaron 10 episodios de recaida en 6 de 24
pacientes, gue se controlaron con la combinacidn de
pirimetamina y sulfadiazina en 8 de los casos (210).

Los resultados de nuestras experiencias seflalan que
la combinacidén pirimetamina-sulfadiazina, la azitromicina
vy la minociclina como los farmacos mas eficaces. La
azitromicina se revela, en estog ensayos, como el
macrdélido mas prometedor, ya que no solo va a controlar
la proliferacién del parasito sino gque, aparentemente,
también consigue erradicarlo. Araujo y cols (160}
cbtuvieron resultados equiparables, en condiciones
similares, y observaron gque el tratamiento que hemos
aplicado protegia al 80% de los ratones infectados
intracerebralmente con Toxoplasma gondii (cepa C56),
sugiriendo que la azitromicina alcanzaria concentraciones
eficaces en el sistema nerviogo central. En cuanto a la
minociclina, este antibidtico (andlogo a la tetraciclina)
también muestra una gran actividad en el modelo murino
de toxoplasmosis aguda, tal y como habian sefialado Chang
y cols. (176), autores que obtuvieron un 100% de curacidn
tras tratar con dosis de 100 mg/kg, dos veces al dia,
durante 12 dias, ratones infectados con 10° taquizoitos
de Toxoplasma gondii {(cepa RH); en nuestro caso, tras
adminigtrar una sola dosis diaria de 200 mg/kg, durante
10 dias, no se ha detectado infeccidn residual.

Con la clindamicina hemos obtenido peores
resultados, al igual que Piketty y cols (172); estos
autores le reconocen cierto efecto inhibitorio (sobre la
proliferacidn y difusién del paradsito) pero no curativo -
comportamiento que cabe, asi mismo, deducir de nuestros

datos- y también, como nosotros, consiguen una respuesta
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mucho mas satisfactoria con la clasica combinacidn 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®. Harris y cols (162)
por ejemplo, trabajando con cultivos celulares (cepa
RH/mioblastos L, E,), advierten la actividad y sinergismo
de pirimetamina vy sulfadiazina, mientras dque la
clindamicina, sola o en combinacidén con pirimetamina o
sulfadiazina no muestra actividad. Respecto a 1los
macrdlidos, 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 crdnicas latentes, como las que se producen
en individuos inmunodeprimidos), la azitromicina mostraba
mayor actividad que la pirimetamina, la sulfadiazina y
la clindamicina.

En nuestras experiencias, la espiramicina, farmaco
de eleccidn para el tratamiento de la toxoplasmosis en
la mujer embarazada, administrada a dosis de 200 mg/kg,
diariamente, durante 10 dias, no protedge a ninguno de los
animales de 1l1la infeccién letal con la cepa RH de
Toxoplasma gondii. Con este macrolido, otros
investigadoresgs han obtenido mejores resultados, también
en modelosgs murinos, aungue Chang y Pechére (156) no
pudieron determinar la pauta de tratamiento que confiere
un 100% de proteccidn {(dosis menores de las requeridas
eran tdxicas para el ratdm). En las mismas condiciones,
l1a miokamicina y la roxitromicina tampoco se muestran
eficaces , pero cuando esgte dltimo antibidtico se
administra con dosis de 200 mg/kg cada 12 horas, el 90%
de los animales sobreviven, lo gue no sucede con la
miokamicina. Chan y Luft (153), después de tratar los

ratones {(infectados con 200 tagquizoitos) con

143



roxitromicina, 10 mg/dia, durante 21 dias (lo gue supone
aproximadamente 666 mg/kg/dia), consiguieron un 100% de
supervivencia, detectando infeccidn residual en todos los
animales. Chang vy Pechére obtuvieron resultados
gimilares, tras recibir 5 dosis de 540 mg/kg/dia, 1los
ratones infectados con 5000 taquizoitos de la cepa RH
sobrevivian, pero el 50% seguia albergando el parasito
(156) .

La claritromicina -200 mg/kg cada 24 horas- también
confiere cierta proteccidén aunque no elimina la
infeccién. Chang y cols (159) trataron ratones infectados
con 5000 taquizoitos con dosis de 300 mg/kg/dia, durante
9 dias, registrando un 100% de supervivencia y un 58% de
infeccidn residual.

Nuestros resultados,t en concordancia con otros
trabajos, sugieren que tanto la minociclina como la
azitromicina pueden alcanzar una gran importancia
clinica, como tratamientos alternativos a la combinacidn
pirimetamina-sulfadiazina, en casos de que esta
combinacidn no esté indicada; estos farmacos se muestran
tanto "in vitro" como "in wvivo", claramente superiores
a la clindamicina, la claritromicina y la roxitromicina,
que estan utilizandose ya, soclos ¢ en asociacidn con la
pirimetamina, en el tratamiento de algunos casos de
toxoplasmosis humana (58,211,212,213,214,215,216,217).

En conclusién, creemos que debe plantearse el
estudio de la verdadera utilidad de la minociclina y 1la
azitromicina en el tratamiento de la toxoplasmosis
humana, en casos en los que actualmente se recurre al uso
de clindamicina, c¢laritromicina y roxitromicina, pues

parecen, mejores alternativas.
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7.- RESUMEN
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Toxoplasma gondii, cuya biologia y  encuadre
taxondmico no se aclard hasta la década de los setenta,
cobrd a partir de la segunda mitad de los ochenta nuevo
interés al demostrarse su papel como infeccidn
oportunista en los pacientes con SIDA. La encefalitis
toxopldsmica, por reactivacidn de una toxoplasmosis
crénica, y la toxoplasmosis adquirida por los
inmunosuprimidos, es uno de los riesgos frecuentes en
estos enfermos. El diagnédstico adecuado del procesc es
imprescindible para el establecimiento del tratamiento
adecuado, evitando, por otra parte, la carga
farmacoldgica innecesaria y cara de la profilaxis
medicamentosa.

Mientras que el diagndstico de las toxoplasmosis
congénita o adquirida estd bastante bien estandarizado,
el diagndstico de la toxoplasmosis en los enfermos con
SIDA resulta dificil 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
deteccidén de antigenos, la clase de inmunogleobulina
presente, la avidez como indicativo de antiguedad de la
infeccidn y la reaccidén en cadena de la polimerasa con
sondas especificas, se disefid un modelo laboratorial de
trabajo, contrastando mds tarde la eficacia de 1los
métodos elaborados en &1 en pacientes humanos agquejados
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 cistdgena, capaz de la
infeccidn asintomatica, por via oral, con quistes vy
bradizoitos, de ratones NMRI . Se necroxiaron gatos
desechados, procedentes del centro de recogida de
animales de la Comunidad de Madrid vy de Siruela
(Badajoz), eligiendo la cepa 868 por su apatogenicidad

y capacidad cistdgena. La infeccidn cronica producida por
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esta cepa, se revierte a infeccidén aguda, mortal para los
ratones, mediante inmunosupresidén farmacoldgica vy
depresidn con un monoclonal de la poblacidén linfocitica.
Al mismo tiempo y como contraste, se empled, como agente
causal de toxoplasmosis aguda ( fase de agrupamientos con
taquizoitos) la bien conocida cepa RH, mantenida en N,
ligquido.

La primera técnica puesta a punto con el modelo
consisti® en la deteccidn de antigenos circulantes por
ELISA. A este fin y por razones econdmicas, se prepararon
policlonales antitoxoplasma por hiperinmunizacidén de dos
especies, cobayo y conejo. El1 ELISA doble capa detecta
antigeno circulante tanto en la infeccién aguda como
crdnica, denunciando ademdas la reactivacidén de 1la
infeccidén crénica de la cepa cistdgena. Los resultados
sobre el modelo experimental son excelentes. En la
infeccidén aguda por la cepa RH se detectan durante todo
el periocdo de la infeccidén. En la crénica por la cepa
cistdgena, durante el tiempo de la infeccidén aguda. La
presencia de antigeno vuelve a resultar positiva después
de la reactivacién experimental de la infeccidn crdénica.
El traslado de la técnica a la condicidn humana resultd
poco convincente, con sensibilidad baja (12,5%) vy
especificidad del 93% en sangre periférica de 1los
enfermos con encefalitis toxoplasma-compatible no
‘tratados. Su sensibilidad en el liquido cefalorraquideo
de los mismos enfermos es alin menor. En ningunc de los
enfermos tratados se detectd antigeno circulante. Ante
estos resultados poco alentadores se explord la utilidad
de la dinamica de clases de anticuerpos, IgG, IgM e IgA,
asi como la avidez de las IgG. La dinadmica de las
inmunoglobulinas en el wmodelo experimental fue el
clasicamente conocido de deteccién temprana de la
infeccidn de la cepa virulenta y mas tardia de la cepa
cistdgena. Aunque la presencia y persistencia de IgM

especifica es, segun diversos autores y los resultados
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de este trabajo, muy frecuente, desaparece en la practica
en los inmunodeficientes con encefalitis toxopldasmica.
En el modelo experimental, la IgA tiene un comportamiento
practicamente semejante a la IgM. Su interés diagndstico
en los pacientes inmunodeficientes con encefalitis
demostr® en nuestras manos, comg las de autores
precedentes, de valor relativo y poc¢o concluyente. En
todos los pacientes con encefalitis  toxoplasma-
compatible, se detectd la presencia de IgG. La técnica
ELISA  seguida, tuvo mayor sensibilidad que la
aglutinacién directa. Comprobamos la avidez de estas IgG
especificas, que debe ser baja en las infecciones
recientes vy alta en las antiguas. En el modelo
experimental, de demostrd el valor diagndstico de esta
apreciacidn, al aparecer, consecuentemente a la rotura
inmunitaria y recrudescencia, IgG de baja afinidad, lo
que significa que la inmunosupresidn lograda produjo la
recrudescencia, pero permitid la produccidn (lifocitos
memoria} de IgG. Los resultados en los pacientes humanos
son diferentes. En los enfermos con encefalitis
toxoplasma-compatibleg, las IgG encontradas fueron de
afinidad alta, lo que hace a la prueba irrelevante para
el diagnoéstico, pero, en sentido contrario, confirma una
vez mas, la alta frecuencia de reactivacién de una
infeccidn crdénica como causante de la encefalitis
toxopldsmica en los inmunodeprimidos.

El diagndéstico mediante la reaccidn en cadena de la

polimerasa (PCR) , requirio, ante la falta de
estandarizacién de los pasos de la misma ( extraccidn,
iniciadores, ciclos de termociclador, etc.), el ensayo

previo de fijacidén de las condiciones &ptimas del
proceso. Cuatro de los sistemas de extraccidn, sobre los
ensayados, proporcionaron, en las muestras hematicas,
resultados aceptables, asi como dos para las muestras del
liquido cefalorraquideo. Como iniciadores se utilizaron

secuencias repetidas muchas veces en el gen Bl gue
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aumentan la sensibilidad. La sonda de hibridacién
reveladora, no isotdpica, gquimiolumniscente, acerca la
técnica seguida a la generalidad de los laboratorios de
analisis. De este modo, el limite experimental de
deteccidén alcanzado fue de 5 taquizoitos por muestra, lo
que es muy util.

En el wmodelo experimental, la técnica detecta
zoolitos en la sangre periférica desde el primer dia de
infeccidn con la cepa virulenta. En la cepa cistdgena,
desde el 3° al 21° dia de la infeccidn, lo gque viene a
coincidir con el tiempo esperado de la fase inicial del
ciclo; agrupamientos con taquizoitos. El método detecta,
lo que es mas importante, la reactivacién de la infeccidn
crdonica al 7° dia postinmunosupresidn. Su extensidn al
diagnéstico humano, en el 1ligquido cefalorraquideo, rindid
excelentes resultados, con especificidad del 100% vy
sensibilidad del 81,8% en los pacientes con encefalitis
toxoplasma-compatible no tratados. Parece que 1la
deteccidén de ADN especifico del parasito es, por el
momento, la técnica con mejores resultados.

En cuanto a los ensayos de guimioterapia podemos
destacar la buena actividad antitoxoplasmica que presenta
los farmacos utilizados clasicamente en el tratamiento
de la toxcplasmosis, la combinacidn de la pirimetamina
y sulfadiazina, también presentan buena actividad la
minociclina y la azitromicina, mientras que presentan
pobres resultados farmacos 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 sensacidén de haber
cubierto, en buena parte, los objetivos propuestos,
contribuyendo al diagndstico y tratamiento racional de
las recrudescencias por Toxoplasma en los enfermos con

SIDA u otros procesos de inmunosupresidn.
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8.- CONCLUSIONES
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1.- El modelo experimental elaborado: aislamiento de una
cepa silvestre cistdgena a partir de tejido cerebral de
gato ( cepa 868) , infeccidn oral crdnica asintomatica
de ratones NMRI y reactivacidén de la infeccidn croénica,
por depresidén linfocitaria e inmunosupresores, resulto
4til y suficiente para el ensayo de los métodos disefiados
de diagndstico de la reactivacidén toxoplasmdsica . La
infeccidén aguda, como contraste necesario, se llevd a
cabo por infeccidn intraperitoneal de taguizoitos de la
cepa RH.

2.- En el modelo experimental de reactivacidn focal de
la toxoplasmosis crénica, resultd de utilidad para su
diagndstico, la observacién de antigeno circulante,
determinada por ELISA con policlonales heteroespecificos,
asi como el cambio de avidez de las IgG especificas y la
presencia de DNA determinada por la reaccidn en cadena
de la polimerasa (PCR). Los resultados sin embargo no son
enteramente traspolables a la especie humana.

3.- Todas las encefalitis estudiadas en enfermos con
SIDA, compatibles con toxoplasmogis, fueron, de acuerdo
con la c¢lase de inmunoglobulina presente y la alta
afinidad de las IgG, recrudescencias de una infeccidn
crénica consecuente de la inmunosupresidén. La presencia
de 1IgG especificas, en ausencia de IgM e IgA, en los
pacientes inmunosuprimidos, puede considerarse como el
indicativo principal de riesgo de encefalitis
toxoplasmica.

4.- La deteccidn de clases de Ig, IgM e IgA, carece de
valor diagnéstico de la encefalitis toxoplasmica. Tampoco
es Util la avidez de la IgG, que no cambia como acontece
en el modelo experimental.

5.- La deteccidn por ELISA de antigenos, tanto en sangre
como en LCR de enfermos con encefalitis compatible con
toxoplasmosis, es de muy baja sensibilidad, e indtil por

lo tanto para el diagndstico etioldgico del proceso.
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6.- La reaccidén en cadena de la polimerasa, con las
especificaciones que se indican, parece ser la técnica
mas Util en el diagndstico. El1 revelado con sondas no
radiovcactivas, extiende la técnica al uso de laboratorios
de dotacidn ordinaria. Su sensibilidad es alta,
especialmente en pacientes con encefalitis no tratadas
con farmacos antitoxoplésmicos.

7.- En cuanto a los estudics de quimioterapia
desarrollados sobre Toxoplasma gondii, ademas de
comprobar la gran eficacia que presenta la combinacidn
cléasica de pirimetamina y sulfadiazina, destaca la buena
actividad de la minociclina y la azitromicina, mientras
que aparecen con baja actividad antitoxoplasmica farmacos
empleados en el tratamiento de la toxoplasmosis humana
como la espiramicina, la clindaminica, la claritromicina

y la roxitromicina.
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Trofozoitos de Toxoplasma gondii en liguido peritoneal
de ratén
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Quiste Toxoplasma gondii en cerebro cont@niendo numerosos
bradizoitos
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Miccarditis por ‘.l'm:qﬁ“ '!ﬁndii Seccifm histolégica

correspondiente a un winniﬂin en la ﬁun ge aprecia la
pt-unia de miltiples microorganismos ln.el citoplasma

de una miofibrilla (pseudogquiste) . ::L
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Toxoplasmosis : en un ratéh. infectado
crénicamente: Seccidén h?ﬁﬂﬁgiu correspondiente a
encéfalo en la qug ge” 'obgerva |an  acmulo de
microorganismos en el citoplasma un  macréfago
mononuclear y astrocitosis reactiva. . |,
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Toxoplasmosis cerebral Peactivada: Foco de necrosis en
relacién con liberacign de ﬁo!nmtniitm ruptura de
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Placa de radiografia en la que observa las impresiones
dejadas por 1la sonda bioluminiscente en casos de
presencia de ADN egpecifico. La fila A, B y C muestran
amplificados en los que se detecta la presencia de ADN
especifico {aparece una mancha negra en la radiografia)
y muestras sin ADN especifico. La linea E corresponde al

limite de deteccidn de la técnica.
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