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RESUMEN

Introduccion: Toxoplasma gondii, agente causal de la toxoplasmosis, es un
protozoario intracelular obligado que puede afectar al globo ocular, siendo la causa
mas comun de uveitis posterior.

Objetivo: determinar la utilidad de las técnicas seroldgicas y moleculares para el
diagnéstico de la toxoplasmosis ocular en pacientes con uveitis. Métodos: se
disend un estudio de corte transversal para comparar un grupo de pacientes
afectados por coriorretinitis toxoplasmica y otro con signos sugestivos de
coriorretinitis no toxoplasmica. En ambos grupos se utilizaron métodos seroldgicos
como la inmunofluorescencia indirecta y la prueba de inmunoensayo enzimatico
(ELISA), y la reaccién en cadena de la polimerasa para el diagndstico de la
toxoplasmosis ocular.

Resultados: las técnicas seroldgicas permitieron detectar los anticuerpos IgG anti-
Toxoplasma en 100 % de los pacientes con coriorretinitis toxoplasmica, de ellos
fueron positivos a los anticuerpos IgM solo 3 pacientes y 1 tuvo un resultado débil a
la avidez IgG. La reaccién en cadena de la polimerasa detectd el ADN de
Toxoplasma gondii en 15 de los 47 pacientes para una sensibilidad de 31,9 %.
Conclusiones: se reporta la deteccion de anticuerpos anti-Toxoplasma, en todos
los casos de coriorretinitis toxoplasmica a través de los métodos seroldgicos,
aunque la técnica mas sensible fue la inmunofluorescencia indirecta. Se empleé la
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deteccién molecular del ADN de Toxoplasma gondii en pacientes con toxoplasmosis
ocular, por primera vez en Cuba. Los resultados permiten sugerir el uso de técnicas
seroldgicas y moleculares que ayuden a confirmar el diagndstico de infeccién por
Toxoplasma en pacientes con coriorretinitis.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, reaccidn en cadena de la polimerasa,
toxoplasmosis ocular.

ABSTRACT

Introduction: Toxoplasma gondii, the causative agent of toxoplasmosis, is an
intracellular protozoan that can affect the eye, and be the most common cause of
posterior uveitis.

Objective: to determine the usefulness of serological and molecular techniques for
the diagnosis of ocular toxoplasmosis in patients with uveitis.

Methods: a cross-sectional study was designed in order to compare a group of
patients with toxoplasmic retinochoroiditis and another affected by non-toxoplasmic
retinochoroiditis. In both groups serological methods such as indirect
immunofluorescence assay, immunoassay (ELISA), and the polymerase chain
reaction were used for the diagnosis of ocular toxoplasmosis.

Results: serological techniques allowed detecting anti-Toxoplasma 1gG antibodies
in 100 % of patients with toxoplasmic retinochoroiditis, and only 3 patients were
positive to IgM antibodies. Finally, only one had a weak result for IgG avidity. The
polymerase chain reaction detected DNA from Toxoplasma gondii in 15 out of 47
patients for a sensitivity of 31.9 %.

Conclusions: this paper reports the detection of anti-Toxoplasma antibodies in all
toxoplasmic retinochoroiditis cases by serological methods; but the most sensible
method was immunofluorescence assay. The molecular detection of Toxoplasma
gondii’ s DNA in patients with ocular toxoplasmosis was employed for the first time
in Cuba. The results suggest that serological and molecular techniques can be
applied to confirm the diagnosis of Toxoplasma infection in patients with
toxoplasmic retinochoroiditis.

Key words: Toxoplasma gondii, polymerase chain reaction, ocular toxoplasmosis.

INTRODUCCION

La inflamacion intraocular producida por un parasito intracelular obligado conocido
como Toxoplasma gondii, es la causa mas frecuente de enfermedad infecciosa en
pacientes inmucompetentes con uveitis posterior.®

La toxoplasmosis ocular (TXO) es una manifestacion local producto de una infeccion
sistémica por este microorganismo, el cual se extiende a la retina del ojo,
provocando una coriorretinitis o retinocoroiditis, tanto en una primoinfeccion como
en la recidiva de una forma congénita. En este Ultimo caso se trata de la
reactivacion de una lesidn antigua, puesto que se encuentra una cicatriz
pigmentada adyacente al nuevo foco. Estas recidivas se presentan generalmente
entre la primera y la tercera décadas de la vida, cuando el parasito enquistado en la
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cicatriz se reactiva y libera cientos de parasitos hacia las células retinianas
normales. La recurrencia se agrava por la presencia de inmunosupresion, estrés o
estados de ansiedad.? El defecto visual es secundario a la necrosis que ocurre en la
macula.® Igualmente pueden estar afectadas estructuras adyacentes como el nervio
optico y los vasos sanguineos de la retina.*

A pesar de que el diagndstico de TXO esta basado sobre todo en el analisis
oftalmoldgico, las pruebas de laboratorio normalmente pueden ayudar al
diagndstico definitivo.®> Ademas de los signos y sintomas clinicos, algunos autores
utilizan como guia para el diagnéstico, la serologia, mediante la cual se detectan
anticuerpos anti-Toxoplasma. Sin embargo, un resultado de serologia positiva por si
sola no confirma el diagndstico.® La respuesta positiva al tratamiento especifico es
también un dato importante a tener en cuenta.’

Recientemente, las técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP), han sido usadas para detectar el ADN del parasito en diversos
fluidos bioldgicos como humor acuoso,®*® humor vitreo!! y la sangre.>®'? En
pacientes inmunocompetentes el ADN de Toxoplasma puede detectarse en
muestras de humor acuoso hasta 40 % de los casos diagnosticados
clinicamente.®*? En individuos inmunodeprimidos, la sensibilidad de la RCP obtiene
valores superiores y es capaz de detectar hasta 75 % de los casos.'*!* Como
alternativa al humor acuoso, el humor vitreo puede ser utilizado. En este fluido la
RCP ha sido capaz de detectar hasta 50 % del ADN en los pacientes
inmunocompetentes diagnosticados clinicamente con una toxoplasmosis ocular;®
sin embargo, la toma de este tipo de muestra solo se justifica para el diagndstico
de casos atipicos severos o complicados que no responden a la terapia anti-
Toxoplasma.'®

La muestra de sangre es de mas facil acceso que otros fluidos oculares para el
diagnostico de la TXO, y algunos autores han encontrado valores de sensibilidad
comparables con los del humor acuoso.®!”. Aunque la mayoria de los estudios
utilizan fluidos oculares para la deteccién molecular, esos resultados sugieren
continuar la evaluacion de la utilidad diagndstica de la sangre para la deteccidn de
infecciones por T. gondii en pacientes con sospecha de TXO.

En Cuba existen pocos trabajos publicados sobre esta tematica. Delgado Garcia y
otros,'® estudiaron 65 casos de coriorretinitis, utilizando el fondo de ojo vy la fijacion
del complemento como métodos para el diagndstico. Afios mas tarde, se realizd un
estudio en 21 nifios con el diagndstico de coriorretinitis toxopldsmica (CRT), de los
cuales 43 % tenia lesiones activas, identificadas a través del fondo de ojo y de la
presencia de anticuerpos anti-Toxoplasma IgG por inmunofluorescencia indirecta.'®

En el presente estudio el objetivo era aplicar herramientas diagnésticas como la
serologia y la biologia molecular en muestras de sangre periférica, que contribuyan
al diagnédstico temprano de la toxoplasmosis en pacientes con lesidn ocular en
Cuba, lo que unido a un tratamiento eficaz, ayude a disminuir la morbilidad
producida por este agente y a reducir, en la medida de lo posible, las secuelas
generadas por esta afeccién, asi como a mejorar la calidad de vida de estos
pacientes.

METODOS

Se realiz6é un estudio transversal de comparacién de grupos con 67 pacientes de la
consulta de uveitis del Hospital oftalmolégico "Ramdn Pando Ferrer", localizado en
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La Habana, a los que se les extrajo muestra de sangre antes del tratamiento
especifico, para realizar pruebas seroldgicas y de biologia molecular. Todas se
trasladaron para ser procesadas en el Laboratorio Nacional de Referencia de
Toxoplasma del Departamento de Parasitologia, del Instituto de Medicina Tropical
"Pedro Kouri" (IPK).

Formaron parte de esta investigacion todos los pacientes con uveitis,
independientemente del diagndstico realizado. Se clasificaron en 2 grupos, segun el
criterio clinico de los oftalmdlogos, por el patron de la lesion ocular vista al fondo de
ojo. El primer grupo estuvo compuesto por 47 pacientes con lesiones sugestivas de
una CRT y el segundo grupo por 20 pacientes con signos sugestivos de una
coriorretinitis no toxoplasmica (CRNT). La clasificaciéon de cada paciente estuvo a
cargo del médico de consulta; a todos se les llené un documento de consentimiento
informado donde se les dio a conocer la importancia, los riesgos, beneficios y la
utilidad del estudio, y se les explicd que las muestras bajo investigacion se
emplearian solo con fines diagnostico. La aceptacién de manera voluntaria, se
consigno por escrito.

A cada uno de ellos se les realiz6 una toma de muestra de 5 mL de sangre y se
depositd en tubos de ensayo de 15 mL que contenian 1 mL de acido citrico dextrosa
(ACD), para la obtencion de suero y precipitado celular.

Definiciones

Caso de toxoplasmosis ocular: todo paciente que cumpla con uno (o0 mas) de los
criterios clinicos al fondo de ojo siguientes:?°

- Lesion primaria o activa: foco de coriorretinitis blanco-amarillento o blanco-
grisaceo, algo sobre elevado con bordes borrosos y con edema retiniano adyacente.
- Lesidn cicatrizal: cicatriz extensa atrdfica con bordes pigmentados, limites bien
definidos.

- Lesidn recurrente: retinitis focal adyacente a una cicatriz.

Clasificacién clinica de la toxoplasmosis ocular®*

- TXO congénita clasica: lesiones radiales que originan una forma de roseta,
bilateral, de localizacién macular.
- TXO no congénita: placa hiperpigmentada con traslucidez de la retina (cicatriz).

Pruebas serolégicas

Se realiz6 inicialmente, la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la
deteccidn de los anticuerpos anti-Toxoplasma 1gG, segun lo descrito por Goldman y
Cover, 1962.%

De cada paciente se evaluaron diluciones dobles de suero a partir de 1:16. Las
ldminas empleadas para la realizacidn de la IFI se encontraban sensibilizadas con
antigeno toxoplasmico (cepa RH) cultivado en ratéon. A cada pocillo de la lamina se
le afiadieron 10 pL de muestra de suero del paciente. Los anticuerpos IgG anti-T.
gondii presentes en la muestra, se unieron al antigeno toxoplasmico fijado en la
lamina y formaron complejos, que mediante el lavado permitié eliminar los
anticuerpos no especificos, mientras que los especificos permanecieron fijados a la
ldamina o fase sodlida. Los anticuerpos anti-IgG humanos, conjugados con
isotiocianato de fluoresceina (SIGMA, USA), se unieron a las IgG humanas fijadas
sobre el antigeno. Mediante el lavado se fijaron en la pared de este, junto con las
IgG humanas que pudieron encontrarse presentes. La lectura de la IFI se realizé
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con un microscopio de fluorescencia (Leica, Alemania) cuya luz ultravioleta excitaba
al isotiocianato de fluoresceina y hacia que emitiera luz fluorescente de color verde.

La técnica de ELISA empleada fue una determinacion cualitativa automatizada en
los sistemas de la familia VIDAS TOXO, que permitié la deteccién de las IgG, IgM vy
avidez IgG anti-toxoplasmicas en suero por técnica ELFA (enzyme linked
fluorescent assay) (Minividas, BioMérieux, Francia). En los pacientes con
anticuerpos IgM positivo, la avidez IgG ayudd a discriminar una infeccion antigua
de una primo-infecciéon de mas de 4 meses.*

Extraccion de ADN

Se utilizd el método tradicional de fenol-cloroformo descrito por Maniatis y otros.?*
El precipitado celular obtenido de la centrifugacién de los 5 mL de sangre total de
cada paciente con ACD, fue lavado con tampdn fosfato salina (pH 7,5) y disuelto en
300 pL de tampdn de lisis (tris-HCI 50 mM pH= 8, EDTA 25 mM, NaCl 25 mM, SDS
al 1 %) y 100 ug/mL de proteinasa K (Boehringer Mannheim, Alemania). El
precipitado de los acidos nucleicos que se obtuvo por centrifugaciéon a 10 000 g
durante 20 min, fue lavado con etanol 70 % y secado a temperatura ambiente;
finalmente se resuspendié en 50 pL de tampon tris-EDTA (TE) (tris HCl 1 mM pH
8,0; EDTA 1 mM pH 8,0), conservandose a - 20 °C hasta ser utilizado en la RCP.

Prueba de reaccion en cadena de la polimerasa

Se amplificé un fragmento de 115 pb del gen B1 de T. gondii utilizando los
cebadores B22 (secuencia 5 -AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGA-3") y B23
(secuencia 5" -TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAAC-3 ") para estos fines.?’ La
amplificacion se realizé en un volumen final de reaccion de 25 pL, conformado por
2,5 PL de tampodn de amplificacion 10 x (tris-HCI 100 mM pH 8,3, KCl 500 mM,
gelatina 0,01 %) (Promega, EUA), 5 uL de ADN extraido de las muestras de sangre
de pacientes, 200 uM de cada dNTP (Promega, EUA), 2 mM de MgCl, (Promega,
EUA), 0,4 uM de cebadores (oligonucledtidos sintéticos, Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia, Cuba), y 1 U de Taq ADN polimerasa (Promega, EUA).

Para la RCP se incluyd un control positivo en cada experimento y se utilizé como
molde 10 ng de ADN de la cepa RH de T. gondii. Igualmente, se incluyeron 2
controles negativos en cada experimento; la mezcla de la reaccion tenia agua
destilada estéril en lugar del ADN molde de T. gondii y control negativo de la
extraccion de ADN, que consistié en seguir el protocolo de extraccion, sin partir del
precipitado celular. A las muestras que resultaron positivas se les repitid el proceso
de amplificacion, con el fin de confirmar su positividad, y a las muestras negativas
se le realizé un control de inhibicidon para descartar la presencia de inhibidores de la
RCP. Este consistio en afiadir a la mezcla de RCP ademas de la muestra a analizar,
10 ng de ADN de T. gondii de la cepa RH utilizado normalmente como control
positivo.

La reaccion se llevd a cabo en un termociclador (MJ Research, USA) con el
programa de amplificacion siguiente: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 min
seguido de 35 ciclos de: desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, hibridacién 62 °C por
1 min y extension a 72 C por 1 min, con una extensién final después del ultimo
ciclo a 72 °C por 10 min. Para la deteccién del producto de amplificacidon se
analizaron 15 pL de cada mezcla resultante en electroforesis en gel de agarosa 2
%, preparado en tampon tris borato 0,5x (TBE) con bromuro de etidio 0,5 mg/mL.
La visualizacion de los productos de amplificacion se realizé mediante luz
ultravioleta, en un transiluminador (U:Genius, Inglaterra).
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Para el analisis estadistico de las variables incluidas en el estudio se recopilaron los
datos en el programa Microsoft Excel y se procesaron por los paquetes de
programas Epinfo 6.04 y Epidat 3.1. Luego se determiné la frecuencia absoluta y el
porcentaje para las variables cualitativas; se utilizé la prueba de chi-cuadrado para
comparar los porcentajes y la de Fisher cuando el nimero de casos era escaso.
Para establecer asociaciones se usé el calculo del riesgo de prevalencia (RP) con
intervalos de confianza (IC) al 95 %. En todos los casos la asociaciones se
consideraron significativas cuando se obtuvieron valores de p< 0,05.

Se calculé el indice Kappa después de obtenidos los resultados de las pruebas
seroldgicas, con el cual se determind la concordancia entre ellas. Se consider6 una
escala de interpretacion del valor de Kappa en la que fueron aceptables valores
mayores o iguales que 0,40 y excelentes los mayores que 0,75.

La sensibilidad y especificidad fue calculada para la prueba de RCP. La prueba de
referencia se basé en los criterios clinicos a partir de los cuales se agruparon los
pacientes estudiados en 2 grupos como se definié antes. El resultado de la prueba
puede ser correcto: verdadero positivo (VP) y verdadero negativo (VN) o
incorrecto, falso positivo (FP) y falso negativo (FN).

La sensibilidad diagnéstica es la probabilidad de que en un sujeto enfermo se
obtenga en la prueba un resultado positivo y se determina como la proporcion de
pacientes enfermos que obtuvieron un resultado positivo en la prueba diagnostica,
segun la férmula:

WP

ZensibilidadQ= ——
WP + FM

La especificidad por su parte es la probabilidad de clasificar correctamente a un
individuo sano, es decir, la probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un
resultado negativo y se determina segun la formula:

W

Especifiidads ——
VM + FP

La seguridad de la RCP optimizada fue evaluada a partir de la determinacién de los
valores predictivos positivos y negativos. También se calculé la razén de
verosimilitud (RV) o cociente de probabilidad (conocidos en lengua inglesa como
likelihood ratios).?® Para ello se tuvo en cuenta el resultado positivo (RV+) y el
resultado negativo (RV-). Estas razones se calcularon a partir de los valores de
sensibilidad y especificidad de la prueba, empleando las formulas siguientes:

LR+= (sensibilidad/1-especificidad)
LR-= (1-sensibilidad/especificidad)

RESULTADOS

En nuestro estudio, de los 47 pacientes con lesiones sugestivas de CRT, 100 %
resulté positivo a la deteccion de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma a través de las
pruebas de IFI y ELISA IgG (tabla 1). De estos, solo 3 pacientes (6,4 %), fueron
positivos a la prueba de ELISA IgM y 44 negativos (96,3 %).
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Tabla 1. Comparacidn de los resultados de las diferentes pruebas de diagndstico de
laboratorio para la toxoplasmosis entre el grupo de pacientes con coriorretinitis
toxopldsmica y coriorretinitis no toxopldsmica

Pruebas de E_:rupcu_ I. . .Grup.U.I.I

diagnéstico CG}I’ICII’.I'EtIr'IItIE . C0r|c?rre_t|n|t|5 _no .
toxopldsmica {n= 47} toxoplasmica {n= 20}

Mo. (%) Mo. (%)

Inmunofluorescencia indirecta

Positivos 47 (100} 7 (35,0}

MNegativos 0 {0) 13 (65,0}

Titulos:

Bajos 45 (95,7) 4 (20,0)

Intermedios 2{4,2) 3 (15,0}

Altos 0 (0) o (0)

ELISA (IgG)

Positivos 47 (100} 13 {65,0)}

Megativos 0 {0) 7 (35,0}

ELISA (IgM)

Positivos 3 {64 a{0)

Megativos 44 (96,3} 20 (5,0)

En cuanto a la deteccién de anticuerpos por IFI, el riesgo de prevalencia de
anticuerpos positivos contra Toxoplasma fue 24,18 veces mayor en los que tenian
CRT, que con CRNT (RP= 24,18; IC 95 %= 1,6-368,5; p< 0,01). Sin embargo, para
el ensayo inmunoenzimatico el riesgo de prevalencia de anticuerpos positivos
contra Toxoplasma no fue tan alto (RP= 12,46, IC 95 %= 0,85-183; p< 0,01). A
los 3 pacientes que resultaron positivos a los anticuerpos IgM, se les realizé la
prueba de avidez IgG para determinar la existencia o no de una infeccién reciente.
De los pacientes 2 tuvieron un resultado fuerte para 66,7 %, solo 1 paciente tuvo
un resultado de avidez IgG débil, para 33,3 %; esto nos hace pensar que tuvo una
infeccion aguda.

Se considerd una titulacién baja cuando la dilucion mayor positiva fue de 1:16 a
1:64, intermedia de 1:128 a 1:512, y alta del:1024 en adelante. Los niveles de
anticuerpos IgG por IFI encontrados en los 2 grupos de pacientes fueron bajos e
intermedios. En el grupo con CRT se encontraron titulos de 1:16 en 25 pacientes
(53,2 %), 1:32 en 14 pacientes (29,8 %) y 1:64 en 6 pacientes (12,8 %); 2
pacientes tuvieron titulos comprendidos entre 1:128 y 1:256 para 2,1 % en ambos
casos. En el grupo de CRNT, 65 % tuvo resultados negativos a la IFI, el 35 %
restante mostrd titulos variables entre 1:16 y 1:128.

De los 67 pacientes comprendidos en el estudio, 54 resultaron positivos alaIFI y a
la prueba de ELISA; solo 6 de los pacientes que fueron positivos al ELISA tuvieron
un resultado negativo a la IFI, para un indice de Kappa de 0,65, lo que se considera
un valor de concordancia aceptable.

De los 47 pacientes del grupo con CRT, con la RCP se detect6 el ADN de T. gondii
en 15 de ellos; a su vez la IFI fue positiva, lo cual representa una sensibilidad
diagnodstica de 31,9 % (tabla 2). Todos los pacientes del grupo con CRNT resultaron
negativos a la RCP, obteniéndose asi una especificidad diagndstica de 100 %. La
seguridad de la prueba se evalu6 al determinar los VPP y VPN que fueron de 100 %
(IC 95 %: 96,67-100) y 38,46 % (IC 95 %: 24,28-52,65), respectivamente. Es de
destacar que de las 15 muestras de sangre positivas por la RCP en el grupo de 47
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pacientes con TXO, la mayoria pertenecian a pacientes con coriorretinitis recurrente
(13/15; 86,6 %) y solo dos provenian de pacientes con coriorretinitis toxoplasmica
aguda (2/15; 13,3 %).

Tabla 2. Relacién entre los resultados de la reaccion en cadena de la polimerasa-
Bl y la presencia o ausencia de toxoplasmosis ocular en los hallazgos clinicos
relacionados con la enfermedad

.. Pacientes
Reaccion en
cadena de la Coriorretinitis Coriorretinitis no
polimerasa-B1 Total toxoplasmica toxoplasmica

(n= 47} {n= 20}

Paositivo 15 15 (31,91 %:7%) a
Negativao 5z 3z 20 (100 %)
Total de 67 47 20
pacientes

2: sensibilidad diagndstica de la reaccidén en cadena de la polimerasa-B1,
b: especificidad diagndstica de |a reaccién en cadena de la polimerasa-B1.

La razén de verosimilitud para los negativos fue de 0,68 (IC 95 %: 0,56-0,83), esto
se corresponde con cambios insignificantes segun la clasificacién de Jaeschke.?® La
razon de verosimilitud para los positivos resulté imposible de determinar al existir
un valor igual a 0.

DISCUSION

El examen clinico-oftalmoldgico a través del fondo de ojo se considera de mucho
valor para el diagndstico de esta entidad. Por medio del oftalmoscopio, los
especialistas pueden observar lesiones oculares que por sus caracteristicas clinicas
determinan el grado de actividad y asi clasificarlas en primarias o recurrentes.?’ Sin
embargo, la existencia de una severa reaccién inflamatoria o, en ocasiones, de
lesiones atipicas pueden dificultar el diagndstico oftalmoldgico, por lo que se hace
necesario la realizacién de pruebas seroldgicas y moleculares con la finalidad de
detectar anticuerpos especificos.®?8

Dentro de los métodos diagndsticos seroldgicos se encuentran la IFI y la prueba de
ELISA, cuyos resultados positivos para los anticuerpos tipo IgG, indican que el
paciente presenta titulos de anticuerpos contra el parasito. Un resultado negativo
descarta el origen toxoplasmico. Los anticuerpos IgG especificos alcanzan una
concentracion maxima de 1 a 2 meses después de la infeccion y permanecen
positivos indefinidamente.

La toxoplasmosis es una de las infecciones parasitarias mas frecuentes del mundo,
con hasta 300 millones de personas infectadas, una seroprevalencia que varia
desde 10 y 50 % en paises desarrollados de clima templado, y hasta mas de 80 %
en paises subdesarrollados del trépico.?° En este estudio, 47 (100 %) pacientes con
CRT resultaron positivos a través de las pruebas serolégicas de IFI y ELISA IgG, lo
cual demuestra que habian sufrido un episodio de infeccién por Toxoplasma.
Resultados similares se reportaron por algunos autores,>° que evaluaron pacientes
con TXO por estos mismos métodos, obteniendo una positividad a los anticuerpos
IgG de 80 a 100 %. Recientemente, Mattos y otros® estudiaron 49 pacientes
procedentes de Brasil con lesiones oculares sugestivas de TXO, y encontraron
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resultados seroldgicos igual positivos.” Los 35 casos con CRNT que resultaron tener
titulos bajos e intermedios por medio de la IFI, pudieron deberse a lo reportado por
Spalding y otros, quienes refieren que las encuestas seroldgicas han permitido
estimar que mas de 10 % de la humanidad ha tenido contacto con este parasito,
por lo que la prevalencia de anticuerpos en la poblacion sana es elevada; a su vez
plantea que la relacion existente entre el clima caluroso y himedo aumenta la
frecuencia de esta enfermedad.>!

Para determinar el momento aproximado de la infeccion en estos pacientes
seropositivos a IgG se estudiaron los anticuerpos IgM especificos. Su presencia
aparece en la primera semana de la infeccidn y es un marcador de fase aguda de la
enfermedad. En el transcurso de varios meses desaparece y su ausencia indica una
infeccién de méas de 6 meses de evolucién.?” En nuestra investigacién, 3 de los
pacientes (6,4 %) del grupo con CRT, se mostraron positivos a la prueba de ELISA
IgM. Eso puede ser debido a la presencia de una coriorretinitis activa. Estos
resultados coinciden con lo descrito por Lappalainen y otros.>? Afios mas tarde,
Mattos encontrd en su estudio que todos aquellos casos que resultaron positivos a
IgG, fueron negativos para ELISA IgM. Es habitual encontrar en las coriorretinitis
activas que en los titulos bajos de IgG no se detecten las IgM.” Para determinar si
la infeccién primaria o reciente en nuestros pacientes correspondid a un periodo
menor de 4 meses, se realizé el estudio de avidez IgG en los que tenian
anticuerpos positivos a IgM. Se encontrd que en uno solo de estos 3 pacientes, el
resultado de la avidez fue débil o positivo, indicando que pudo existir una infeccion
aguda reciente adquirida o una reactivacion asociada a cicatriz previa. De esta
manera se pudo confirmar que todas las muestras de pacientes con infeccion
toxopldsmica crénica mostraron también alta avidez. Estos hallazgos son similares
a los de otros autores, en los cuales los pacientes estudiados con TXO que tuvieron
una avidez IgG débil, también fueron positivos a los anticuerpos IgM. %%

En nuestra investigacién, aunque la totalidad de los pacientes con CRT resultaron
positivos a las técnicas de IFI y ELISA con un indice de concordancia aceptable, la
IFI demostrd ser mas util. Algunos autores plantean que la combinacién de varias
técnicas aumenta la especificidad del diagndstico.®

La RCP ha mostrado ser una herramienta Gtil en el diagndstico de la TXO sobre todo
en los pacientes con severa reaccion inflamatoria del vitreo que presentan una
tipica apariencia denominada cominmente como "faro en la niebla". Los pacientes
con sida, a diferencia de la toxoplasmosis ocular tradicional, tienen una
presentacion diferente de la enfermedad, con una amplia variedad de signos
clinicos; las lesiones pueden no originarse de cicatrices coriorretinianas previas,
pueden ser bilaterales, difusas y multifocales, y el diagnéstico diferencial incluye:
citomegalovirus, necrosis retinal externa progresiva, necrosis retinal aguda causada
por los virus herpes simple o varicela zéster, tuberculosis, toxocariasis,
cisticercosis, retinitis sifilitica y retinitis candidisica.!>*®

Se utilizé la RCP convencional y se obtuvo una sensibilidad diagndstica de 31,9 %,
asi como una especificidad de 100 %. La sensibilidad esta dentro del rango de lo
reportado en los escasos estudios que evaltan la RCP en pacientes
inmunocompetentes, para este tipo de fluido bilégico (6,6- 68,75 %).> 8121617

Al evaluar la razén de verosimilitud para los negativos de la RCP, se encontraron
cambios insignificantes segun la clasificaciéon de Jaeschke,?® lo que habla a favor de
la buena especificidad de la técnica y confirma su utilidad para descartar los casos
negativos. Estudios futuros, empleando mayor nimero de muestras, pudieran
mejorar los resultados obtenidos, sobre todo si se tiene en cuenta que no existe
una regla de oro definida para la TXO, lo cual hace dificil determinar con exactitud
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los valores de sensibilidad y especificidad diagnostica de la RCP. Adicionalmente,
seria muy Util seguir evaluando diferentes muestras bioldgicas en paralelo como el
humor acuoso y vitreo, por medio de estos procedimientos moleculares.

Recientemente, Mattos y otros, utilizando el mismo juego de cebadores empleados
aqui (B22-B23), reportaron una sensibilidad similar a la encontrada por nosotros
(40,8 %), al evaluar la sangre de 49 pacientes brasilenos con TXO, teniendo en
cuenta los criterios clinicos.”

Se demostrd la utilidad de la técnica de RCP para detectar la infeccidon en la sangre
de pacientes tanto en infecciones activas o agudas, como en casos de coriorretinitis
recurrente, lo que demuestra la utilidad de esta técnica para detectar casos
positivos en ambas formas clinicas de la TXO. Este parasito permanece silente y en
fase inactiva en diferentes zonas del organismo (musculos, pulmén, cerebro, etc.).
En un porcentaje de pacientes (alrededor de 2 %), la infeccién puede reactivarse
por mecanismos hasta ahora poco conocidos y dar una respuesta inflamatoria local.
En el caso del ojo, esta reactivacion puede derivar en una destruccion de la retina
recurrente, provocando destruccion del tejido y necrosis celular con la consiguiente
pérdida severa de la agudeza visual. Resultados similares a este han sido
reportados por otros autores, que igualmente sugieren que la circulacion de los
parasitos en sangre de individuos inmunocompetentes puede estar asociada a la
reactivacion de la enfermedad ocular, debido a ruptura de los quistes de otros
tejidos del cuerpo ademas del tejido ocular; por lo tanto, sugieren que no debe ser
considerado como un evento local.>%1’

La RCP-B1 al utilizar muestra de sangre mostroé valores similares de validez y
seguridad diagndstica a los reportados en la literatura, lo cual constituye un aval
para la utilizacidon de esta técnica en las condiciones cubanas.

En resumen, este trabajo demuestra por primera vez en Cuba, la utilidad del uso
combinado de métodos de diagndstico seroldgicos y moleculares para confirmar la
presencia de infeccion por T. gondii en los casos con coriorretinitis. Entre ellos, los
métodos seroldgicos fueron de gran ayuda para el diagnéstico de la TXO por su
mayor sensibilidad, mientras que la RCP-B1 mostré su utilidad maxima para
descartar los casos negativos debido a su mayor especificidad. Teniendo en cuenta
estos resultados y los de otros estudios realizados por diferentes autores,’'8 se
sugiere continuar las investigaciones con estas técnicas de diagndstico para evaluar
su aplicabilidad con otros tipos de muestras bioldgicas.
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