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Toxoplasmosis congénita: Diagndstico seroldgico, RPC,
aislamiento y caracterizacion molecular de Toxoplasma gondii

Liliana Carral, Federico Kaufer, Lais Pardini, Ricardo Durlach,
Gaston Moré, Maria C. Venturini y Cristina Freuler

Congenital toxoplasmosis: Serology, PCR, parasite isolation and molecular
characterization of Toxoplasma gondii

Background. Congenital toxoplasmosis diagnosis in the newborn is a very important issue due to the need for
early treatment to prevent future sequels. 4im: To compare available methods at the institution for the diagnosis
of congenital toxoplasmosis. Material and Methods: In this study we have evaluated the different diagnostic
tests used in 67 congenital exposed newborns, including serological tests, PCR, parasite isolation and molecular
characterization. Results: The ISAGA IgM and IgA tests showed sensitivity (Se) of 87 and 91%, respectively, and
specificity (Sp) of 100%. When ISAGA IgM and IgA were performed simultaneously, the Se increased to 98%
and the Sp was 100%. The presence of IgE contributed to the diagnosis when it was detected in the child’s serum
but not in maternal blood. In four congenital infected children the parasite was isolated and genotyped: one was
genotype II and the other three were “atypical” genotypes. No parasite was isolated in children without congenital
toxoplasmosis. Discussion: Overall, serological tests showed a good diagnostic performance although in one case
they were all negative and isolation was the only tool to identify the infection. We conclude that it is essential to
use all diagnostic tests in every single exposed child, including if possible, molecular characterization due to its

epidemiological implication.
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Introduccion

puede producir graves consecuencias en el feto, co-

mo muerte intrauterina, corio-retinitis, hidrocefa-
lia, calcificaciones cerebrales, microcefalia, microftalmia,
ceguera, retraso mental o psicomotor. La gravedad de las
secuelas de la toxoplasmosis congénita (TC) esta asociada
a la edad del feto en el momento de la infeccion materna.
Los nifios nacidos de una madre infectada en el primer
trimestre tienen alta probabilidad de estar gravemente
afectados, mientras que 80% de los nifios que se infectan
durante el tercer trimestre nacen asintomaticos. Todos
los recién nacidos (RN) con TC requieren tratamiento,
incluyendo los que nacen asintomaticos para evitar el
riesgo de desarrollo de secuelas tardias'.

El diagnostico seroldgico del RN se hace con la inves-
tigacion de las inmunoglobulinas 1gG, IgM, IgA e IgE
especificas en sangre. Las IgM, IgA e IgE no atraviesan
la placenta, su deteccion indica produccion fetal y se
las utiliza como marcadores serologicos de infeccion
congénita. La IgG atraviesa la placenta y en los nifios
no infectados, los titulos de las IgG (de origen materno),
descienden hasta su desaparicion total. Por el contrario, en

l ainfeccion por Toxoplasma gondii en el embarazo

los nifios infectados los titulos se mantienen o aumentan
y ofrecen un elemento diagnodstico fundamental. Al afio
del nacimiento el diagndstico es definitivo, el nifio serd
considerado libre de infeccion cuando las IgG especificas
no sean detectables en su sangre. La persistencia de las
IgG confirma la infeccion prenatal?.

La técnica mas sensible para la determinacion de
IgM, IgA e IgE es immunosorbent agglutination assay
(ISAGA)’. El estudio serologico simultaneo de la sangre
materna y del RN ofrece la utilidad diagndstica compa-
rativa; si alguno de los anticuerpos IgM, IgA o IgE esta
presente en la sangre del nifio y no en la de la madre,
confirma la infeccién congénita.

El estudio serologico debe ser completado con la me-
todologia directa que incluye el aislamiento del parasito y
la reaccion de polimerasa en cadena (RPC) en la placenta,
sangre de cordon y/o sangre del RN*.

El objetivo del presente estudio fue evaluar los méto-
dos utilizados en nuestro laboratorio para el diagndstico
de TC en los neonatos nacidos de madres que cursaron
una infeccion aguda durante el embarazo.

Debido a que la patogenicidad de la infeccion podria
estar asociada a diferentes genotipos de Toxoplasma
gondii’ se realizé un estudio experimental en conjunto
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con el Laboratorio de Inmunoparasitologia (LAINPA)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata para la caracterizacién molecular de
los aislamientos obtenidos.

Materiales y Métodos

Se incluyeron 67 nifios RN de madres a quienes se
diagnosticd toxoplasmosis aguda durante el embarazo
en el Centro de Toxoplasmosis del Hospital Aleman
de Buenos Aires (CTHA) entre enero de 2006 y marzo
de 2016. Cuatro casos fueron pesquisados mediante el
programa de prevencion de la TC implementado en el
Hospital Aleméan donde se realizan controles serologicos
trimestrales a las embarazadas. El resto de los casos
corresponden a derivaciones de otros centros cuando las
pruebas de tamizaje sugirieron una infeccion aguda y se
derivaron al CTHA para la confirmacion diagnoéstica y
seguimiento.

El estudio utilizd el algoritmo diagnostico para el
RN del Consenso Argentino para la Prevencion de
la Toxoplasmosis Congénita de 2005 que incluye la
determinacion de IgG, la deteccion de IgM, IgA e IgE
y la comparacion con la serologia materna. Ademas, se
incluy6 el aislamiento del parasito a partir de placenta o
sangre de cordon y la RPC*.

El estudio seroldgico utilizd para la determinacioén
de IgG la reaccion de Sabin Feldman (SF)¢, método de
referencia para toxoplasmosis y la técnica de la ISAGA
para la deteccion de IgM, IgA e IgE. Cuando alguna de
las reacciones con la técnica de ISAGA fue positiva se
repitio el estudio, con un lapso minimo de 10 dias, para
descartar la contaminacion con sangre materna’™.

En 18 casos se realizé RPC en tiempo real (RPC-TR)
en sangre de cordon umbilical mediante la amplificacion
de una secuencia repetitiva de la region del gen B1 del
genoma de 7. gondii".

Veintiuna placentas y 20 muestras de sangre de cordon
umbilical (SC) se procesaron segun el procedimiento des-
crito por MH Bessieres'! para el aislamiento del parasito.
Se consideraron positivos si se detectaron anticuerpos
especificos en suero de raton mediante la reaccion de SF
y/o se observaron quistes del protozoo en el cerebro. Los
materiales de los aislamientos positivos se enviaron al
LAINPA para su caracterizaciéon molecular. Se conser-
varon por pasaje en ratones GKO para interferon gamma,
cultivo celular y criopreservacion en nitrégeno liquido.

Adicionalmente se realizé una prueba de RPC utili-
zando los partidores TOX5-TOX8 que permiti6 detectar
ADN especifico del parasito. Los aislamientos se carac-
terizaron por nPCR-RFLP (RPC anidada seguida por
cortes con enzimas de restriccion) para nueve marcadores
(nSAG2, SAG3, BTUB, GRA6, ¢29-2, ¢22-8, 358, PK 1
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y APICO), procediendo como se describiera en estudios

previos'?.

El diagnodstico de TC se considerd positivo si se
cumplieron una o varias de las siguientes condiciones:

* uno de los marcadores serologicos (IgM, IgA o IgE)
presente en dos muestras consecutivas en suero con
diez dias de diferencia, o

+ unaislamiento positivo y/o la IgG permanecia positiva
al aflo.

La infeccion prenatal se descarto en los nifios que pre-
sentaron marcadores serologicos y aislamiento negativos
al nacimiento y que por protocolo fueron seguidos con la
serologia hasta la desaparicion total de las IgG.

Los RN fueron evaluados clinicamente, con fondo de
0jo y ecografia cerebral.

Resultados

Lareaccion de SF en los 67 RN incluidos en el estudio
tuvo titulos iguales o mayores a 1/4.096.

En 43 nifios la reaccion de SF se tornd negativa durante
el seguimiento serologico en el primer afio de vida y se los
considero libres de infeccion (grupo LI). Ninguno de ellos
presentd IgM, IgA o IgE positiva ni al nacimiento ni en
controles posteriores. El estudio del grupo LI incluy? el
procesamiento de 20 placentas y 16 muestras de sangre de
cordon umbilical para aislamiento del parasito, los cuales
fueron todos negativos, y la realizacion de RPC-TR que
se llevo a cabo en 16 muestras de sangre de cordon, en
14 casos fue negativa y positiva en dos.

El diagnoéstico de TC se hizo en 24 RN, (grupo TC).
En 20 RN del grupo TC la ISAGA IgM e IgA fueron
positivas, en un RN solo fue positiva la IgM y en otros
dos soélo la IgA. La busqueda de IgE se realizo a 14 de
los 24 RN y seis resultaron positivos, en un caso la IgE
fue positiva en el niflo y negativa en la madre. Un caso
de TC presento los tres marcadores serologicos negativos
y fue diagnosticado s6lo con el aislamiento.

La técnica de RPC-TR se realiz6 s6lo en dos RN del
grupo TC y uno fue positivo.

Con el proposito de aislar el parasito se procesaron
una placenta y cuatro muestras de sangre de cordon. En
la placenta y en tres muestras de sangre de cordon se aislo
T. gondii. En la muestra de sangre de cordon restante el
aislamiento fue negativo, la muestra no fue obtenida al
nacimiento sino siete dias después, cuando el nifio ya
estaba en tratamiento.

La genotipificacion del protozoario a partir de la
placenta resulto tipo clonal I1'? y los tres aislamientos de
sangre de cordon umbilical fueron “atipicos”, uno tipo III
para todos los marcadores excepto para C29-2 (tipo 1),
los otros dos aislamientos fueron tipo III para la mayoria
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Tabla 1. Sensibilidad (S), especificidad (E), VPP y VPN de las reacciones serolégicas

S (n) E (n) VPP (n) VPN (n)
ISAGA M 87% (21/24) 100% (43/43) 100% (21/21) 93% (43/46)
ISAGA A 91% (22/24) 100% (43/43) 100% (22/22) 95% (43/46)
ISAGA E 43% (6/14) 100% (22/22) 100%  (6/6) 73% (22/30)
ISAGA M+A 95% (23/24) 100% (43/43) 100% (23/23) 98% (43/44)

Tabla 2. Sensibilidad (S), Especificidad (E), VPP y VPN del aislamiento del parasito

Aislamiento

S (n)
80% (4/5)

E (n)
100% (36/36)

VPP (n)
100% (4/4)

VPN (n)
97% (36/37)

38

www.sochinf.cl

Tabla 3. Signos clinicos de los recién nacidos con
toxoplasmosis congénita

Casos: 24 N %
Total sintomaticos 19 79
Muerte 1 4
Microcefalia 1 4
Sepsis 1 4
Corio-retinitis 1M 46
Maculopatia 2 8
Estrabismo 1 4
Calcificaciones cerebrales 2 8
Hepato-esplenomegalia 1 4
Petequias 1 4
Ictericia 1 4
Asintomaticos 5 21

de los marcadores y uno de ellos tipo I para PK1, L358
y C22-8 y el otro aislamiento tipo II para PK1 y tipo I
para L358".

EnlaTabla 1 se muestra la sensibilidad (S), especifici-
dad (E), valor predictor positivo (VPP) y valor predictor
negativo (VPN) calculados sobre los resultados obtenidos
con las reacciones serologicas y en la Tabla 2 la de los
aislamientos.

En la Tabla 3 se detalla la manifestacion clinica de
los recién nacidos.

Discusion

La TC, consecuencia de una primoinfeccion intra-
gestacional aguda, es prevenible con los programas de
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control serologico durante el embarazo y sus secuelas se
pueden evitar o aminorar con el tratamiento adecuado. Los
RN deben ser estudiados desde el punto de vista clinico
y de laboratorio. Si se confirma la infeccion, deben ser
tratados. Los RN sin evidencia clinica ni serolégica deben
ser controlados hasta la desaparicion total de las IgG para
poder descartar la infeccion congénita'.

La patogenicidad de la TC depende del periodo de
embarazo de la infeccion materna, de la gravedad de la
infeccion intrauterina, del tratamiento materno y de la
virulencia del parasito actuante. En este estudio, ocho
madres cursaron su primoinfeccion durante el 3° trimestre
y s6lo recibieron unas pocas semanas de tratamiento; 16
de ellas no habian sido controladas y el diagnostico se
realizé en el momento del parto. En un estudio previo
de nuestro grupo sobre la prevencion de la TC en nueve
hospitales de Buenos Aires, los casos de TC se detectaron
en RN de madres que no habian tenido controles durante
la gestacion o en quienes el diagnostico se efectud en
el parto o pocas semanas antes por lo cual no habian
recibido tratamiento efectivo'®. Estos resultados avalan
la importancia de los programas de prevencion de la TC.

El diagnostico serologico del RN se realizd con la
deteccion de IgM y/o IgA en sangre en 96% de los casos.
La determinacion de ambos marcadores fue importante
ya que en dos nifios sdlo se pudo detectar IgA y en otro
solo IgM. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por otros autores'®!”. La comparacion entre la serologia
del neonato y la de su madre confirm¢ dos casos, en uno se
detecto IgE positiva solo en el suero del nifio y en el otro
los titulos de IgM, IgA e IgE fueron significativamente
mayores en el suero del RN en dos muestras obtenidas
con 10 dias de diferencia’.

Si bien la sensibilidad de la serologia es alta, no alcanz6
a 100%; un caso fue diagnosticado s6lo mediante el ais-
lamiento del parasito en un RN con todos los marcadores
serologicos negativos. El aislamiento es una importante
herramienta para el diagnostico de la TC; aproximada-
mente 10% de los pacientes con marcadores serologicos
negativos son diagnosticados mediante este método'®.

La RPC-TR en sangre de cordon fue aplicada en sélo
dos muestras del grupo de nifios con TC en nuestro estu-
dio, y una result6 negativa. El procesamiento de mayor
numero de muestras permitird estimar la sensibilidad mas
adecuadamente. El resultado negativo en una muestra
con TC podria explicarse por una carga parasitaria baja,
el tratamiento materno o una inadecuada conservacion
y transporte de la muestra. Los dos casos de RPC-TR
positiva en el grupo de los RN no infectados fueron
considerados como falsos positivos cuando se descart6 la
infeccion congénita al afio con las IgG negativas.

Los aislamientos del parasito tuvieron una buena
performance con una sensibilidad de 80% (4/5) y una
especificidad de 100%. En un caso fue el tinico marca-
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dor positivo de la infeccion congénita. En el paciente
con infeccion aguda y aislamiento negativo, la toma
de muestra se realizo en sangre del nifio a los siete dias
de vida, cuando ya estaba bajo tratamiento y sugiere la
importancia de tomar las muestras para serologia, RPC
o aislamiento lo mas cercanas posible al parto y antes de
iniciar el tratamiento.

En el presente estudio 19 de 24 (79%) de los nifios
con TC presentaron uno o mas signos clinicos y los mas
frecuentes fueron las lesiones oculares, la corio-retinitis
11/19 (46%), maculopatias 2/19 (8%) y el estrabismo
1/19 (4%). Otros estudios también muestran una elevada
frecuencia de signos y secuelas en niflos cuyas madres
no habian sido diagnosticadas durante su embarazo com-
parados con otra cohorte de RN cuyas madres tuvieron
acceso a programas de prevencion'.

La patogenicidad de la infeccion podria estar asociada
al genotipo del 7. gondii’ involucrado en la infeccién. En
Europa se aislé con mas frecuencia el genotipo clonal
II en los casos de enfermedad congénita y la mayoria
de los RN fueron asintomaticos, los aislamientos con
genotipos [ y I1I s6lo fueron obtenidos en 10 y 9% de los
pacientes, respectivamente. En Sudamérica (Brasil, Co-
lombia, Guyana y Argentina) es frecuente el aislamiento
de los genotipos III y atipicos, y hay evidencia que la
frecuencia y gravedad es mayor, con compromiso ocular
en particular?®?!. El riesgo de lesiones oculares en RNs
infectados en Europa es de 10%, mientras que en Brasil
es de 50% con una frecuencia de reactivaciones cuatro
veces mayor®?. Se postula la co-evolucion hospedero-
parasito, dada por una larga adaptacion del hospedero
a un determinado tipo de parasito, para explicar la baja
patogenicidad observada en Europa. Por otra parte, la
alta diversidad genotipica de 7. gondii caracteristica de
Sudamérica podria relacionarse con una menor adaptacion
de los hospederos, especialmente aquellos con ancestros
europeos, y la observacion de casos mas graves®. En un
estudio en conjunto del Laboratorio de Toxoplasmosis
del Hospital Alemén con el LAINPA se report6 el primer
aislamiento con genotipificacion en Argentina a partir de
placenta y fue tipo clonal IT'%. Tres de los aislamientos a
partir de sangre de cordon fueron genotipos considerados
“atipicos” y no difieren demasiado de otros aislamientos
de Sudamérica. Un genotipo fue similar al identificado en
ToxoDB como #14 6 138 y los otros dos serian genotipos
nuevos de acuerdo a la ToxoDB siendo tipo III para la
mayoria de los marcadores, uno de ellos tipo I para PK1,
L358 y C22-8 y el otro tipo II para PK1 y tipo I para
L3583, Los aislados caracterizados en este estudio, si bien
son pocos casos, sugieren que los genotipos circulantes
del parasito en nuestro pais serian similares a los encon-
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trados en el resto de Sudamérica y el alto porcentaje de
secuelas observado argumenta a favor de la necesidad de
controlar a nuestras mujeres embarazadas para prevenir
casos de TC.

Conclusion

Los métodos serologicos utilizados mostraron una
buena performance para el diagnostico de la TC. El
diagnostico serologico tiene un alto nivel de de Sy E
(98 y 100%, respectivamente). El aporte de técnicas
del examen directo, RPC y el aislamiento del parésito,
asociados al seguimiento serologico hasta el afio de vida,
es fundamental para el diagnodstico de la TC. La genotipi-
ficacion esta reservada a los laboratorios de investigacion,
tiene gran valor epidemioldgico, justificando mayores
estudios colaborativos e interdisciplinarios para ampliar
el conocimiento del impacto de los diferentes genotipos
de T. gondii en la salud de la poblacion.

Resumen

Introduccion: El diagnostico de toxoplasmosis congé-
nita (TC) en el recién nacido es muy importante porque
debe recibir tratamiento siempre, sintomatico o no, para
evitar o aminorar las secuelas de la enfermedad. Objeti-
vo: Evaluacion comparativa de los métodos disponibles
en la institucion para el diagnodstico de TC. Materiales y
Meétodos: Se evaluaron métodos diagndsticos en 67 nifios
cuyas madres cursaron toxoplasmosis aguda durante el
embarazo. Se utilizd la técnica de Sabin Feldman para
IgG al nacimiento y durante el seguimiento serologico
hasta el afio de vida. Para determinar IgM, IgA e IgE
se utilizo la técnica immunosorbent agglutination
assay (ISAGA). El diagnoéstico directo se realizd por
reaccion de polimerasa en cadena (RPC), aislamiento
y caracterizacion molecular del parasito. Resultados:
La sensibilidad (S) de ISAGA IgM fue 87%, ISAGA
IgA 91% y la especificidad (E) fue 100% para ambas;
cuando se realizaron en conjunto, la S aumento6 a 98%.
La deteccion de IgE contribuy6 al diagndstico cuando se
la detect6 solo en la sangre del neonato y no en sangre
materna. Se aislo el parasito en cuatro casos de TC, uno
fue genotipo II y los otros tres, genotipos “atipicos”. La
S del aislamiento fue 80% y la E 100%. Conclusion: Los
métodos serologicos utilizados mostraron una buena
eficacia diagndstica. Un caso fue detectado sélo por el
aislamiento y la caracterizaciéon molecular tiene gran
valor epidemiologico.
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