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ARTICULOS ORIGINALES
Reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion

de toxoplasma gondii en liquido amniético.
Hallazgos en 534 casos estudiados en la fundacion gillow
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RESUMEN

La infeccion con toxoplasma gondii durante el embarazo produce compromiso fetal en 9 a 27% de los casos cuando la gestante
infecta durante el primero 0 segundo trimestres y 59% si ocurre durante el tercer trimestre. La infeccion fetal produce  seri
consecuencias. El diagnostico de infeccion congénita se ha sustentado ~ mediante  estudios inmunoldgicos, los cuales son de difi
interpretacion. Esta publicacién describe nuestra experiencia con la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en  liqui
amniotico como predictor de compromiso fetal  en gestantes con evidencia inmunoldgica de infeccion activa. Entre julio’
1996 y septiembre de 2000 se han evaluado 534 muestras de liquido amnidtico,  encontrdndose  una frecuencia de casos positivos
7.1%. La frecuencia seglin edad gestacional fue 6.5% (12-15 s);16.1% (16-19 s); 20% (20-23 s); 21.5% (24-27s); 17.6% (28-31 !
12.7% (32-35s); 1.7% (36-39s). Delos 38 casos positivos 20 son clinicamente normales, uno presenta problemas visuales y oti
leve retardo en el desarrollo psicomotor. De los 16 casos restantes, se presentaron 4 muertes fetales, 11 no han podido ser sequidosy 1 |
ha nacido aln. La PCR es una metodologia sensible y especifica para confirmar infeccion fetal, y permite tomar medidas terapéuticas a
desde el periodo gestacional mejorando el pronostico de los infantes infectados.

PALABRAS CLAVES: Toxoplasmosis, Reaccién en Cadena de la Polimerasa, PCR , liquido amniético, infeccion intrauterina.
SUMMARY

Infection with Toxoplasma gondii during pregnancy may result in fetal damage this ocurrs in 9 of cases, when the mother acquir
the infection during the  first trimester. If infection ocurrs during the second trimester the fetal infection is about 27% and increase up
59% when the infection ocurrs in the third trimester. Fetal infection produce serious secuelae. The diagnosis of intrauterine infecti
based on immunologic studies wich are of difficult interpretation. This article describes our experience with Polymerase Chain Reacti
in amniotic fluid as predictor of fetal  infection in pregnant women with immunologic evidence of active infection. From July 1996
September 2000 we have studied 534 amniotic fluid samples and found 7.1% positive cases. The gestational age were: 12-15w: 6.5
16-19w: 16.1%; 20-23w: 20%; 24-27w:21.5%; 28-31w: 17.6%; 31-35 w: 12.7%; and 36-39 w: 1.7%. Of the 38 positive cases, 20 3
clinically normal; one child has visual problems and other has mild psychomotor retardation. Of the other 16  cases, there are 4 fef
deaths; 11 lost follow-up and one hasn't born yet. PCR is a sensitive an specific method  to confirm fetal  infection, in order
initiate intrauterine therapy, with bettetr prognosis.

KEY WORDS: Toxoplasmosis, intrauterine infection, PCR, Amniotic Fluid.
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INTRODUCCION

La toxoplasmosis adquirida durante la gestacion
puede resultar en infeccidn congénita entre el 9 y 27% de
los casos si se adquiere en el 1° 0 2° trimestres y 59% si se
adquiere en el tercero. La severidad del compromiso
neonatal es mayor entre mas temprano se adquiera la
infeccion, pudiendo llegar en algunos casos a producir
ceguera, retardo mental o muerte g

La deteccion temprana y confiable de la infeccion
fetal por T. gondii permite instaurar esquemas terapéuticos
que minimicen el impacto de ésta sobre el feto o, en caso
que se descarte dicho compromiso, evita el uso de
medicamentos con potencial de teratogenicidad o
toxicidad materna y fetal 2.

La deteccion del parasito en liquido amnidtico por
medio de técnicas de Biologia Molecular como Ia
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se ha
convertido en la prueba de eleccién para la toma de estas
decisiones terapéuticas >,

MATERIALES Y METODOS
Entre julio de 1996 y septiembre de 2000 se

obtuvieron 534 muestras de liquido amnidtico de pacientes
con evidencia seroldgica de primoinfeccion por T. gondii
presumiblemente ocurrida durante la gestacion. Los
criterios utilizados para el diagndstico fueron:

1- Concentraciones crecientes de 1gG especifica
antitoxoplasma detectados por ELISA.

2- IgM especifica antitoxoplasma positiva detectada
por ELISA.

La edad gestacional a la cual se practico
amniocentesis se describe en la tabla 1.

TECNICAS DE LABORATORIO

Se adapt6 la técnica descrita por Hohlfeld et al.?, gt
consiste en una PCR de tipo competitivo, que al utilizar
control interno de amplificacion (fago m13mpl8), evi
posibles falsos negativos. El blanco de amplificacion es
gen repetido altamente conservado, B1 de T. gond
Como control positivo de amplificacion se utiliz6 DN
extraido de una suspension de parasitos obtenidi
mediante inoculacién en raton. EI DNA de las células
liguido amnidtico se aisl6 mediante la técnica
extraccion "Salting-Out" (modificada)*; para cada reacci
de amplificacion se utilizaron 500 ng del mismo.
El efecto competitivo entre el control interno y T. gonc
se analizd mediante la amplificacién de diluciones seriad
combinadas. Los productos de la PCR se analizarc
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, ¢
donde la presencia de dos sefiales de amplificacién (143
115 pb) fueron conclusivas de positividad * (Figu
005i01).

RESULTADOS

La presencia de DNA de T. gondii evidencia
mediante PCR se demostr6 en 38 muestras de liqui
amniédtico lo cual corresponde al 7.1% de los cast
estudiados. La distribucion de los casos positivos segt
edad gestacional se describe en la tabla 2.

La mayoria de las pacientes a quienes se |
demostro PCR (+) para T. gondii en liquido amniético

Tabla 1.
NUmero de amniocentesis realizadas segin edad gestacional.

Edad gestacional Ndmero % sobre total de muestras % sobre total de
para la edad gestacional muestras positivas

12-15 semanas 2 5.7 5.2

16-19 semanas 7 8.1 18.4

20-23 semanas 6 5.6 15.8

24-27 semanas 9 7.8 23.7

28-31 semanas 8 8.5 21

32-35 semanas 5 7.3 13

36-39 semanas 1 11.1 2.6

Sin datos - - -

TOTAL 38 - 100
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recibieron tratamiento con sulfadiazina, pirimetamina y
Ac. folinico, mientras que las que no mostraron PCR (+)
continuaron su tratamiento con espiramicina durante todo
el embarazo con el fin de evitar el paso transplacentario de
T. gondii en el tercer trimestre del embarazo.

De los 38 casos con PCR (+) para T. gondii en
liquido amnidtico 20 son clinicamente normales, uno
presenta problemas visuales y uno leve retardo en el
desarrollo psicomotor. De los 16 casos restantes, se
presentaron 4 muertes fetales, 11 no han podido ser
seguidos y uno no ha nacido aun.
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Figura 005i01

Amplificaciones de T. gondii y fago M13mp 18. Carril 1
y 2: Amplificacién de T. gondii. Carril 3: Amplificacién de T.
gondii y fago M13mp18. Carril 4 y 5: amplificacién de fago
M13mp 18l Carril 6: marcador molecular PBR322 cortado con
Hae III. La visualizacién se realizé en geles de poliacrilamida
al 12% tenidos con bromuro de etidio. se corrieron una hora y
10 minutos a 160V, 160mA y 12w.

DISCUSION

El presente estudio muestra una frecuencia del 7.1
de afeccion fetal en pacientes con infeccion p
toxoplasma durante la gestacion lo cual es comparable c
trabajos publicados por Hezard y cols5, Forestier y cols °
Hohlfeld y cols *.

La ausencia de muestras positivas en el prim
trimestre del embarazo estd dada por la edad gestacion
en la cual practicamos la amniocentesis ( semana 13
mas), lo cual hace que se acumulen en el 2° trimest
todos los casos positivos eventualmente ocurridos en
embarazo temprano.

Se adapté la Reaccién en Cadena de la Polimera
(PCR) para la identificacién de T. gondii, mediante el u
de una PCR de tipo competitivo que, al utilizar un contr
interno de amplificacion, evita posibles resultados fals
negativos. Debido a que este control tiene la misn
secuencia que el blanco de amplificacion, compite con
gen de T. gondii de tal manera que un resultado |
considerado negativo solamente si el gen de T. gondii r
amplifica, pero la secuencia control si lo hace.

Esta técnica diagndstica mediante  métod
moleculares tiene sensibilidad de 80% (8) y se log
amplificacién de un solo parasito (equivale a 0.048 pg ¢
DNA) ’. Es importante establecer en el ajuste de
metodologia la cantidad de fago adecuada para evit
inhibicion de amplificacion que lleve a concluir fal
negatividad.

Nuestros resultados indicaron que se logr:
optimos resultados de PCR cuando se amplifica 0.4
fg de fago M13 mpl8 en la presencia de 15 taquizoit
de T. gondii. El alto poder de deteccion de es
metodologia molecular puede llevar a resultados fe
S0s positivos si no se siguen las recomendaciones

Tabla 2.
Distribucion de casos positivos segln edad gestacional

Edad gestacional NUmero

Porcentaje (%)

12 - 15 semanas
16 - 19 semanas
20 - 23 semanas
24 - 27 semanas
28 - 31 semanas
32 - 35 semanas
36 - 39 semanas
Sin datos
TOTAL

35
86
107
115
94
68
9
20
534

6.5
16.1
20
215
17.6
12.7

1.7

3.8

100
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estrictas que en torno al trabajo en biologia molecular han

sido establecidas °.
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