
Acta Biol6gicaColombiana, Vol. 5 No.2, 2000 15

DETECCI6N DE TOXOPLASMOSIS CONGENITA EN LfQUIDO AMNI6TICO
HUMANO MEDIANTE LA TECNICA DE NESTED·PCR

A. HORTUA
andbortrs'hormail.com
S. BELTRAN
samibemo@hotmail.com
H. OSSA
hossa@impsat.net.co
Laboratorio de Genetica y Biologra Molecular
Universidad Distrital Francisco Jose de Caldas

INTRODUCCI6N

.. '
La toxoplasmosis es provocada por el parasite intracelular obligado Toxoplasma gondii,
de la familia Toxoplasmidae (Flores, 1991). Este parasite puede ser asintomarico
en adultos con un sistema inmune normal, pero puede ser de gran trascendencia en
el feto en gestaci6n y en pacientes can SIDA 0 deflciencia en el sistema inmune
(Montoya, 1996). La presencia de anticuerpos antitoxoplasma indica unicamenre que
la persona se infecto con el microorganismo en un momento dado y no que haya
oeste desarrollando la toxoplasmosis necesariamente, pero un resutrado positive
indica que el individuo esta en riesgo de desarrollar la enfermedad (Perea, 1983). \
Si la infecci6n se produce durante el embarazo, existe la posibilidad que la toxo-
plasmosis sea transmitida al feto ocasionando aborto espontaneo, prematuridad
o enfermedades severas en el feto, tales como: hidrocefalia y calcificaciones inn-ace- i
rebrales (Picazo, 1994). En la mayorfa de los casos el diagn6stico biol6gico de la
toxoplasmosis congenita se basa en metod os serol6gicos indirecros; sin embargo, en
los ultirnos afios los diversos estudios realizados en Biologfa Molecular permitieron
utilizer la Tecnica de Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR) para el diagn6stico
de la enfermedad (Hohlfeld, 1994). Los primeros estudios en PCR fueron dirigidos
ala amplificaci6n de la secuencia repetitive del gen B1 de Toxoplasma gondii en elhqui-
do amni6tico de mujeres infectadas (Grover, 1990). La prueba de PCR en liquido am-
niotico es definirivamente mas sensible que otras tecnicas convencionales usadas,
ya que estas presentan dificultad en establecer un diagn6stico segura y oportuno, por
esto se ha implementando la tecnica de PCR en la detecci6n de la toxoplasmosis,
aportando un progreso indiscutible en aquellos casos donde los examenes clfnicos
y serologicos presentan lirnitaciones. Tambien disminuye el tiempo de anal isis de las
muestras arrojando resultados en un perfodo maximo de 24 horas (jenum, 1998).
Este trabajo permiti6 realizar e! diagnostico seguro y confiable de toxoplasmosis
congenira en las muestras de lfquido amni6tico analizadas, y perrnitio deterrninar
el tratamiento adecuado y oportuno de las mujeres con toxoplasmosis y que a su vez
transmitieron la infecci6n a sus fetos. En el estudio realizado, se encontro 0% de infec-
cion congenita en las 109 muestras de Ifquido amni6tico escogidas en forma aleatoria,
mientras que en las muestras de lfquido amni6tico de mujeres que presentaban
toxoplasmosis materna se encontr6 un porcentaje de infecci6n congenita de 10.1 %.
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MATERIALES Y METODOS

Para la detecci6n de la toxoplasmosis congenita, se analizaron 109 muestras de llqui-
do amni6tica, escogidas en forma aleatoria, las cuales fueron remitidas al Labora-
torio de Generica y Biologta Molecular, lugar dande se IIev6 a cabo el estudio, para
realizar diagnosricos prenarales diferentes al de toxoplasmosis congenita. Adernas
se estudiaron 69 muestras de IIquido amni6tico de mujeres que presentaban tttulos
de IgM e IgG para la infeccion por Toxoplasma gondii, que fueron remitidas al Labo-
ratorio para el diagn6stico de toxoplasmosis congenita. En el aislarniento se deben
tamar 1.5 ml de lrquido amniotico fresco y se centrifuga a 10.000 rpm por 15 minutes
a temperatura ambiente. Luego se adiciona soluci6n de lisis celular a 300 ~I de pre-
cipitado y se incuba par 10 minutos a temperatura ambiente. EI DNA es purificado
con solucion de lisis nucleica y precipitaci6n de protefnas. EI sobrenadante es trans-
ferido a un vial nuevo en donde se precipita el DNA con isopropanol, luego es lavado
con etanol al 70% y rehidratado en 50~1 de soluci6n de rehidratacion (Kit de Aisla-
miento Promega). La tecnica de Nested-PCR es realizada con 2 juegos de primers (Inis,
1990). En la primera PCR el DNA es amplificado en 30~1 de mezcla maestra (10mM
de Tris-HCI, pH 8.3, 50mM de KCI, 1.5 mM de Mg,CI, 200 ~M de cad a uno de los
dNTPs y una unidad de Taq polimerasa), se Ie adicionan 16.65 pmol de cada uno de
los primers extern as y 1.1O~M de cad a uno de los primers de control interne. La se-
gunda PCR utiliza 1~I del producto de PCR I como molde y 10 amplifica en 30~1 de
soluci6n de mezcla maestra, que contiene 16 pmol de cada primer interno (jenurn,
1998). Las muestras son conservadas por 5 minutos a 94°C antes de realizarse los 30
y 25 ciclos de arnplificacion de la PCR I Y PCR II respectivamente (Phrson, 1991).
EI programa de amplificacion de la primera PCR presenta adicionalmente 10 ciclos
encargados de la amplificaci6n de los primers de control interne. Cad a amplificaci6n
contiene un control negative (agua destilada, desionizada) y un control positive
(DNA de la cepa RH de 7: gondii). Los productos de PCR I YPCR II fueron evaluados en
un gel de agarosa al 1.75% que contiene 5 ~I de bromuro de etidium (Griffin, 1994).

RESULTADOS Y ANAlISIS

La evaluacion de los productos de amplificaci6n de PCR 1 YPCR 2 realizado por elec-
troforesis revela la presencia de una banda de 202 y 115 pb respectivamente, corres-
pondientes al producto de amplificaci6n del gen B1, que deterrnina en las muestras
analizadas la infecci6n congenita por Toxoplasma gondii. Si no se presenta la infecci6n
congenita, la evaluaci6n de los productos de PCR I revela solo la amplificaci6n del con-
trol interne, el cual amplifica un segmento de 429 pb del gen de la hormona de creci-
miento humano. EI ana/isis de las 109 muestras de Irquido amni6tico escogidas al azar
no arroj6 resultados positivos para el diagn6stico de toxoplasmosis congenira; mien-
tras que el estudio de 69 muestras de Ifquido amniotico de mujeres con serologfa ma-
terna positiva determin6 que siete presentaron un diagnostico positivo para infeccion
congenita, es decir, la infeccion materna se transmitio al feto. EI diagn6stico permiti6
que estas pacientes y los fetos en gestaci6n recibieran un tratamiento segura y opor-
tuno. Los resultados fueron confirmados por metodos serol6gicos convencionales.



Acta BiologicaColombiana, Vol. 5 No.2, 2000 17

De 178 mujeres analizadas, se encontraron cinco en el primer trimestre de embarazo,
de las cuales una present6 toxoplasmosis materna, pero de estas ninguna desarrol16
toxoplasmosis congenita. 138 mujeres se encontraban en el segundo trimestre de las
cuales 44 presentaron toxoplasmosis materna y 5610 una transmiti6 la infecci6n al
fete. En el ultimo trimestre de embarazo se encontraron 3S mujeres, de las cuales 24
presentaron toxoplasmosis materna y seis de elias transmitieron la infecci6n al feto.
Segun estos resultados podemos decir que el porcentaje de infecci6n congeriita es
mayor a medida que la edad gestacional aumenta, datos que se encuentran de acuer-
do con el estudio publicado por Picazo en 1994, en el cual establece que el ultimo
trimestre de embarazo presenta una mayor frecuencia de transmisi6n de la enfer-
medad al fete en relaci6n con los dos primeros trimestres.

EIanal isis de 69 muestras de Ifquido amni6tico de mujeres que presentaban titulos de
IgG e IgM para Toxoplasma gondii, determin6 10.1% de toxoplasmosis congenita. Esto
nos permite pensar que la prevaleda de toxoplasmosis congenita para Colombia ha
aumentado en los ultimos anos, dado que segun datos reportados por Corredor en
1988 de 1 a 2% de la poblaci6n colombian a presenraba toxoplasmosis congenire.
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