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Resumen

Resumen

La infeccion con el parasito Toxoplasma gondii, el agente causal de la
toxoplasmosis, es una zoonosis muy difundida a nivel mundial, llegando a ser
considerada una de las mas importantes infecciones producidas por alimentos. Esta
infeccion puede ser asintomatica o causar sintomas no especificos que incluyen
fiebre, linfadenopatias y mialgias, imitando otras enfermedades infecciosas. Sin
embargo, en algunos casos puede presentar serias complicaciones, en particular
en pacientes inmunocomprometidos y en los recién nacidos cuando ocurre
transmisién vertical, en donde el parasito atraviesa la placenta e infecta al embrién
con manifestaciones clinicas como aborto espontaneo, hidrocefalia, retardo en el
crecimiento, alteraciones neuroldgicas, anomalias cardiovasculares hasta un recién
nacido asintomatico pero que manifiesta algunos sintomas, como dafio ocular, en

algun periodo de su vida.

A nivel mundial, la seroprevalencia se encuentra entre el 10-70%, llegando a
considerarse que un tercio de la poblacién se encuentra infectada con este parasito.
Este rango de valores observado puede deberse a la regiébn analizada, las
diferencias climaticas, las condiciones socioecondmicas, los habitos alimenticios e
higiénicos y a la susceptibilidad del huésped. En Argentina, la prevalencia de
anticuerpos anti-T. gondii en mujeres embarazadas se situa entre el 16.8-51.1%, de
acuerdo a un estudio llevado a cabo en CABA y en Provincia de Buenos Aires. En
el presente trabajo, con el fin de determinar el estado de la infeccion toxoplasmica
en un area rural, se analizd la seroprevalencia de anticuerpos anti-T. gondii en
mujeres embarazadas (edad 13 - 44 afos; n= 920) entre los meses de abril del 2014
y diciembre del 2017 en la ciudad de Chascomus, caracterizada por ser una ciudad
con una fuerte actividad rural y dado que existen importantes diferencias en el
desarrollo urbano dentro de la ciudad, se decidié analizar si habia alguna asociacion
entre la seroprevalencia y las areas menos desarrolladas (region periurbana) como
fue observado por otros. Del total de mujeres embarazadas analizadas, 320
resultaron positivas para anticuerpos IgG, con una prevalencia de 34.8% (IC 95%:

31.7 - 37.9). No se observd una asociacion entre la seroprevalencia y edad. Sin
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embargo, cuando se evaludé la seroprevalencia en relacion a la distribucion
geografica de 769 mujeres embarazadas (83,6% del total) se observé un 26,8% (IC
95%: 19,8 — 33,7) de seroprevalencia en zonas urbanas (n = 157) respecto a un
36,4% (IC 95%: 32,6 — 40,3) de prevalencia en zonas periurbana (n = 612), siendo
estas diferencias estadisticamente significativas (p= 0,023). A su vez, se
implementd un cuestionario con el objetivo de evaluar posibles factores de riesgo
asociados a la infeccidn con este parasito, entre abril del 2016 y diciembre del 2017.
Los factores de riesgo que se consideraron fueron: actividad (rural o urbana), fuente
de agua en el hogar, cria de animales, presencia de gato como mascota, jardineria
y consumo de carnes (cerdo, oveja y embutidos) con sus frecuencias (consumo
mensual). Interesantemente, solo se encontraron diferencias significativas cuando
se comparo la seroprevalencia entre las areas urbanas y peri-urbanas de la ciudad.
La mayor prevalencia observada en las zonas peri-urbanas puede ser debida a una
situacion econémica desfavorable y/o a ambientes subdesarrollados, lo cual podria
ser un factor de riesgo que deberia ser tenido en cuenta al momento de establecer

pautas de seguimiento en mujeres embarazadas.

El diagnostico de la toxoplasmosis en mujeres embarazadas se basa
fundamentalmente en el analisis del perfil seroldgico de la paciente y, ademas, no
solo se debe establecer si la paciente estuvo o no en contacto con el parasito, sino
que se debe determinar también si se encuentra en la fase aguda o crénica de la
infeccidn, ya que es en la fase aguda donde el parasito puede atravesar la placenta
e infectar al embrién. Con el objetivo de identificar nuevos antigenos con utilidad en
el diagnostico diferencial de la toxoplasmosis, se estudiaron diversos rAg de
Toxoplasma gondii como posibles marcadores de infeccién reciente (IR) y de
transmision vertical (TV), estos incluyen antigenos de Granulos densos (rGra4,
rGra7, rGra8, rGra17, r310790, r200360 y r313640), de Micronemas (rMic1) y
Roptrias (rRop2), ademas de las quimeras rGrad—Gra7 y rRop2—-Gra4. Con la
excepcion de rGra17, 200360 y 313640, el resto de los antigenos mostraron una
mayor serorreactividad con sueros de pacientes en fase aguda de la infeccién, como
asi también en ratones infectados con T. gondii. Asimismo, se llevd a cabo un

analisis de la respuesta cinética humoral de anticuerpos IgG en muestras de suero
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de bebés con TC y no infectados con anticuerpos maternos (NI). Los sueros de los
bebés con TC (n=7) y los de sus madres mostraron una mayor reactividad con
rMic1, rGra8 y rGra4—Gra7 y se mantuvieron positivos durante el primer aio de vida;
mientras que la serorreactividad de los sueros de los bebés NI (n=10) y los de sus
madres fue mas baja, y se observd una pérdida de reactividad a los pocos meses
de vida. En la mayoria de los casos de TC, el perfil de serorreactividad mostr6é una
tendencia a disminuir con el tiempo, como se espera para un marcador de infecciéon
aguda o activa. En conclusion, se identificaron distintos antigenos como posibles
marcadores de infeccién aguda, siendo rGra7 el que mejor desempefio tuvo, y 2
nuevos antigenos (rMic1 y rGra8) y una proteina quimera (rGra4-Gra7), como
posibles marcadores de infeccion reciente en bebés con TV, con utilidad en el

diagnostico temprano de la toxoplasmosis.

Palabras cables:

Toxoplasmosis; Diagnéstico; Epidemiologia; Antigenos Recombinantes; Serologia
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Infection with the parasite Toxoplasma gondii, the causal agent of
toxoplasmosis, is a very widespread zoonosis worldwide, being considered one of
the most important infections produced by food. This infection can be asymptomatic
or cause non-specific symptoms that include fever, lymphadenopathy and myalgia,
imitating other infectious diseases. However, in some cases it can present serious
complications, particularly in immunocompromised patients and in newborns in the
case of congenital transmission, where tachyzoites can cross the placenta and
infects the fetus, with clinical manifestations ranging from spontaneous abortion,
hydrocephalus, intrauterine growth retardation, neurological alterations,
cardiovascular abnormalities, to an asymptomatic newborn that manifest symptoms,

such as eye damage, at some period of his life.

Worldwide, seroprevalence is between 10-70%, and one third of the
population is considered to be infected with this parasite, but this values vary
according to the region, climatic differences, socioeconomic conditions, food and
hygiene habits and susceptibility of the host. In Argentina, the prevalence of anti-T.
gondii antibodies in pregnant women is between 16.8-51.1%, according to a study
carried out in CABA and in the Province of Buenos Aires. In order to address the
state of the toxoplasmic infection in a rural area, we analyzed the seroprevalence of
anti-T. gondii antibodies in pregnant females (age 13 - 44 years; n= 920) between
April 2014 and December 2017 from Chascomus (Argentina), a city immersed in a
rural area. Furthermore, given that there are important differences in the urban
development within the city of Chascomus, we decided to analyze if there would be
any association with seroprevalence in less developed areas (peri-urban region) as
was observed by others. Altogether 320 tested positive for immunoglobulin G
antibodies, yielding an overall seroprevalence of 34,8% (Cl 95%: 31,7 - 37,9). No
association was observed between seropositivity and age. However, when
seroprevalence was evaluated in relation to the geographical distribution of 769
pregnant women (83,6% of the total), 26,8% (95% CI: 19,8 - 33,7) of seroprevalence
was observed in urban areas (n = 157) compared to a 36.4% (95% CI: 32,6 - 40,3)
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prevalence in peri-urban areas (n = 612), being this difference statistically significant
(p= 0,023). Furthermore, we assessed through a questionnaire survey, between
April 2016 to December 2017, possible risk factors such as activity (urban and rural),
home water supply, animal husbandry, presence of cats as pets, gardening and
consumption of meat and its derivatives (pork, sheep meat and sausages) and their
frequencies (consumption per week). Significant differences were found only when
the seroprevalence was analyzed between the urban and peri-urban neighborhoods
of the city of Chascomus. The higher seroprevalence in peri-urban neighborhoods
could be due to an unfavorable socioeconomic situation and/or to undeveloped peri-
urban environments, which is a risk factor that should be taken into account when

planning the health care of pregnant females.

The diagnosis of toxoplasmosis in pregnant women is mainly based on
analysis of serological profile of the patient and, in addition, not only must establish
whether the patient was or not in contact with the parasite, but must also determine
whether it is in the acute or chronic phase of the infection, since it is in the acute
phase where the parasite can cross the placenta and infect the embryo. In order to
identify new antigens useful in the differential diagnosis of toxoplasmosis, we
evaluated the performance of various rAg of Toxoplasma gondii as diagnostic
markers of acquired toxoplasmosis (AT) and congenital toxoplasmosis (CT),
including Dense granules (rGra4, rGra7, rGra8, rGra17, r310790, r200360 and
r313640), Microneme (rMic1) and Rhoptry (rRop2), in addition to the chimeric
proteins rGra4—Gra7 and rRop2—-Gra4. With the exception of rGra17, 200360 and
313640, the rest of the antigens showed higher seroreactivity with sera from patients
in the acute phase of infection and experimentally infected mice, respectively. An
analysis of IgG response kinetics was performed using serum samples from infants
with CT and uninfected (Ul). Sera from CT patients (n=7) and their mothers showed
high reactivity to rMic1, rGra8, and rGra4—Gra7 and remained positive throughout
the first year after birth; the seroreactivity of samples from Ul patients (n=10) and
their mothers was lower, and was lost at a few months of age. In most cases of CT,
the seroreactivity profile showed a declining trend, as expected for a marker of acute

or active infection. In conclusion, different antigens were identified as possible
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markers of acute infection, being rGra7 the one that had the best performance, and
2 new antigens (rMic1 and rGra8) and a chimera protein (rGra4-Gra7), as possible
markers of recent infection in infants with CT, useful in the early diagnosis of

toxoplasmosis.

Keywords:

Toxoplasmosis; Diagnosis; Epidemiology; Recombinant Antigens; Serology
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aa: aminoacido

rAg: Antigeno recombinante

CABA.: Ciudad Autbnoma de Buenos Aires

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNc: acido desoxirribonucleico complementario, copia del ARN
DS: Desviacion estandar

d.p.i.: Dias Post Infeccion

ELISA: Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (del inglés: enzyme-linked
immunosorbent assay)

cELISA: Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas comercial

IgG-ELISA: Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas, para la deteccion de
IgG en suero

ELFA: Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas por fluorescencia (del inglés:
enzyme-linked fluorescence assay), para la deteccién de IgG en suero

ESA: Sistema excretor/secretor del parasito

HAI: Ensayo de Hemoaglutinacion Indirecta

h.p.i.: Horas Post Infeccién

HRP: Peroxidasa del rabano (del inglés: horseradish peroxidase)
IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

IgA: Inmunoglobulina A

IgE: Inmunoglobulina E

IAAT: Ensayo de aglutinacion inmunoabsorbente

IR: infeccion reciente

ISAGA: Ensayo de inmunoaglutinacion inmunoabsorbente (del inglés:
Inmunosorbent Agglutination Assay) para la detecciéon de IgM

IC 95%: Intervalo de confianza del 95%
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IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopirandsido

kDa: Kilo Dalton

LAT: Ensayo de aglutinacion en Latex

LB: Medio de cultivo para bacterias Luria-Bertoni

MAT: Ensayo de aglutinacion modificado (del inglés: modified agglutination test)
NI: Bebés No Infectados congénitamente con T. gondii

O.D.: Densidad optica (del inglés: Optical density)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés: Polimerase Chain Reaction)

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa del RNA
(del inglés: retrotranscription-PCR)

VP: Vacuola parasitdfora (del inglés: parasitophorous vacuole)

MVP: Membrana de la Vacuola parasitéfora (del inglés: parasitophorous vacuole
membrane)

NVP: Red intravacuolar (del inglés: parasitophorous vacuole network)
PMSF: Inhibidor de proteasas (del inglés: Phenylmethylsulfonyl fluoride)
RP: Razén de prevalencia

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida conteniendo dodecil sulfato
sédico (del inglés “Sodium Dodecyl Sulfate — Poly acrylamide gel electrophoresis)

SIC: Sensibilidad a sueros en fase cronica de la infeccidén por T. gondii

SIA: Sensibilidad a sueros en fase aguda de la infeccién por T. gondii

TV: Transmision vertical

TLA: Lisado total de taquizoitos de T. gondii (del inglés: tachyzoites lysate antigen).
TMB: 3,3',5,5-tetrametilbencidina

VN: Verdaderos negativos

VP: Verdaderos positivos

FN: Falsos negativos

FP: Falsos positivos

10



indice

indice

AGradeCimIENTOS ......ociiiiiiiiii i 1
RESUMEN. ... 2
ADSIFACT. ... 5
PUDBIICACIONES. ..ot 8
ADFEVIATUIAS ..o 9
Capitulo 1 Introduccion general ..................ccccovuuuiieeeiiiiiiiiiiiiiieeceee 14
1. ToxoplasSma QONGI. ...........cuuuueeeieieeeiiieee e 15
1.1. Caracteristicas generales..............oooiiiiiiiiiiiiiii e 15

1.2, GENOLIPOS. ..ot 16

1.3, Ciclode Vida........ooeiiiiiiiiiiieee e 17

2.  Toxoplasmosis Humana. ..........cccoooviiiiiiii e 19
3. DIagnOStiCO....cciiieeii e 25
3.1. Deteccion direCta.........cooviiiiiiiii e 25

3.2. Deteccion indirecta. ..........oooooeiiiiiiiiiieeee 26

4. EPIdemiologia. .....ccooeiiiiiiiiie e 33
4.1. Seguimiento de la mujer embarazada en Argentina................... 34

4.2. Seguimiento en el recién Nacido. ........ccccceeveieieeiiieieieieieeeeeeiiis 35
ODJEEIVOS ..ottt a e e e e e e e e e e e 38
GENETAL ... 38
ESPECIICOS .. 38

Capitulo 2 Seroprevalencia de anticuerpos anti-T. gondii en la ciudad de
CRASCOMULS ...ttt e et e e e 39

2.1. INErOAUCCION . .. e 40

11



indice

2.2.  Resultados y diSCUSION. ........uuuiiiiiiiiiiiee e 42
2.2.1. Prevalencia de anticuerpos anti-T. gondii. ............c.c.cccccoooc. 42
2.2.2. Factores de Riesgo analizados. ...........cccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 43
2.2.3. DIStDUGCION. ...oeiiiiiiiiiiieie e 46

2.3, CONCIUSIONES. ...ttt 48

2.4. Materiales y MEtOdOS. .......uuuuumuiiiiieeiee e 51
2.4.1. Areade estudio. .........cooerveueeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 51
2.4.2. Estudio de Prevalencia.............cccooumimiiiiiiiii 51
2.4.3. Factores de MeSJ0.......ccouuiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 52
2.4.4. Distribucion geografica. ..........ccccuuuiiiiiiiiiiiiie 52
2.4.5. Analisis estadistiCo.............ccocciiiiiiiiii 53
2.4.6. Consideraciones EtiCas. .........cuureeiiiiiuiiiiieeiiiieeee e 53

Capitulo 3 Antigenos recombinantes ...............ccccuuueeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieieceee 54

3.1 INErOAUCCION. ... 55

3.2.  Resultados y diSCUSION. .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 57
3.2.1. Seleccion de las proteinas recombinantes..................couuuene.... 57

3.2.2. Localizacion de TGME_310790 en parasitos extracelulares e

intracelulares de T. gONdii. ........cccoooeiiiiiiiiiiiiiien 60

3.2.3. Prediccién de epitopes lineales de células B. ......................... 62
3.2.4. Purificacion de las proteinas recombinantes. .............cccc.e...... 69
3.3, CONCIUSIONES. .....coiiiiiiiieee e 73
3.4.  Materiales y MEtOdOS. .......uuvuiiiiiiiieiieeiee e 75
3.4.1. Cultivo in vitro de taquizoitos de Toxoplasma gondi............... 75
3.4.2. Proteinas recombinantes de T. gondii. .........cccccceeeeieieeeeeeanaenn. 75

12



indice

3.4.3 Ensayo de localizacion de TGME_310790.........ccccoeviieiieneeeanen. 77
3.4.4 Prediccion de epitopes lineales de células B. .......................... 79
3.4.5 Expresion de proteinas recombinantes. ...........cccceeeeeeeeiiiinnnn.... 79
3.4.6 Purificacion de proteinas recombinantes. ..............cccoooevvvnnnn.... 80
Capitulo 4 Ensayo de antigenicidad ...................ccceeeeeeiiiiaiiiiiiaeiiiiiiiiiieieeiiiinnns 82
4.1, INTrOAUCCION. ... 83
4.2. Resultados y DiSCUSION. ......cccooiiiiiiiiiii e 85

4.2.1. Perfil de anticuerpos especificos en ratones infectados con T.

4.2.2. Deteccion diferencial de IgG de fase aguda y de fase cronica.90

4.2.3. Anadlisis cinético de la respuesta humoral en bebés con TC. .. 91

4.3, CONCIUSIONES. ....oiiiiiiiiiiii et 96
4.4. Materiales y MEt0dOS. .......ccooveiiiiiiiiiiiiii e 100
4.4.1. Sueros de ratones infectados con T. gondii. .............c........... 100
4.4.2. Obtencidn de TLAde T. gondii........ccceeeeeeeieiiieeieeaiiiiieiieeeeannn, 100

4.4.3. |gG-ELISA con sueros de ratones infectados con T. gondii.. 101
4.4.4. Sueros de pacientes con serologia positiva para T. gondii. .. 101

4.4.5. |gG-ELISA con sueros de pacientes con serologia positiva para

T QONGlL. i 102
LY 41 (o TR 104
Bibliografia.........oooeieieii e 118

13



Capitulo 1

Introduccion general



Capitulo 1

1. Toxoplasma gondii

1.1. Caracteristicas generales

Toxoplasma gondii es un protozoo miembro del Filo Apicomplexa, el cual
puede infectar a todos los animales de sangre caliente incluido el hombre. Este Filo
incluye otras especies pertenecientes a los géneros Babesia, Cryptosporidium,
Cyclospora, Isospora y Plasmodium, que se caracterizan principalmente por ser
parasitos intracelulares, ya que se han adaptados para invadir y desarrollarse dentro
de las células huéspedes [1]. T. gondii (Fig. 1.1.1) fue descubierto en 1908 por
Charles Nicolle y Louis Manceaux, quienes, trabajando en el Instituto Pasteur de
Tunez, descubrieron un protozoo en los tejidos de un roedor llamado gundi
(Ctenodactylus gundi) utilizado como modelo animal en el estudio de la
Leishmaniosis. Inicialmente creyeron que se trataba de Leishmania, sin embargo,
pronto se dieron cuenta que habian descubierto un nuevo organismo y lo llamaron
Toxoplasma gondii de acuerdo a la morfologia que presentaba y al huésped en

donde fue encontrado [2].

Mas de cien afios han pasado de su descubrimiento y durante este tiempo
numerosos estudios se llevaron a cabo para entender la biologia de este parasito.
Con el descubrimiento de su ciclo de vida se pudo entender que T. gondii tiene un
ciclo heterogéneo, con una fase sexual que tiene lugar en el intestino de los felinos
y una fase asexual en animales de sangre caliente con la formacion de quistes en
diferentes tejidos, lo que condujo también a identificar las principales vias de
infeccion. Por otro lado, con el avenimiento del VIH, numerosos avances se han
hecho en el desarrollo de métodos diagnosticos para la deteccion temprana de la
infeccion, principalmente los denominados moleculares, debido a que se convirtid

en una inesperada y peligrosa infeccién oportunista en pacientes con VIH [3].
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Reticulo Endoplésmico
Membrana Plasmatica
o}
Membrana Interna . )

Micronemas

Granulos Densos
Roptrias
Nucleo

Conoide

~ Mitocondria
Apicoplastico

Microtubulos

Figura 1.1.1: Esquema de Toxoplasma gondii en estadio de taquizoito,
caracteristico de la fase aguda de la infeccion, con sus componentes generales

(Fuente: https://www.shutterstock.com/es/image).

1.2. Genotipos

Las evidencias genéticas demostraron en un principio la existencia de
poblaciones clonales clasificadas en tres linajes dominantes denominados: Tipo |,
Tipo Il 'y Tipo Ill, de acuerdo al grado de virulencia vista en ratones. En Europa,
Norteamérica, Asia y Africa, tanto en los ambientes domésticos como en los salvajes
predominan los linajes clonales Il y lll. Posteriormente, se identificaron cepas
regionales como el Haplogrupo 12 en Norteamérica, China 1, en China, y Africa 1y
3, en Africa [4]. Por otro lado, en Sudamérica existe una mayor diversidad genética
que la observada en el hemisferio norte y Africa, de hecho, resultados basados en
un muestreo geografico extensivo apunta a que Sudamérica es el centro de origen
de T. gondii [5]. Interesantemente, la prevalencia, incidencia y severidad de la
toxoplasmosis ocular en areas de Brasil, Colombia y Argentina son

considerablemente mas elevadas que en cualquier otra parte del mundo. Se ha
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llegado a hipotetizar que los casos severos de toxoplasmosis son consecuencia de
una pobre adaptacion del individuo a esta diversidad en las cepas, generando una

respuesta inmune atenuada y de esta forma una mayor agresividad de la infeccidon

[5].

1.3. Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. gondii es complejo e involucra una fase sexual en
miembros de la familia Felidae y una fase asexual que ocurre en los animales de
sangre caliente (Fig. 1.1.2). Existen tres estadios infectivos: los taquizoitos que se
replican rapidamente durante la infeccion aguda, los bradizoitos que son
caracteristicos de la infeccion crénica y los esporozoitos que son diseminados en el

ambiente dentro de estructuras de resistencia denominadas ooquistes [6].

1.3.1.Ciclo sexual

El ciclo comienza cuando el hospedero definitivo ingiere un quiste presente
en los tejidos de la presa infectada crénicamente con este parasito. Una vez
ingeridos, los bradizoitos presentes en el quiste son liberados al estbmago debido
a la degradacién de la pared quistica por la accion de las enzimas digestivas.
Posteriormente, los bradizoitos invaden el epitelio intestinal y se diferencian en cinco
estadios asexuales morfologicamente diferentes, denominados esquizontes. Dos
dias después se diferencian en merozoitos y sufren de dos a cuatro duplicaciones
antes de diferenciarse en macrogametas y microgametas. Luego, estas macro y
micro-gametas se fusionan dando lugar al ooquiste diploide y comienza a formarse
la pared que lo rodea [7] [8]. Cuando los ooquistes maduran, son liberados al lumen
intestinal y se excretan junto con las heces [9]. La caracteristica principal por la que
el ciclo sexual esta restringido a los felinos es la ausencia de la enzima delta-6-
desaturasa, que metaboliza el acido linoleico a acido araquidoénico, siendo los

unicos mamiferos conocidos que no poseen actividad delta-6-desaturasa en el
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intestino delgado. La ausencia de la actividad de esta enzima en el intestino permite
la acumulacion de acido linoleico de la dieta, el cual luego actua como una sefial
positiva para el desarrollo sexual de T. gondii [10]. Por otro lado, los gatos también
pueden infectarse directamente por la ingestion de ooquistes esporulados presentes
en el ambiente [11]. Sin embargo, el ciclo sexual inducido por la ingestion de quistes
tisulares es el mas eficiente debido a que la mayoria de estos gatos excretan
ooquistes al ambiente, mientras que menos del 30% de los gatos que se infectan
mediante la ingestion directamente de los ooquistes excretan al ambiente nuevos

ooquistes [7].

Los felinos excretan mas de 100 millones de ooquistes en sus heces y
pueden hacerlo hasta 20 dias post-infeccion. Una vez liberados al ambiente, estos
ooquistes sufren un proceso de esporulacion para madurar y convertirse en
infectivos, pudiendo sobrevivir en el ambiente hasta 18 meses tolerando

condiciones adversas [12].

1.3.2.Ciclo asexual

Esto ocurre en el hospedero intermediario, que comprende a todos los
animales de sangre caliente, incluido el ser humano. La infeccidén en el hospedero
intermediario ocurre por via oral, mediante la ingestidbn de quistes tisulares u
ooquistes presentes en el ambiente [13]. Una vez en el huésped, se produce la
liberacidon del parasito en el tracto intestinal donde invaden las células epiteliales y
se diferencian en taquizoitos [14]. Los taquizoitos se dividen dentro de la vacuola
parasitéfora (VP) que se genera después de la invasion. Luego de la replicacion,
estos egresan activamente de la célula huésped, la cual es destruida en el proceso.
Los taquizoitos libres contindan con la invasion, replicacion y egreso de las células
hospederas vecinas, lo que se denomina ciclo litico y es caracteristico de la fase
aguda de la infeccion. Interesantemente, luego de atravesar el epitelio intestinal, los
taquizoitos son capaces de infectar células migratorias, como por ejemplo

macroéfagos y células dendriticas, activando su capacidad de migracion, lo que les
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permite diseminarse por todo el organismo de forma protegida alcanzando el
sistema nervioso central [15]. Eventualmente y por presién del sistema inmune,
ademas de otros factores desconocidos, se diferencian en bradizoitos, estado
asociado con la infeccidén crénica. Los quistes que contienen bradozoitos, que se
encuentran principalmente en el musculo estriado y en el sistema nervioso central,

pueden persistir toda la vida del individuo [16].

Huésped intermediario: Huésped definitivo:
aves y mamiferos felinos

Quiste
Cerebro, corazén, pulmén,
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Figura 1.1.2: Ciclo de vida de T. gondii. Se muestran la infeccion y replicacion de
los tres estadios infectivos en el huésped definitivo e intermediario (Fuente: Robert-
Gangneux et al. 2012 [14]).

2. Toxoplasmosis Humana

La infeccidn por T. gondii, denominada toxoplasmosis, es una de las zoonosis
mas importantes a nivel mundial debido a que un tercio de la poblacion mundial se

encuentra infectada con este parasito, ademas de ser considerada una de las
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principales infecciones producidas por alimentos en Estados Unidos [17]. En 2015,
la FAO/OMS estimd que mas de 20 millones de personas padecen enfermedades
causadas por toxoplasmosis adquirida, mientras que la toxoplasmosis congénita
afecta a 500.000 seres humanos en todo el mundo, lo que da como resultado un
total de 1,6 millones de afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD) [18]. La
primoinfeccion con T. gondii es generalmente asintomatica, autolimitada y de muy
bajo riesgo en personas inmunocompetentes. Esto ocurre una sola vez en la vida y
deja un estado de inmunidad humoral y celular permanente [19]. Si bien, para la
mayoria de las personas suele no presentar un cuadro clinico especifico, pueden
presentarse  complicaciones severas en pacientes inmunosuprimidos,
principalmente pacientes con VIH. Ademas, la primoinfeccion en mujeres
embarazadas esta asociada con una potencial transmision congénita, debido a que

el parasito puede atravesar la placenta e infectar al embrién en desarrollo [20].

2.1. Vias de infeccion

La infeccién por T. gondii puede ser pre- o post- natal. La infeccién pre-natal
ocurre cuando se produce una primoinfeccion de la mujer durante el embarazo con
riesgo de transmision vertical, dando lugar a la denominada infeccién congénita. La
infeccidon post-natal puede producirse por diferentes vias, como son el consumo de
carne cruda o mal cocida con la presencia de quistes tisulares, contacto directo o
indirecto con ooquistes presentes en el ambiente (en el agua, el suelo y en los
vegetales) y, de manera menos frecuente, por transfusién sanguinea y trasplantes
de organo [21]. La infeccidn post-natal es denominada toxoplasmosis adquirida. Las

vias de infeccién se resumen la figura 1.2.1.
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Figura 1.2.1: Vias de infeccion de T. gondii. La transmision e infeccion con T.
gondii comienza con los ooquistes eliminados en las heces de los felinos que
contaminan el agua y el suelo, y se transmiten a los distintos huéspedes (definitivos
e intermediarios) por contacto directo con los ooquistes o por consumo de quistes
tisulares en carne cruda o mal cocida, verduras mal lavadas o consumo de agua
contaminada (Fuente: Shapiro et al. 2019 [11]).

2.2. Toxoplasmosis en individuos Inmunocompetentes

En pacientes inmunocompetentes, tanto nifios y adultos (incluidas mujeres
embarazadas), la toxoplasmosis adquirida es asintomatica en mas del 90% de los
casos. En aproximadamente el 10% de los casos, causa una enfermedad
autolimitada y no especifica que rara vez necesita tratamiento. La mas tipica de
estas manifestaciones es una linfadenopatia cervical u occipital aislada,
generalmente discreta y se puede extender hasta 4-6 semanas [22]. Ademas, de

manera poco frecuente se pueden presentar sintomas como miocarditis,
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polimiositis, neumonitis, hepatitis y encefalitis. La toxoplasmosis aguda durante el

embarazo es asintomatica en la mayoria de las mujeres [22].

2.3. Transmision vertical

La transmisién vertical solo ocurre cuando la madre se infecta con el parasito
por primera vez durante el embarazo o en un periodo previo a la concepcion. Las
mujeres infectadas cronicamente no corren riesgo de transmision al feto; no
obstante, es recomendado que la concepcidn ocurra al menos seis meses después
de la primoinfeccion [23]. De hecho, la transmision vertical por una reactivacion de
la infeccion debido a una alteracion del sistema inmune o por una re-infeccion con

una cepa altamente virulenta, aunque raro, es posible [24].

La tasa de TV es menor si la primoinfeccion de la madre ocurre en los
primeros meses, 10 — 20% aproximadamente, aumentando hacia el final del
embarazo, hasta 60 — 80% [25]. Por otro lado, consecuencias como hidrocefalia y
microcefalia se producen si la infeccion del feto ocurre en la primera mitad del
embarazo, siendo el aborto espontaneo el peor de los casos. Si bien es mas
probable que la transmision vertical ocurra durante el tercer trimestre, las
consecuencias son menos severas para el embrién, y en la mayoria de los casos el
recién nacido no presenta sintomas clinicos; sin embargo, este puede presentar
secuelas que se manifiestan en una edad mas avanzada; siendo el dafo ocular,
como la coriorretinitis, la mas comun de estas secuelas, ademas de alteraciones
neurolégicas y desordenes cognitivos [25]. La clasica triada de sintomas
(hidrocefalia, coriorretinitis y calcificaciones intracraneales) es muy poco frecuente
[22].
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2.4. Toxoplasmosis en individuos Inmunosuprimidos

Al contrario de lo que sucede en individuos inmunocompetentes, en
pacientes inmunocomprometidos, la infeccion puede poner en riesgo la vida del
paciente. En estos individuos, la toxoplasmosis casi siempre se produce como
resultado de la reactivacion de una infeccion cronica, siendo el sistema nervioso
central el sitio que mas se ve afectado [22]. Generalmente, la encefalitis
toxoplasmica aparece en etapas avanzadas en pacientes con VIH, cuando el conteo
de CD4 se encuentra por debajo de 200 células/mm?3 y aquellos pacientes donde el
conteo de CD4 esta por debajo de 50 células/mm? presentan un mayor riesgo [26].
Las manifestaciones clinicas varian desde fiebre, dolor de cabeza, funcidén sensorial
y motora alterada, desorientacién, confusion, a una disminucion del nivel de
conciencia, todas relacionadas con una lesion focal o encefalitis diseminada.
También, pueden presentarse casos de coriorretinitis y neumonitis o involucrar
diversos 6rganos, con insuficiencia respiratoria aguda y anomalias hemodinamicas
similar al shock séptico. La neumonia es mas frecuente en pacientes con VIH y en

aquellos pacientes receptores de trasplante de medula ésea [22] [26].

2.5. Toxoplasmosis ocular

Desde 1950, la toxoplasmosis estuvo asociada a una inflamacién del ojo
seguido de una infeccidn intraocular por T. gondii. Actualmente, la retinocoroiditis o
toxoplasmosis ocular es una de las mas comunes causas de uveitis posterior a nivel
mundial y se puede observar tanto en pacientes con trasmisién vertical o post-natal,
y como resultado de una reactivacion de Ila infeccion en individuos
inmunosuprimidos. Los sintomas tipicos de coriorretinitis incluyen lesiones focales
notablemente blancas y una reaccién inflamatoria vitrea intensa. Tradicionalmente
se la consider6 una manifestacion tardia y como producto de una reactivacion, sin
embargo, se ha observado un aumento en la frecuencia de coriorretinitis en

pacientes con infeccion aguda [22] [27] [28].
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2.6. Tratamiento

Como se mencion6 anteriormente, la infeccion por T. gondii es asintomatica
y puede pasar desapercibida en la mayoria de los individuos inmunocompetentes y
no requiere tratamiento. Esto se debe a que el sistema inmune combate la infeccion
y es efectivo en inhibir la replicacion del parasito. Sin embargo, las mujeres
embarazadas, recién nacidos y los pacientes inmunosuprimidos si requieren
tratamiento y la mayoria de los farmacos disponibles estan destinados a estos
grupos de riesgo [29]. En el caso de TV, existen dos puntos especificos para
determinar un tratamiento anti-T. gondii. En primer lugar, un tratamiento pre-natal
destinado a prevenir la transmisién madre-hijo y, en segundo lugar, un tratamiento
post-natal con el objetivo de aliviar las manifestaciones clinicas y prevenir secuelas
a largo plazo en el recién nacido en el caso de que se haya producido una
transmision vertical. En el primer caso, se trata a la madre con Espiramicina, el cual
es un antibiético macrélido que se concentra en la placenta e impide que el parasito
la atraviese. Por otro lado, si el diagndstico confirma una infeccién del embrién la
Espiramicina no es efectiva y se receta una combinacion de Pyrimetamina-
Sulfadiazina-Acido Folinico para reducir los efectos que pueden generar en el feto;
sin embargo, esta combinacion tiene efecto teratdbgeno sobre el embrién y se
recomienda administrarla sélo después de la semana 14 de gestacién [30]. Incluso,
un tratamiento con wuna combinacibn de Pyrimetamina-Sulfadiazina es
recomendado para el recién nacido con transmision vertical durante el primer afo
de vida. Por ultimo, en pacientes inmunocomprometidos se recomiendan una
combinacién de Pyrimetamina-Sulfadiazina de forma rapida y eficaz para evitar la

diseminacion de la infeccion [30] [31].

Cabe remarcar que ninguno de estos compuestos, utilizados en el
tratamiento de la infeccion por T. gondii, son efectivos para eliminar los quistes
tisulares presentes en el individuo, ademas de presentar efectos adversos, por lo
que es necesario el desarrollo de nuevos farmacos para hacer frente a esta cuestion
[29].
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3. Diagnéstico

La infeccidn por Toxoplasma gondii puede ser diagnosticada de manera
directa o indirecta. La deteccioén directa esta basada en la identificacién del parasito
o el acido nucleico parasitario en muestras de tejido o fluido corporal. Las técnicas
mas empleadas son la observacion en fresco, tinciones citolégicas, estudios
histopatologicos, ensayos de PCR y aislamiento del parasito. También existe la
posibilidad de inocular cultivos de tejidos o ratones, y observar la presencia del
parasito dias después por visualizacion microscopica. La deteccidon indirecta es
ampliamente utilizada en pacientes inmunocompetentes y esta basada en la

deteccion de anticuerpos especificos contra T. gondii [19].

3.1. Deteccion directa

Para la deteccidon directa y rapida de la infeccidn toxoplasmica se han
desarrollado diferentes métodos moleculares que permiten detectar el ADN de T.
gondii en muestras bioldgicas y en aislamientos del parasito a partir de muestras de
sangre o fluidos corporales, siendo las mas comunmente usadas: la PCR, RT-PCR
y PCR anidada. ElI empleo de estas técnicas esta restringido a laboratorios

especializados o de referencia en el diagndéstico de la toxoplasmosis [32].

3.1.1.Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion del gen B1 fue la primera técnica de PCR desarrollada
exitosamente, y mas comunmente empleada, para el diagnostico de la
toxoplasmosis. Actualmente, el gen B1 fue reemplazado por la amplificacién de un
elemento repetitivo en tandem con funcién desconocida, con un tamafio de 529 pb,
que aumenta la sensibilidad analitica de la técnica [33]. La deteccion por PCR de T.
gondii en el liquido amnidtico y en la placenta revolucion6 el diagnéstico de la TV al
permitir la deteccidn temprana de la infeccion, evitando de esta manera el uso de

procedimientos mas invasivos sobre el embrién en desarrollo. Por otro lado, la
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técnica de PCR sobre muestras del fluido del Humor acuoso y Humor vitreo es de
gran ayuda para determinar el diagnostico en pacientes que presentan lesiones
atipicas en la retina [34]. En pacientes inmunocomprometidos bajo sospecha de
tener una toxoplasmosis diseminada, la técnica de PCR en muestras de sangre, de
orina, del liquido cefalorraquideo, del lavado broncoalveolar, del fluido peritoneal y
en medula 6sea es considerado como una importante ayuda en el diagnostico [34]
[32]. La sensibilidad de esta técnica puede verse afectada por el apropiado manejo
de la muestra, condiciones de envio y almacenado, ademas de tratamientos previos
con drogas antiparasitarias. Si la contaminaciéon de la muestra no es un
inconveniente, se pueden lograr valores de especificidad y sensibilidad del 100%
[22].

3.1.2.Aislamiento del parasito

El aislamiento de T. gondii de la sangre o de fluidos corporales es un
indicador de que el paciente esta cursando una infeccion activa. Es posible el
aislamiento de taquizoitos de pacientes en fase aguda de una primoinfeccién o de
una reactivacion de la infeccidén en pacientes crénicos. Las técnicas de aislamiento
implican la necesidad de trabajar con el parasito vivo, y si bien es de baja
sensibilidad, es muy util para la tipificacion del parasito. Este proceso se puede
llevar a cabo mediante inoculacién de ratones o en cultivos celulares a partir de
cualquier muestra de tejido o fluido del paciente; la que la convierte en laboriosa y

requiere instalaciones especializadas [22] [32].

3.2. Deteccion indirecta

El diagnostico de la infeccion por T. gondii en pacientes inmunocompetentes
es llevado a cabo mediante el analisis serologico. Los estudios serolégicos son
principalmente retrospectivos y se realizan para determinar el estado inmunologico

en mujeres embarazadas preferiblemente en las primeras etapas del embarazo, en
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pacientes con retinocoroiditis sin historia de infeccibn congénita y en pacientes

donadores o receptores de trasplante de érganos [14].

3.2.1.Perfil serolégico en pacientes infectados con T. gondii

Para poder entender el diagndstico serologico, es necesario comprender la
cinética de los anticuerpos anti- T. gondii. En estos pacientes, durante la primera
semana post-infeccion comienzan a detectarse las inmunoglobulinas IgA, IgM e IgE,
alcanzando un maximo en el primer mes y comenzando a disminuir rapidamente a
partir de este momento (Figura 1.3.1). En cambio, las IgG especificas comienzan a
detectarse durante las primeras 3 semanas post-infeccion, alcanzando un maximo
entre las semanas 6 y 12, a partir del cual comienzan a decaer lentamente
estabilizandose en valores medianos o bajos y persisten durante toda la vida del
individuo [19]. Las IgA pueden detectarse en pacientes hasta los 7 meses post-
infeccion, mientras que las IgE, si bien se generan dentro de la primera semana,
desaparecen rapidamente a los 3 meses post-infeccion y su deteccion es un
indicador especifico de infeccion reciente [19]. En general, los niveles de IgM
disminuyen entre el primer y el sexto mes post-infeccidn, pero en algunos individuos
pueden permanecer hasta mas de un afio por lo cual su deteccidbn debe

interpretarse de forma cuidadosa [19].

Debido a esto, los ensayos serologicos disponibles utilizados en primera
instancia o de tamizaje, principalmente, se basan en la deteccién de las IgG para
determinar si el paciente estuvo o no en contacto con el parasito [14] [19]. La
deteccion de IgG debe realizarse en mujeres embarazadas, ya que la ausencia de
las mismas antes o en etapas tempranas del embarazo permite identificar a las
mujeres que se encuentran en riesgo de adquirir la infecciéon con el posible peligro
de transmision vertical. La deteccidon de IgM, también, es utilizado en el diagnéstico
en este grupo, cuya ventaja principal yace en el hecho de que un resultado negativo

descarta una infeccion reciente [22].
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Figura 1.3.1: Cinética de la respuesta humoral en pacientes infectados con T.
gondii. Se representan los titulos de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas

(IgA, IgM, IgE e IgG) a lo largo de los meses.

Existen numerosas técnicas serologicas para la deteccidon de anticuerpos
anti- T. gondii. Algunas de ellas estan basadas en la deteccién de anticuerpos contra
antigenos de membrana (Sabin-Feldman, inmunofluorescencia indirecta (IFI) y
aglutinacion directa), mientras que otras se basan en la deteccién de anticuerpos
contra antigenos citoplasmaticos en ensayos inmunoenzimaticos (conocido por sus
siglas en inglés como EIA). A continuacioén, se detallan las distintas técnicas mas

empleadas.

3.2.2.Tincion de Sabin-Feldman

El primer ensayo capaz de detectar anticuerpos especificos contra T. gondii
fue el desarrollado por Albert Sabin y Harry Feldman en 1948, el cual utiliza el azul
de metileno como agente de tincion. Este test se basa en la citdlisis, mediada por el
sistema de complemento, de taquizoitos vivos que se incuban con el suero del

paciente. Si en el suero se encuentran anticuerpos especificos contra T. gondii, el
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parasito sera recubierto por éstos y seran lisados por el complemento, lo que se
demuestra por la incapacidad de incorporar el azul de metileno y no se observa la
tincion. Finalmente, se cuentan los taquizoitos tefidos (vivos) y los taquizoitos no
tefidos (muertos) para determinar el titulo del paciente. Actualmente, esta prueba
de tincidn sigue en uso en laboratorios especializados, ademas, se considera como
la prueba de referencia con la mayor sensibilidad y especificidad, y se emplea como

test confirmatorio para la validacion de ensayos comerciales [35].

3.2.3.Inmunofluorescencia Indirecta

La inmunofluorescencia indirecta es uno de los métodos mas usados para la
deteccion de anticuerpos contra T. gondii. Es una técnica segura ya que utiliza
taquizoitos inactivados, es sensible, facil de llevar a cabo y mas econdmica que la
tincibn de Sabin-Feldman. Este ensayo se basa en la interaccion antigeno-
anticuerpo entre el suero del paciente y el parasito. El inmunocomplejo formado se
detecta por la adicion de un anticuerpo secundario anti-lgG conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) y la utilizacibn de un microscopio de
fluorescencia. La interpretacion de los resultados implica la observacion al
microscopio de la fluorescencia periférica de los taquizoitos marcados, siendo esta
la principal limitacion ya que depende de la subjetividad de la persona que realiza
la observacidon. Esta técnica se ha modificado para poder ser utilizada en la
deteccion de IgM [36].

3.2.4.Pruebas de aglutinacion

Existen diferentes tipos de ensayos de aglutinacién utilizados en el
diagnédstico de la toxoplasmosis. Se basan en la formacién de agregados entre
particulas suspendidas, que pueden ser taquizoitos inactivados 6 antigenos totales,
y anticuerpos anti-T. gondii presentes en el suero del paciente. Las principales

caracteristicas son que no requieren equipos especiales y no se utilizan anticuerpos
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secundarios conjugados. Son simples de llevar a cabo, econémicos y los resultados
se pueden analizar a simple vista sin la necesidad de emplear un microscopio. Entre
ellos tenemos la aglutinacion directa (AD), en donde se usan placas de
microtitulacion recubiertas con taquizoitos fijados con formalina. Se observara
aglutinacion si el suero del paciente presenta anticuerpos contra T. gondii, en caso
contrario, los taquizoitos precipitados se encontraran en el fondo del pocillo. Una
modificacién de este test es el test de microaglutinaciéon (MAT), que cambia la forma
de preparar el antigeno y los tiempos de incubacion. En la hemoaglutinaciéon
indirecta (HAI), se utilizan glébulos rojos sensibilizados con antigenos solubles de
T. gondii, a diferencia de la prueba de LAT que emplea antigenos solubles
conjugados con particulas de latex. En ambos casos se observara aglutinacion si
estan presentes anticuerpos especificos en el suero del paciente. Es importante
destacar que la HAI no se recomienda para diagnostico de toxoplasmosis aguda en
mujeres embarazadas, ya que su positivizacion es tardia y, por lo tanto, no detecta
en forma temprana la seroconversion. Todos estos ensayos se llevan a cabo para
la deteccidn de IgG, a excepcion de LAT que también se emplea para la deteccién
de IgM [37] [19].

3.2.5.Ensayos de ELISA

La técnica de ELISA fue introducida por primera vez en 1976 por Alister Voller
para el diagnostico de la toxoplasmosis y, al dia de hoy, es considerada una de las
pruebas mas comunes en la deteccion cuantitativa de anticuerpos, con la mayor
sensibilidad y especificidad. Este ensayo implica una fase sélida, que puede ser un
antigeno o anticuerpo, un anticuerpo o antigeno conjugado con una enzima y el
sustrato de dicha enzima. Una de las principales ventajas del ELISA, al ser un
meétodo automatizado, es la capacidad de analizar una mayor cantidad de muestras

al mismo tiempo [38].

Se han desarrollado diferentes tipos de ELISA, siendo el ELISA indirecto y el

ELISA sandwich los mas comunes. En el ELISA indirecto, se recubre la fase sélida
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con el antigeno, se adiciona la muestra con los anticuerpos anti-T. gondii, se detecta
la reaccion antigeno-anticuerpo por el agregado de un anticuerpo secundario
conjugado con la enzima y se analiza la reaccién por la cuantificaciéon del color
formado por la reaccién de la enzima con el sustrato. En el ELISA sandwich, a
diferencia del ELISA indirecto, se recubre la fase sélida con anticuerpos de captura;
el resto de la reaccion se realiza de la misma manera. Este ensayo se utiliza mas

comunmente para la deteccion de IgG, IgM e IgA [39] [38].

3.2.6. Ensayo de aglutinacién inmunoabsorbente (IAAT)

La técnica IAAT es altamente especifica en la deteccion de anticuerpos IgM,
IgA e IgE anti-T. gondii. Se basa en la aglutinacion de taquizoitos enteros y es el
ensayo mas sensible comercialmente disponible. EI mas comun de estos ensayos
es el ISAGA para la deteccion de IgM. Esta prueba usa un anticuerpo monoclonal
contra el dominio CH2 de la cadena py humana permitiendo la captura de IgM. La
presencia de IgM anti-T. gondii se comprueba por la aglutinacién de los taquizoitos
en la placa. Este ensayo es costoso, requiere un alto grado de experiencia y no es
un ensayo automatizado por lo que su uso se encuentra restringido a laboratorios

especializados de referencia [40] [41].

3.2.7.Ensayo de avidez

Este ensayo fue desarrollado por Klaus Hedman y estd basado en el
incremento de la afinidad funcional (avidez), entre el anticuerpo IgG anti- T. gondii
y el antigeno, con el pasar del tiempo a medida que evoluciona la respuesta inmune
del organismo [42]. Durante el curso de la respuesta inmune, se produce una
maduracion de la afinidad del anticuerpo que se incrementa progresivamente por
semanas o0 meses. Este incremento de la afinidad de las IgG es el resultado del
proceso de seleccion de células B dirigido por antigeno, lo que aumenta la

complementariedad de los sitios de unidn antigeno-anticuerpo. La disociacion del
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complejo antigeno-anticuerpo, generado por el uso de un agente desnaturalizante
(como por ejemplo Urea), refleja la baja avidez cercana al momento de la infeccién.
Por lo tanto, la avidez de las IgG es baja en la fase aguda de la infeccion, lo que la
convierte en un indicador confiable de una infeccion reciente; mientras que una
avidez alta muestra que la infeccion ocurrié entre 3-5 meses atras y es un indicador
de la fase cronica de la infeccidn por T. gondii. Esta técnica es la mas usada en el
diagnostico de infeccion reciente en mujeres embarazadas y esta restringida a

laboratorios especializados [42] [43] [44].

3.2.8.Proteinas recombinantes

La mayoria de los ensayos seroldgicos anteriormente mencionados utilizan,
como fuente de antigenos, taquizoitos enteros o antigenos solubles obtenidos a
partir de la lisis de estos (TLA: de las siglas en inglés tachyzoites lysate antigen).
Sin embargo, existen limitaciones que dificultan el desarrollo de estas pruebas,
como por ejemplo la dificultad en la estandarizacion de los ensayos que resulta en
una discrepancia en los resultados y la contaminacién con materiales no parasiticos
debido a la forma de obtencidon de los taquizoitos. La aplicacion de antigenos
recombinantes en el diagnostico de la toxoplasmosis reduce significativamente los
tiempos y costos de produccion en comparacion a los antigenos nativos. Ademas,
puede analizarse de una manera mas facil la antigenicidad de cada uno de estos vy,
al mismo tiempo, se pueden combinar distintos antigenos recombinantes, lo que
facilita la estandarizacién de estas pruebas ya que se conoce con exactitud los
antigenos que las componen. Por lo tanto, el uso de antigenos recombinantes no
solo ayuda a mejorar el diagnéstico, sino que, ademas, si el antigeno seleccionado
durante el ciclo de vida del parasito esta asociado con la fase aguda o crénica de la
infeccion, mejoraria de manera sustancial el diagnéstico diferencial de la

toxoplasmosis principalmente en mujeres embarazadas [44] [37] [39] [45].
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4. Epidemiologia

Los estudios que permitieron entender los aspectos epidemioldgicos de este
parasito, como las principales rutas de infeccion, el huésped definitivo e
intermediario y la distribucién geografica solo fueron posibles gracias a la
introduccion del test Sabin-Feldman, previamente mencionado, que no solo permitié
el diagnéstico de la toxoplasmosis en humanos si no que fue una importante
herramienta epidemiolégica que hizo posible analizar la prevalencia de la infeccidn

por T. gondii [46].

Como se menciond previamente, actualmente, entre el 10 y el 70% de la
poblacibn mundial estuvo expuesta a T. gondii. No obstante, la seroprevalencia
varia ampliamente entre diferentes paises y en diferentes regiones dentro del mismo
pais. Generalmente, los paises de Latinoamérica y del Sudeste de Africa con climas
calidos y humedos presentan los mayores valores de seroprevalencia, mientras que
valores intermedios se han observado en el centro y sur de Europa y valores mas
bajos se han reportado en Norteamérica, Norte de Europa, Sudeste asiatico, China
y Corea [20]. Por otro lado, entender las razones que explican la variabilidad de los
valores de prevalencia observados en diferentes areas geograficas llevo a estudiar
cuales son los factores de riesgo que estan asociados con la infeccion por este
parasito. Los distintos estudios mostraron con mayor frecuencia que la principal via
de infeccion era el consumo de carne cruda o mal cocida que contienen quistes
tisulares [47]. Ademas, estudios que documentan la presencia de ooquistes, la
forma infectiva ambiental, en diferentes fuentes, como el agua, suelo, vegetales y
frutos del mar, se han incrementado y el desarrollo de nuevas técnicas que permiten
diferenciar la ruta de infeccion han demostrado que en algunas poblaciones hay una
mayor proporcion de infecciones causadas por la ingestion de ooquistes en
comparacion al consumo de carne, lo que indica la importancia epidemiologica de

estos ultimos en la infeccion por T. gondii [11].

El primer estudio sobre mujeres embarazadas, realizado en Francia y Austria,
dio lugar al inicio de los programas de tamizaje y la implementacion de pautas

higiénicas para prevenir la infeccion. Sin embargo, la reglamentacion de estos
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programas varia entre los distintos paises debido a criterios diferentes. Por ejemplo,
el programa francés de prevencion de la toxoplasmosis establece la obligatoriedad
de realizar controles mensuales durante el embarazo. Austria establecié que los
controles deben efectuarse cada dos meses, mientras que Bélgica e Italia
determinaron la realizacion del primer estudio al principio del embarazo y controles
cada tres meses. Por otro lado, en Dinamarca, Polonia y algunos estados de
Estados Unidos se optdé por hacer el control directamente al recién nacido, sin los
controles previos durante la gestacion [19] [47].

4.1. Seguimiento de la mujer embarazada en Argentina

Argentina, al igual que Bélgica e ltalia, implement6 el diagndstico trimestral
de la toxoplasmosis durante el embarazo. El Ministerio de Salud de la Nacién
recomienda que toda paciente, que desconozca su estado inmunitario o que posea
estudios previos con resultados negativos, debe solicitar el analisis seroldgico en la
primera extraccion de sangre. La figura 1.5.1 muestra el algoritmo del seguimiento
de la mujer embarazada determinado por el ministerio de salud de la Nacién
Argentina. El objetivo de este programa de seguimiento es asesorar a las pacientes
seronegativas para disminuir el riesgo de adquirir la infeccion durante la gestacion,
la deteccion precoz y tratamiento de las embarazadas con toxoplasmosis aguda
[48]. Este programa de seguimiento durante el embarazo, que permiten la deteccion
temprana de la seroconversion, llevoé a una disminucion en el numero de casos de

transmisién vertical, reduciendo la mortalidad y morbilidad [47].
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Figura 1.5.1: Algoritmo para el seguimiento de la mujer embarazada. Este
esquema de evaluacidon es implementado por todos los centros de salud de la
Nacion Argentina para la deteccion de una seroconversion durante el embarazo y
prevencion de la transmision vertical (Fuente: Guia de prevencion y tratamiento de

las infecciones congénitas y perinatales del Ministerio de Salud [48]).

4.2. Seguimiento en el recién nacido

Con respecto al recién nacido, debido a que mas de la mitad de los infectados
se presentan asintomaticos al nacer, el Ministerio de Salud de la Nacién Argentina
determinoé la necesidad de implementar un seguimiento, no solo clinico sino también
serologico, de los pacientes con diagndstico presuntivo de TV. En la figura 1.5.2 se
muestra el algoritmo para el seguimiento del recién nacido. Los pacientes que al
nacer presentan sintomas compatibles con TV, deben comenzar un tratamiento con

Pirimetamina, Sulfadiazina y acido folinico durante su primer afo de vida. Luego del
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sexto mes de tratamiento, puede optarse por administrar Pirimetamina a la misma
dosis semanal, pero administrada tres veces por semana. La Sulfadiazina debe
continuar en dos tomas diarias hasta completar la totalidad del tratamiento. Los
pacientes que presenten ademas coriorretinitis en actividad o compromiso del
sistema nervioso central, deben recibir Metilprednisona. El monitoreo de los efectos
adversos se realiza con hemogramas semanales, durante todo el tratamiento. En
los casos donde se confirme infeccion fetal con PCR positiva en muestras del liquido
amnidtico, las pacientes deben recibir tratamiento con pirimetamina + sulfadiazina
+ acido folinico, asi como sus hijos, desde el nacimiento, hasta que, en el
seguimiento seroldgico durante el primer afio de vida, se confirme o se descarte la

transmisién vertical [48].

La evaluacion clinica y seroldgica implica un examen fisico y fondo de ojos
al nacer, acompafiado de imagenes cerebrales (ecografias o radiografias
craneales). A las dos semanas debe realizarse un diagnéstico seroldgico en
muestras apareadas madre/hijo para determinar presencia de IgG e IgM.

Finalmente, al mes de vida debe realizarse un nuevo fondo de ojos [48].

El seguimiento se realiza durante el primer afio de vida del paciente. Si el
examen fisico y el fondo de ojo son normales, ademas de un analisis de IgM
negativo, debe analizarse la presencia de IgG cada tres meses hasta los nueve
meses de vida. En el caso de que al noveno mes las IgG den negativas, se descarta
una TV, mientras que si las IgG dan positivas se repite el fondo de ojos y se inicia

el tratamiento [48].
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Figura 1.5.2: Algoritmo para el seguimiento del recién nacido. Este esquema

de evaluacion clinica y serologica es empleados en centros de salud especializados

para el diagnéstico de la Toxoplasmosis congénita (Fuente: Guia de prevencién y

tratamiento de las infecciones congénitas y perinatales del Ministerio de Salud [48]).
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Objetivos

Objetivos

General:

Determinar la prevalencia de anticuerpos anti- T. gondii en mujeres
embarazadas en la ciudad de Chascomus y su asociacion con los habitos de la
poblacion. Al mismo tiempo, se propuso identificar nuevos antigenos recombinantes
con valor antigénico para el diagnéstico diferencial de la toxoplasmosis de forma tal
de poder ampliar la bateria de antigenos capaces de detectar IgG de fase aguda
para el desarrollo de un sistema de diagnédstico alternativo de uso en centros de

salud.

Especificos:

e Recopilar datos estadisticos de seroprevalencia en mujeres embarazadas
del Hospital Municipal San Vicente de Paul, Chascomus, Provincia de
Buenos Aires, correspondientes a los afios 2014, 2015, 2016 y 2017.

e Establecer posibles factores de riesgo asociados a la infeccion por T. gondii
mediante una encuesta a mujeres embarazadas entre abril del 2016 y
diciembre del 2017.

e Expresar y purificar proteinas recombinantes de Toxoplasma gondii en
Escherichia coli.

¢ Analizar la capacidad antigénica de estos antigenos mediante la técnica IgG-
ELISA.
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1.1. Introduccion

Como se mencion6 anteriormente, la seroprevalencia de T. gondii a nivel
mundial se encuentra entre 10-70% y este amplio rango de valores se deben a la
region analizada, las diferencias climaticas, las condiciones socioeconomicas, los
habitos alimenticios e higiénicos y a la susceptibilidad del huésped. Todos estos
factores pueden explicar la razén por la que los valores de prevalencia sean

diferentes entre distintos paises y en distintas regiones dentro del mismo pais [20].

Estudios epidemioldgicos llevados a cabo en distintas regiones mostraron
valores de prevalencia de anticuerpos anti- T. gondii en mujeres embarazadas que
varian entre 8,2-57,6% en Europa, 0,8-63,9% en Asia y Oceania, 6,1-11% en
Norteamérica y 25,3-75,2 en Africa [49]. En Sudamérica, la seroprevalencia llega a
ser mayor que la observada en otras regiones y esto puede ser debido a la presencia
de un clima calido que favorece la presencia del parasito, sumado a otros factores
socio-demograficos [49]. La seroprevalencia en mujeres embarazadas en
Venezuela se encuentra entre 31,8-61% [50], en Colombia 47-63% [49], en Ecuador
18,8-73%, en Brasil 49.5-77,5% [51], en Peru 35,8% [52]. Paraguay presenta una
prevalencia del 63% en mujeres en edad reproductiva [53]. Chile no presenta datos
de seroprevalencia en mujeres embarazadas, sin embargo, en un estudio llevado a
cabo en 2016 en el sur del pais se observo una prevalencia del 55% en la poblacion

general [54].

Con respecto a Argentina, si bien es un pais con un fuerte componente rural,
los principales estudios para determinar la prevalencia de anticuerpos anti- T. gondii
se llevaron a cabo en poblaciones asociadas a grandes ciudades, principalmente
en CABA. En un estudio publicado en 2013 por el Hospital Aleman de esta ciudad,
en donde se analizaron un total de 12.035 mujeres embarazadas, se observo una
seroprevalencia del 18,33%, con una tasa de infeccidon toxoplasmica en mujeres
embarazadas susceptibles de 3,78 por mil y una tasa de infeccién congénita con
aplicacion del programa de prevencion del 0,2 por mil nacimientos [55]. Mas

recientemente, en un trabajo realizado en 3 hospitales de CABA y en 4 hospitales
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del Gran Buenos Aires se observd una seroprevalencia en mujeres embarazadas
de entre 16,8-33,7% y de 38,9-51,1%, respectivamente [56].

En relacion a los diferentes aspectos relacionados con la infeccidén, se ha
demostrado que el riesgo de contraer la infeccion aumenta cuando las condiciones
socio-econémicas son desfavorables [57] [58] [59] [60] [61]. Sin embargo, en
algunos casos se ha verificado que un alto status socio-econémico coincide con un
mayor consumo de carne poco cocida correlacionado con una mayor
seroprevalencia [62]. Por otro lado, vivir en un area rural o realizar trabajos de granja
también estan asociados con una mayor prevalencia de anticuerpos anti-T. gondii
[63] [64] [65]. Aunque existen algunos estudios que comparan los niveles de
seroprevalencia entre ambientes urbanos y rurales, son pocos los estudios que
analizan la incidencia de la toxoplasmosis entre zonas urbanas y periurbanas en
una misma ciudad. En un trabajo realizado en Aracaju, Brasil, se encontraron altos
valores de seroprevalencia en mujeres que habitan las regiones periurbanas, lo que

coincidia en ese caso con una situacion socio-econdmica desfavorable [65].

Con el objetivo de estimar la seroprevalencia de anticuerpos anti-T. gondii en
un area rural, se analizo la seroprevalencia en mujeres embarazadas en la ciudad
de Chascomus, que se caracteriza por ser una regioén con una fuerte asociacion con
la actividad rural. A su vez, debido al hecho de que hay importantes diferencias en
el desarrollo urbano de la ciudad, se investigd la existencia de una asociacion entre
la seroprevalencia y las areas menos desarrolladas de la ciudad (region peri-
urbana). Ademas, se analizaron multiples factores de riesgo que podrian estar

asociados con la infeccién por T. gondii para determinar posibles rutas de infeccion.
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2.2. Resultados y discusién

2.2.1.Prevalencia de anticuerpos anti-T. gondii

En el periodo de tiempo analizado (abril 2014 — diciembre 2017), 1.182
mujeres dieron a luz en el Hospital Municipal San Vicente de Paul, Chascomus,
Provincia de Buenos Aires; 86 dieron a luz mas de una vez en este periodo y se
considero el resultado del ultimo analisis serolégico que se le realizaron (no se
observd una seroconversion en individuos seronegativos) y 176 pacientes no
presentaron datos de serologia. Por lo tanto, se colectaron datos de 920 mujeres
embarazadas (77.8%), con un rango de edad entre 13 y 44 afos, y una media de
25,10 = 6,1 anos. De esas 920 pacientes, 320 presentaron serologia positiva para
anticuerpos IgG (Tabla 2.1). Ninguna de las 320 pacientes presento serologia

positiva para anticuerpos IgM, lo que indica un perfil de infeccién crénica.

Variable No. Participantes 1gG + (%) RP (IC 95%)
Edad (afios)
<19 169 54 (31,9) 1
20 — 34 671 231 (34,4) 1,08 (0,84 — 1,37)
>34 80 35 (43,8) 1,37 (0,98 — 1,91)

Tabla 2. 1: Asociacion entre la prevalencia de anticuerpos anti- T. gondii en mujeres
embarazadas y la edad. El analisis se realiz6 entre abril del 2014 y diciembre del

2017. RP: razoén de prevalencia. IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

La prevalencia observada de anticuerpos anti-T. gondii en mujeres
embarazadas en la ciudad de Chascomus fue del 34.8% (320/920) (IC 95%: 31.7 -
37.9). Este valor de prevalencia es mayor al 18,33% obtenido por Carral et al. (2013)
y al 16,8-33,7% observado por Messina et al. (2019) en CABA [55] [56]. Sin

embargo, es inferior a los valores de entre 38,9-51,1% encontrados en el Gran
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Buenos Aires por Messina et al. (2019) [56]. Las diferencias posiblemente sean
debidas a la diferente exposicion a los factores de riesgo en las poblaciones

estudiadas.

2.2.2.Factores de Riesgo analizados

Como se mencion6 anteriormente, las principales vias de transmision
horizontal de T. gondii en humanos se deben a la ingestion de quistes tisulares en
carne cruda o mal cocida, ademas, del consumo de agua o verduras mal lavadas
con la presencia de ooquistes derivados del ambiente, el contacto directo con estos
cuando se realizan trabajos de jardineria y, en menor frecuencia, directamente de
las heces felinas [14]. En la presente tesis, se analizaron diversos factores de riesgo
con el objetivo de poder identificar posibles fuentes de infeccion con este parasito.
Estos factores son: actividad (urbana, urbana/rural y rural), fuente de agua en el
hogar, cria de animales, presencia de gatos como mascotas, realizacion de trabajos
de jardineria y consumo de carnes (cerdo, ovejas y embutidos) con su frecuencia

(consumo semanal) (Tabla 2.2 y 2.3).

Diversos autores han encontrado una asociacion entre la infeccion con T.
gondii y vivir en areas rurales o cerca de éstas [66] [63]. Por este motivo, al ser
Chascomus una ciudad con un fuerte componente rural, se decidio analizar si existe
una asociacion significativa con la infeccion por este parasito. No obstante, en la
ciudad de Chascomus solo una parte de los individuos estan vinculados a
actividades rurales, independientemente de la zona donde viven, y se pudo observar
que la seroprevalencia entre individuos con actividades rurales no difiere
significativamente en comparacién con aquellos que no tienen ninguna relacion con
este tipo de actividades. El analisis de otros factores como fuente de agua en el
hogar (agua potable o de pozo), cria de animales, presencia de gatos como
mascotas y realizacion de trabajos de jardineria no mostraron una asociacion
significativa con la infeccion por T. gondii (Tabla 2.2). Esto concuerda con distintos
estudios en los cuales la presencia de gatos y el trabajo de jardineria no estan

asociados con la infeccion por este parasito [60] [64]. En este estudio tampoco se
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encontrd una asociacion con la fuente de agua en el hogar. Cabe destacar, que los
hogares con agua de pozo, con un alto contenido salino, usualmente consumen
agua comercial embotellada, lo que podria estar explicando el resultado observado.
Por otro lado, aunque la edad de las mujeres embarazadas no mostré una
asociacion significativa con la infeccién, resulto llamativo que mujeres embarazadas
con una edad mayor a 34 afios presentaron los mayores valores de seroprevalencia
(43,2%) (Tabla 2.1).

No

Factor de Riesgo Participéntes IgG + (%) RP (IC 95%)
Actividad

Urbana 261 82 (31,4) 1
Urbana/Rural 57 17 (29,8) 0,95 (0,61 —1,47)
Rural 8 4 (0,5) 1,59 (0,78 — 3,26)
Fuente de agua

Pozo 92 32 (34,8) 1

Red 195 55 (28,2) 1,23 (0,86 — 1,76)
Cria de animales

Si 82 29 (35,4) 1

No 223 67 (30,0) 1,18 (0,83 — 1,68)
Presencia de

gato

Si 84 23 (27,4) 1

No 230 77 (33,5) 0,82 (0,55 —-1,21)
Jardineria

Si 34 11 (32,4) 1

No 287 92 (32,1) 1,01 (0,60 — 1,69)

Tabla 2. 2: Asociacién entre la prevalencia de anticuerpos anti- T. gondii en mujeres
embarazadas de la cuidad de Chascomus y los distintos factores de riesgo
analizados en este trabajo. El analisis se realizé entre abril del 2016 y diciembre del

2017. RP: razén de prevalencia. IC 95%: intervalo de confianza del 95%.
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Por ultimo, considerando que Argentina es un pais con un alto consumo de
carne, especialmente carne bovina, y teniendo en cuenta que hubo un aumento en
el consumo de carne porcina y ovina, se estudio la ingesta de estos tipos de carnes
y su frecuencia como potencial factor de riesgo (Tabla 2.3). Los resultados
obtenidos no mostraron una asociacion significativa entre el consumo de carnes
porcinas y ovinas con la infeccidén por T. gondii. En general, en Chascomus, como
en otras zonas, la carne se consume bien cocida, lo que podria estar explicando la

falta de asociacion entre los distintos tipos de carne.

No.

Factor de Riesgo Participantes 1gG + (%) RP (IC 95%)
Cerdo

No 108 30 (27,8) 1

Una y menos de una vez 187 58 (31,0) 1,12 (0,77 — 1,62)
por semana

Mas de una vez 32 14 (43,8) 1,58 (0,96 — 2,59)
Oveja

No 139 41 (29,5) 1

Una y menos de una vez 160 50 (31,2) 1,06 (0,75 - 1,50)
por semana

Mas de una vez 29 11 (37,9) 1,29 (0,76 — 2,19)
Embutidos

No 57 22 (38,6) 1

Una y menos de una vez 211 55 (26,1) 0,68 (0,45 - 1,01)
por semana

Mas de una vez 59 24 (40,7) 1,05 (0,67 — 1,65)

Tabla 2. 3: Asociacion entre la prevalencia de anticuerpos anti- T. gondii en mujeres
embarazadas de la cuidad de Chascomus y el consumo de tres tipos distintos de
carne y su frecuencia. El analisis se realizd entre abril del 2016 y diciembre del 2017.

RP: razén de prevalencia. IC 95%: intervalo de confianza del 95%.
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2.2.3.Distribucion

De las 920 mujeres embarazadas con datos de serologia, se obtuvieron las
coordenadas geograficas de los hogares de 769 (83,6%) de estas pacientes, de
acuerdo a la direccion declarada en sus historias clinicas. Mediante la utilizacion del
software de libre acceso QGIS 3.2.1 se pudieron localizar en la ciudad y determinar
su distribuciéon en dos areas principales: Urbana y Peri-urbana. De esta forma, 157
han declarado sus hogares en el area urbana (promedio de edad de 25,81 £ 6,01
afios) y 612 en el area peri-urbana (promedio de edad 25,18 + 6,15 afios) (Figura
2.1). La prevalencia de anticuerpos anti-T. gondii observado en las areas urbanas y
peri-urbanas es de 26,8% (Cl 95%: 19,8 — 33,7) y 36,4% (Cl 95%: 32,6 — 40,3),
respectivamente. Ademas, esta diferencia es estadisticamente significativa (p =
0,023).

Una gran parte de la poblacion esta concentrada en el area urbana de la
ciudad en relacion al total de la poblacion. En esta zona, existe una muy baja
disponibilidad de terrenos deshabitados y es el area mas desarrollada de la ciudad
ya que posee una mayor cobertura en servicios basicos, como por ejemplo acceso
al agua potable, gas natural y servicio de cloacas. En el area peri-urbana, a medida
que nos alejamos del centro hacia la periferia, este desarrollo es menos evidente
debido a que hay zonas sin acceso al gas natural, servicio de cloacas y solo una
pequefa proporcion tiene acceso al agua potable. Al mismo tiempo, hay una mayor
presencia de terrenos deshabitados y espacios verdes que se pueden observar

como parches verdes entre las casas (Figura 2.1).

A pesar de que son necesarios estudios adicionales para evaluar las razones
de estas diferencias encontradas, se pueden citar dos posibles causas basadas en
la literatura: diferencias en los niveles socio-econdmicos entre las areas urbana y
peri-urbana, y al hecho de que los gatos en la zona peri-urbana tienen un mayor
acceso a la depredacion de roedores que en la zona urbana [65] [67]. Se requieren
mas estudios para revelar si estas son las causas de las diferencias en los valores

de seroprevalencia observados en Chascomus.
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Figura 2.1: Distribuciéon de mujeres embarazadas en zona urbana y peri-urbana de

la ciudad de Chascomus. En rojo: mujeres embarazadas con serologia (IgG)
positiva para T. gondii. En azul: mujeres embarazadas con serologia (IgG) negativa
para T. gondii. En la esquina superior derecha se muestra el mapa de la cuidad de

Chascomus con las dos areas principales.
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2.3. Conclusiones

La seroprevalencia se la puede definir como la exposicibn acumulada,
durante la vida de una persona, a un patégeno en un entorno social particular. Por
lo tanto, se puede tratar a la prevalencia de anticuerpos anti- T. gondii como una
medida cuantitativa de la relativa proteccion que posee una mujer de esa poblacion
de contraer la primoinfeccién durante el embarazo [49]. En entornos con baja
seroprevalencia en la poblacién general, el riesgo potencial para que una mujer en
particular se infecte con el parasito es en consecuencia baja, pero si se infecta
durante el embarazo es muy probable que coincida con su primera infeccion, lo que
implica una posible transmisién vertical con el riesgo que esto representa para el
embridén en desarrollo. Por otro lado, en lugares con una alta seroprevalencia en la
poblacién, la probabilidad para una mujer en particular de adquirir la primoinfeccién
en el embarazo son bajas debido a que ya habria estado expuesta al parasito, en
caso de serologia positiva previo al embarazo se considera a la paciente protegida
de una posible reinfeccion [49] [68]. Sin embargo, si no estuvo en contacto con el
parasito hasta la edad reproductiva, las chances de adquirir una primoinfeccién

durante el embarazo son altas [49].

Por este motivo, en el presente trabajo se buscd conocer la situacion de la
infeccion toxoplasmica en la ciudad de Chascomus y los resultados obtenidos
muestran una mayor prevalencia de anticuerpos anti-T. gondii (IgG) en mujeres
embarazadas que la observada en CABA, pero menor a lo obtenido en el
conurbano. Si bien estos son valores intermedios, es importante el seguimiento no
solo a la mujer embarazada, sino también a la mujer en edad reproductiva, porque
en caso de serologia negativa la paciente es considerada de riesgo, por lo cual debe
ser informada acerca de las pautas higiénico-sanitarias de prevencion y

regularmente testeada para la deteccidén de anticuerpos anti- T. gondii.

Ademas, se intentd determinar las posibles causas que podrian estar
asociadas a la infeccion por T. gondii. En primera instancia se analizd la posible
asociacion con la actividad rural en Chascomus; sin embargo, no se pudo

determinar que la realizacion de actividades rurales sea una posible ruta de
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infeccion. Por otra parte, no se observé una asociacion significativa entre la
infeccién por T. gondiiy el consumo de carne, la presencia de gatos como mascotas
y la realizacion de trabajos de jardineria, similar a lo observado por Kaufer et al.
(2017) en CABA y provincia de Buenos Aires [58] [19]. En general, ninguno de los
factores de riesgo analizados en este trabajo mostr6é una asociacion con la infeccion
por T. gondii. Cabe destacar que mientras el gato como mascota suele estar bien
cuidado y alimentarse con alimento balanceado, los gatos de zonas periurbanas o
rurales deambulan entre las casas, en ocasiones no considerandoselo mascotas
propias, y suelen cazar roedores y aves, incrementando la posibilidad del que
parasito complete su ciclo sexual llevando a una mayor presencia de ooquistes en
el ambiente [69] [70].

En los ultimos afios la seroprevalencia de anticuerpos anti-T. gondii ha
disminuido a nivel mundial. En Buenos Aires, en un lapso de 50 anos, se observd
una disminucion de la seroprevalencia de un 67% a 21,2% en hemodonantes de
ambos sexos, lo que implica una disminuciéon promedio de 0,91% anual [58]. Las
posibles causas de este descenso pueden ser: una mejora en la manipulaciéon de
los alimentos, a nivel individual e industrial, con una mayor congelacion de los
mismos, ademas de cambios en los habitos alimentarios y mayor higiene personal
debido a una mejor comunicacion acerca de la toxoplasmosis [68]. Esto concuerda
con lo observado por Kaufer et al. (2017) donde no se encontr6 una asociacion
significativa entre el consumo de carne y la infeccién con este parasito, al igual que
lo demostrado en la presente tesis. Sin embargo, estos autores demostraron que la
falta de estudios secundarios, la carencia de agua corriente y habitar en las zonas
oeste o sur de la Provincia de Buenos Aires estan asociados con la infeccidon [58]
[19]. En este contexto, mas estudios se necesitan para poder determinar cuales son
las rutas de infeccion en la ciudad de Chascomus y poder implementar mejores

métodos de prevencion.

Interesantemente, en la presente tesis se observé una mayor prevalencia de
la infeccion por T. gondii en las zonas peri-urbanas en comparacion con las areas

mas desarrolla del centro de la ciudad. Estos resultados sugieren que los ambientes
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menos desarrollados en la periferia deberian ser un factor a tener en cuenta en los
centros de salud para el seguimiento de la mujer embarazada. Dado que existen
pocos estudios que comparan las zonas urbanas y peri-urbanas de la misma ciudad,
los resultados obtenidos en este estudio podrian promover estudios similares en
otras regiones. Finalmente, alentamos la generacién de pautas sanitarias para
prevenir la transmision de T. gondii en estos ambientes y establecer protocolos que

permitan monitorear la situacion.
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2.4. Materiales y Métodos

2.4.1.Area de estudio

Este estudio se llevd a cabo en la ciudad de Chascomus ((35° 34 30" S, 58°
0" 32”7 O) localizada en la Provincia de Buenos Aires, a 123 km de CABA. La
poblacion total es de 42.277 habitantes de los cuales 21.570 son mujeres [71].
Cuenta con una superficie de 4163,19 km2, con una altitud de 10 m sobre el nivel
del mar, con suelos bajos tipicos de la regidn, especialmente adecuado para la
ganaderia extensiva. El clima es templado humedo a subhumedo, con una
temperatura media de 16°C, siendo el promedio en verano de 23°C y en invierno de
9°C [72]. Solo el 76,9% de los hogares tiene acceso a agua potable, 55,9% con
servicio de cloacas y 44,5% gas natural. La principal actividad econdémica es la
industria manufacturera, con el 40,1% del total, del cual el 8,4% es representado
por la agricultura, ganaderia y silvicultura, donde la cria ovina alcanza el 1,14% del
total de la provincia; el resto esta representado por la administracion publica,
comercio, construccion, turismo, transporte y comunicaciones. En cuanto a la
cobertura de salud, Chascomus tiene un hospital publico, Hospital Municipal San
Vicente de Paul, seis centros de atencién primaria distribuidos en la ciudad

dependientes del hospital y una clinica privada [73].

2.4.2_Estudio de Prevalencia

Se realizd un estudio retrospectivo en el area de estadistica del Hospital
Municipal San Vicente de Paul. El criterio de inclusién utilizado fue de considerar a
todas las mujeres embarazadas que llevaron a cabo sus controles prenatales en el
Hospital Municipal San Vicente de Paul, de acuerdo a las normas de control prenatal
establecidas por el Ministerio de Salud de la Republica Argentina y de la Provincia
de Buenos Aires para la prevencion de la toxoplasmosis congénita y dieron a luz en

dicho hospital entre abril del 2014 y diciembre del 2017. Los ensayos seroldgicos
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para la deteccion de anticuerpos anti-T. gondii incluyen la HAI (HAI; Wiener Lab.
Group, Argentina) para IgG y el inmunoensayo fluorescente (ELFIA; Biomerieux,
France) para la deteccion de IgM, en aquellos pacientes que dieron positivos para
IgG. Ambos ensayos seroloégicos se encuentran comercialmente disponibles y se
realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante y son parte de los test de rutina
del laboratorio clinico del hospital. Es importante destacar, que el ensayo IgG-HAI

es adecuado para el screening masivo en estudios epidemiologicos [74] [75].

2.4.3.Factores de riesgo

Un cuestionario a modo de encuesta fue completado por mujeres
embarazadas entre abril del 2016 y diciembre del 2017, para analizar posibles
factores de riesgo asociados a la infecciéon por T. gondii. Los factores estudiados
fueron: Actividad (urbana, urbana/rural o rural), fuente de agua en el hogar (Potable
o Pozo), cria de animales, presencia de gatos como mascotas, trabajos de jardineria
y consumo de carne y sus frecuencias (Cerdo, Oveja y Embutidos) (Ver ficha en
Anexo: Tabla 5.1)

2.4.4.Distribucion geografica

Se obtuvieron las coordenadas geograficas de los hogares de las mujeres
embarazadas que participaron en el estudio para determinar su distribucién en la
ciudad. Ademas, se dividié la ciudad en dos areas principales: urbana (mas
desarrollada, que cuenta con todos los servicios publicos y esta completamente
habitada) y peri-urbana (menos desarrollada, en donde faltan algunos servicios
publicos, esta parcialmente habitada y cuenta con la presencia de terrenos vacios),

de acuerdo a Tauber (1993) [76], usando el software de libre acceso QGIS 3.2.1.
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2.4.5. Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados mediante el uso de Epi Info 7.2.2.6 y
Epidat 3.1. Se calcularon la razén de prevalencia (RP) y el intervalo de confianza
del 95% (IC 95%) para evaluar la posible asociacion entre las variables. Se utilizd
la prueba de Chi-Cuadrado para evaluar una asociacion significativa entre los
valores de prevalencia de anticuerpos anti-T. gondii observados en las areas
urbanas y peri-urbanas. Un valor p< 0,05 fue considerado estadisticamente

significativo.

2.4.6.Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica (FEMEBA Nota Nro. 502,
23sep 2014) y cada individuo firmd un consentimiento informado para el uso de los

datos con fines de investigacion.
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Capitulo 3

Antigenos recombinantes
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3.1. Introduccion

El diagnostico de la toxoplasmosis, en individuos inmunocompetentes, se
basa principalmente en el analisis del perfil seroldgico del paciente. Ademas, en las
gestantes no solo se debe establecer si la paciente estuvo o no en contacto con el
parasito, sino que se debe determinar también si se encuentra en la fase aguda o
cronica de la infeccién, ya que es en la fase aguda donde el parasito puede
atravesar la placenta e infectar al embrién (ver figura 1.5.1). En esta fase el parasito
esta diferenciado en el estadio de taquizoito, que se divide rapidamente y es el
causante de las manifestaciones clinicas que se pueden presentar en el paciente
[771119].

Durante la fase aguda de la infeccidn, la invasidon de la célula hospedera es
un evento crucial para la supervivencia del parasito, como asi también, la division
asexual. Este evento involucra principalmente tres organelas: Micronemas, Roptrias
y Granulos densos, que forman parte del sistema excretor/secretor (ESA) del
parasito [78]. A su vez, las Roptrias forman dos subestructuras denominadas ROP
(Rhoptry bulb) y RON (Rhoptry neck). Estas organelas secretan proteinas
denominadas MICs, ROPs, RONs y GRAs. Las proteinas MICs juegan un papel
importante en la adhesién a la célula hospedera debido al reconocimiento y unién a
receptores especificos. Inmediatamente después de la adhesion del parasito a la
membrana de la célula hospedera, libera las proteinas de las Roptrias. Las RONs
forman junto con las MICs la MJ (Movil Junction), que le permite al parasito
reorientarse para invadir la célula [79]. Las ROPs (muchas de las cuales tienen
actividad enzimatica) inducen la formacion de la vacuola endocitica. Por ultimo, el
taquizoito rapidamente inicia la secreciéon de proteinas GRAs al interior del espacio
intravacuolar, transformando la vacuola endocitica en la VP. Algunas de estas
proteinas se encuentran en la membrana de la VP y otras incluso se inyectan al
citoplasma de la célula hospedera, permitiéndole al parasito tomar nutrientes del
citoplasma de la célula hospedera, alterar la expresidon génica de la misma y

preparar a la VP para la reproduccion asexual [80].
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En un estudio llevado a cabo por Roiko et al. (2017), en donde analizaron la
reactividad de sueros de pacientes infectados con T. gondii contra taquizoitos
intracelulares, observaron distintos patrones de inmunomarcacion sugiriendo que
los pacientes infectados producen anticuerpos contra diversos antigenos del
parasito. Si bien la mayoria de los sueros analizados en este trabajo mostraron un
patrén de tincion similar al de SAG1 (del inglés: Surface antigen 1), el antigeno mas
abundante en la superficie del parasito, un determinado grupo de sueros también
mostraron un patrén de tincién adicional que incluyen la membrana de la VP (MVP)
y estructuras dentro de la VP [81]. Esto indica que los anticuerpos presentes en el
suero de los pacientes infectados no solo reaccionan con los antigenos de la
superficie del parasito, sino que también reaccionarian con antigenos de la red
intravacuolar (RVP) y de la MVP ya que estos probablemente queden expuestos al

sistema inmune luego de la lisis de la célula hospedera [81].

Por lo mencionado anteriormente, en la presente tesis nos propusimos
clonar, expresar y purificar diversas proteinas, que forman parte del sistema ESA,
para ampliar el panel de antigenos disponibles para el diagnéstico de la
toxoplasmosis aguda; ya que trabajar con proteinas recombinantes permitiria
desarrollar un diagnostico rapido, econémico y facil de usar. Algunos de los
antigenos evaluados aqui como GRA8 (P35) o MIC1 ya habian sido estudiados,
pero otros como r200360, r310790 y r313640 nunca habian sido caracterizados ni
estudiados en su valor antigénico. Involucrar nuevos antigenos recombinantes tiene
como finalidad aumentar la bateria de antigenos utiles para el diagnéstico de la
toxoplasmosis aguda y desarrollar un ensayo que permita mejorar el seguimiento

de la mujer durante el embarazo.
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3.2. Resultados y discusion

3.2.1.Seleccidn de las proteinas recombinantes

A la hora de seleccionar un antigeno para el desarrollo de un ensayo
serolégico aplicado al diagnéstico diferencial de la toxoplasmosis, es necesario
focalizarse en aquellos antigenos que juegan un rol importante en la patogénesis
[82]. Las proteinas MICs son adhesinas que ayudan al parasito a adherirse a la
membrana plasmatica de la célula hospedera, mientras que la ROPs son secretadas
al citoplasma de la célula hospedera y colaboran en la formacion de la VP. Una vez
que el parasito se encuentra dentro de la VP, la GRAs son liberadas en el interior
de la misma y modifican la membrana vacuolar [82]. Todos estos efectores forman
parte del sistema ESA del parasito y constituyen la mayor cantidad de antigenos
circulantes en el suero de pacientes con infeccion aguda. Ademas, algunos de estos
efectores han demostrado ser altamente antigénicos [83]. En un estudio llevado por
Felgner et al. (2015), mediante un ensayo de microarray de proteinas para identificar
antigenos con capacidad diagnostica, demostraron que la mayor cantidad de
proteinas reconocidas por los sueros provenian de granulos densos y en menor

medida de Micronemas y Roptrias [84].

Debido a esto, se seleccionaron para este trabajo proteinas como rGra4,
rGra7, rGra8 y rGral17, que son 4 proteinas bien caracterizadas. Estas proteinas
son secretadas por el parasito al interior de la VP luego de la invasion a la célula
hospedera junto con otras proteinas de granulos densos y cuyas funciones estan
mas bien asociadas a la modificacion de la VP [85]. Gra4 se encuentra distribuida
en el lumen de la VP y posteriormente se asocia con la RVP, y se encuentra dispersa
por toda la vacuola [86]. Por otra parte, Gra7 forma una asociacion estable con la
RVP y posteriormente con la membrana de la VP, ademas de estar presente en
extensiones que sobresalen hacia el citoplasma de la célula [87]. Gra8 ademas de

estar asociada con MVP, también es un componente del citoesqueleto de T. gondii
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donde es probable que participe en el mantenimiento de la organizacion de los
microtubulos vy, a través de la interaccion con proteinas asociadas a glideosomas,
podria participar en la extrusion del conoide y en la invasién y egreso de la célula
hospedera [88] [89]. Por ultimo, Gra17 es una proteina secretada que, junto con
Gra23, regula el paso de pequefias moléculas entre el citoplasma de la célula
hospedera y el interior de la VP, una caracteristica importante para la virulencia de
parasito [90] [91].

Conjuntamente, se sumaron al estudio otras tres proteinas de granulos
densos, las cuales son r310790, r200360 y r313640, como posibles nuevos
marcadores de infeccibn aguda que, a diferencia de las mencionadas
anteriormente, no han sido totalmente caracterizadas por lo cual no se conocen
completamente su funcién [92]. Sin embargo, se ha podido determinar en un estudio
de localizacién masiva de proteinas de citoesqueleto de T. gondii que r200360 vy
r310790 se encontrarian distribuidas en el lumen de la VP [93]. A su vez, en un
estudio bioinformatico llevado a cabo por Alonso et al. (2019), en el cual se agrupan
las proteinas de T. gondii de acuerdo a su funcién, se identifico a r200360 dentro
del grupo de antigenos que participan en la patogenicidad del parasito y podrian ser
nuevos determinantes patogénicos. A este grupo también pertenecen antigenos
como Gra4 y Gra8 [94].

Por otro lado, se incorpordé al estudio una proteina de micronemas,
denominada rMic1, la cual es un antigeno soluble secretado sobre la superficie del
parasito y se ha demostrado que tiene un rol importante en la union del mismo a la
célula hospedera [95] [96]. También, se analiz6é rRop2, un antigeno de Roptrias que
se inserta en la MVP, se expone al citosol y estaria mediando en la estrecha

asociacion que ocurre entre la MPV y la mitocondria de la célula hospedera [97].

Finalmente, con el propédsito de analizar si la combinacién de distintas
proteinas podria aumentar la sensibilidad del método diagnostico, se analizaron dos
proteinas quiméricas, las cuales son rGra4-Gra7 y rRop2-Gra4. Todos estos

antigenos se encuentran resumidos en la Figura 3.2.1.
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Figura 3.2.1: Antigenos recombinantes empleados en este analisis.
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3.2.2.Localizacion de r310790 en parasitos extracelulares e

intracelulares de T. gondii

Como se menciono en la seccion anterior, r310790 es una proteina que ha
sido asociada a granulos densos y, ademas, se secretaria al lumen de la VP. En
esta tesis, con el objetivo de analizar la localizacion de esta proteina y comparar los
resultados con los descritos por otros autores [93] [98], se procedié a inmunizar
ratones C57BL/6 con el fin de obtener anti-suero de r310790 purificado. Una vez
obtenido el anticuerpo policlonal anti-r310790 se realizé6 un Western blot con TLA
de la cepa RH de T. gondii para determinar su reactividad. El peso esperado de
r310790 es de 24.7 kDa (segun la base de datos ToxoDB) y en el Western blot se
detectd una banda cercana a los 26 kDa, lo que estaria indicando que este
anticuerpo reconoce a la proteina en el peso esperado (Ver anexo seccion 5.1 con
los resultados del Western blot). A su vez, al analizar los resultados de la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) de r310790 en taquizoitos extracelulares de T.
gondii (Figura 3.2.2) se puede observar que presenta una marcacion tipica de
granulos densos (GD) en el citoplasma del parasito, pero ocupando GD diferentes
a Gra4, sugiriendo que estos no son homogéneos en su composicion. Ademas de
su localizacion en GD, r310790 rodea el nucleo, una marcacién compatible con la

envoltura nuclear/reticulo endoplasmico.

DAPI Gra4 310790 MERGE

Figura 3.2.2: Localizacion de r310790 por IFlI en taquizoitos extracelulares
obtenidos del cultivo in vitro en células VERO. Se utilizé DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) y anti-Gra4 como marcadores del nucleo y los granulos densos,

respectivamente.
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Por otro lado, los resultados obtenidos en taquizoitos intracelulares (Figura
3.2.3) muestran una localizacién restringida compatible con el reticulo
endoplasmatico (RE) y al aparato de Golgi. Esto estaria indicando que, a diferencia
de lo demostrado por los autores antes mencionados, r310790 no estd siendo
secretada al lumen de la VP cuando el parasito se encuentra dentro de la célula.
Mas estudios se necesitan para corroborar su localizacion, mediante la utilizacion

de marcadores de RE y Golgi.

Figura 3.2.3: Localizacion de r310790 por IFlI en taquizoitos intracelulares,
obtenidos del cultivo in vitro en células VERO. Se utilizé DAPI (4',6-diamidino-2-

phenylindole) como marcador del nucleo.
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3.2.3.Prediccidén de epitopes lineales de células B

La interaccién antigeno-anticuerpo es un evento crucial en la respuesta
inmune humoral ante la invasién de un patégeno en el organismo [99]. Un
anticuerpo especifico (Ab) reconoce al antigeno (Ag), que estimula una respuesta
mediada por células B, en regiones discretas denominadas determinantes
antigénicos o epitopes. Un epitope puede ser definidko como un grupo de
aminoacidos, accesibles en la superficie del antigeno, que es reconocido por
receptores de células B o anticuerpos secretados por estas y que son capaces de
iniciar una respuesta inmune humoral o celular [99]. Los epitopes de células B se
dividen en dos categorias: continuos y discontinuos. Los epitopes continuos o
lineales estan constituidos de una secuencia consecutiva de aminoacidos; mientras
que los epitopes discontinuos o conformacionales estan constituidos por
aminoacidos distantes en la secuencia primaria de la proteina y que entran en
contacto entre si cuando la secuencia se pliega para formar la estructura terciaria
de la proteina [100]. Actualmente, se asume que el 90% de los epitopes en una

proteina son conformacionales y solo el 10% son lineales [101].

Se ha correlacionado una correcta interaccién entre la proteina nativa y el
anticuerpo con la hidrofilicidad y la exposicion de los epitopes en la superficie de la
proteina, siendo esta ultima la caracteristica mas comunmente citada [102] [103].
Otra caracteristica empleada para predecir la presencia de epitopes en las proteinas
son los giros o “turns”, principalmente los giros beta, ya que estos presentan
propiedades como accesibilidad a la superficie, hidrofilicidad y movilidad que han

sido correlacionados con la antigenicidad [104].

Se utilizaron dos métodos para la prediccion de epitopes en las proteinas
estudiadas en esta tesis. Uno es el método de Kolaskar y Tongaonkar (1990) [105],
basado en una escala de antigenicidad generada a partir de propiedades
fisicoquimicas y en la frecuencia de aminoacidos en epitopes de células B
determinados experimentalmente. El otro método empleado es uno mas reciente,
BepiPred 2.0 (2017) [106], basado en modelos de “machine learning” y se basa en

un modelo oculto de Markov (Hidden Markov model) y en una escala de propension
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de aminoacidos, entrenado solamente con datos de epitopes que derivan del
andlisis de estructuras cristalizadas. Se tuvieron en cuenta solo aquellos epitopes
antigénicos predichos por el algoritmo de Kolaskar y Tongaonkar y al mismo tiempo
que superen el umbral o threshold de 0.500 del predictor de epitopes de células B
BepiPred 2.0 (para ver los graficos con los resultados de los predictores ir a anexo:

Seccidén 5.2).

e rGra7

Los resultados obtenidos mostraron que Gra7 presentaria 7 epitopes
antigénicos, cuando se analiz6 la secuencia de la proteina con el algoritmo de
Kolaskar y Tongaonkar. Sin embargo, segun el predictor de epitopes lineales

BepiPred 2.0, solo 4 de estos serian epitopes lineales de células B (Tabla 3.2.1).

N° | Inicio | Fin Péptido Longitud Bepz'F:)red' Antigenicidad
1 | 46 | 53 GQAPVDSL 8 0.605 1.051
2 | 97 | 102 EVHFRK 6 0.591 1,018
3 | 123 | 128 RKVVPR 6 0.606 1,065
4 | 217 | 225 | QPALEQEVP 9 0.616 1.029

Tabla 3.2.1: Epitopes lineales de células B predichos por los métodos disponibles en la
base IEDB. BepiPred-2.0: umbral de 0.500. El valor promedio obtenido fue de 0.545, con
un minimo de 0.230 y un maximo de 0.689. Antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar:
umbral de 1.001. El valor promedio obtenido fue de 1.001, con un minimo de 0.894 y un

maximo de 1.144.

En un trabajo llevado a cabo por Beghetto et al. (2003), se determiné la
antigenicidad de la porcion N-terminal de Gra7 entre los aa 24-102 y comparando
con los resultados obtenidos en nuestro analisis, se observa que en esta porcién de

la proteina se incluyen los epitopes numero 1y 2 [107].
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e Grad

Cuando se analiz6 la secuencia de Gra4 con el algoritmo de antigenicidad de
Kolaskar y Tongaonkar, los resultados mostraron que presenta 10 epitopes
antigénicos, de los cuales sélo 5 serian epitopes lineales de células B segun
BepiPred 2.0 (Tabla 3.2.2). De esta proteina se cloné la region C-Terminal (aa 163
hasta el final, aa 345), por lo que en esta region solo se encuentran los epitopes 3,
4 y 5. Por lo tanto, rGra4 presenta 3 epitopes lineales entre los aa 161-168, 189-
211y 217-223.

N° | Inicio | Fin Péptido Longitud | BeP)F"ed" | Antigenicidad

1 92 | 99 QQGVPQAP 8 0.571 1,070

2 | 130 | 140 GHPVQAIPQQP 11 0.567 1,076

3 | 181 | 188 SGLQLRQQ 8 0.594 1,048

4 | 209 | 231 | SYGYPAFPAFPRLPAFSD 23 0.544 1.066
SVSVS

5 | 237 | 243 LTVVRDS 7 0.555 1076

Tabla 3.2.2: Epitopes lineales de células B predichos por los métodos disponibles en la
base IEDB. BepiPred-2.0: umbral de 0.500. El valor promedio obtenido fue de 0.545, con
un minimo de 0.168 y un maximo de 0.679. Antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar:

umbral de 1.024. El valor promedio obtenido fue de 1.024, con un minimo de 0.879 y un
maximo de 1.185.

Cabe mencionar que Mévélec (1998) determin6 que entre los aa 318 y 334
se encuentra el principal epitope de célula B de Gra4 y Maksimov (2012) identifico
dos epitopes de células B entre los aa 309-324 y 321-346 [108] [109]. Todos estos
resultados muestran una mayor concentracion de determinantes antigénicos en la

regiéon C-terminal de la proteina.
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e Gra8

Gra8 contendria 8 epitopes antigénicos, segun el algoritmo de Kolaskar y
Tongaonkar. De estos, solo 7 serian epitopes lineales de acuerdo al predictor
BepiPred 2.0 (Tabla 3.2.3). En este trabajo se clond la porcién N-terminal de la

proteina (aa 31 al 158) que contiene los primeros 5 epitopes.

N° | Inicio | Fin Péptido Longitud Bepz"';red' Antigenicidad
1| 64 | 72 HPSVIPNPP 9 0.592 1.082

2 | 85 | 92 EVPPLQHP 8 0.620 1.094

3 | 100 | 110 AAAPQPPYPVG 11 0.585 1.070

4 | 119 | 125 IPPVHRP 7 0.633 1.088

5 | 133 | 143 EVAPVPPYPVG 11 0.583 1.110

6 | 153 | 163 IPAVHHPFPYV 11 0.574 1.109

7 | 171 | 178 PRVLVYKI 8 0.604 1.146

Tabla 3.2.3: Epitopes lineales de células B predichos por los métodos disponibles en la
base IEDB. BepiPred-2.0: umbral de 0.500. El valor promedio obtenido fue de 0.559, con
un minimo de 0.257 y un maximo de 0.654. Antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar:
umbral de 1.039. El valor promedio obtenido fue de 1.039, con un minimo de 0.885 y un

maximo de 1.189.

Beghetto et al. (2003) determiné la presencia de un epitope lineal entre los
aa 52-87 [107]. A su vez, Costa et al. (2016) predijo la presencia de epitopes lineales
entre los aa 44-78 y 86-91 [110]. Segun este andlisis, y lo observado por otros
autores, la porcion N-terminal de rGra8 presenta la mayor concentracion de

epitopes lineales de células B.

e Gral7

Gra17, contendria 9 epitopes antigénicos de acuerdo a Kolaskar y
Tongaonkar. De estos, sélo 3 serian epitopes lineales de células B segun el
predictor BepiPred 2.0 (Tabla 3.2.4).
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N° | Inicio | Fin Péptido Longitud Bepz";’ed' Antigenicidad
1 | 39 | 54 | AAPCGALYPASRVLSE | 16 0.540 1,098
2 | 114 | 120 AEVAKVE 7 0.526 1076
3 | 247 | 254 LESILFDS 8 0.507 1,056

Tabla 3.2.4: Epitopes lineales de células B predichos por los métodos disponibles en la
base IEDB. BepiPred-2.0: umbral de 0.500. El valor promedio obtenido fue de 0.481, con
un minimo de 0.224 y un maximo de 0.644. Antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar:
umbral de 1.031. El valor promedio obtenido fue de 1.031, con un minimo de 0.866 y un

maximo de 1.197.

e 1310790

TGME49_ 310790, contendria 8 epitopes antigénicos cuando se analiza la
secuencia con el algoritmo de Kolaskar y Tongaonkar. Sin embrago, de estos s6lo
1 seria un epitope lineal de células B cuando se comparan con el predictor BepiPred
2.0 (Tabla 3.2.5).

N° | Inicio | Fin Péptido Longitud Bepz'Pored' Antigenicidad
1 | 170 | 183 | KQLLEKTAHQLGMP 14 0.536 1.033

Tabla 3.2.5: Epitopes lineales de células B predichos por los métodos disponibles en la
base IEDB. BepiPred-2.0: umbral de 0.500. El valor promedio obtenido fue de 0.501, con
un minimo de 0.248 y un maximo de 0.646. Antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar:
umbral de 1.003. El valor promedio obtenido fue de 1.003, con un minimo de 0.862 y un

maximo de 1.135.
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e 1200360
TGME49_ 200360, por su parte contendria 6 epitopes antigénicos, segun

Kolaskar y Tongaonkar, de los cuales s6lo 4 serian epitopes lineales de células B,
de acuerdo al predictor BepiPred 2.0 (Tabla 3.2.6).

N° | Inicio | Fin Péptido Longitud | BePFXed"| Antigenicidad
1 | 49 | 59 PPLSSLSALQT 11 0.567 1,071
2 | 74 | 80 GYYVEAK 7 0.542 1.073
3 | 82 | 88 FYRVPPT 7 0.605 1.062
4 | 118 [ 123 ADYVDR 6 0.579 1.060

Tabla 3.2.6: Epitopes lineales de células B predichos por los métodos disponibles en la
base IEDB. BepiPred-2.0: umbral de 0.500. El valor promedio obtenido fue de 0.516, con
un minimo de 0.243 y un maximo de 0.739. Antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar:
umbral de 1.025. El valor promedio obtenido fue de 1.025, con un minimo de 0.896 y un
maximo de 1.216.

e 1313640
TGME49_ 313640, presentaria 6 epitopes antigénicos cuando se analiza la
secuencia con el algoritmo de Kolaskar y Tongaonkar. Sin embargo, segun el

predictor BepiPred 2.0, de estos 6 s6lo 2 serian epitopes de células B (Tabla 3.2.7).

N° | Inicio | Fin Péptido Longitud Bepz":)'ed' Antigenicidad
1] 78 | 84 RDYVAQM 7 0.541 1.042
149 | 157 YHPICYPPP 9 0.546 1116

Tabla 3.2.7: Epitopes lineales de células B predichos por los métodos disponibles en la
base IEDB. BepiPred-2.0: umbral de 0.500. El valor promedio obtenido fue de 0.545, con
un minimo de 0.272 y un maximo de 0.676. Antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar:
umbral de 1.023. El valor promedio obtenido fue de 1.023, con un minimo de 0.870 y un

maximo de 1.213.
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Segun el algoritmo de antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar, Mic1

contendria 15 epitopes antigénicos. De estos, sélo 7 serian epitopes lineales de

células B cuando se comparan con el predictor BepiPred 2.0 (Tabla 3.2.8.).

N° | Inicio | Fin Péptido Longitud | BePYF"ed" | Antigenicidad
1 87 | 92 DTASLL 6 0.500 1.049
2 | 101 | 107 VNCVDDC 7 0.534 1.090
3 | 109 | 116 HTIPCPGG 8 0.553 1.090
4 | 140 | 147 QRFCSPYQ 8 0.541 1,093
5 | 229 | 244 | IGSVDSPCSEVEVCLP | 16 0.547 1107
6 | 249 | 255 PPVCLDE 7 0578 1,096
7 | 375 | 382 AFDVVEVE 8 0.550 1.090

Tabla 3.2.8: Epitopes lineales de células B predichos por los métodos disponibles en la

base IEDB. BepiPred-2.0: umbral de 0.500. El valor promedio obtenido fue de 0.538, con

un minimo de 0.295 y un maximo de 0.688. Antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar:

umbral de 1.028. El valor promedio obtenido fue de 1.028, con un minimo de 0.865 y un

maximo de 1.194.

e Rop2

El analisis de la secuencia con el algoritmo de Kolaskar y Tongaonkar,

permitid identificar un total de 22 epitopes en Rop2. De estos, solo 12 serian

epitopes de células B cuando se comparan con el predictor BepiPred-2.0 (Tabla

3.2.9). En esta tesis soélo se clond la porcion C-terminal de la proteina (aa 196 hasta

el final, aa 561). En esta porcion de la proteina se incluyen los epitopes 7 al 12.
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N° | Inicio | Fin Péptido Longitud Bepz;';’ed' Antigenicidad
1] 30 | 38 QGAGVVRPR 9 0.582 1.069
2 | 58 | 70 RHFHSPIEPVAFI 13 0.602 1.065
3| 92 | 97 VTPLLN 6 0.652 1.066
4 | 143 | 153 PTRLFQHLRRA 11 0.570 1,053
5 | 155 | 162 AAIPAAAS 8 0.538 1,058
6 | 172 | 178 QEPVFPP 7 0.595 1,075
7 | 198 | 204 GDVVIEE 7 0.564 1,080
8 | 224 | 232 NANHLVSTA 9 0.619 1,070
9 | 295 | 309 | IKQLSEQVLRLRLLR 15 0517 1071
10 | 318 | 332 | KAYLRFIFPIDLVKD 15 0.512 1076
11 | 459 | 464 YRQHHP 6 0.646 1,050
12 | 546 | 554 ELSAVLPLY 9 0.620 1117

Tabla 3.2.9: Epitopes lineales de células B predichos por los métodos disponibles en la
base IEDB. BepiPred-2.0: umbral de 0.500. El valor promedio obtenido fue de 0.530, con
un minimo de 0.246 y un maximo de 0.698. Antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar:
umbral de 1.027. El valor promedio obtenido fue de 1.027, con un minimo de 0.879 y un

maximo de 1.182.

3.2.4.Purificacion de las proteinas recombinantes

Todas las proteinas mencionadas arriba fueron expresadas en cepas de E.
coli y se purificaron por cromatografia de afinidad al Ni%*, bajo condiciones
desnaturalizantes en Urea 8M, a excepcidn de Rop2 que se purificd en condiciones

nativas en Imidazol.

En la figura 3.2.1 se muestra el resultado de un gel SDS-PAGE con las
eluciones de las proteinas rGra4, rGra7 y rGra8. En los geles de rGra4 y rGra8,
ademas de las bandas esperadas, se observan bandas por debajo del peso
esperado que pueden corresponder a productos de degradacion de las mismas

proteinas y en las eluciones de rGra7 se observa la presencia de impurezas.
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Figura 3.2.1: Gel SDS-PAGE tefiido con Coomasie blue con el resultado de la
purificacion de rGra4, rGra7 y rGra8 por cromatografia de afinidad al Ni2+. M:
Marcador de peso molecular. Lineas 1 a la 7: eluciones de las proteinas

recombinantes en Urea 8M. La flecha roja indica la proteina recombinante.

En la figura 3.2.2. se muestra el gel SDS-PAGE con los resultados de las
purificaciones de r310790, r313640 y r200360. En el gel de r310790, la proteina
recombinante fue mayormente purificada entre las eluciones 3 y 6, acumulandose
principalmente, en las eluciones 4 y 5. En el gel de r313640 se observa que todas
las eluciones contienen la proteina recombinante con una cierta cantidad de
impurezas y en r200360 so6lo las eluciones 2 y 3 contienen bajas cantidades de la

proteina.

r310790 r313640 r200360

kDa m 1 2 3 4 5 6

1 2 3 4 5 6

Figura 3.2.2: Gel SDS-PAGE tefiido con Coomasie blue con el resultado de la
purificacion de r310790, r313640 y r200360 por cromatografia de afinidad al Ni2+.
M: Marcador de peso molecular. Lineas 1 a la 7: eluciones de las proteinas

recombinantes en Urea 8M. La flecha roja indica la proteina recombinante.

70



Capitulo 3

En el gel SDS-PAGE que muestra los resultados de la purificacion de rGra17,
puede observarse una banda a la altura esperada de 26 kDa junto con otras bandas
de mayor peso molecular (figura: 3.2.3 A). Debido a esto, se realiz6 un Western blot,
con un anticuerpo anti-Histidina, para determinar que la banda observada a la altura
esperada corresponda a la proteina purificada (figura: 3.2.3 B). El resultado indica
la presencia de la proteina al peso esperado, ademas de algunas bandas con un
peso superior o que sugiere que podrian corresponder a oligomeros resistentes al

buffer Laemmli.

rGra17 B rGral7

Figura 3.2.3: Gel SDS-PAGE tefido con Coomasie blue con el resultado de la
purificacion de rGra17 por cromatografia de afinidad al Ni2+. M: Marcador de peso
molecular. A: lineas 1 a la 7: eluciones de las proteinas recombinantes en Urea 8M.
La flecha roja indica la proteina recombinante. B: Western blot anti-histidina de las

eluciones de rGra17.

En la figura 3.2.4 se muestran los geles SDS-PAGE con las purificaciones de
rMic1 y rRop2. En las eluciones de ambas proteinas recombinantes se observaron
bandas a la altura esperada y bandas de un tamano mas pequefio que podrian ser
productos de degradacién. Es importante destacar, que la purificacion de rRop2 se
realiz6 en Imidazol y no en condiciones desnaturalizantes debido a las dificultades

que se tuvieron en obtener la proteina recombinante empleando Urea.
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rMic1 rRop2

kba ™M 1 2 3 4 5 kba ™M 1 2 3 4 5 6 7
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Figura 3.2.4: Gel SDS-PAGE tefiido con Coomasie blue con el resultado de la
purificacion de rMic1 (en condiciones denaturantes) y rRop2 (en condiciones
nativas) por cromatografia de afinidad al Ni2+. M: Marcador de peso molecular.
rMic1: Lineas 1 a la 5, eluciones de las proteinas recombinantes en Urea 8M.
rRop2: Lineas 1, la resina se lavd con buffer de lavado, con 40 mM Imidazol. Linea
2 ala 7, eluciones de la proteina recombinante, con 150 mM de Imidazol. La flecha

roja indica la proteina recombinante.

Por ultimo, los resultados de la purificacion de las quimeras rGra4/Gra7 y
rRop2/Gra4 incluidas en este estudio se muestran en la figura 3.2.5. En ambos

casos se puede observar las bandas en las eluciones al peso molecular esperado.

rGra4-Gra7 rRop2-Grad

kba ™M 1 2 3 4 5 kba ™M 1 2 3 a4 5

170/
170 | 130
130 |

—
95 [— 95

72 (- — D —— — -
55— 55 w—

43 | S— 43

34—
- 34

Figura 3.2.5: Gel SDS-PAGE tefiido con Coomasie blue con el resultado de la
purificacion de rMic1 (en condiciones desnaturalizantes) y rRop2 (en condiciones
nativas) por cromatografia de afinidad al Ni+. M: Marcador de peso molecular.
Lineas 1 a la 5: eluciones de las proteinas recombinantes en Urea 8M. La flecha

roja indica la proteina recombinante
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3.3. Conclusiones

Como se mencion6 anteriormente, las técnicas moleculares, como ADN
recombinante, permitieron la evaluacion de forma individual de numerosos
antigenos de T. gondii, que podrian ser de utilidad no so6lo en el diagnostico
diferencial de la toxoplasmosis, sino también en el diagnéstico de la toxoplasmosis
congénita [77]. Por este motivo, en la presente tesis, se clonaron 6 proteinas de T.
gondii (rGra8, rGra17, r310790, r200360 y r313640) junto a una quimera (rGra4-
Gra7), las cuales se sumaron a la bateria de antigenos ya disponibles en el
laboratorio (rGra4, rGra7, rRop2, rMic1 y rRop2-Gra4). Estas pertenecen a sistema
ESA del parasito, 7 son de Granulos Densos (rGra4, rGra7, rGra8, rGra17, r310790,
r200360 y r313640), 1 de Micronemas (rMic1) y 1 de Roptrias (rRop2).

Es interesante destacar, que el analisis de localizacion de r310790 es
diferente a lo observado por otros autores; esto puede ser debido a la metodologia
empleada en los distintos trabajos. En nuestro analisis, se generd un anticuerpo
policlonal en ratones anti-r310790, en cambio en los trabajos antes mencionados
se realizaron transfecciones transientes y marcacién enddégena de la proteina, lo
que podria explicar las diferencias obtenidas [93] [98]. Mas estudios se necesitan

para determinar la localizacién de la proteina y su funcion.

Por otro lado, para que estos antigenos tengan utilidad en el diagndstico
serolégico deben ser antigénicos, lo que significa tener la capacidad de unirse a un
anticuerpo especifico [113]. Por esto, se analiz6 la presencia de determinantes
antigénicos de células B en cada una de ellos, mediante herramientas informaticas
de acceso libre disponibles en internet. Se decidi6 focalizar el analisis sobre
eipitopes lineales ya que para predecir epitopes conformacionales, se requiere
generalmente la estructura terciaria y esta informacion solo esta disponible para una
parte de las proteinas [114]. Ademas, al purificar los antigenos en condiciones
desnaturalizantes, mediante la utilizacién de urea, puede resultar en una pérdida de

reconocimiento de los epitopes conformacionales [114].
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Gracias a los estudios experimentales y a los analisis in silico realizados, se
ha podido detallar las caracteristicas que permiten definir a los epitopes. La mayoria
tienen una longitud de entre 5 y 25 aminoacidos y la accesibilidad en la superficie
es su principal propiedad [99] [106]. Empleando los dos métodos mencionados aqui,
se determind la presencia de epitopes lineales de células B en cada antigeno cuyo
numero varia de un minimo de 1 (r310790) a un maximo de 12 epitopes (rRop2) y
con una longitud entre 6 y 23 aa. Interesantemente, rGra4 y rGra8 presentarian una
mayor concentracion de epitopes lineales en la porcion N-terminal y C-terminal de
la proteina, respectivamente, por lo que se clonaron solo esas porciones de ambas
proteinas. Si bien rRop2 presentaria 12 epitopes lineales, al clonar la region C-
terminal de la proteina, solo se pudieron incluir 6 de estos epitopes. Al mismo
tiempo, al purificar la proteina en condiciones nativas también podrian estar

incluyéndose epitopes conformacionales.

Las proteinas recombinantes se expresaron en cepas M15 y BL21 DE3 de
E. coli, cultivadas en medio Luria-Bertani, a temperatura de 18 y 37°C y usando
IPTG como inductor de la sintesis de las mismas. Estas condiciones permitieron
lograr altos niveles de expresion de los antigenos. Sin embargo, no se lograron altos
niveles de expresion con r200360. Dichas condiciones podrian ser ajustadas en el
futuro, para obtener mayores niveles de esta proteina. También, la fusion de una
etiqueta de Histidina a la secuencia de cada proteina facilité la purificaciéon tanto en
condiciones nativas como desnaturalizantes. El protocolo de purificacion empleado,
principalmente, fue bajo condiciones desnaturalizantes en urea 8M. A su vez, no se
pudo purificar rRop2 en estas condiciones, por lo que se empleé Imidazol

permitiendo obtener altas cantidades de proteina soluble.
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3.4. Materiales y Métodos

3.4.1.Cultivo in vitro de taquizoitos de Toxoplasma gondii

Para la realizacién de los experimentos se utilizaron taquizoitos de la cepa
RH (Tipo 1), los cuales se obtuvieron a partir del cultivo in vitro en células VERO
(African green monkey kidney- células de rifidn de mono africano verde) en medio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GIBCO) suplementado con 5% de
suero fetal bovino (SFB), 1% Penicilina/Estreptomicina a 37°C y 5% COa.

3.4.2. Proteinas recombinantes de T. gondii

3.4.2.1. rGra4, rGra7 y rRop2

Estas proteinas se obtuvieron como se describe previamente en Martin et al.
(1998), Nigro et al. (2001) y Nigro et al. (2003) [115] [116] [117]. rGra4 comprende
la region C-terminal de la proteina madura (aa 163 hasta el final, aa 345). rRop2
también comprende la region C-terminal de la proteina madura (aa 196 hasta el
final, aa 561). rGra7 corresponde a la forma madura de la proteina nativa. Las
secuencias génicas de estas tres proteinas se clonaron entre los sitios BamHI| y
Hindlll del vector de expresion pQE31 (Qiagen, Valencia, CA, USA).

3.4.2.2. rMic1, r313640 y rRop2-Gra4

La obtencibn de estas proteinas se realizO mediante ensayos de
amplificacién por PCR, utilizando ADNc como templado. Para esto, se extrajo el
ARN total de la cepa RH de T. gondii utilizando TRIzol (Ambion/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), el cual se retrotranscribi6 a ADNc usando la Transcriptasa
inversa del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV, Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA). Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos de PCR empleando
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DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) con
primers especificos generados a partir de la secuencia génica extraida de la base
de datos ToxoDB (numero de acceso: TGME49 291890 para rMicl vy
TGME49 313640 para r313640). rMic1 se amplifico utilizando un primer forward
(Mic1-F, 5-CACCGGGCCAGAAGCATATGGAGAAG-3'), que contiene 4 bases
adicionales (CACC) para el clonado direccional, y un primer reverse (Mic1-R, 5'-
TCAAGCAGAGACGGCCGTAGG-3). El producto de PCR se purifico de un gel de
agarosa (Promega, Madison, WI, USA) y se clon6 en el vector pET 200 Directional
TOPO siguiendo las especificaciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). La secuencia génica de r313640 (residuo 72 hasta el final, residuo 201) se
amplificd utilizando un primer forward (313640-F, 5'-
CATATGGTTGCACGGTGCTTCTTTCGCAC-3") con una secuencia de
reconocimiento para Ndel 'y un primer reverse (313640-R, 5-
CTCGAGTTAGGAGCCACCTGTTTCTTTGTTG-3") con una secuencia de
reconocimiento para Xhol. El producto de PCR se digiri6 con las enzimas de
restriccion Ndel and Xhol, se purificé de un gel de agarosa y se clon6 en el vector
de expresion pET-28a+, previamente digerido con Ndel/Xhol. Para obtener la
quimera rRop2-Gra4, se fusionaron las secuencias génicas a partir de los plasmidos
previamente descritos en la seccion 3.4.2.1. Brevemente, los fragmentos se
amplificaron con el primer forward del gen Rop2, el primer reverse del gen de Gra4
y un primer interno de 40 pb, con los ultimos 20 nucleétidos del gen de Rop2 que
codifica para la region C-terminal de la proteina sin el codén de stop mas los
primeros 20 nucleétidos del gen Gra4. El fragmento asi obtenido, que expresa la
fusion entre las proteinas Rop2196-591 ¥ Gradies-345, se clond en el vector de

expresion pQE31.
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3.4.2.3. rGra8, rGra17, r310790, r200360 y rGra4-Gra7

Las secuencias génicas de estas proteinas fueron sintetizadas por GenScript
(Piscataway, NJ, USA). Para esto, se extrajeron las secuencias génicas de la base
de datos ToxoDB de rGra8 (numero de acceso: TGME49 254720), rGra17 (numero
de acceso: TGME49 222170), r310790 (numero de acceso: TGME49 310790),
r200360 (numero de acceso: TGME49 200360), rGra4 (numero de acceso:
TGME49 310780) y rGra7 (numero de acceso: TGME49 203310). rGra8
corresponde a la regiéon N-terminal de la proteina madura (residuo 31 hasta el
residuo 158) segun lo descrito por Li et al. (2000) [118]. rGra17, r310790 y r200360
corresponden a la forma madura de cada una de las proteinas nativas. Estas
secuencias se ligaron entre los sitios Ndel/Xhol del vector de expresion pET- 28a+.
Con respecto a la quimera rGra4-Gra7, se obtuvieron las secuencias génicas que
corresponden a la region C-terminal de rGra4 y a la forma madura de la proteina
nativa de rGra7 (seccion 3.4.2.1), las cuales se fusionaron con una region linker
entre ellas compuesta de una secuencia de 5 aminoacidos (Gly-Ser-Gly-Ser-Gly) y

se clono entre los sitios Ndel/BamHI del vector de expresion pET- 14b.

3.4.3 Ensayo de localizacién de r310790

3.4.3.1 Anticuerpo policlonal anti-r310790

El anticuerpo policlonal anti-310790 fue generado en ratones Balb/c.
Brevemente, los ratones fueron inmunizados subcutdneamente con 50 ug de
proteina recombinante con adyuvante completo de Freund (Sigma). Pasadas 3
semanas, los ratones fueron inmunizados 3 veces mas, con la misma dosis de
antigeno con adyuvante incompleto de Freund (Sigma), con un intervalo de 2
semanas entre cada una de ellas. Los ratones fueron sacrificados 1 semana
después de la ultima inmunizacion y se recolectd la sangre para la obtencién del

suero. La reactividad del suero se analizé por Western blot e IFI.
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3.4.3.2 Analisis por Western blot

Para el analisis de reactividad se usaron taquizoitos extracelulares de la cepa
RH de T. gondii, los cuales se resuspendieron en buffer de SDS-PAGE (50 mM Tris—
HCIl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 100 mM DTT y 0.1% bromophenol blue), fueron
calentados a 95°C durante 5 minutos y sembrados en un gel SDS-PAGE de 15%.
Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana
de polyvinylidene fluoride (PDVF, Amersham GE Healthcare). Luego, la membrana
se bloqued con solucion de bloqueo (5% de leche descremada en 0.05% Tween-
20-PBS) 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, las membranas fueron
incubadas con el suero anti-r310790 6 el suero pre-inmune, en solucién de bloqueo
a una dilucion de 1:200, 1:1000 y 1:5000 durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de lavar las membranas con solucion de lavado (0.05% Tween-20-PBS),
se incubaron con el anticuerpo anti-mouse IgG conjugado con fosfatasa alcalina
diluido 1:15000 en solucién de bloqueo por 1 hora a temperatura ambiente
(ThermoFisher Scientific). Finalmente, se procedi6 con el revelado de las

membranas usando NBT/BCIP (Promega).

3.4.3.3 Ensayo de inmunofluorescencia indirecta

Los ensayos de IFI se llevaron a cabo en taquizoitos extracelulares e
intracelulares de la cepa RH de Toxoplasma gondii. Los taquizoitos extracelulares,
obtenidos del cultivo in vitro en células VERO, se fijaron en cubreobjetos con 4% de
formaldehido, 20 min a temperatura ambiente. Luego de bloquear con solucion de
bloqueo (3% BSA en 0.01% Triton-X100-PBS) por 1 h a temperatura ambiente, se
incubaron con el suero policlonal anti-r310790 en una dilucién de 1:200 en solucién
de bloqueo toda la noche a 4°C. También, se utilizd un suero policlonal anti-Gra4
obtenido en conejo como marcador de granulos densos, a una dilucion de 1:500 en
solucion de bloqueo. Después de varios lavados con PBS, se incubaron 1 h a
temperatura ambiente con anticuerpo anti-mouse IgG conjugado con Alexa Fluor

568 y anti-rabbit IgG conjugado con Alexa 488, ambos diluidos 1:4000 en solucion
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de bloqueo (ThermoFisher Scientific). Finalmente, luego de varios lavados con PBS
se montaron en medio de montaje con DAPI y los preparados fueron analizados por
microscopia de epifluorescencia (Carl Zeiss, Axio Imager.M2). Las imagenes
obtenidas fueron analizadas con el programa Image J (Version 5.2.0, 2014, US

National Institutes of Health).

Los taquizoitos que se dividen intracelularmente, se fijaron en cubreobjetos
con metanol 7 min a -20°C. Las células infectadas se bloquearon con solucién de
bloqueo por 1 hora a temperatura ambiente. Luego de bloquear, se incubaron con
el suero policlonal anti-r310790 en una dilucién de 1:200 en solucién de bloqueo
toda la noche a 4°C. Después de varios lavados con PBS, se incubaron 1 h a
temperatura ambiente con anticuerpo anti-mouse IgG conjugado con Alexa Fluor
488 diluido 1:4000 en solucién de bloqueo (ThermoFisher Scientific). Finalmente,
luego de varios lavados con PBS se montaron en medio de montaje con DAPI y los
preparados fueron analizados por microscopia de epifluorescencia (Carl Zeiss, Axio

Imager.M2). Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el programa Image J.

3.4.4 Prediccidén de epitopes lineales de células B

Para determinar la presencia de epitopes lineales de células B en la
secuencia aminoacidica de cada proteina, se utilizaron la escala de antigenicidad
de Kolaskar y Tongaonkar [105] y el predictor de epitopes lineales de células B
BepiPred-2.0 [106]. Estas herramientas son de acceso libre y se encuentran
disponibles en la pagina “Immune Epitope Database” (http://tools.iedb.org/bcell/). El
Threshold o umbral y demas criterios utilizados en cada herramienta empleada

fueron los establecidos por default.

3.4.5 Expresion de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes se expresaron en cepas competentes de E. coli
como M15 (rGra4, rGra7, rRop2 y rRop2-Gra4) y BL21 Star (DE3) (rMic1, r313640,
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rGra8, rGra17, r310790, r200360 y rGra4-Gra7). Brevemente, las células se
cultivaron a partir de un pre-inoculo, crecido toda la noche a 37°C, el cual se diluy6
100 veces (1:100) en medio de cultivo LB, suplementado con Ampicilina (50 ug/ml)
o Kanamicina (30 ug/ml). La expresién de las proteinas se indujo mediante la adicidon
de IPTG. La concentracion de IPTG y los tiempos de induccion se resumen en la
Tabla 5.3.1 (Anexo: Secciéon 5.3). Una vez alcanzado el tiempo de induccion, se
cosecharon las células por centrifugacion a 5000g por 10 minutos a temperatura

ambiente y el pellet se conservo hasta el posterior protocolo de purificacion.

3.4.6 Purificacion de proteinas recombinantes

Gracias al agregado de una etiqueta de 6 aminoacidos Histidina en el
extremo N-terminal de cada proteina recombinante se pudo realizar la purificacion
mediante cromatografia de afinidad al Niquel usando una resina de Ni-NTA (Ni2+-
nitrilotriacetic acid resin, Qiagen, Valencia, CA, USA) siguiendo Ilas

recomendaciones del fabricante.

3.4.6.1 Purificacion en condiciones desnaturalizantes

Las proteinas rGra4, rGra7, rMic1, r313640, rGra8, rGra17, r310790,
r200360, rRop2-Gra4 vy rGra4-Gra7 se purificaron en condiciones
desnaturalizantes. Para esto, el pellet de células se resuspendi6é en buffer de lisis
(Urea 8 M, NaHPO4 20 mM, NaCl 300 mM, pH 8). Luego, se sonicaron durante 5
min (con pulsos de 15s ON/15s OFF y amplitud del 30%) usando un procesador
ultrasonico (Vibra Cell™; Sonic, Newtown, CT, USA), se obtuvo la fraccion soluble
mediante centrifugacion a 15000g por 45 min a 4°C y se incubd6 con la resina de Ni-
NTA a temperatura ambiente. Posteriormente, se eluyeron las proteinas bacterianas
con buffer de lavado (Urea 8 M, NaH2PO4 20 mM, NaCl 300 mM, pH 6). Finalmente,
se eluyeron las proteinas recombinantes con 5-10 ml de buffer de elucién (Urea 8
M, NaH2PO4 20 mM, NaCl 300 mM, pH 4).
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3.4.6.2 Purificacion en condiciones nativas

La proteina rRop2 se purificd en condiciones nativas. Para esto, se empled
el equipo Akta 3D system (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA).
Brevemente, se resuspendid el pellet de células en buffer de lisis (NaHPO4 pH 7.4,
NaCl 100 mM, Glicerol 5%, PMSF 1 mM). Luego, se sonicaron durante 5 min (con
pulsos de 15s ON/15s OFF y amplitud del 30%) usando un procesador ultrasénico
(Vibra Cell™:; Sonic, Newtown, CT, USA) y se obtuvo la fraccién soluble mediante
centrifugacion a 15000g, por 45 min a 4°C. La fraccion soluble se cargd en una
columna Hi-Trap Q FF Ni2+ (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Las proteinas
bacterianas se eluyeron de la columna con buffer de lavado (20 mM NaHPO4 pH
7.4, 100 mM NaCl, 5% glycerol, 1 mM PMSF y 40 mM imidazol). La proteina
recombinante se eluy6 con buffer de elucion (20 mM NaHPO4 pH 7.4, 100 mM NaCl,
5% glycerol, 1 mM PMSF y 150 mM imidazol).

Los resultados de las purificaciones se analizaron mediante electroforesis en

geles SDS-PAGE tenidos con Coomassie blue.
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4.1. Introduccion

Una vez obtenido el antigeno recombinante, el siguiente paso fue analizar su
utiidad en el diagnostico de la toxoplasmosis. La técnica mas comunmente
empleada para este tipo de estudios ha sido el ELISA indirecto para la deteccion de
anticuerpos especificos, tanto en investigacion como en el diagnostico clinico. Las
principales ventajas de esta técnica son: la alta sensibilidad que permite determinar
los niveles de anticuerpos de forma cuantitativa o semicuantitativa, simple de llevar
a cabo y puede procesarse un alto numero de muestras en un periodo corto de

tiempo [119].

En el diagndstico de la toxoplasmosis, los primeros antigenos empleados con
esta técnica fueron TLA, los cuales mostraban valores satisfactorios de sensibilidad
y especificidad. Sin embargo, también presentan limitaciones como la
contaminacidén con materiales extra parasitarios debido al método de obtencion del
parasito, ademas de discrepancias en los resultados y la incapacidad de discriminar
entre las distintas fases de la infeccion [45]. Reemplazar al TLA con antigenos
recombinantes es una alternativa importante para mejorar el desempefio de esta
técnica. Por esta razén, en los ultimos 30 afios una determinada cantidad de
proteinas recombinantes han sido analizadas, con diferentes valores de sensibilidad
y especificidad, que no s6lo mejorarian el diagnostico, sino que ayudarian, también,
a discriminar entre las distintas fases de la infeccién, con la importancia que esto
tiene, principalmente en el diagndstico de la mujer embarazada [37]. La utilizacién
de estas proteinas recombinantes presenta la ventaja de poder conocer con
exactitud el antigeno que compone el ensayo y puede usarse una combinacion de
antigenos para lograr mayor sensibilidad. Por otro lado, la obtencién de estos
antigenos a través de técnicas de biologia molecular ayudaria a evitar el riesgo de
contaminacién del personal encargado al estar en contacto con el parasito y

disminuiria los tiempos y costos de produccion [112].

En este capitulo se muestran los resultados del analisis de antigenicidad de

los antigenos obtenidos en el capitulo anterior, mediante la técnica de IgG- ELISA.
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Este analisis no solo se realizé con el objetivo de estudiar la capacidad de estos
antigenos de discriminar entre la fase aguda y crénica de la infeccion por T. gondii,

sino que también, en el diagnostico temprano de TV.
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4.2. Resultados y Discusién

4.2.1.Perfil de anticuerpos especificos en ratones infectados con
T. gondii

La antigenicidad se basa en la interaccion real entre un anticuerpo y un
antigeno, y de esta forma un epitope adquiere identidad cuando un anticuerpo
puede unirse a él. Esta interaccidn involucra tanto los aminoacidos polimérficos que
comprenden el epitope como otras configuraciones cruciales de aminoacidos
polimorficos que actuan como sitios de contacto [113]. Por lo tanto, se realizd un
IgG-ELISA, con sueros de ratones infectados con la cepa ME49 de T. gondii, para
determinar si las proteinas recombinantes son reconocidas por los anticuerpos
especificos presentes en el suero. En total se inocularon 15 ratones C57BL/6 y se
analizaron los niveles de anticuerpos IgG circulantes a los dias 0, 7, 15, 21 y 30

post-infeccion mediante un test de IgG-ELISA.

Dubey et al. (1997) propuso un modelo del desarrollo del ciclo de T. gondii
en distintos 6rganos de ratones inoculados con quistes/bradizoitos de este parasito,
en donde determind que la conversidon de bradizoitos a taquizoito ocurre a las 6
horas post-infeccion (h.p.i.) y después de las 24 h.p.i. hasta los 6 dias post-infeccion
(d.p.i.) se producia la diseminacion del parasito por el organismo llegando a invadir
los pulmones, el cerebro y otros 6rganos [120]. Desde los 6 d.p.i. en adelante
comienza a aparecer quistes tisulares, o que genera el comienzo del pasaje de la
fase aguda a la fase crénica de la infeccidén [120]. Por otro lado, Aviles et al. (2008)
establecié que aproximadamente a los 20 d.p.i. el raton llegaba a controlar la

infeccion [121].

Con el objetivo de estudiar el valor antigénico de rGra17, r200360, r310790
y r313640, se analiz6 la respuesta humoral en ratones experimentalmente
infectados y, ademas, se comparo con la respuesta observada por los antigenos ya
conocidos (rGra4, rGra7, rGra8, rRop2 y rMic1). En la Figura 4.2.1 se puede

observar como aumentan los niveles de anticuerpos a partir del 7 d.p.i. y continta
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aumentando hasta los 30 d.p.i. Esto es similar a lo obtenido por Aviles et al. (2008),
en donde se inocularon ratones C57BL/6 con la cepa ME49 de T. gondii y pudieron
observar que los niveles de anticuerpos IgG circulantes aumentaban a partir del 10

d.p.i. y continuaban aumentando hasta los 30 d.p.i. [121].

TLA
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7 15 21 30

o -4
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Figura 4.2.1: Ensayo IgG-ELISA para analizar la respuesta humoral en ratones infectados
con T. gondii a diferentes tiempos post-infeccion. Cada placa se sensibilizé con 5 ug/ml de
TLA. Los sueros se usaron en una dilucion 1:100. Cada punto representa la media + el error
medio estandar.

Luego de determinar los niveles de anticuerpos IgG anti-antigenos de T.
gondii totales, se procedi6é a estudiar la presencia de anticuerpos IgG especificos
para cada antigeno recombinante utilizado en el presente trabajo. La Figura 4.2.2
muestra resultados obtenidos para rGra4, rGra7 y rGra8. El perfil es similar para los
tres antigenos, en el cual se observa que a partir de los 7 d.p.i. comienzan a
aumentar los niveles de anticuerpos especificos, llegando a un pico maximo e

iniciando a descender a los 21 d.p.i.
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Figura 4.2.2: Ensayo IgG-ELISA para determinar la cinética de anticuerpos especificos
para rGra4, rGra7 y rGra8 en ratones infectados con T. gondii. Cada placa se sensibilizd
con 5 ug/ml de cada antigeno recombinante. Los sueros se usaron en una dilucién 1:100.
Cada punto representa la media + el error medio estandar.

Gatkowska et al. (2006) obtuvieron resultados similares cuando analizaron
rGra7 y rGra8 mediante ELISA con sueros de ratones infectados
intraperitonealmente con la cepa DX de T. gondii. Los sueros fueron recolectados a
los 7, 21 y 56 d.p.i., y el pico maximo de absorbancia para ambos antigenos se
observé al dia 21 [122]. Todos estos resultados muestran que estos tres antigenos
reaccionan principalmente con sueros en fase aguda y los niveles de anticuerpos
comienzan a decaer en el momento en que el ratdn llega a controlar la infeccion;
sugiriendo que podrian ser de utilidad en el diagnostico diferencial de la

toxoplasmosis.

A diferencia de lo obtenido con rGra4, rGra7 y rGra8, r310790 alcanza un
pico maximo en los niveles de anticuerpos anti-r310790 a los 15 d.p.i. y disminuyen
notablemente hacia la fase crénica de la infeccion. Estos resultados sugieren que
este antigeno puede ser de mucha utilidad en detectar tempranamente la infecciéon

por T. gondii.
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Figura 4.2.3: Ensayo IgG-ELISA para determinar la cinética de anticuerpos especificos
para r310790 en ratones infectados con T. gondii. La placa se sensibilizé con 5 pug/ml del
antigeno recombinante. Los sueros se usaron en una diluciéon 1:100. Cada punto representa
la media % el error medio estandar.

Con respecto a rGra17, r313640 y r200360, el perfil obtenido demuestra que
estos antigenos no estarian interaccionando con el sistema inmune del huésped y

no se generaria una respuesta humoral significativa en el periodo de tiempo

analizado.
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Figura 4.2.4: Ensayo IgG-ELISA para determinar la cinética de anticuerpos especificos
para rGra17, r200360 y r313640 en ratones infectados con T. gondii. Cada placa se
sensibilizé con 5 ug/ml de cada antigeno recombinante. Los sueros se usaron en una
dilucién 1:100. Cada punto representa la media + el error medio estandar.
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rRop2 presenta un perfil similar a rGra4, rGra7 y rGra8 (Figura 4.2.5), en
donde los niveles de anticuerpos comienzan a aumentar a los 7 d.p.i., alcanzando
un maximo a los 21 d.p.i., a partir de cual inician a decaer. Esto concuerda con lo
observado por Gatkowska et al. (2010) mediante ELISA con sueros de ratones
infectados intraperitonealmente con la cepa DX de T. gondii, en donde los niveles
de anticuerpos alcanzaban un maximo a los 21 d.p.i. [123]. Esto indica que rRop2
induce una respuesta humoral que varia de acuerdo a la fase de la infeccidn,
pudiendo ser considerado también en el diagnédstico diferencial de la toxoplasmosis.
Por ultimo, rMic1 muestra un perfil similar al observado para TLA. Los niveles de
anticuerpos continian aumentando mas alla de los 21 d.p.i.,, lo que podria
clasificarlo como un antigeno que podria utilizarse para determinar la respuesta

humoral hacia el parasito tanto en el estadio de taquizoito como de bradizoito.
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Figura 4.2.5: Ensayo IgG-ELISA para determinar la cinética de anticuerpos especificos
para rRop2 y rMic1 en ratones infectados con T. gondii. Cada placa se sensibilizé 5 ug/ml
de cada antigeno recombinante. Los sueros se usaron en una dilucion 1:100. Cada punto
representa la media * el error medio estandar.
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4.2.2.Deteccion diferencial de IgG de fase aguda y de fase crénica

Para poder estudiar la capacidad de cada antigeno de discriminar entre IgG
de fase aguda y de fase crénica, se utilizaron sueros de mujeres embarazadas en
fase aguda y crénica de la infeccion, y muestras seronegativas provenientes del
laboratorio de toxoplasmosis del Hospital Aleman (CABA) [117]. En total se
utilizaron 176 sueros, de los cuales 52 son negativos (IgG-/IgM-), 64 en fase cronica
de la infeccion (IgG+/IgM-) y 60 en fase aguda (IgG+/IgM+). Los resultados del IgG-
ELISA se resumen en la Tabla 4.2.2 (Ver también Anexo: Seccion 5.4, con los

valores de O.D.).

Estos resultados indican que tanto rGra4, rGra7 y rGra8, siendo proteinas
importantes para el ciclo litico del parasito, tienen una mayor reactividad con los
sueros en fase aguda comparados con los de fase crénica. Esto concuerda con lo
obtenido por Nigro et al. (2003), donde se demostro la capacidad de estos antigenos
de reaccionar principalmente con sueros de pacientes en fase aguda de la infeccion
[117].

Antigeno recombinante Especificidad Sensibilidad (%)
(%) Agudos Cronicos
rGrad 98.08 76.67 17.19
rGra7 96.15 91.67 17.18
rGra8 98.08 86.66 15.62
r310790 98.1 36.7 6.25
r200360 98.08 3.33 4.69
r313640 100 0 1.59
rGral7 100 1.67 3.14
rRop2 100 83.33 23.44
rMic1 98.08 73.33 21.88
rGra4-Gra7 98.08 71.67 23.44
rRop2-Gra4 100 53 18.75

Tabla 4.2.2: Reactividad de las proteinas recombinantes con sueros de individuos con
infeccion toxoplasmica, en fase aguda, cronica y muestras seronegativas como control.
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De los nuevos antigenos de granulos densos estudiados en esta tesis, sélo
r310790 muestra serorreactividad, en su mayoria con sueros de fase aguda pero
notablemente menor en comparacion con rGra4, rGra7 y rGra8. Por otra parte,
rGra17, r200360 y r313640 no reaccionan con los sueros en ninguna de las fases
de la infeccion, similar a lo obtenido en la seccién anterior en donde no se ha
observado una reactividad con los sueros de ratones infectados experimentalmente.
rRop2 también presenta una mayor reactividad con sueros en fase aguda, al igual
que lo demostrado por Nigro et al. (2003), pero con una reactividad a lo sueros
cronicos ligeramente superior al resto de los antigenos [117]. rMic1 tiene una
serorreactividad similar a rRop2, demostrando ambos la capacidad de discriminar
entre fase aguda y crénica, pero en menor medida que rGra4, rGra7 o rGra8. Las
dos quimeras ensayadas en este trabajo, no mostraron mejorar la deteccion de
anticuerpos de fase aguda en comparacion con los antigenos analizados de manera

individual.

4.2.3.Analisis cinético de la respuesta humoral en bebés con TV

En esta seccion se estudid la utilidad de los antigenos recombinantes en el
diagnéstico de toxoplasmosis congénita. Dado al pequefio volumen disponibles de
las muestras, este ensayo se realizd sélo con aquellos antigenos que no han sido
estudiados con sueros de pacientes con TV (rGra8, rMic1, rGra4-Gra7 y rRop2-
Gra4). A su vez, también se evalu6 r310790 ya que presenta una reactividad con
sueros en fase aguda, tanto en ratones como en pacientes infectados con T. gondii.
Se descartaron rGra17, r200360 y r313640 por no presentar seroreactividad con las
muestras de sueros en ninguna de las fases de la infeccion. Por otro lado, Altech et
al. (2006), demostraron que tanto rGra4 como rGra7 son capaces de diferenciar
significativamente bebés con TV de NI, principalmente en pacientes menores de 4
meses [124]. En bebés NI, los anticuerpos especificos contra estos dos antigenos
decaen a niveles indetectables a diferentes tiempos. Esta negatividad temprana en
estos pacientes puede ser debido a que estos antigenos generan una fuerte

repuesta humoral predominantemente en la fase aguda de la infeccion.
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Para este analisis se utilizaron 38 muestras de sueros de 7 bebés con TV,
con una edad media de 3,46 £ 2,72 meses, y 46 muestras de sueros de 10 bebés
con una edad media de 2,1 £ 2,47 meses. Estas muestras no se tomaron de manera
sincronizada por lo que el numero de sueros recolectadas en cada tiempo varia

entre los bebés (Ver anexo: Seccion 5.5, Tabla 5.5.1 con los datos de los pacientes).

Los resultados obtenidos muestran que las muestras de sueros de bebés
con TV reaccionaron con rGra8, rMic1 y rGra4-Gra7 durante todo el seguimiento y
es mayor a la observada con los sueros de bebés NI. Ademas, practicamente todas
las muestras de los bebés NI eran negativas a los dos meses de edad (Figura 4.2.6
A). Es importante destacar, que el valor observado en los bebés con TV a los 3
meses de edad es distinto a los demas y esto posiblemente se deba a que solo se
ha analizado una muestra a esa edad. Los niveles de anticuerpos especificos contra
estos antigenos mostraron una correlaciéon entre madres y bebés, y entre TV y NI,

al menos en sueros que pertenecian al primer mes de edad.
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Figura 4.2.6: Perfil cinético de la respuesta de anticuerpos IgG contra los antigenos
recombinantes en bebes con TC y NI. A: rMic1, rGra8 y rGra4-Gra7. B: eRop2-Gra4 y r
310790. En negro: muestras de sueros de 7 bebés con TC. En rojo: muestras de sueros de
10 bebés NI. Se incluyeron también las muestras de las madres, tomadas al mismo dia de
la primera muestra del bebé. Cada punto representa la media + error medio estandar. La
linea azul representa el cutoff, calculado como la media de 11 sueros negativos de nifios
NI + 3 desviaciones estandar.
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Sin embargo, estos niveles de IgG disminuyen rapidamente en bebés NI que
presentan titulos altos de anticuerpos provenientes de la madre. En contraste,
algunos sueros de nifios con TV muestran un incremento de la reactividad en los
primeros meses de edad, especialmente con rGra4-Gra7 y rMic1. En cambio,
r310790 y rRop2-Gra4 mostraron perfiles de reactividad similares entre ellos, con la
mayoria de los sueros que se encuentran por debajo o muy cerca al cutoff (Figura
4.2.6 B).

En general, los estudios basados en el diagndstico de la infeccion congénita
emplean sueros de bebés con TV y NI provenientes de los primeros meses de vida.
No obstante, en esos casos el diagnoéstico se ve interferido por la presencia de
anticuerpos IgG anti-T. gondii pertenencientes a la madre. En esta tesis se tuvo en
cuenta los titulos de las IgG de la madre al momento de evaluar la capacidad de los
antigenos recombinantes para discriminar entre nifios con TV y NI. De todos modos,
los niveles de IgG especificos para cada antigeno disminuye rapidamente en sueros
de nifios NI con madres que presentan altos niveles de IgG (Ver Anexo, Seccion
5.5: Figura 5.5.1, Figura 5.5.2 y Figura 5.5.3).

Debido a que las muestras de los sueros se obtuvieron a diferentes tiempos,
el analisis comparativo fue dificil de implementar. Por lo tanto, para estimar el valor
diagnéstico de cada antigeno se examind el tiempo en el cual se produce la
seronegatividad de las muestras. La frecuencia de la pérdida de serorreactividad de
cada antigeno se determin6 basandose en la edad (en meses) en la cual se detecto
la primera muestra negativa mediante ELISA. Cabe destacar, que en algunos casos
hubo un intervalo largo entre los tiempos de recoleccion de las muestras,
dificultando la determinacion de la edad exacta a la cual una muestra se negativiza
para cada antigeno. Al mismo tiempo, basandonos en el diagnostico estandar de la
TV (por ejemplo, serorreactividad promedio hasta los 5-7 meses de vida) todas las

muestras con serorreactividad a los 7 meses de vida, se agruparon juntas.
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cELISA
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1 2 3 4 5 6 7 >7 ND
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Figura 4.2.7: Pérdida de reactividad contra los antigenos de los sueros de bebés NI, segun
el diagnéstico de rutina llevado a cabo en el laboratorio de Parasitologia del Hospital Infantil
Ricardo Gutiérrez (CELISA). Las barras rojas representan las muestras de bebés NI. ND:
no determinado (casos que fueron positivos dentro de los 7 meses de edad, pero para los
cuales no se dispuso de muestras de sueros después de los 7 meses y, por lo tanto, no se
pudo determinar el momento en el que se perdio la serorreactividad).

Luego de este ordenamiento y analisis de los datos, se pudo determinar que
rMic1 tiene el mejor rendimiento, con la mayor frecuencia de sueros NI negativos
entre 1-2 meses de edad, y la frecuencia mas alta o la mas cerca a la mas alta de
sueros con IC positivos a edades mayores a los 7 meses. rGra8 y rGra4-Gra7 tienen
patrones similares entre si (Figura 4.2.8 A). En contraste, r310790 y rRop2-Gra4
tienen muchos sueros de nifios con TV negativos a temprana edad (Figura 4.2.8 B).
Como era de esperar, hubo muchos sueros NI positivos luego de los 5 meses de

edad con el cELISA, usado de rutina por el laboratorio del Hospital.
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Figura 4.2.8: Pérdida de reactividad contra los antigenos de los sueros de bebés TC y NI.
Las barras negras representan las muestras de bebés TC. Las barras rojas representan las
muestras de bebés NI. ND: no determinado (casos que fueron positivos dentro de los 7
meses de edad, pero para los cuales no se dispuso de muestras de sueros después de los
7 meses y, por lo tanto, no se pudo determinar el momento en el que se perdié la
seroreactividad).
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4.3. Conclusiones

La toxoplasmosis es considerada una enfermedad desantendida no solo en
paises en desarrollo sino también en paises desarrollados como Estados Unidos
[17] [125] [126] [127]. Por lo tanto, el desarrollo de un test simple y rapido que
permita el diagnostico temprano de la toxoplasmosis es de gran importancia para la
aplicacion de un tratamiento adecuado y reducir las consecuencias que esto puede
producir en el paciente. Hasta la fecha se han estudiado diversos antigenos como
posibles marcadores de infeccion reciente en mujeres embarazadas con distintos
resultados [77]. En la presente tesis se identificaron diversos antigenos,
pertenecientes al sistema ESA del parasito, con capacidad de discriminar entre la
fase aguda y cronica de la infeccion por T. gondii en sueros de mujeres
embarazadas, siendo rGra7 el que mejor rendimiento posee, demostrando ser de
gran utilidad en el diagnéstico diferencial de la toxoplasmosis. Si bien, rGra4 al igual
que rGra7, mostré una mayor reactividad con sueros en fase aguda, la fusion de
estos antigenos para formar la quimera rGra4-Gra7 no mejoré la sensibilidad para
la deteccion de la fase aguda en pacientes con toxoplasmosis reciente. Una posible
explicacion es que ambos antigenos poseen sensibilidades similares; es decir que,
las muestras de sueros de fase aguda que son negativas para una proteina también
son negativas para la otra y, por lo tanto, su combinacién no aumenta la sensibilidad.
Sin embargo, su aplicaciéon en el diagnéstico temprano de TV estuvo en linea con

las expectativas.

Ademas, se identificaron 2 nuevos antigenos y una proteina quimera como
posibles marcadores tempranos de infeccion congénita, los cuales son rMic1, rGra8
y rGra4-Gra7, para ser incorporados al panel existente. El resto de los antigenos
analizados (rGra17, r310790, r200360, r313640 y rRop2-Gra4) fueron descartados
ya que no poseen valor clinico para el diagnéstico de la TV y de la toxoplasmosis
en general. Este estudio se suma a los pocos estudios realizados hasta el momento
en este campo, los cuales se focalizaron principalmente en rSag1, rMic2, rGra4 y
rGra7 [124] [128].
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Nuestro modelo de deteccion temprana de TV esta basado en el hecho de
que la respuesta humoral en contra de una proteina en particular se genera durante
la fase aguda pero rapidamente decae y es negativa en pacientes NI que presentan
anticuerpos maternos. En este contexto, era esperable la utilidad de rGra8 como
posible marcador de TV, debido a lo observado en esta tesis, y a lo reportado por Li
et al (2000), en donde se demostro que es un marcador de fase aguda en pacientes
con toxoplasmosis reciente al igual que rGra4 y rGra7 [118]. Estos ultimos dos
antigenos mencionados, exhiben perfiles cinéticos consistentes con los de un
marcador de fase aguda en bebés NI, con una pérdida de reactividad alos 0.9y 1.7
meses de vida, respectivamente [124]. En este estudio, se observd que rGra8
presenta un perfil de anticuerpos similar al de rGra4-Gra7. Casi todas las muestras
de nifios con TV mostraron reactividad a rGra8 y rGra4-Gra7 a lo largo del primer
afno de vida mientras que las muestras de los nifios NI fueron negativas. A su vez,
rMic1 resulté ser un marcador interesante para la detecciéon de la TV temprana.
Previamente, rMic1 fue detectada en pacientes con toxoplasmosis adquirida [130],
pero no habia sido identificado como marcador especifico de fase aguda. Nuestros
resultados mostraron que, rMic1 tiene un valor de sensibilidad intermedio para
distinguir entre fase aguda y crénica de la infeccién. Esta discrepancia entre los
resultados y los reportados previamente pueden ser atribuidos a la regién de rMic1
empleada y/o a las diferencias en los valores de los titulos de las muestras entre los

estudios.

Para identificar nuevos antigenos utiles para el diagnéstico de la
toxoplasmosis aguda y congénita, se evaluaron diversas proteinas involucradas en
el ciclo litico del parasito, con un mayor enfoque en aquellas que pertenecen a
granulos densos, basados en el hecho que son altamente expresadas por el
parasito y se encuentran en circulacion en pacientes con infeccidn reciente siendo
de esta forma de mayor relevancia en la respuesta inmune del huésped [107].
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en esta tesis, es interesante remarcar
como algunas de estas proteinas de granulos densos generan una respuesta
humoral mientras que otras no. En consecuencia, la antigenicidad de una proteina

no se puede predecir en base a la residencia en el mismo compartimiento subcelular
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que las proteinas con alto valor antigénico, a pesar de ser expuestas a las mismas
condiciones en el momento de la infeccidn. En ese sentido, es interesante destacar
que r310790 pareciera ser una proteina que solo estaria en granulos densos en su
fase extracelular. Como incide esa particularidad en la respuesta humoral generada
es desconocido. Sin embargo, esto nos indica que debiéramos confirmar la
localizacién subcelular de las proteinas r200360 y r313640 para poder relacionar su

posible localizacion en GD vy, en este caso, falta de antigenicidad.

A diferencia de lo observado con rGra8 y rGra4-Gra7, r310790 no tiene
utilidad en el diagnostico de TV; sin embargo, si mostrd una reactividad de 36.7% y
6.25% con sueros de pacientes en fase aguda y crénica respectivamente.
Interesantemente, el perfil de IgG obtenido en ratones muestra un pico en el
comienzo de la fase aguda, para luego disminuir rapidamente en la fase cronica. Se
requieren posteriores analisis para determinar si esto refleja una funcién de r310790
en una etapa muy temprana de la infeccién aguda o si esta asociado con un evento

clinico especifico.

En todos los bebés con TV, la respuesta humoral contra rGra8, rMic1 y rGra4-
Gra7 disminuyen durante el primer afio de vida, consistente con la cinética de
infeccion aguda. Lo que demuestra su utilidad en el diagnéstico de toxoplasmosis

congénita.

Por lo mencionado hasta el momento, en esta tesis se buscd emplear
antigenos recombinantes de T. gondii para el desarrollo de un método diagndstico
que se pueda implementar en el seguimiento de la mujer embarazada y el recién
nacido. El empleo de esta metodologia tiene como finalidad mejorar los algoritmos
de seguimientos actuales, ya que los mismos requieren de la extraccion de mas de
una muestra de sangre y la realizacion de distintos ensayos para determinar el
estado de la infeccidén del paciente aumentando los tiempos y costos del
diagnostico. ElI método propuesto se basa en la deteccion, principalmente, de
inmunoglobulinas G, tanto de fase aguda como las generadas solamente por el
recién nacido, que podria resultar en un ensayo que requiera una sola extraccion

de sangre, no se necesite trasladar la muestra largas distancias a laboratorios
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especializados y no requiera equipamientos costosos. Todo esto permitiria obtener
un diagnostico exacto y en un lapso de tiempo mas reducido. Ademas, la
combinacién entre marcadores de fase aguda y crénica, podria permitir el analisis

de un mayor numero de muestras para estudios poblacionales.
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4.4. Materiales y Métodos

4.4.1.Sueros de ratones infectados con T. gondii

15 Ratones C57BL/6 hembras, de entre 6 y 8 semanas, se obtuvieron del
bioterio central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de
Buenos Aires; los cuales fueron mantenidos segun los lineamientos institucionales
de la Universidad de General San Martin y su uso fue aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales (CICUAE IIB-
UNSAM, 09/2016). Los ratones tuvieron libre acceso a comida y agua y se
mantuvieron a una temperatura de 21-22°C, con un ciclo de luz-oscuridad de 12
horas. Estos fueron infectados con 20 quistes de la cepa ME49 de T. gondii via oral,
para imitar el modo natural de infeccion, segun lo descrito por Laguia-Becher et al
(2010) [130]. Las muestras de suero fueron recolectadas de cada ratdén antes de la
infeccion (Dia 0), 7 dias, 14 dias (Fase aguda de la infeccion), 21 dias y 30 dias
(fase croénica de la infeccion) post-infeccion. Los ratones se sacrificaron a los 30
dias post-infeccion en una camara de CO2 y se analiz6 la presencia de quistes en
el cerebro por microscopia. Finalmente, se analizaron los niveles de anticuerpos
IgG totales de cada raton mediante la técnica de IgG-ELISA utilizando TLA como

antigeno. Los sueros se almacenaron a -20°C hasta su uso.

4.4.2.0btencion de TLA de T. gondii

El TLA se obtuvo a partir de taquizoitos de la cepa RH (Tipo |) de T. gondii,
crecidos in vitro como se menciond en la seccion 3.4.1 (Capitulo 3). Brevemente,
los taquizoitos fueron resuspendidos en agua ultra pura a 4°C, con una densidad de
108 taquizoitos/ml y se sonicaron (pulsos de 10 s ON con intervalos de 30 s OFF,
durante 1 min) usando un procesador ultrasénico (Vibra Cell™; Sonic, Newtown,
CT, USA) hasta que las células fueran completamente lisadas. Luego, se agreg6 un

volumen de NaCl 0.3M y se centrifugo a 10000xg durante 5 minutos a 4°C. Se
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conservo el sobrenadante que contiene los antigenos totales, se cuantificé mediante

la técnica de Bradford y se almaceno a -80°C hasta su uso.

4.4.3.1gG-ELISA con sueros de ratones infectados con T. gondii

Placas de ELISA MaxiSorp multiwell (Nunc, Roskilde, Denmark) se
sensibilizaron toda la noche a 4°C con TLA o con los antigenos recombinantes
(rGra4, rGra7, rGra8, r310790, r200360, rGra17, r313640, rRop2 y rMic1) a una
concentracion final de 5 pg/ml en buffer de adhesion (50 mM NaHCOS3, pH 9.6).
Tras esta incubacién, las placas se lavaron 3 veces con buffer de lavado (0.05%
Tween-20 en PBS) y se bloquearon con 200 ul de solucién de bloqueo (5% de leche
descremada en 0.05% Tween-20-PBS), 1 hora a 37°C. Posteriormente, se agregd
un volumen de 100 pl de suero (diluido 1:100 en solucién de bloqueo) a cada well,
seguido de una incubacién de 1 hora a 37°C. Luego de lavar las placas 3 veces con
buffer de lavado, se incubaron con un volumen de 100 pl por well con anticuerpo
anti-mouse 1gG conjugado con HRP (Sigma-Aldrich) diluido 1:3000 en solucion de
bloqueo durante 1 hora a 37°C. Finalmente, luego de lavar las placas 3 veces con
solucién de lavado, se agregd un volumen de 50 yl de TMB a cada well y se
incubaron 20 min a temperatura ambiente antes de medir la absorbancia a 655 nm
en un lector de placas multiuso (Synergy hybrid microplate reader. Biotek, Winooski,
VT, USA).

4.4.4.Sueros de pacientes con serologia positiva para T. gondii

Para poder analizar la utilidad de cada antigeno recombinante en el
diagnéstico diferencial de la toxoplasmosis, se obtuvieron un total de 176 sueros
provenientes del laboratorio de Toxoplasmosis del Hospital Aleman, CABA, como
se describe en [117]. Los mismos se clasificaron en tres grupos: 52 seronegativos
(lgG-/IgM-), 64 sueros en fase crénica (IgG+/IgM-) y 60 sueros en fase aguda de la
infeccion (IgG+/IgM+). Ademas, en los pacientes agudos se realizé la prueba de

avidez para confirmar una infeccidén reciente; en aquellos pacientes en donde la
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avidez no era determinante, se analizo6 la presencia de IgA e IgE para confirmar una

infeccion reciente.

Ademas, 38 muestras de sueros de 7 pacientes con diagnéstico de TC, con
un promedio de edad de 3.46 + 2.72 meses, y 46 muestras de sueros de 10 bebés
NI con un promedio de edad de 2.1 + 2.47 meses fueron incluidos en este trabajo.
Estos pacientes son bebés con diagnéstico sospechoso de infeccion por T. gondii
(con signos clinicos de TC y/o niveles de IgG reactivos altos tanto en la madre como
en el lactante) y fueron tratados en el Laboratorio de Parasitologia del Hospital
Infantil Ricardo Gutiérrez, CABA. Todos estos pacientes fueron evaluados con
ensayos diagnosticos de rutina, disponibles comercialmente mediante un ensayo de
deteccion de IgG ELFA (VIDAS TOXO IgG Il; bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) y
ELFA de inmunocaptura de IgM (VIDAS TOXO IgM).

El protocolo del estudio fue revisado por el comité de Investigacion y
Docencia, y el Comité de Bioética del Hospital Infantil “Ricardo Gutiérrez”, y el
Comité de la Secretaria de Investigaciones con Sujetos Humanos (DI-2014-221).
Es importante destacar que las muestras de suero empleadas en este trabajo se
obtuvieron en el marco de los controles clinicos y bioquimicos habituales durante el
seguimiento de los pacientes. Estas muestras se conservaron a -20°C, con

codificacion y adecuada proteccion de los datos personales.

4.4.5.1gG-ELISA con sueros de pacientes con serologia positiva

para T. gondii

Placas de ELISA MaxiSorp multiwell (Nunc, Roskilde, Denmark) se
sensibilizaron toda la noche a 4°C con los antigenos recombinantes (rGra4, rGra7,
rGra8, r310790, r200360, rGra17, r313640, rRop2 y rMic1) y las quimeras (rGra4d—
Gra7 and rRop2—-Gra4) a una concentracion final de 5 ug/ml en buffer de adhesion
(50 mM NaHCOg3, pH 9.6). Tras la incubacién, las placas se lavaron 3 veces con
buffer de lavado (0.05% Tween-20 en PBS) y se bloquearon con 200 pl de solucién
de bloqueo (5% de leche descremada en 0.05% Tween-20-PBS), 1 hora a 37°C.
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Posteriormente, se agregd un volumen de 100 ul de cada suero por well (diluido
1:100 en solucion de bloqueo), seguido de una incubacion de 1 hora a 37°C. Luego
de lavar las placas 3 veces con buffer de lavado, se incubaron con un volumen de
100 pl por well con anticuerpo anti-human IgG conjugado con HRP (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) en solucién de bloqueo durante 1 hora a 37°C.
Finalmente, luego de lavar las placas 3 veces con solucion de lavado, se agregé un
volumen de 50 pl de TMB a cada well y se incubaron 20 min a temperatura ambiente
antes de medir la absorbancia a 655 nm en un lector de placas multiuso (Synergy
hybrid microplate reader. Biotek, Winooski, VT, USA). Se tomd como valor final la
OD de los pocillos medidos por duplicado. Una muestra se considera positiva si el
valor final de OD es superior al valor del Cutoff, calculado como la media de los
valores de OD de las muestras negativas mas 3 DS. Las concentraciones Optimas
de cada antigeno, la dilucion de cada suero y del anticuerpo secundario fueron
determinadas mediante la técnica de titulacion chessboard/checkboard [131]. Para
cada antigeno recombinante se calcularon los valores de Especificidad (E=
VN/(FP+VN)) y los valores de sensibilidad a sueros con infeccion crénica (SIC. SIC=
VP/(VP+FN) y a sueros con infeccion aguda (SIA. SIA = VP/(VP+EN)) [132].
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Anexo

Ficha Epidemiolégica N° INTERNO
Toxoplasmosis
Dia Mes Afio
FECHA | |
DATOS DEL PACIENTE
Apellidos: Nombres:
Edad:......cccco.... DN TE: (i Suero (Nro):
Edad gestacional Fecha probable de parto:.......c.cccveeenne

DATOS DEL SOLICITANTE

Apellido y nombre:
Sector solicitante:

Mail de contacto:

Teléfono:

DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Lugar de nacimiento:

Lugar de residencia:

Residencia:

Siempre urbano |:|

Pais:

Pais:

Rural y Urbano I:I

Rural

[ ]

Realiza trabajos de

Nol:l

Cria animales

Nol:l

Si|:|

jardineria?

1 vez p/sem. I:I Mas de 1 vez I:I Menos de | vez |:| Fuente de agua en el hogar: Red |:| Pozo I:I
Posee gato Si No
Vegetariano Si I:I No I:I
Consume carne de Vaca? No I:I 1 vez p/semana |:| Mas de 1 vez |:| Menos de 1 vez |:|
Consume carne de pollo? No I:I 1 vez p/semana |:] Mas de 1 vez l:l Menos de 1 vez |:]
Consume carne de cerdo? No I:l 1 vez p/semana I:l Mas de 1 vez |:| Menos de 1 vez |:|
Consume carne de oveja? No I:I 1 vez p/semana |:] Mas de 1 vez l:l Menos de 1 vez |:|
Consume embutidos? No I:I 1 vez p/semana l:] Mas de 1 vez l:] Menos de 1 vez l:l

DATOS CLINICOS
Tiene sintomas: Si
Fiebre:

Linfoadenopatia:

Abortos espontaneos:

No|:|

Encefalitis

Uveitis/corioretinitis

Alteraciones motoras

Cefalea

[ ]
[ ]
]

Recibio Transplan/Tranfus

ODSEIVACIONES, ... e ettt e e e et e e e e e e eee e e e e eeeee

[ ]
]

RESULTADOS DE LABORATORIO

ler suero (titulos)/Fecha:
1gG:

IgM:

2do suero (titulos)/Fecha:

3er suero (titulos)/Fecha:

Otras Serologias (Ej. AVIACZ): ... o.uuiutiii e

Observaciones/TratamICIIEO: ..........ooiut it

Tabla 5.1: Ficha epidemiol6gica completada por mujeres embarazadas en el
hospital Municipal San Vicente de Paul, Chascomus, entre abril del 2016 y
diciembre 2017.
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Seccion 5.1

Figura 5.1.1: Western blot con un lisado total de antigenos de T. gondii. Se
sembraron 2x108 parasitos por calle. Lineas: M: marcador de peso molecular. 1:
anti-310790 1:200. 2: anti-310790 1:1000. 3: anti-310790 1:5000. 4: Pre-inmune
1:200. 5: Pre-inmune 1:1000. 6: Pre-inmune 1:5000. 7: Anticuerpo anti-lgG totales
conjugado con fosfatasa alcalina 1:15000.
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Seccion 5.2

e Gra7

06 M\
A\l

o 20 a0 &0 80 100 120 140 160 180 200 o 20 a0 60 80 00 120 140 160 180 200
Position Position

Figura 5.2.1: Resultados de los predictores empleados: A: Antigenicidad de Kolaskar y
Tongaonkar. B: BepiPred 2.0. El eje X representa la posicion del aminoacido en la
secuencia. El eje Y representa el puntaje asignado a cada aminoacido. La linea roja muestra
el umbral. El color amarillo en cada grafico indica que el aminoacido tiene una mayor
probabilidad de formar parte del epitope, mientras que el color verde representa lo contrario.

e rGra4

G W A0 B0 W 100 DO I 160 180 20 20 M0 Md 280 W9 3N 0 20 40 &0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
Position Position

Figura 5.2.2: Resultados de los predictores empleados: A: Antigenicidad de Kolaskar y
Tongaonkar. B: BepiPred 2.0. El eje X representa la posicion del aminoacido en la
secuencia. El eje Y representa el puntaje asignado a cada aminoacido. La linea roja muestra
el umbral. El color amarillo en cada grafico indica que el aminoacido tiene una mayor
probabilidad de formar parte del epitope, mientras que el color verde representa lo contrario.
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e rGra8

0 20 4 6 8 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 4 0 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Position Position

Figura 5.2.3: Resultados de los predictores empleados: A: Antigenicidad de Kolaskar y
Tongaonkar. B: BepiPred 2.0. El eje X representa la posiciéon del aminoacido en la
secuencia. El eje Y representa el puntaje asignado a cada aminoacido. La linea roja muestra
el umbral. El color amarillo en cada grafico indica que el aminoacido tiene una mayor
probabilidad de formar parte del epitope, mientras que el color verde representa lo contrario.

e rGral7

Score
Score

@ 20 40 60 8 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 0 2 4 0 8 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Position Position

Figura 5.2.4: Resultados de los predictores empleados: A: Antigenicidad de Kolaskar y
Tongaonkar. B: BepiPred 2.0. El eje X representa la posicion del aminoacido en la
secuencia. El eje Y representa el puntaje asignado a cada aminoacido. La linea roja muestra
el umbral. El color amarillo en cada grafico indica que el aminoacido tiene una mayor
probabilidad de formar parte del epitope, mientras que el color verde representa lo contrario.
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e 1310790

Score
&

o 20 g 0 80 100 120 140 160 180 [ 20 40 &0 80 100 120 140 160 180
Position Position

Figura 5.2.5: Resultados de los predictores empleados: A: Antigenicidad de Kolaskar y
Tongaonkar. B: BepiPred 2.0. El eje X representa la posicion del aminoacido en la
secuencia. El eje Y representa el puntaje asignado a cada aminoacido. La linea roja muestra
el umbral. El color amarillo en cada grafico indica que el aminoacido tiene una mayor
probabilidad de formar parte del epitope, mientras que el color verde representa lo contrario.

e 1200360

1154
06
1104

0 P 20 © ) 100 120 Lo 0 20 a0 & & 100 120 140 160
Position Position

Figura 5.2.6: Resultados de los predictores empleados: A: Antigenicidad de Kolaskar y
Tongaonkar. B: BepiPred 2.0. El eje X representa la posiciéon del aminoacido en la
secuencia. El eje Y representa el puntaje asignado a cada aminoacido. La linea roja muestra
el umbral. El color amarillo en cada grafico indica que el aminoacido tiene una mayor
probabilidad de formar parte del epitope, mientras que el color verde representa lo contrario.
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e 1313640

0 20 40 0 80 100 120 [ 20 a0 60 &0 100 120
Position Position

Figura 5.2.7: Resultados de los predictores empleados: A: Antigenicidad de Kolaskar y
Tongaonkar. B: BepiPred 2.0. El eje X representa la posicion del aminoacido en la
secuencia. El eje Y representa el puntaje asignado a cada aminoacido. La linea roja muestra
el umbral. El color amarillo en cada grafico indica que el aminoacido tiene una mayor
probabilidad de formar parte del epitope, mientras que el color verde representa lo contrario.

e rMic1
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Position Position

Figura 5.2.8: Resultados de los predictores empleados: A: Antigenicidad de Kolaskar y
Tongaonkar. B: BepiPred 2.0. El eje X representa la posicidon del aminoacido en la
secuencia. El eje Y representa el puntaje asignado a cada aminoacido. La linea roja muestra
el umbral. El color amarillo en cada grafico indica que el aminoacido tiene una mayor
probabilidad de formar parte del epitope, mientras que el color verde representa lo contrario.
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e rRop2

Score
Score

20 0 20 40 60 B0 100120140160: 20 0 20 40 60 801001201
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Figura 5.2.9: Resultados de los predictores empleados: A: Antigenicidad de Kolaskar y
Tongaonkar. B: BepiPred 2.0. El eje X representa la posicion del aminoacido en la
secuencia. El eje Y representa el puntaje asignado a cada aminoacido. La linea roja muestra
el umbral. El color amarillo en cada grafico indica que el aminoacido tiene una mayor
probabilidad de formar parte del epitope, mientras que el color verde representa lo contrario.
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Seccion 5.3
Proteina Antibiético Concentracion Temperatura Tiempo de
final de IPTG de induccion induccion
rGra4 Ampicilina 1 mM 37°C 4 horas
Kanamicina
rGra7 Ampicilina 0.5 mM 37°C 4 horas
rGra8 Kanamicina 1 mM 37°C 4 horas
rGral7 Kanamicina 0.5 mM 37°C 4 horas
r200360 Kanamicina 0.5 mM 18 °C 18 horas
r310790 Kanamicina 1 mM 37°C 4 horas
r313640 Kanamicina 0.5 mM 37°C 4 horas
rMicl Kanamicina 0.5 mM 37°C 18 horas
rRop2 Ampicilina 0.5 mM 18 °C 18 horas
rGra4-Gra7 Ampicilina 0.5 mM 37°C 4 horas
rRop2-Gra4 Ampicilina 0.5 mM 18 °C 18 horas
Kanamicina

Tabla 5.3.1: Condiciones 6ptimas de expresion de las proteinas recombinantes
analizadas en el presente trabajo.

112



0.D.

0.D.

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Seccion 5.4

rGra4

0.D.

0.8

0.6

Crénico Agudo
n=64 n=60
rGra17

0.8

0.6

0.4

0.2

Chronic Acute
n=63 n=60
r313640

0.D.

0.D.

0.6

Chronic Acute
n=63 n=60
rGra4-Gra7

Crénico Agudo
n=64 n=60

rGra7

0.5
0.4
0.3
0.2

0.1 .

Y -

-0.1
Negativo Crénico
n=52 n=64
r310790
0.5
0.4
0.3
0.2

Anexo

rGra8

Zi; ......... I’ .............. i ........

-0.1
Negativo Crénico
n=52 n=64
rRop2
0.6

Crénico Agudo
n=64 n=60
r200360

..... =

0.D.

=

Crénico Agudo
n=64 n=60

rMic1

Negativo Crénico
n=52 n=64
rRop2-Gra4

0.6

Negativo Crénico
n=52 n=64

cual se calculé como la media de los sueros negativos mas 3 DS.

N
s
s
e
AA A
.. ATA
Y T WAL
> e
Crénico Agudo
n=63 n=59

Figura 5.4.1: IgG-ELISA con sueros de pacientes con serologia positiva, en fase aguda y
cronica, y negativos para T. gondii. Las placas se sensibilizaron con 5 ug de proteina y los

sueros se usaron en una dilucién 1:100. La linea de puntos representa la linea de corte, la
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Seccion 5.5

Anexo

Edad al diagnéstico

Paciente Sintomas
(meses)
1707 1 Coriorretinitis, calcificaciones cerebrales, hidrocefalia
1724 2 Coriorretinitis activa en ambos ojos
1737 3 Coriorretinitis cicatricial en el ojo izquierdo
1750 4 Coriorretinitis cicatricial en ambos ojos, calcificaciones cerebrales
1791 7 Coriorretinitis activa en ambos ojos
1811 7 Coriorretinitis cicatricial en ambos ojos, calcificaciones cerebrales
1910 0,2 Asintomatico

Tabla 5.5.1: Datos clinicos de bebés con infeccion congénita. El diagnéstico se realizé en
el laboratorio de Laboratorio de Parasitologia del Hospital Infantil Ricardo Gutiérrez.
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Paciente M1 M2 M3 M4 M5 Mé M7 M8 M9 M10
Serologia IgG/IGM 1gG/igM 1gG/igM 1gG/IgM IgG/igM 1gG/igM 1gG/IgM 1gG/IgM 1gG/igM 1gG/igM N
Madre 1600/- 243/- 199/- 68/- 594/3.21 59/- 189/- 164/- 256/- 436/+ 10
Bebé
(edad en meses)
1 NA NA 151/- 77/- 195/- 49/- NA 681/- 204/- NA 6
2 NA 126/- NA NA NA 18/- 123/- 432/- 89/- 118/- 6
3 NA 31/- 46/- NA NA NA 58/- NA 0/- 96/- 5
4 NA NA 28/- 27/- NA 0/- NA NA NA NA 3
5 NA 16/- NA NA 18/- NA NA NA NA NA 2
6 NA 17/- 0/- NA NA NA NA 0/- NA NA 3
7 NA 0/- 0/- 0/- 0/- NA NA NA NA 0/- 5
8 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0
9 34/- NA NA NA NA NA NA NA NA NA
10 147/- NA NA NA NA NA NA NA NA NA
11 40/- NA NA NA NA NA NA NA NA NA
12 0/- NA NA NA NA NA NA NA NA NA
13 0/- NA NA NA NA NA NA NA NA NA
14 NA NA NA NA NA NA 0/- NA NA NA

Tabla 5.5.2: Datos de serologia de bebes no infectados congénitamente. Estos datos
corresponden a 10 bebés NI, con una edad media de 2.1 + 2.47 meses, junto con la
serologia de la madre. El diagnostico se realizd en el laboratorio de Parasitologia del
Hospital Infantil Ricardo Gutiérrez. Los ensayos realizados fueron IgG ELFA (VIDAS TOXO
IgG Il; bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) y ELFA de inmunocaptura de IgM (VIDAS TOXO
IgM).
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Figura 5.5.1: Perfil cinético de la repuesta humoral de anticuerpos IgG contra rGra8, rGra4-
Gra7 y rMic1 en TC. Los sueros de la madre, obtenidos el mismo dia de la primera muestra
del bebé, también fueron incluidos. La linea azul representa la linea de corte 6 cutoff,
calculada como la media de 11 sueros negativos de nifios NI + 3 DS.
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Figura 5.5.2: Perfil cinético de la repuesta humoral de anticuerpos IgG contra rGra8, rGra4-
Gra7 y rMic1 en bebés sin infeccidn congénita. Se incluyeron solamente aquellas muestras
cuyos valores de O.D. del suero de la madre, obtenidos el mismo dia de la primera muestra
del bebé, superan la linea de corte 6 cutoff (azul), la cual se calculé como la media de 11
sueros negativos de nifios NI + 3 DS.
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Figura 5.5.3: Perfil cinético de la repuesta humoral de anticuerpos IgG contra rGra8, rGra4-
Gra7 y rMic1 en bebes sin infeccion congénita. Se incluyeron solamente aquellas muestras
cuyos valores de O.D. del suero de la madre, obtenidos el mismo dia de la primera muestra
del bebé, no superan la linea de corte 6 cutoff (azul), la cual se calculé como la media de
11 sueros negativos de nifios NI + 3 DS.
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