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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar en muestras de suero y humor acuoso los niveles de anticuerpos anti-toxoplasma a
través del Coeficiente de Goldmann y Witmer (CGW) y el patrén de reconocimiento antigénico a través del immunoblotting
(IB), en pacientes con serologia positiva con y sin lesiones de toxoplasmosis ocular. Se recogieron simultaneamente
muestras de suero y humor acuoso de 26 pacientes: un grupo de casos que poseian lesiones retinales de toxoplasmosis
ocular en fase activa e inactiva (n=17) y un grupo control que requeria cirugia ocular por presencia de cataratas (n=9). Las
determinacion de IgM e IgG especificas se realizé por ELISA de inmunocaptura e indirecto, respectivamente. Se utilizé la
inmunodifusion radial para la cuantificacidn de la IgG total. El CGW resultd >2, indicativo de produccién local de anticuerpos
especificos en 12/17 de los casos, mientras que en los controles no se observd, esto evidencié una sensibilidad del 71% y
una especificidad de 100%. En IB, la aparicion de bandas diferentes en humor acuoso, indicativo de produccion local de
anticuerpos especificos se observaron en 11/17 de los casos y 1/9 de los controles, reflejando una sensibilidad de 65% y una
especificidad de 89%. Al considerar las dos pruebas la sensibilidad se incrementd a un 73%, pero la especificidad disminuyd
a 89%. En conclusion el IB es util como prueba confirmatoria para diagndstico de toxoplasmosis ocular, pero sélo como un
complemento del coeficiente de GW especialmente en pacientes con lesiones atipicas donde el diagnéstico clinico es dificil.
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Abstract

The purpose of this study was to analize the anti-Toxoplasma gondii antibodies levels in serum and aqueous humor samples
in patients with ocular toxoplasmosis by using Goldman and Witmer Coefficient (GWC) and the parasite antigen recognition
pattern by immunoblotting (IB) in positive serology patients with or without ocular toxoplasmosis lesions. Serum and
aqueous humor samples were simultaneously collected from 26 patients: a group of patients with ocular toxoplasmosis
retinal lesions in active and inactive phase (n=17) and a control group that required ocular surgery because of cataract
(n=9). IgM and IgG level tests were determined by immunocapture and indirect ELISA respectively, Radial immunodiffusion
and immunoblotting. Radial immunodiffusion was used for quantification of total IgG, CGW > 2 indicated the local specific
antibodies production in 12/17 patients, whereas in the control group none was observed. The GWC showed 71%
sensitivity and 100% specificity. By IB test, the detection of two bands in aguous humor indicated a local specific antibodies
production which were observed in 11/17 patients and 1/9 controls showing 65% sensibility and 89% specificity. By
considering both tests the sensibility increased to 73% and the specificity decreased to 89%. In conclusion, the IB technique
can be used as a complementary test to GWC, especially in patients with atypical lesions that lead to unclear clinical
diagnosis
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Introducciéon

La toxoplasmosis ocular es una de las
principales manifestaciones clinicas de la infeccidn
humana por el parasito Toxoplasma gondii (T. gondii).
Es la causa mas comun de uveitis posterior,
representando entre el 30 y el 50% de los casos (1). Es
una enfermedad progresiva y recurrente caracterizada
por una inflamacién difusa en retina y coroides
comunmente diagnosticada como retinocoroiditis
necrotizante. Sus efectos pueden variar desde leves
hasta producir un deterioro severo de la agudeza
visual si el parasito se aloja en el area macular (2). Al
realizar el examen oftalmoscépico, las lesiones
inicialmente se pueden observar como una mancha
algodonosa sobreelevada de color blanco amarillento
de limites imprecisos que deja lugar a cicatrices
blancas. Luego de la cicatrizacion las lesiones
palidecen, se atrofian y presentan un pigmento negro.
Estas lesiones pueden ser solitarias, multiples o
satélites a una cicatriz retiniana pigmentada y ser
consecuencia de una infeccidn congénita o adquirida
después del nacimiento (3-5).

El diagndstico de la toxoplasmosis ocular se
realiza clinicamente mediante la observacién directa
de las lesiones retinianas tipicas y por la determinacion
de anticuerpos anti-T.gondii en el suero para
demostrar el contacto con el parasito. La alta
prevalencia de serologia positiva en la poblacién y la
dificultad para determinar el momento de la
colonizacion en el tejido ocular representa un
obstaculo para establecer una correlacién entre los
resultados del laboratorio, las lesiones oculares y el
tiempo de evolucion de la infeccién. La serologia
negativa descarta que la inflamacién intraocular sea
causada por el pardsito (6). En Venezuela, diversas
publicaciones han demostrado la amplia difusiéon de
esta infeccion reportando prevalencias que oscilan
desde un 14% a un 88% (7- 13).

En los ultimos afios el andlisis de fluidos
intraoculares por técnicas de inmunoensayo (ELISA) o
inmunotransferencia (immunoblotting), se ha utilizado
como un importante marcador para el diagndstico de
toxoplasmosis ocular. Con este objetivo algunos
autores determinan el Coeficiente de Goldmann y
Witmer (GW), el cual compara la proporcion de
anticuerpos en el humor acuoso frente a los niveles
séricos, para reflejar la produccion local de los mismos.

En este estudio se compard en muestras de
suero y humor acuoso, los niveles de anticuerpos anti-
toxoplasma a través del coeficiente de GW y el patron
de reconocimiento antigénico, a través del
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immunoblotting (IB), en pacientes con serologia
positiva con y sin lesiones de toxoplasmosis ocular.

Materiales y Métodos

Poblacién

Para realizar esta investigacion de tipo
descriptiva, correlacional y de corte transversal se
estudiaron 26 pacientes que acudieron a la consulta
del Servicio de Oftalmologia del Instituto Auténomo
Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA) entre
enero de 2010 a julio de 2011, los cuales fueron
divididos en dos grupos. Grupo casos: conformado por
17 pacientes con lesiones retinales tipicas de
toxoplasmosis ocular en fase activa e inactiva. Los
pacientes en fase activa cursaban con sintomas como
miodesopsias, vision borrosa o disminuida, escotoma
central o paracentral en los casos de compromiso
macular y el signo caracteristico de la retinocoroiditis
activa por toxoplasmosis que es un darea blanco
amarillenta en el sitio de la retinitis necrosante, con
inflamacién vitrea de moderada a intensa, lo que le
confiere el aspecto tipico de “faro en la niebla”. Las
lesiones inactivas se identificaron como cicatrices
atréficas con un anillo de hiperpigmentacion
circundante. Grupo control: conformado por 9
pacientes con serologia positiva para toxoplasmosis
que requerian cirugia ocular por presentar alguna
patologia ocular no inflamatoria como cataratas.

Recoleccion de muestras

A cada uno de los pacientes se le recolecto,
simultdaneamente, muestras de suero y humor acuoso
previo Consentimiento Informado, cumpliendo con las
normas éticas del Consejo de Desarrollo Cientifico
Humanistico, Tecnolégico y de las Artes de la
Universidad de Los Andes (CDCHTA ULA). Las muestras
de suero fueron obtenidas mediante venopuncién
periférica, extrayéndose 3 ml de sangre completa en
tubo sin anticoagulante, posteriormente centrifugadas
a 3000 rpm por 15 minutos y conservadas a -209C
hasta su procesamiento. La extraccion del humor
acuoso se realizd en quiréfano por paracentesis de la
camara anterior, tomandose entre 50 y 200 ul de
fluido ocular, que se conservd a -20°C hasta su
procesamiento.

Determinacidn de IgM e IgG anti-T. gondii en
suero y humor acuoso

La IgM especifica se determind en las
muestras de suero por ELISA de inmunocaptura
(DiaSorin ®) segun instrucciones del fabricante. Para la
IgG especifica se utiliz6 un ELISA indirecto,
previamente estandarizado en el laboratorio del
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Instituto de Inmunologia Clinica de la Universidad de
Los Andes (IDIC-ULA). Para la realizacion del ensayo se
sensibilizaron placas de fondo plano (Costar®) con el
antigeno de T. gondii diluido en buffer carbonato-
bicarbonato pH 9,6 a una concentracion de 1,5
ug/pozo. Se realizaron diluciones seriadas de los
sueros y controles en leche descremada 2% PBS-T
partiendo de 1: 64 hasta 1: 4096, el humor acuoso se
diluyé en 1:10, se colocé 100 pL en cada pozo y se
incubaron las placas a 37°C por una hora. Luego de 5
lavados con PBS-T, se agregaron 100 pl del conjugado
anti 1gG humana-peroxidasa (Sigma®) a dilucién
1:1000, procediéndose a incubar por 1 hora a 37 °C.
Después de 5 lavados se agregaron 100 pl de sustrato
TMB  (Tetramethyl benzidine) incubandose a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 30
minutos, para luego detener la reaccién con 50 pul de
acido sulfurico (H2 SO4) 1IN. La cantidad de color
producto de la reaccion enzimatica se determind
mediante la medicién de la densidad éptica (DO) a
450/620 nm en un espectrofotometro. Se considerd
como valor de corte aquel obtenido del promedio de la
DO de los controles negativos mas tres desviaciones
estandar. Los sueros con valores de corte mayores o
iguales que las DO correspondientes a la dilucidn 1:64
fueron considerados positivos.

Cuantificacion de IgG total en suero y humor
acuoso

El andlisis de la IgG total se realizé en placas
de inmunodifusién radial marca LTA srl (Milano, Italia)
segun instrucciones del fabricante.

La produccion local de anticuerpos especificos
se establecié de acuerdo al coeficiente de Goldmann y
Witmer (GW) mediante la férmula:

1o antiToxoplastna en humor acuoso/lgG totalen humor acuoso
1o aniToxoplasma en suero/lg( totalen suero

Un valor > 2 fue considerado positivo (14).

Técnica de Immunoblotting (IB).

Con la finalidad de discriminar
cualitativamente los marcadores antigénicos
responsables de la respuesta de anticuerpos en suero
y humor acuoso, se procedid a separar taquizoitos de
T. gondii cepa A-6014, provenientes de ratones
infectados pertenecientes al bioterio del IDIC-ULA, en
gel de poliacrilamida al 10% y SDS en cdmara BioRad a
100 mV junto con un estandar de peso molecular
Gibco. Se transfirieron las proteinas a una membrana
de nitrocelulosa poro 0,2 um, con el equipo de
electrotransferencia Hoefler por 2 horas a 4°C en
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cuarto frio. El bloqueo de la membrana se realizd con
TBS 1X y BSA (Bovine Serum Albumin) por 2 horas a
temperatura ambiente, luego se cortaron tiras de
nitrocelulosa de 4 mm de ancho que fueron incubadas
con las muestras seleccionadas a una dilucién de 1:20
en el caso del suero y 1:10 en el del humor acuoso,
toda la noche a 4 °C. Se lavaron 3 veces con TBS 1X
BSA por 5 min cada uno. A continuacidén se incubaron
todas las tiras con el Ac de conejo anti-IgG humana
conjugado con peroxidasa a una diluciéon de 1:500 en
TBS 1X BSA por 2 horas a temperatura ambiente y en
agitacion constante. Se realizaron 4 lavados con TBS 1X
BSA por 5 min cada uno y 1 con TBS 1X. Finalmente se
revelaron las tiras sumergiéndolas en una solucién
reveladora con HRP (Horseradish Peroxidase) hasta
que las bandas se hicieron visibles, deteniendo Ia
reaccién al lavarlas con TBS por 10 min. Para el anélisis
de las bandas se utilizé6 el programa IMAGE J del
National Institutes of Health -USA (15) con el plugin
MolWt macro para Peso Molecular (16).

Se considerd indicativo de produccién local de
anticuerpos especificos cuando en el humor acuoso se
observé una banda de especificidad diferente en
relacion con las bandas en el suero del mismo paciente
la cual se identificé como Diferente (17).

Anilisis estadistico

Para definir diferencias entre los grupos
estudiados, se utilizd la prueba de x2 y el coeficiente
de contingencia. Se establecié un indice de confianza
del 95%, considerdandose toda probabilidad menor del
0,05 (p<0,05) como significativa.

Resultados

El grupo casos estuvo conformado por 10
(58,8%) pacientes femeninas y 7 (41,1%) masculinos,
con edades comprendidas entre 11 y 62 afos (f 28,9;
desviacion estandar 14,3). El tiempo de evolucion de la
infeccidn en los pacientes estudiados oscilé entre 1 a
372 meses (f64,5; desviacidon estandar 106,3),
descrito como el periodo transcurrido desde la primera
consulta hasta el momento de la toma de muestra. Se
observaron lesiones activas al fondo de ojo en 7/17
(41,1%), no se pudo discriminar si eran agudas o
crénicas reactivadas. Se obtuvieron titulos de IgG
especifica de 1:256 en 3/17 (17,6%), 1:1024 en 3/17
(17,6%) y 1:4096 en 11/17 (64,7%). Se reporté como
positiva para IgM sélo 1/17 muestras. Las
caracteristicas clinicas y los resultados de las muestras
de suero, IB y coeficiente GW de los 17 pacientes con
lesiones de toxoplasmosis ocular se muestran en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y de laboratorio del grupo casos: pacientes con lesiones de toxoplasmosis

ocular.
Anticuerpos Anti Relacion entre
Toxoplasma en anticuerpos
suero antitoxoplasma en
suero y humor acuoso
Pacientes Edad Sexo TE meses LA IeG IeM Bandas IB  Coeficiente
Titulos GW >2
1 11 F 84 No 1:1024 Neg SB No
2 38 F 38 No 1:256 Neg Diferente Si
3 35 F 372 No 1:256 Neg SB Si
4 25 F 300 No 1:4096 Neg SB No
5 53 F 36 No 1:1024 Neg Diferente Si
6 24 M 10 Si 1:256 Neg Diferente Si
7 17 F 48 Si 1:4096 Neg Diferente Si
8 30 F 12 No 1:4096 Neg SB No
9 62 F 1 No 1:4096 Neg Diferente Si
10 19 M 1 Si 1:4096 Neg SB No
11 17 M 1 Si 1:4096 Neg Diferente Si
12 26 M 2 Si 1:4096 Neg Diferente Si
13 17 M 12 No 1:1024 Neg Iguales No
14 34 F 48 No 1:4096 Pos Diferente Si
15 18 F 36 Si 1:4096 Neg Diferente Si
16 18 M 84 No 1:4096 Neg Diferente Si
17 48 M 12 Si 1:4096 Neg Diferente Si
M masculino; F femenino; TE tiempo de evolucion; LA lesion activa; Neg negativo; Pos positivo; IB Immunoblotting; SB Sin
Banda

En el grupo control se incluyeron 7 (77,7%)
pacientes femeninas y 2 (22,2%) masculinos, con
edades comprendidas entre 62 y 75 afos (f 69,8;
desviacion estandar 5,3). Se registraron titulos de 1gG
especifica de 1:256 2/9 (22,2%), 1:1024 3/9 (33,3%) y
1:4096 4/9 (44,4%), ninguno de los pacientes de este
grupo presentd 1gM positiva (datos no mostrados).

El coeficiente de GW resultd >2, indicativo de
produccién local de anticuerpos especificos, en 12/17
de pacientes con Toxoplasmosis ocular, en tanto que
ninguna de las muestras del grupo control presenté
este valor. La sensibilidad vy especificidad del
coeficiente fue de 71% y 100%, respectivamente. En el
IB los anticuerpos fueron especificos para antigenos de
diferentes pesos moleculares, sin embargo se
visualizaron con mayor frecuencia entre los 30-40, 60-
70 y 80-100 kDa, en concordancia con la especificidad
antigénica del parasito”’. La presencia de bandas
diferentes en humor acuoso, indicativo de produccion
local de anticuerpos, se observaron en 11/17 de los
casos y 1/9 de los controles, reflejando una
sensibilidad de 65% y una especificidad de 89% (figura
1). Al considerar las dos pruebas la sensibilidad se
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incrementd a un 73%, pero la especificidad disminuyd
a 89%. No se encontré relacidon estadisticamente
significativa entre el coeficiente o los resultados del 1B
y las variables tiempo de evolucién y presencia de
lesiones activas.

Discusion

La determinacién de anticuerpos anti T. gondii
s6lo en el suero tiene una contribucidn limitada en el
diagnostico de toxoplasmosis ocular y cada dia se
considera con mayor interés al humor acuoso como
muestra adicional para el diagndstico de esta
patologia, particularmente en los casos en que las
lesiones son similares a las que se producen en otras
infecciones o presentan caracteristicas atipicas (18).
Recientemente se ha utilizado la PCR para detectar el
ADN del parasito en humor acuoso, sin embargo sus
resultados pueden estar limitados por la escasa
cantidad de muestra que es posible obtener en
algunas ocasiones o la baja carga parasitaria en la
misma. La determinacion de los anticuerpos

Avan Biomed. 2013; 2(1): 10-5.
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especificos en fluidos oculares continda siendo un
método mas accesible y sensible (19).
En este estudio se determind la presencia de

Paciente  Control
PM S HA S HA
: -

g 8 88 &

Figura 1. Ejemplo de patrén de immunoblotting en S y
HA. Las bandas que aparecen en HA pero no en suero
son indicativas de produccién local de anticuerpos. La
banda en 30 kDA es caracteristica de infeccion por
toxoplasma. S suero ; HA Humor acuoso ; PM peso
molecular

anticuerpos especificos y patrén de IB en suero y
humor acuoso de pacientes con serologia positiva, con
y sin lesiones de toxoplasmosis ocular. El promedio de
edad de los casos fue de 28,9 afios (DE 14,3), mientras
que en el grupo control fue de 69,8 afios (DE 5.67),
diferencia que fue estadisticamente significativa (p
>0,005). Las edades de los pacientes del grupo control
fueron mayores debido a que se trataba de pacientes
sometidos a cirugia de catarata. Pero a pesar de esto,
esta variable no afecté el andlisis de la produccién de
anticuerpos especificos locales ya que el grupo de
casos presentaba lesiones de toxoplasmosis ocular
frente a un grupo que no las tenia (control).

En el grupo de casos sélo 1 paciente resulté
positivo para la IgM anti-toxoplasma. La presencia de
IgM se asocia con infeccién aguda, sin embargo este
resultado se encontré en un paciente con lesiones
retinianas atroficas, de tipo crénico. Esto hace pensar
gue probablemente se trataba de una IgM persistente
y esta bien descrito la permanencia de esta
inmunoglobulina hasta un afo después de la infeccion,
tratandose de resultados falsos positivos (20).

La obtencion del humor acuoso, cuando es
realizada por un oftalmdlogo con experiencia, resulta
relativamente rdpida, sencilla, con poco riesgo para el
paciente. En este trabajo, se analizaron muestras
pareadas de suero y humor acuoso para la presencia
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de anticuerpos especificos. El Coeficiente de GW
reveld la produccién local de 1gG especifica en 12/17
de los casos, con una sensibilidad del 71%, la cual se
puede considerar elevada en comparacién a lo
reportado en otros estudios, con rangos que van desde
39 a 93% (18). Se ha descrito un incremento de la
sensibilidad con el tiempo, siendo de gran importancia
el lapso transcurrido entre el inicio de los sintomas y la
paracentesis, ya que a mayor tiempo mayor
produccion de anticuerpos. De esta manera la
diferencia en los reportes de sensibilidad encontradas
en estos estudios puede ser explicada por el tiempo de
evolucién o por otra parte por la presencia de una
uveitis tipica o atipical8. En un estudio anterior, para
esta prueba, reportamos una sensibilidad de 78% vy
una especificidad de 100% (21)

La especificidad para el coeficiente de GW fue
del 100%, lo cual se puede relacionar en este caso con
la seleccion de pacientes con lesiones oculares tipicas,
ya fueran activas o crénicas, mientras que los
controles no poseian ninguna patologia inflamatoria
ocular, asumiendo que la barrera hemato-ocular
estaba indemne con minima posibilidad de
transudacién pasiva de anticuerpos por lo que no se
observo ningln falso positivo (22).

En el caso del IB encontramos una
disminucién de la sensibilidad y la especificidad en
relacion al coeficiente de GW, probablemente debido
a que por la cronicidad de las lesiones los niveles de
produccion local de anticuerpos eran bajos y que por
tratarse de una prueba cualitativa la intensidad de las
bandas en ocasiones no permitid visualizar un
resultado positivo. Recientemente el IB se estd
utilizando como herramienta para el diagndstico de
toxoplasmosis aguda (23) y congénita (24-25), debido
a su alta capacidad discriminatoria de especificidad
antigénica, lo que permite diferenciar anticuerpos de
la madre de anticuerpos producidos por el neonato.

Ni el coeficiente GW ni el IB fueron utiles para
discriminar en las lesiones activas cual era aguda o
crénica reagudizada.

Usando como herramienta ambos métodos
diagnodsticos se aumentd la sensibilidad a un 73%,
resultados muy similares a los obtenidos por Garweg
et al (17) en su estudio. Sin embargo la especificidad
disminuyé al adicionar la inmunotransferencia como
prueba complementaria

En 2011, Garweg y Groot-Mijnes et al (26)
presentan un algoritmo para el diagndstico de
toxoplasmosis ocular con lesiones tipicas y atipicas.
Ellos recomiendan el uso del coeficiente de GW como
prueba confirmatoria, pero si la produccién local no es
detectada por esta prueba entonces sugieren utilizar el
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IB y la PCR, de esta manera la confirmacidn se puede
alcanzar en el 85% de los casos

ocular,

En conclusién, el IB es util como prueba
confirmatoria para diagndstico de toxoplasmosis
sélo como un
complemento del coeficiente de GW, debido a su

pero se debe

mayor costo y dificultad técnica.
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