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RESUMEN

La toxoplasmosis es causada por el parasito
Toxoplasma gondii. Constituye una grave y frecuente
infeccidon oportunista en pacientes con Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), estos pueden
desarrollar complicaciones a nivel del Sistema
Nervioso Central (SNC). Actualmente en el estado
Meérida se desconoce la prevalencia de la infeccion
por este parasito en pacientes con VIH. Por ello se
realizé la determinacion de anticuerpos anti-7. gondii
IgM e IgG en pacientes infectados con el VIH que
son atendidos en el Instituto Autonomo Hospital
Universitario de Los Andes (IAHULA). Mediante
la técnica de ELISA fue estudiada la presencia de
anticuerpos especificos contra el 7. gondii en muestras
de suero de 44 pacientes VIH positivos con edades
entre 3 - 68 afios. Los anticuerpos de tipo IgG anti-7.
gondii fueron encontrados en el 68,2% de las personas
estudiadas en edades productivas mientras que ninguna
de ellas presentaron anticuerpos de tipo IgM. En vistaa
la alta prevalencia encontrada, se recomienda instaurar
una pauta de profilaxis para evitar una toxoplasmosis,
ya que existe una gran probabilidad de que ocurra una
reactivacion de la parasitosis en estos pacientes.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is caused by the parasite
Toxoplasma gondii. It is a common and serious

opportunistic infection in patients with human
immunodeficiency virus (HIV), these infections
may produce complications at the Central Nervous
System (CNS). Currently in Mérida the prevalence
of this infection, caused by this parasite in HIV
patients, is unknown. Therefore, the determination
of anti-7. gondii 1gM and IgG in patients infected
with HIV who are treated at the “Instituto Autonomo
Hospital Universitario de Los Andes” (IAHULA) has
been carried out. By using the ELISA technique, the
presence of specific antibodies against 7. gondii in
serum samples from 44 HIV-positive patients, aged
between 3-68 years, was studied. The antibodies of
1gG type 7. gondii were found in 68.2% of working
age people studied while none of them had IgM
antibodies. Due to the high prevalence found, it is
recommended to establish a prophylaxis pattern
to prevent toxoplasmosis, since there is a great
probability of parasite reactivation in these types of
patients.
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INTRODUCCION

Toxoplasma gondii pertenece al Filum apicomplexa,
es considerado como protozoario intracelular obligado
que infecta a la mayoria de los animales de sangre
caliente [1-3]. Se estima que un tercio de la poblacion
mundial estd infectado con este pardsito por lo que
es considerada la zoonosis parasitaria con mayor
prevalencia en el mundo [4-6].
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T gondii est4 asociado con abortos espontaneos,
mortinatos, retraso del crecimiento intrauterino,
partos prematuros, malformaciones congénitas como
hidrocefalia, calcificacion intracerebral y coriorretinitis
[7]. Ademas, puede causar encefalitis o infecciones
sistémicas en las personas inmunosuprimidas, en
particular en aquellas infectadas con el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) / Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) [8].

En pacientes con VIH, las infecciones e
infestaciones parasitarias pueden aumentar su morbi-
mortalidad. En particular, 7" gondii se encuentra en el
3-10% de los pacientes seropositivos para VIH en los
Estados Unidos de América y en México, en Caracas
en un 18,7%, aumentando este porcentaje hasta un
25-50% en Africa y Europa [9-11].

Entre el 10-50% de los pacientes infectados
con el VIH y con serologia positiva para 1. gondii,
desarrollan encefalitis toxoplasmica, con casi un 50%
de secuelas neuroldgicas y cuya mortalidad se acerca
al 20% [12].

Los pacientes con toxoplasmosis cerebral presentan
estado mental alterado, confusion (70%), hemiparesia
u otros signos de focalizacion (60%), cefalea
(50%) y convulsiones (30%) [9]. EI diagndstico
definitivo de esta enfermedad requiere la demostracion
directa de los taquizoitos de I. gondii en el tejido
encefélico. El diagndstico presuntivo se basa en los
hallazgos clinicos y de imagenologia, la serologia
y la respuesta a la terapia antitoxoplasma [13].
La identificacion de anticuerpos anti-7. gondii es
sugestivo de toxoplasmosis en SNC y en muchos
casos es suficiente para iniciar el tratamiento.

La retinitis toxoplasmica, estd frecuentemente
asociada con lesiones cerebrales (en 30 % de los casos),
y es la segunda localizacién de la toxoplasmosis en
pacientes con SIDA, se presenta como una retinitis
necrotizante, con uno o varios focos blanquecinos
0 blanco amarillentos, de limites borrosos. La retina
se encuentra engrosada, opaca y sus bordes no
son granulares como los tipicos de la retinitis por
Citomegalovirus (CMV), sino homogéneos [14,15].

Como otras complicaciones de la infeccion por 70
gondii se presenta el dafio hipofisiario, miocardiopatias
y neumonias; en esta ultima los pacientes presentan
tos esporéadica y disnea [9].

En Venezuela son escasos los trabajos publicados
sobre la prevalencia de la infeccién por I° gondii en
pacientes con VIH y en particular en el estado Mérida
no ha sido reportada. Debido a la alta morbilidad
y mortalidad por esta parasitosis y el riesgo de
dafio al SNC, se considera importante definir la
prevalencia de anticuerpos IgM e IgG anti-7. gondii,
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en pacientes infectados con el VIH que acuden al
Programa Regional de atencidn al paciente con SIDA
e infecciones de transmision sexual (ITS) del estado
Mérida.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién y muestra

Se seleccionaron de forma aleatoria 44 pacientes
que acudieron al Laboratorio del Programa de
Atencién al Paciente con VIH/SIDA del IAHULA. Se
aplico un unico criterio de seleccion el cual era que
presentaran serologia positiva para VIH, informacion
que fue suministrada por el Laboratorio junto con la
poblacion de linfocitos T CD4, T CD8 y carga viral
de cada uno de los pacientes.

Obtencion de las muestras

Previo consentimiento informado, se realizo la
toma de muestra a través de una puncién venosa en
el antebrazo de los pacientes a los cuales previamente
se les realiz6 la asepsia correspondiente.

Una parte de la muestra fue centrifugada a 3000
rpm durante 10 minutos para la obtencién de los
sueros (tubos sin anticoagulante), los cuales fueron
rotulados, identificados y conservados en alicuotas
a -20 °C hasta el momento de su procesamiento. A
cada uno de los sueros se le determind anticuerpos
IgM e IgG anti-T” gondii mediante la técnica ELISA,
segun las especificaciones del kit de la casa comercial
(ACON, USA).

Otra parte de la muestra (tubos con anticoagulante)
fue utilizada para realizar la subpoblacion linfocitaria y
la carga viral para VIH de los pacientes, estos ensayos
fueron realizados en el Laboratorio del Programa de
Atencion al Paciente con VIH/SIDA del IAHULA,
el cual nos suministré la informacion necesaria para
llevar a cabo el presente estudio.

Determinacion de anticuerpos IgM contra 7.
gondii (ELISA de inmunocaptura)

En la placa de ELISA se agregaron 100 pl
de control positivo, control negativo, calibrador
y muestras (previamente diluidas 1:21), por
duplicado. Se incub6 durante 30 minutos a 37°C
y se lavd 5 veces con solucion buffer de lavado
diluido en una proporcién 1:25. Posteriormente se
agreg6 100 pl de conjugado e incub6 a 37°C por
30 min, luego se lavd 5 veces con solucion buffer
de lavado diluida y se agregaron 50 pl de sustrato
A (Perdxido de hidrégeno) y 50 ul de sustrato B
(Tetrametilbencidina) en cada pozo e incubd a 37°C
por 10 min, finalmente se agregd 50 pl de soluciéon de
paraday se leyo en el lector de ELISA (BIO-STAT
747,USA) a450/630 nm. La interpretacion de los




resultados fue realizada calculando el valor indice
segun las especificaciones del kit considerandose
como no reactivos aquellos que tenian valores
por debajo <0,9, como reactivos, aquellos con
valores >1,1 y equivocos aquellos que tenian valores
entre < 0,9 y >1,1. Cabe sefialar que la sensibilidad y
especificidad para este método establecido por la casa
comercial es de >99,9% y >99,0%, respectivamente.

Determinaciéon de anticuerpos IgG contra T.
gondii (ELISA indirecto)

En la placa de ELISA se agregaron 100 pl de los
calibradores y muestras (previamente diluidas 1:21),
por duplicado. Se incub6 durante 30 minutos a 37°Cy
selavo 5 veces con solucion buffer de lavado diluido
en una proporcion 1:25. Posteriormente se agregaron
100 ul de conjugado e incub6 a 37 °c por 30 min, luego
selavd 5 veces con solucion buffer de lavado diluida se
agregaron 50 pl de sustrato A (Perdxido de hidrégeno) y
50 pl de sustrato B (Tetrametilbencidina) en cada pozo e
incubd a 37 °C por 10 min, finalmente se agregaron 50
pl de solucion de parada y se leyo en el lector de ELISA
(BIO-STAT 747,USA) a450/630 nm. La interpretacion
de los resultados fue realizada calculando el valor
indice segun las especificaciones del kit, tomando en
cuenta los valores sefialados en la determinacion de
anticuerpos de IgM.

Analisis estadistico

Fue aplicada la técnica estadistica chi cuadrado
de Pearson la cual permite determinar si existe
relacion entre pares de variables de tipo categoricas,
para lo cual se utiliz6 el paquete estadistico SPSS
version 11.0.

RESULTADOS

En el presente estudio el 68,2% de las personas
estudiadas presentaron anticuerpos de tipo IgG anti-7.
gondii, y ninguna de ellas anticuerpos de tipo IgM
anti- 7. gondii (Tabla 1).

TABLA 1
Presencia de T. gondii en la poblacién estudiada.

Frecuencia de
anticuerpos IgG

Frecuencia de

Diagnéstico  anticuerpos IgM Porcentaje

(%)

Porcentaje
(%)

anti-T. gondii anti-T. gondii
Reactivo 0 0 30 68,18
No reactivo 44 100 14 31,82
TOTAL 44 100 44 100

Al considerar la distribucion de anticuerpos de tipo
IgG anti-T. gondii segun el género se observod que el
47,7% de los pacientes eran masculinos y en el 20,5%
eran femeninos (Tabla 2).
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TABLA 2
Relacion de IgG anti-T. gondii con respecto al género de
los pacientes.

IgG
Reactivo  No Reactivo Total
Masculino  Recuento 21 1 32
i % del total 47,7 25,0 727
Género -
Femenino  Recuento 9 3 12
% del total 20,5 6,8 27,3
Total Recuento 30 14 44
% del total 68,2 3138 100,0

Tabla de contingencia Género * IgG

En relacion a la edad se encontré que existe una
relacion estadisticamente demostrativa entre la edad y
la presencia de anticuerpos IgG, con una significancia
de 0,10 para el chi cuadrado de Pearson y con una
significancia de 0,05 para la razon de verosimilitud
(Tabla 3), es decir que la prevalencia de estos
anticuerpos aumenta a medida que aumenta la edad.

TABLA 3
Seroprevalencia de anticuerpos IgG anti-T. gondii en
cuanto a la edad.

I9G

Reactivo  NoReactivo  Total

Edad Entre 0y 20 afios Recuento 2 1 3
% del total 4,5 23 6.8

Entre 21y 40 afios  Recuento 14 12 26

% del total 31.8 273 59,1

Entre41y 60 afios Recuento 13 1 14
% del total 29,5 23 31,8

Entre61y 80 afios  Recuento 1 0 1

% del total 2,3 - 2,3

Total Recuento 30 14 44
% del total 68,2 318 1000

Tabla de contingencia Edad * IgG

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintonica

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6,8622 3 0,076
Razoén de verosimilitud 8,130 3 0,043
Asociacion lineal por lineal 4,492 1 0,034
N de casos validos 44 1

a. 5 casillas (62,5%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 0,32

No se encontré asociacion entre presencia de
anticuerpos de tipo IgG anti- 7. gondii y el niimero
de linfocitos de tipo T CD4 y T CD8. Sin embargo
se observo que la mayor seropositividad se encontraba
en aquellos pacientes que tenian cuentas de Linfocitos
T CD4 entre 100 a 300 cél/mL y T CD8 entre 901-
1200 cél/mL. Tampoco se encontrd correlacion entre
la presencia de anticuerpos de tipo 1gG anti-7. gondii,
con respecto a la carga viral, sin embargo se observo
que el 54,5 % de los pacientes positivos poseian una
carga viral baja (Datos no mostrados).




DISCUSION

La toxoplasmosis es una enfermedad distribuida
mundialmente que no distingue género, raza y
distribucion geogréfica. Afecta al 30% de la poblacion
a nivel mundial, en particular en Venezuela la
prevalencia de la infeccion por I” gondii es variable y
ha sido encontrada en varios grupos urbanos y diversas
comunidades de la siguiente manera: 31,8-61% en
gestantes, 41,8-53,5% en personas de entre 0 y 60
afos, 57,6-66,7% en nifios menores de 15 afios de
edad, y 36,6% en sujetos entre ocho meses y los 76
afios en las zonas marginales. En las zonas rurales, el
39% en personas entre 18 a 20 anos y el 49,3% en
los individuos entre 0 y 60 afios [16,17]. En el presente
estudio se evaluo la prevalencia de anticuerpos de
tipo IgM e IgG anti- T gondii en pacientes con VIH,
encontrando una alta prevalencia de IgG y ningtin caso
seropositivo a anticuerpos IgM anti-T. gondii (Tabla
1), al igual que Martin y col [10]. Llama la atencién
que la prevalencia en esta poblacion del estado Mérida
fue de 68,18% a diferencia de lo reportado por Franco
[11] en la ciudad de Caracas (18,7%), lo que indica
que esta zoonosis es endémica en esta region, tal
como se reporta en el 2007 donde la prevalencia de
esta parasitosis fue de 39,8% en la poblacion general
encontrandose una mayor distribucién en el Municipio
Libertador [18].

Aligual que Caparrozoy col. [19], se encontr6 que
el 47, 7% de la mayor poblacion en estudio pertenecian
al género masculino (Tabla 1), y es aqui donde se
encuentra una mayor proporcion de anticuerpos de tipo
IgG anti- T gondii, lo cual podria representar un riesgo
a sufrir toxoplasmosis en el futuro. Es importante
destacar que esta observacidén también pudo ser
afectada debido a que la muestra no fue seleccionada
de manera homogénea.

En cuanto a la edad se observo que la mayor
proporcion de personas con VIH se encontraban en
edad productiva (Tabla 2) lo cual concuerda con lo
reportado por el programa regional de VIH/SIDA
en el estado Mérida [20]. Al comparar esta misma
variable con la presencia de anticuerpos de tipo IgG
anti-7. gondii, se encontr6 que la prevalencia de estos
anticuerpos aumenta a medida que aumenta la edad
(tabla 3), al igual que lo reportado por Diaz y Estevez
[21], quienes encuentran una asociacion entre el nivel
socioecondémico bajo y una alta prevalencia. Sin
embargo, no se dispusieron de datos sobre los niveles
socioecondmicos de los pacientes por lo que solo se
puede inferir que esta alta prevalencia pudiera estar
asociada a malos habitos higiénicos y alimenticios de
la poblacion.
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No encontramos una relacidén en cuanto a presencia
de anticuerpos y el numero de células T CD4. Sin
embargo Vidal y col [22], mencionan que la presencia
de serologia positiva para I" gondii y un recuento bajo
de células T CD4 aumentan las posibilidades de padecer
toxoplasmosis cerebral. Una de las limitaciones de
este estudio fue no contar con datos clinicos que
nos indicaran la presencia de toxoplasmosis cerebral,
para poder realizar una correlacién con la clinica y
presencia de anticuerpos. Debido a esta limitante solo
se puede decir que la presencia de anticuerpos anti- 7.
gondii fue independiente a la carga viral, a diferencia
de lo descrito por Sanchez y col [23] que reportaron
un caso clinico de un paciente con toxoplasmosis
cerebral con una carga viral de 301,258 copias/mL.

CONCLUSIONES

La seroprevalencia de la infeccion por 7. gondii en
pacientes que acuden al Programa Regional de atencion
al paciente con SIDA e ITS del estado Mérida es alta. Por
lo tanto estos pacientes podrian tener un mayor riesgo
de desarrollar una toxoplasmosis, por consiguiente
es necesario implementar medidas profilacticas para
evitar la progresion de la enfermedad. Finalmente se
recomienda llevar a cabo la determinacion rutinaria
de anticuerpos especificos contra 7. gondii en los
protocolos de diagnostico en pacientes con HIV.
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