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Prologo

Si bien en el siglo XXI auin siguen existiendo grandes diferencias entre los paises del norte y
los del hemisferio sur menos favorecidos, en cuanto a la morbilidad y mortalidad que ocasionan
las enfermedades transmisibles, la reciente pandemia causada por un nuevo virus ha puesto de
manifiesto de manera categdrica que las enfermedades infecciosas contindan siendo una impor-
tante amenaza y causa de muerte a nivel mundial. Por tanto, hoy mds que nunca, se deben im-
plementar las politicas publicas de vigilancia, prevencién y control de todas ellas, constituyendo
una prioridad de primer orden en cualquier sociedad avanzada.

Se estima que, aproximadamente, la quinta parte de la poblacidon mundial vive sin acceso a nin-
gun tipo de atencion médica, lo que supone la ausencia de tratamientos antimicrobianos, vacunas o
cualquier otro tipo de medicamento sintomatico. Esto ocurre, sobre todo, en lugares donde existen
crisis prolongadas ocasionadas por sequias, hambrunas, conflictos bélicos y/o desplazamientos pobla-
cionales. Por tanto, sin duda alguna, la pobreza continua siendo la enfermedad de mayor letalidad y
asi lo describe la OMS. En los paises de menor nivel socio-sanitario, se sabe que los problemas relacio-
nados con la salud surgiran incluso antes del nacimiento del individuo. Esta situacién, ademas, puede
agravarse con el calentamiento global y el cambio climatico que va a ocasionar, presumiblemente, un
aumento de los desastres naturales, siempre con peores consecuencias para la poblaciéon mas des-
favorecida. Es por ello que debemos trabajar, en la medida de lo posible, para minimizar los riesgos y
estar preparados ante cualquier desafio de naturaleza infecciosa.

La toxoplasmosis es una enfermedad de alta prevalencia y distribucién mundial que puede
cursar de forma asintomatica, aunque también puede ocasionar clinica grave en personas inmu-
nocomprometidas e incluso ser mortal, fundamentalmente cuando afecta a la etapa fetal. La
toxoplasmosis congénita puede causar graves afecciones en los nifios, en Espafia pasoé a ser de
declaracion obligatoria en 2015 pero aln a dia de hoy se considera una zoonosis de incidencia
desconocida y se encuentra infradiagndsticada en todo el territorio.

Este libro aglutina una valiosa informacién desde la perspectiva “Una salud” contando con
la vision de diferentes profesionales implicados en el drea: clinicos, epidemidlogos y microbidlo-
gos, lo que proporciona una perspectiva altamente enriquecedora y de gran utilidad para todos
aquellos profesionales interesados en esta tematica. Queda mucho por hacer para comprender
el problema en toda su magnitud: se precisan mejoras en el diagndstico, en la caracterizaciéon
molecular del parasito y en el estudio de su ciclo vital para comprender los mecanismos de
transmision. Solo asi se podran establecer de forma eficaz actuaciones preventivas y de control
en la gestante. En cualquier caso, este libro describe todos estos temas de una manera clara 'y
precisa, lo que va a contribuir a un mayor conocimiento de la enfermedad, repercutiendo, por
consiguiente, en una mejora en la salud de la poblacién, que es en definitiva nuestro objetivo
y lo que mas nos preocupa a los profesionales que nos dedicamos a trabajar en Salud Publica.

Isabel Jado Garcia
Directora del Centro Nacional de Microbiologia
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Introduccion

La toxoplasmosis es una zoonosis cosmopolita que afecta aproximadamente a un tercio de
la poblacion mundial. Esta enfermedad presenta importantes repercusiones, principalmente en
pacientes inmunocomprometidos y en casos congénitos, con una morbilidad y mortalidad aso-
ciada bien documentada. En los casos congénitos hay que destacar que las mujeres infectadas
durante el embarazo generalmente no presentan sintomas, o son leves, pero la consecuencia de
la transmision al hijo puede ser grave originando abortos, alteraciones neuroldgicas o lesiones
oculares severas. No obstante, tenemos evidencias claras de que la prevencion, el diagndstico y el
tratamiento temprano son altamente beneficiosos, como se ha demostrado en diversos estudios.

A pesar de lo expuesto, la toxoplasmosis congénita frecuentemente es una enfermedad
desatendida y, aunque es de declaracion obligatoria en Espafia, se reconoce que esta infra-
diagnosticada, infranotificada y en muchos ambitos no es bien conocida. Ante esta situacidon
se ha impulsado la iniciativa del Grupo Espafiol de Trabajo en Toxoplasmosis (GET-TOXO), que
auna a diferentes especialistas, de cardcter multidisciplinar y aplicado al conocimiento epide-
mioldgico en el dmbito humano y animal, a la mejora del diagndstico, prevencion y control. Su
actividad ha abocado al desarrollo del Proyecto Toxoplasmosis congénita en Espafia: Estudio
colaborativo multidisciplinar sobre la situacion epidemioldgica actual, retos y propuestas de
mejora en prevencion y diagnostico. (Proyecto de Investigacion de Salud FIS AESI P121Cl11/00031.
Fondo Investigacion Sanitaria, ISCIII, Ministerio Ciencia e Innovacion), que apoya la presentacion
de este libro.

De esta forma, con la participacion de profesionales e investigadores de los Centros Nacio-
nales de Microbiologia y Epidemiologia del Instituto de Salud Carlos Ill, de diferentes hospitales
del Sistema Nacional de Salud, de la Universidad Complutense de Madrid y de instituciones inter-
nacionales, todos ellos involucrados en el estudio de la toxoplasmosis, se realizd en septiembre
de 2021 la “I Jornada Nacional de Toxoplasmosis: Toxoplasmosis congénita en Espafia, presente
y futuro”, que puede ser visualizada en el canal Youtube del ISCIII (https://www.youtube.com/c/
InstitutodeSaludCarloslll), https://youtu.be/IZgVou7y2QY. Elinterés suscitado en el ambito sani-
tario y docente nos llevod a organizar la presente publicacion para el impulso del conocimiento.

Esta publicacion se aborda desde una vision amplia, actualizada y multidisciplinar con la
perspectiva de “Una Salud”, concepto surgido de la consideracion de la proteccion de la salud
publica mediante la prevencion y control de patégenos en la interfaz entre el hombre, el animal
y el medio ambiente apoyado por la OMS, FAO y OIE. El concepto "Una Salud" fomenta que los
distintos sectores implicados compartan datos epidemioldgicos, clinicos y de laboratorio.

En este sentido, el objetivo general pretendido en el libro es la actualizacién de los conoci-
mientos de la toxoplasmosis congénita (TC) en Espafia, presentando aspectos epidemioldgicos,
clinicos, microbiolégicos y diagndsticos, terapéuticos, de prevencién y control, mostrando las
posibilidades de las intervenciones en salud publica, la pertinencia del cribado prenatal, el pano-
rama internacional y los retos futuros.

Para ello, los diferentes autores inciden principalmente en los siguientes puntos:
- Describir la situacion epidemioldgica actual de la TC en Espafia, las principales fuentes de
infeccion y control en el dmbito de la salud publica.

- Detallar el impacto que tiene la infeccion sobre los huéspedes intermediarios y definitivos,
y las vias de transmisién al hombre.

- Actualizar los conocimientos en los aspectos clinicos, diagndsticos y terapéuticos de la TC.
- Describir las consecuencias a largo plazo de la TC.
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- Exponer los métodos rutinarios, de referencia y nuevas técnicas de diagndstico microbio-
|6gico de la toxoplasmosis.

- Describir los aspectos de la inmunidad y la situacion del desarrollo de vacunas.
- Debatir la situacion del cribado prenatal en Espafia.

- Conocer el escenario internacional y la experiencia de otros paises con programas de cri-
bado bien establecidos.

Son muchos y diversos los retos futuros y aspectos que se deberan estudiar e investigar para
valorar las medidas sanitarias y el control. El conocimiento de la incidencia y prevalencia real de
la toxoplasmosis en el ambito humano y animal, la mejora de las técnicas diagndsticas y la carac-
terizacion molecular de aislados de T. gondii en el hombre, animales y alimentos, y su relacion
con la patologia, la identificacién de reservorios naturales, vias de transmisidn y estimacion de
su potencial zoondsico, el desarrollo de vacunas y medidas preventivas, entre otros factores, que
apoyen en la toma de decisiones y la implementacion de estrategias de salud publica acordes a
las circunstancias epidemiolégicas.

Esperamos que esta publicacion satisfaga las expectativas creadas, contribuya a una mayor
comprension de la toxoplasmosis en sus diferentes ambitos, e invite al planteamiento de mejo-
ras en el conocimiento y la investigacion de la TC. El objetivo final del libro es estimular el interés
por esta enfermedad y la comprension de su diversidad y complejidad, abocando a las oportu-
nas actuaciones médicas y de salud publica.

Muchas gracias por su tiempo y atencion.

Isabel de Fuentes Corripio

Coordinadora

Unidad de Toxoplasmosis y Prot.intestinales
Centro Nacional de Microbiologia

Instituto de Salud Carlos
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Capitulo |

Toxoplasmosis congénita enfermedad de declaracion obligatoria
(EDO), situacion actual en Espaiia

Rosa M2 Estévez Reboredo?, Rocio Carmona ¢, Rosa Cano Portero!>

Area de Andlisis de Vigilancia Epidemioldgica. Centro Nacional de Epidemiologia. Instituto de Salud Carlos IIl. Madrid.

2Ciber de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP). Instituto de Salud Carlos Il

La toxoplasmosis es una zoonosis infecciosa sistémica ocasionada por el protozoo Toxoplasma
gondii **. Se trata de una enfermedad de alta prevalencia (aproximadamente un tercio de la
poblacion mundial estd parasitada) y de distribucion universal™?, aunque con diferencias nota-
bles en los distintos continentes. Ello es debido al mantenimiento del contacto con el reservorio
animal doméstico (gatos), deficiente calidad en sistemas de potabilizacién de las aguas, deter-
minados habitos alimentarios y la circulacion del agente infeccioso entre multiples reservorios
domeésticos v silvestres (terrestres, maritimos y aves).

En el ser humano, la enfermedad adquiere relevancia fundamentalmente en dos ocasiones.
La infeccion aguda y la reactivacion de la forma latente en individuos inmunocomprometidos o
la primoinfeccién en mujeres gestantes y consecuente transmision al feto, dando lugar a la toxo-
plasmosis congénita (TC), enfermedad con graves secuelas para los afectados.

En Europa, se considera que entre 1y 10 nifios de cada 10.000 nacidos se infectan por este
parasito durante la gestacion® y, en Espafia, los estudios existentes estiman una seroprevalencia
de toxoplasmosis en mujeres del 23,6 % (IC del 95%: 19,8-27,6%), similar a otros paises del sur de
Europa (Italia y Portugal)®. Desde 2015, en nuestro pais, la TC se cataloga como enfermedad de
declaracion obligatoria (EDO) y es de obligada notificacién a la Red Nacional de Vigilancia Epide-
mioldgica (RENAVE). Sin embargo, se constata una infranotificacion a dicha Red.

Para realizar una estimacion de la carga de esta enfermedad en los Ultimos afios, dada la
carencia de datos, es preciso recurrir a fuentes como la informacién disponible en el Registro de
Atencion Hospitalaria del Ministerio de Sanidad, (RAE-CMBD). Este registro permite obtener una
aproximacion a la incidencia de la enfermedad en la totalidad del territorio y manejar la informa-
cién para la toma de decisiones en relacidn con politicas sanitarias para la prevencién y control
de esta enfermedad de graves secuelas.

Presentamos el estudio realizado para considerar determinados datos referentes a la situa-
cién de TC en nuestro entorno. Para valorar la situacion epidemioldgica de la TC en Espafia se
recurrio al analisis retrospectivo de datos procedentes de dos fuentes de informacion para el pe-
riodo 2010-2018. Los aportados por el Registro de Atencién Sanitaria Especializada (RAE-CMBD)
del Ministerio de Sanidad®, y la informacién procedente de la notificacion a la Red Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica. Se debe destacar que los datos obtenidos son una aproximacién a la
situacion, ya que con estos registros solo se detectan los casos de TC en nifios menores de 1
afio hospitalizados y registrados por esta causa, no incluyéndose los nifios con TC asintomaticos
al nacer, que pueden posteriormente desarrollar sintomas graves neuroldgicos, retraso mental,
sordera, coriorretinitis y ceguera, entre otros, o con sintomas que no precisaron hospitalizacion.

Para el célculo de las tasas (tasas de hospitalizacion, TH; y tasas de incidencia, Tl) se utiliza-
ron las estimaciones intercensales de la poblacion de residentes en Espafia proporcionadas por
el Instituto Nacional de Estadistica (INE) de 2021°.

Capitulo | 11
Toxoplasmosis congénita enfermedad de declaracion obligatoria [EDO), situacién actual en Esparia



Toxoplasmosis congénita en Espafia, presente y futuro

El dmbito geografico abarcé las 17 comunidades auténomas (CCAA) y las ciudades auténo-
mas de Ceuta y Melilla.

La base de datos RAE-CMBD utiliza los cédigos diagndsticos de la Clasificacién Internacional
de Enfermedades de la 92 (CIE9, registros de 2010 a 2015) y 102 revisién (CIE10, de 2016 a 2018),
siendo los codigos correspondientes a TC, 771.2 para la CIE-9 y P37.1 para la CIE-10. En el estudio
se consideraron la totalidad de pacientes (nifilos menores de un afio) hospitalizados con diag-
nostico “toxoplasmosis congénita” al alta de la hospitalizacion en cualquiera de los diagndsticos
que aparecen en el registro, tanto el principal como el secundario. Con los datos obtenidos se
realizo la valoracién por sexos, edad y CCAA vy se calcularon las tasas por 10.000 nacidos vivos.
Se afadid la comparacion territorial mediante mapas.

Se observé que durante el periodo de estudio (2010-2018), el CMBD registré un total de 509
hospitalizaciones con diagndstico “toxoplasmosis congénita” al alta, observandose una tenden-
cia descendente en el nimero de hospitalizaciones.

De la totalidad de los casos hospitalizados, 274 (56%) fueron hombres (TH=1,36) y 216 (44%)
mujeres (TH= 1,14). Hubo 87 hospitalizaciones en 2010 (TH= 1,72), de las cuales, 48 fueron de
hombres y 39 mujeres; mientras que en 2018 se registraron 23 ingresos (TH= 0,61), correspon-
dientes a 12 hombres y 11 mujeres. Esto supuso un descenso en el nimero de casos hospitali-
zados por TC del 75 % en hombres y del 72% en mujeres. La evolucién temporal del nimero de
hospitalizaciones por sexos muestra este descenso en la Figura 1. Hay que destacar el descenso
puntual que se produjo en 2012, especialmente en hombres. En los tres afios siguientes se ob-
servo un ligero incremento y una abrupta caida en las cifras de los registrados en 2016, tanto
para hombres como para mujeres, coincidiendo con el cambio de codificacién de CIE-9 a CIE-10,
situacion que parece que ha afectado a la forma de registrar los casos y que se ha observado de
forma similar en el registro de otras enfermedades.

Figura 1. Nimero de ingresos hospitalarios anuales por toxoplasmosis congénita seglin sexo. Afios 2010-2018.
Fuente: Elaboracion propia, RAE-CMBD.
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Se observaron diferencias en la evolucion del nimero de ingresos segun los territorios; las
CCAA que registraron un mayor descenso fueron: Catalufia (28 ingresos en 2010 vs. 3 en 2018) lo
que supone una reduccion del 90,3%, seguida de Galicia (9 ingresos en 2010 vs. 1 en 2018) con un
descenso del 88,9%, y Andalucia (10 ingresos en 2010 vs. 2 en 2018) con una disminucion del 80%.
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Al final del periodo de estudio, en 2018, la tasa de hospitalizacion por 10.000 nacidos vivos fue
superior en Aragon (TH= 0,015), con tan solo 2 casos hospitalarios, Castilla y Ledn (TH=0,012) con
3ingresosy, la C. de Madrid (TH=0,011), con 7 hospitalizaciones durante el citado afio.

La TC se incluyd entre las Enfermedades de Declaracion Obligatoria (EDO) en 2015. Ello
implicé su notificacién a la RENAVE desde 2016, no obstante, se observa una importante infra-
notificacién. Si se evaluan los datos de hospitalizacién durante este Ultimo periodo en el CMBD
(2016-2018), se registraron 46 ingresos de hombres (TH=0,76) y 34 mujeres (TH= 0,49), frente a
un total de 7 casos de hombres (Tl= 0,12) y 5 mujeres (TI= 0,09) notificados a la RENAVE.

La distribucion autondmica de las tasas de hospitalizacién en dicho periodo 2016-2018
muestra también diferencias por sexo (Figura 2). Asi, en el caso de los hombres, los territorios
con mayor incidencia fueron las ciudades auténomas de Ceuta (TH=18,60) y Melilla (TH= 13,96),
seguidas muy de lejos por la CCAA de Aragdn (TH=5,5). Mientras que en las mujeres, con ex-
cepcion de Ceuta que presenta una TH notablemente elevada (TH= 41,70), algunas CCAA del
noreste peninsular registran las mayores tasas de hospitalizacion (Aragon TH= 11,59, La Rioja
TH= 8,17 y la Comunidad Foral de Navarra TH= 7,13).

Figura 2. Distribucidn espacial de la toxoplasmosis congénita en Espafia. Tasas de hospitalizacién por 10.000 nacidos vivos
para hombres (azul) y mujeres (verde) para el trienio 2016-2018. Fuente: Elaboracion propia.

Toxoplasmosis congénita. Hombres <1 afio. Espafa. 2016-2018 Toxoplasmosis congénita. Mujeres <1 afio. Espafia. 2016-2018
Tasa de hospitalizacién por 10.000 nacidos vivos Tasa de hospitalizacion por 10.000 nacidos vivos
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Fuente:CMBD Fuente:CMBD

Finalmente, en la evaluacion de los sintomas y sindromes asociados directamente con TC,
considerando la totalidad de datos de los pacientes ingresados en el periodo 2010-2018, se
destacd que hasta un 40% de los casos hospitalizados no presentaba informacion asociada, un
29,4% presentaron sintomas asociados directamente a TC, y un porcentaje similar de ingresos
(24,5%) referian otras infecciones graves de modo concomitante.

De esta manera, resumiendo la TC es una enfermedad parasitaria sistémica de graves re-
percusiones para los pacientes afectados. Se estima que el 25-30% de la poblacién mundial
es portadora del parasito”’y, aunque en Espafia se considera una baja incidencia en los casos
congénitos, estudios en Europa indican que entre 1 y 10 nifios de cada 10.000 nacidos la han
contraido durante la gestacion?.

El mantenimiento del parasito circulante entre la poblacién humana (hospedador interme-
diario) se asocia a diferentes conductas como habitos alimentarios de moda (consumo de ali-
mentos crudos y/o contaminados) y al continuo contacto con el hospedador definitivo (félidos),
pero, también, a una deficiente calidad en la potabilizacion del agua en determinados paises, o la
presencia del parasito en ciertas especies marinas y la diseminacion asociada a rutas migratorias
de algunas aves®”.
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En nuestro estudio sélo se ha identificado una porcion de los casos de TC ocasionados,
aquellos que fueron hospitalizados y registrados como TC, no los asintomaticos no detectados
al nacer ni los que presentan sintomas que pueden ser llevados por sus pediatras sin requerir
hospitalizacién, o los que no muestran sintomas hasta tiempo después del afio, incluso en la
adolescencia. Por lo tanto, son datos que deben considerarse como una aproximacion a la situa-
cién real, con la sospecha de ser significativamente superior a la constatada.

A pesar de los datos de descenso mostrados en este estudio en nuestro pais, la infecciéon
continta produciendo abortos y muertes fetales en un nimero no despreciable y diagnostican-
dose en bebés, generalmente tras la deteccion durante su periodo fetal. Estos nifios probable-
mente desarrollen sintomatologia grave o tengan secuelas de por vida si no se tratan adecua-
damente de modo precoz, pero no siempre se diagnostican tras el parto, sino pasados algunos
afios de vida'>", salvo que se haya detectado el contagio durante el embarazo. El descenso
global de la incidencia en los ultimos afios*’ va asociado a medidas de prevencion, educacion
sanitaria, higiene alimentaria® y disminucion en grupos con inmunodepresion*.

Este estudio, a pesar de las limitaciones de las fuentes de datos disponibles y la dificil vigi-
lancia de la enfermedad, también muestra un importante descenso de los ingresos hospitala-
rios con afeccion congénita en el periodo 2010-2018, coincidiendo con los afios de notificacion
obligatoria a la RENAVE. En el descenso del nimero de hospitalizaciones registrado por el CMBD
para el trienio 2016-2018 no es posible descartar el efecto del cambio de codificacion.

El registro RAE-CMBD refiere Unicamente los casos que requirieron hospitalizacion y se ex-
cluyen, por tanto, los pacientes mas leves que sélo se sometieron a tratamiento ambulatorio, lo
gue supone una limitacion al estudio.

Para finalizar se puede concluir que la TC es una enfermedad de dificil vigilancia. Las bases de
datos disponibles en la actualidad presentan limitaciones que restringen la posibilidad de ahondar
en el conocimiento, presencia y patron epidemioldgico de la enfermedad en la poblacion.

Los datos evaluados permiten establecer una aproximacion a la incidencia real de la enfer-
medad y determinar un descenso progresivo de los diagndsticos de TC en los ultimos afios, tal y
como sugiere la bibliografia reciente.

Existe una importante infranotificacion a la RENAVE a pesar de ser una EDO, lo que impide
trasladar datos reales sobre esta parasitosis a las autoridades espafiolas y europeas.

La imposibilidad de diagndstico en pacientes asintomaticos al nacimiento si no se ha realiza-
do evaluacién gestacional y la pérdida de casos por falta en el seguimiento durante los primeros
afios de vida imposibilita, en muchos casos, la deteccién y tratamiento de la patologia e incre-
menta la dificultad en la vigilancia de esta enfermedad.

Son precisos estudios epidemioldgicos adicionales que permitan caracterizar la presencia
de esta parasitosis en Espafia e incidir en medidas profildcticas, métodos diagndsticos precoces
sencillos y educacion sanitaria a la poblacion mas susceptible (mujeres gestantes y personas
inmunocomprometidas).
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Capitulo I
Toxoplasma gondii, animales y medio ambiente: principales vias de
transmision

Ana Montoya Matute y Guadalupe Miré Corrales

Departamento de Sanidad Animal. Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid.

La toxoplasmosis es una enfermedad de distribucion mundial que afecta a todos los ani-
males homeotermos de diferentes habitats y regiones, desde el Artico hasta los Trépicos, en
entornos terrestres, acuaticos y marinos'.

En el ciclo epidemioldgico de Toxoplasma gondii, los felinos (domésticos y silvestres), jue-
gan un papel fundamental ya que son los Unicos hospedadores definitivos, siendo la principal
fuente de contaminacién de ooquistes, que esporulan en el medio ambiente hasta adquirir la
capacidad infectante. Sin embargo, esta ampliamente demostrado que la presencia del gato no
es estrictamente necesaria para el mantenimiento del ciclo biolégico’.

Las principales vias de transmisién para los animales y los seres humanos son: i) la ingestion
de ooquistes eliminados con las heces por los felinos, que una vez esporulados contaminan
el medio (agua, suelos, vegetales y frutas), ii) la ingestién de quistes tisulares con bradizoitos
presentes en la carne cruda o poco cocinada, procedentes de animales parasitados que actlan
como reservorios y, iii) los pseudoquistes con taquizoitos que se transmiten al feto via transpla-
centaria. Ademas, puede adquirirse la infeccidn por taquizoitos mediante transfusion, trasplante
de drganos, y/o consumo de leche cruda no pasteurizada®. Igualmente, hay que hacer referen-
cia al papel del perro como transmisor pasivo de Toxoplasma, debido a algunos habitos, como
revolcarse en sustancias fétidas y la coprofagia®. Asi mismo, Lindsay y col. (1997) ®>demostraron
que los perros alimentados con ooquistes sin esporular eran capaces de eliminarlos a través de
las heces®. Y, por ultimo, se consideran posibles vectores mecanicos de ooquistes de T. gondii
algunos invertebrados, como cucarachas, escarabajos, lombrices y moscas ”# (Figura 1).

Figura 1: Hospedador definitivo: el gato y otros felinos

Created in BioRender.com bibvl

Se han llevado a cabo numerosos estudios para conocer la prevalencia de la infeccion por
Toxoplasma gondii en la poblacion felina, mediante andlisis seroldgicos y coprolégicos; los cua-
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les, en muchos casos, no son comparables debido a las diferencias entre las técnicas empleadas;
con variaciones en cuanto a sensibilidad y especificidad, el tamafio de la muestra, la variabilidad
respecto a la edad y procedencia de los gatos analizados, asi como las diferencias geograficas,
incluso en un mismo pais. En cualquier caso, se considera una parasitosis mas prevalente en
regiones cdlidas y de baja altitud que en regiones frias y montafiosas. En areas humedas, la pre-
valencia también es mayor que en zonas secas o desérticas debido a la viabilidad de los ooquis-
tes en los distintos entornos'. En los diferentes estudios realizados, la seroprevalencia en gatos
oscila entre el 4,8% en Tailandia, y por encima del 85% en algunas regiones de Brasil (Parana),
Egipto (Guiza), Etiopia (Addis Abeba) y Méjico (Yucatan) > En Espafia se han registrado sero-
prevalencias que oscilan entre un 10-84,7% como se refleja en la Tabla 1.

Tabla 1. Seroprevalencia de la infeccidn por Toxoplasma gondii en gatos en Espafia

Localizacion Origen g:ltgos pos'i\lt?vos Seropr;):;xlencia Técnica Referencia
Barcelona | Vagabundos 131 40 51,9 MAT | (Gauss et al., 2003)"’
Barcelona | Propietario 89 31 34,8 MAT | (Gauss et al., 2003)"’
Ibiza Centro de 105 58 55,2 MAT | (Sherry et al., 2011)"’
Proteccion
Mallorca Vagabundos 59 50 84,7 MAT | (Millan et al., 2009a)*?
Madrid Vagabundos 101 55 54,5 IFI (Aparicio et al., 1972)"*
Madrid Vagabundos 69 44 63,4 IFI (Alonso et al., 1997)"?
Madrid Vagabundos 140 20 14,3 IFl | (Montoya Matute, 2007)*°
Madrid Propietario 72 13 18,1 [FI (Montoya Matute, 2007)*°
Madrid Criadero 20 2 10 IFl |(Miro etal., 2011)"°
Madrid Vagabundos 346 185 53,4 MAT | (Miro et al., 2014)7°
Murcia Vagabundos 291 122 42 MAT | (Candela et al., 2022)"3
La Rioja Vagabundos 220 63 33,5 IFl | (Montoya Matute, 2007)*°
La Rioja g:ﬁg’dt:f;é” 58 20 345 IFl | (Montoya Matute, 2007)'°
La Rioja Propietario 119 33 27,7 IFl | (Montoya Matute, 2007)*°
Zaragoza Vagabundos 114 14 12,3 IFl | (Villanueva-Saz et al., 2021)"®

IFI: Técnica de Inmunofluorescencia indirecta; MAT: Técnica de aglutinacion (Toxo-Screen DA, Biomerieux,
Francia). Fuente: Elaboracion propia
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Smith y Frenkel (1995) ** sugirieron que las prevalencias podrian ser similares en aquellas
areas geograficas que presentasen los mismos biotipos vy tipos de suelo, siendo mayores las
prevalencias en zonas con mayor humedad y penumbra que en aquellas en las que el grado de
evaporacion y la desecacidon eran predominantes, puesto que no se consideran condiciones fa-
vorables para la supervivencia y diseminacion de los ooquistes de T. gondii**.

Por otra parte, se sabe que la principal fuente de infeccidén para el gato son los hospedado-
res intermediarios como aves y pequefios mamiferos %', lo que explicaria la elevada prevalen-
cia registrada en los gatos que viven en zonas con mayor densidad ganadera y rural, ya que el
acceso de los gatos a los hospedadores intermediarios resulta mas facil, mientras que, en areas
urbanas, los gatos vagabundos se alimentan, principalmente, de la comida que encuentran en
las basuras y vertederos. Esta hipdtesis ya fue planteada por Sukthana et al. (2003) *, quienes
afirmaron que, la baja seroprevalencia (7,5%) observada en los gatos vagabundos del drea me-
tropolitana de Bangkok se debia a que se alimentaban de restos de comida de casas particulares
y restaurantes . Asi, en la mayoria de los estudios de seroprevalencia, el tipo de poblacién
analizada es un factor predisponente a la infeccion por Toxoplasma, detectandose prevalencias
mas elevadas en los gatos vagabundos y de explotaciones agropecuarias respecto a los gatos
de propietario *'*', debido a que tienen mayor acceso a los hospedadores intermediarios **
(Figura 2). Como en otras especies animales, con la edad se incrementa el riesgo de infeccion
por Toxoplasma debido a la continua exposicion a la infeccién **'°. Y, por Ultimo, respecto a la
variable sexo, no se observan diferencias estadisticamente significativas en los estudios realiza-
dos hasta el momento; no obstante, algunos autores sefialan una mayor prevalencia en machos,
lo cual podria explicarse con la hipdtesis ya formulada por Smith y col. (1992) 4, que sugirieron
que la elevada prevalencia en los machos era debida a sus habitos territoriales, lo que suponia
una mayor area de actuacion .

Figura 2: Prevalencias de toxoplasmosis en gatos vagabundos y gatos de propietario. Fuente: Elaboracidn propia

Gatos vagabundos Gatos de propietario

I 0-10% [10,1-20% ([l 20,1-35% [} 35,1-60% [l >60% (] Sin datosl l[:]O-1 0% []10,1-20% (] 20,1-35% [l 35,1-60% [l >60% (] Sin datosl

Los estudios de seroprevalencia son un buen indicador de la distribucién de la infeccion y
de la posible contaminacién del medio ambiente, puesto que los felinos son los Unicos capaces
de excretar ooquistes. No obstante, a pesar de las elevadas seroprevalencias registradas, los
estudios realizados para determinar la excrecion de ooquistes revelan una prevalencia inferior
al 1% % '° ; habiéndose detectado la prevalencia mas elevada en gatos domésticos criados en
libertad en Africa (18,8%), mientras que, en Asia, Europa, América del Norte y América del Sur
las prevalencias oscilan entre el 0,7% vy el 3,4% °?°. Las bajas tasas de deteccion de ooquistes,
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en los estudios realizados hasta el momento, podrian deberse a que los gatos eliminan nor-
malmente ooquistes una sola vez durante toda su vida y durante un periodo muy corto de
tiempo (periodo de patencia), inferior a dos semanas. Por otro lado, aunque es poco probable
gue estos gatos vuelvan a excretar ooquistes, debido al elevado grado de inmunidad intestinal
adquirido (al menos 6 afios) *%, se ha demostrado que, excepcionalmente, en determinados ca-
sos podria ocurrir. Se ha observado que tratamientos con dosis elevadas de glucocorticoides o
estados carenciales podrian ser la causa de la reactivacién de infecciones en el gato y de que
este vuelva a eliminar ooquistes >*?, sin embargo, no se ha detectado la re-eliminacion de oo-
quistes o desarrollo de una toxoplasmosis clinica en gatos que han recibido tratamientos con
ciclosporina (7,5 mg/kg durante 126 dias) durante periodos prolongados ! o aquellos gatos
co-infectados con retrovirus felinos (virus de la leucemia e inmunodeficiencia felinas) 2%%3%%,
Por otro lado, si se ha observado una relacién entre la infeccion por T. gondiiy Cystoisospora
felis. Asi, gatos con una infeccidon primaria por T. gondii que, posteriormente, se infectaban por
C. felis eliminaban ooquistes del primero 2?°,

Es un hecho que la primoinfeccion confiere al gato una buena inmunidad durante un perio-
do prolongado de tiempo, con lo que el nimero de gatos con toxoplasmosis activa y, capaces
de excretar ooquistes al medioambiente disminuye con la edad. Por tanto, los gatos de mayor
importancia epidemioldgica son los mas jovenes y, sobre todo los gatos vagabundos con acceso
a roedores infectados o aquellos que viven en explotaciones de rumiantes con acceso a hospe-
dadores intermediarios (aves y roedores), asi como a la ingestidon de anejos fetales procedentes
de abortos de los animales de abasto de la propia explotacion, cuando las medidas higiénico-sa-
nitarias no son las adecuadas. Ademas, hay que remarcar que estos gatos pueden suponer un
riesgo si tienen acceso y defecan en los pastos o almacenes de piensos #%’.

Felinos silvestres

Es evidente que el gato doméstico juega un papel fundamental en la epidemiologia de la
toxoplasmosis, pero no debemos olvidar a los felinos salvajes. Y, aunque son escasos los estudios
epidemioldgicos de la infeccion por T. gondii en felinos silvestres, si hay estudios, principalmente
en aquellos alojados en cautividad en nucleos zooldgicos 2%%°.

Los estudios de seroprevalencia indican la infeccién por T. gondii en practicamente todos
los felinos salvajes alojados en cautividad, habiéndose registrado las seroprevalencias mas bajas
(5,3-12,5%) en el gato de Pallas (Otocolobus manul) en Rusia y Mongolia, en el gato de Bengala
(Prionailurus bengalensis) en Tailandia (10%) y en los linces (Canadian lynx) en Canada (14%),
mientras que en el resto de felinos silvestres en otras areas geograficas las tasas de seropre-
valencia detectadas son superiores al 80%°. En Espafia, se han detectado datos de seropreva-
lencias del 62,8-80,7% en el lince ibérico (Lynx pardinus) y del 84,7% en gatos silvestres (Felis
silvestres catus) 32233

Los datos sobre la excrecién de ooquistes en felinos salvajes son limitados. La presencia de
ooquistes de T. gondii se ha confirmado Unicamente en linces rojos (Lynx rufus) (6,2%) y pumas
(Puma concolor) (1,9%) de América del Norte **.

Hospedadores intermediarios

Toxoplasma gondii puede infectar a un amplio rango de hospedadores de sangre caliente,
ademas de aves y mamiferos marinos, que actlan como hospedadores intermediarios. Estos
juegan un importante papel en la epidemiologia de la toxoplasmosis, puesto que una de las
principales fuentes de infeccidn para el ser humano y los carnivoros es la ingesta de carne cruda
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contaminada por quistes tisulares con bradizoitos procedentes de los hospedadores interme-
diarios. Estos animales pueden infectarse por transmision congénita, por carnivorismo y/o por
ingestion de ooquistes esporulados *.

Las vias de transmision para las personas varian ampliamente entre las poblaciones, depen-
diendo principalmente de los habitos culinarios y culturales (transmisién por quistes tisulares),
asociado siempre a las medidas higiénicas deficientes (transmisién por ooquistes esporulados) *.

Como ya se ha comentado, una de las principales fuentes de infeccion para las personas es
la ingesta de carne cruda o poco cocinada (cordero y cerdo, principalmente) contaminada por
quistes con bradizoitos procedentes de animales con infeccién subclinica. En Europa, diversos
estudios realizados sefialan que el 50% de la carne de ganado ovino y porcino esta parasitada,
aunque en otros paises, como en Estados Unidos, tiene mayor importancia epidemioldgica la
carne de cerdo, habiéndose detectado un mayor grado de parasitacion de quistes viables con
bradizoitos en el cerdo respecto a otros animales de abasto. La carne de vacuno se considera
menos importante epidemioldgicamente ya que la probabilidad de deteccidon de quistes viables
de T. gondii en estos animales es inferior respecto al ganado porcino o aves de corral; no obs-
tante, no se puede subestimar el riesgo de infeccidén puesto que en muchas de las ocasiones la
carne de ganado vacuno se suele comer cruda o poco cocinada *. Por otro lado, los animales
silvestres (ej. ciervo, jabali, aves silvestres) también se consideran una potencial fuente de infec-
cién para los humanos, debido a que tanto los cazadores como sus familias pueden infectarse
durante su manipulacién y/o consumo. De hecho, se asocié un brote de toxoplasmosis congénita
en cuatro mujeres gestantes al consumo de caribui en Quebec *’ y, recientemente, dos brotes en
Estados Unidos se han asociado al consumo de carne de ciervo ***°. Para las especies silvestres,
la principal fuente de infeccidn son los ooquistes presentes en el agua y los vegetales contamina-
dos, asi como los bradizoitos localizados en los tejidos de diferentes reservorios como pequefios
mamiferos y pajaros, que consumen (carnivorismo) **°.

En los animales de produccion (ovino, caprino, porcino, vacuno y aves de corral), los oo-
quistes representan la principal fuente de infeccién puesto que las heces de los gatos pueden
contaminar el agua, suelo (pastos abonados con estiércol o con aguas residuales) o los alimentos
almacenados (heno, grano, pienso), debido al facil acceso de los gatos y/o felinos silvestres a
estas dependencias. Por su parte, las explotaciones de ganado extensivo (ej. cerdo ibérico en
montanera) o con escasas medidas de bioseguridad (ej. presencia de gatos no controlados y
roedores) presentan un mayor riesgo de infeccion*’. Asimismo, en los animales de abasto como
en otras especies animales, el riesgo de infeccidn se incrementa con la edad por la exposicion
continua a la infeccidn. El drea geografica es también de gran interés, debido principalmente a
determinadas condiciones climaticas que pueden favorecer la esporulacion y supervivencia de
los ooquistes en el medio ambiente. Las areas que registran mayores prevalencias se asocian a
zonas con humedad alta y con elevada presencia de gatos seropositivos **4%77,

El grado de contaminacion del medio ambiente es muy importante y, depende de la densi-
dad de la poblacién de gatos y su grado de parasitacion, ya que los gatos pueden eliminar entre
300.000y 100 millones de ooquistes tras la primoinfeccion *4, habiéndose observado una mayor
seroprevalencia de la infeccion por T. gondii en aquellas granjas con presencia de gatos “+*°. Se
estima que la dosis minima infectante para el ganado ovino es de unos 200 ooquistes; por
tanto, se ha calculado que 50 g de heces de gato distribuidos en unas 10 toneladas de pienso
equivaldrian a unas 25 dosis infectantes por kilogramo para esta especie animal. Por todo
ello, el abonado natural de los pastos con estiércol procedentes de granjas y apriscos deberia
considerarse una potencial fuente de infeccién ?’. Las granjas con menor densidad de animales
suelen tener seroprevalencias mayores, puesto que la presencia de un gato infectado que esté
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eliminando ooquistes supone un mayor riesgo de infeccién para rebafios con menor nimero
de animales ““°,

En la Ultima década se han realizado estudios de seroprevalencia de la infeccion por T.
gondii en las aves de corral, ya que al alimentarse directamente del suelo constituyen un buen
indicador del grado de contaminacion de ooquistes en el medio ambiente ***%. Sin embargo,
en las aves rapaces, la principal fuente de infeccién son los bradizoitos presentes en los teji-
dos de reservorios como los roedores u otros micromamiferos, que actian como importan-
tes hospedadores intermediarios de T. gondii. Por otro lado, las aves migratorias (ej. patos,
gansos) puede diseminar el pardsito a otras zonas geograficas, facilitando la dispersion de
distintos genotipos, ademds de suponer un riesgo para el ser humano cuando estas aves son
consumidas (ej. cazadores) *>%9°,

Por ultimo, los mamiferos marinos también se pueden infectar tras la ingestién de agua o
alimentos contaminados con ooquistes, quistes con bradizoitos en tejidos de hospedadores in-
termediarios o por transmisién vertical. Asi, los estudios de seroprevalencia en nutrias marinas
pueden ser un buen indicador para conocer el grado de contaminacién del medio marino°’. En
un estudio de seroprevalencia realizado en nutrias en California, las cifras superaron el 60% en
aquellas que vivian cercanas a nucleos de poblacién, por lo que la infeccidn se asociod principal-
mente a la ingestidon de aguas residuales contaminadas con heces procedentes de gatos que
no habian sido tratadas adecuadamente. Sin embargo, en este mismo estudio se observé una
seroprevalencia menor en nutrias capturadas en la isla de San Nicolds (4,2%) en la que la pobla-
cién de gatos era escasa °»**. La via de infeccion para los mamiferos marinos es desconocida,
en nutrias se asocia al consumo de aguas residuales deficientemente tratadas o al consumo de
bivalvos o caracoles, ya que éstas consumen diariamente hasta un tercio de su peso corporal de
moluscos o pequefios caracoles’. Y, en aquellos mamiferos que sélo consumen peces la via de
infeccion es todavia una incognita’. En cuanto a los delfines, se desconoce la via de infeccidon ya
que ingieren pequefias cantidades de agua y su alimentacion se compone de pdjaros acuaticos,
peces, calamares y otros animales acuaticos de sangre fria'. Finalmente, aunque se desconoce
el papel que desempefian los invertebrados acuaticos, los moluscos filtran grandes cantidades
de agua pudiendo concentrar los ooquistes, los cuales pueden permanecer viables durante 85
dias en bivalvos marinos como las ostras, o las almejas, lo cual puede suponer una importante
fuente de contaminacion para las personas, si estos alimentos se consumen crudos **°3. Los
moluscos bivalvos se consideran excelentes bioindicadores para la vigilancia y control sanitario
de los ecosistemas marinos puesto que pueden actuar como hospedadores paraténicos de los
ooquistes de T. gondii, siendo la principal fuente de infeccidon para mamiferos marinos, asi como
para el ser humano *°. Se han analizado moluscos bivalvos en diferentes estudios, detectando
la presencia de ooquistes de T. gondii en almejas de Canada (2,1%) y Tunez (6,6%), en ostras de
Brasil, Canada y China (2,5-3,3%), y en mejillones de Italia (6,7-11,8%), Estados Unidos (1,5-54%),
Nueva Zelanda (12,5%) *¢>%>>°%>/_También se ha detectado la presencia de ooquistes de T. gondii
en peces (0-26%) capturados en Italia, y en carpas (0,2%) y cangrejos (0,6%) de China. Aunque se
desconoce el papel que pueden jugar estos peces en la epidemiologia de T. gondii, se considera
que podrian suponer un riesgo de contaminacion para otros alimentos por contacto directo du-
rante la manipulacién de los mismos *°.

Los ooquistes de T. gondii pueden contaminar los ecosistemas marinos a través de la elimi-
nacion inadecuada de las aguas residuales. Sin embargo, la deteccidn de ooquistes en el agua
resulta compleja ya que no existe un método estandarizado para ello y la mayoria de los estudios
se basan en los métodos ya existentes para otros protistas, como Crytosporidium y Giardia >*°.
Mediante la aplicacion de estos métodos, Issac-Renton et al. (1998) *° no lograron la recupera-
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cién de ooquistes de muestras de agua de Vancouver (Canadd), en un brote de toxoplasmosis
que se habia asociado al consumo de agua *°.

En los Ultimos afios, se considera que los casos de infeccién por T. gondii relacionados con el
consumo de verduras frescas han aumentado®. La contaminacidon por ooquistes en las verduras
frescas puede producirse por cultivo en suelos contaminados o por el uso de agua contamina-
da para las actividades de riego o el lavado de las mismas. Y, aunque son escasos los estudios
realizados hasta el momento para la detecciéon de ooquistes en verduras y frutas frescas, se ha
detectado la presencia de ooquistes de T. gondii en verduras de hoja verde como en distintas
variedades de lechugas en Brasil (0,6-20%), China (4-12,5%) y Polonia (18%) °¢*%3%%, espinacas
en Canada (0,3-0,8%) ®°, ensaladas envasadas listas para su consumo en ltalia (0,8%) y Portugal
(66,7%) °°, tubérculos y zanahorias en Polonia y Republica Checa (5-19,5%)% , pepinos (11%) y
frutos rojos (5%) en Colombia (11%), y hierbas aromaticas (25-66%) en Portugal ¢/,

En conclusién, son muchas y variadas las fuentes de infeccidon para los seres humanos; y en
el caso que nos ocupa, para las mujeres gestantes que pueden directamente afectar al feto y de-
sarrollar una toxoplasmosis congénita; pero la mas importante es la transmision a través de los
alimentos contaminados que no hayan sido sometidos a una adecuada inspeccién veterinaria.
De hecho, la FAO y la OMS consideran la toxoplasmosis como la cuarta enfermedad parasitaria
mas importante de transmisién alimentaria en el mundo 7. Por otra parte, se considera que los
gatos con propietario reconocido, que no tengan acceso al exterior y su Unico alimento sea a
base de dietas comerciales, el riesgo de padecer esta infeccion es casi nulo y también para los
gue conviven con él %279,
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Capitulo Il
Toxoplasmosis en la mujer, consulta pregestacional y prevencion primaria

Maria de la Calle

Servicio de Obstetricia y Ginecologia. Hospital Universitario La Paz. Madrid

CONSULTA PREGESTACIONAL

La prevencion primaria, cuyo objetivo es evitar la aparicion de la enfermedad, es la que se
realiza en la consulta preconcepcional y esta es la esencia de la medicina preventiva. Ninguna
prevencion es mas completa, rentable y eficaz que la realizada por el obstetra encargado de la
atencion preconcepcional.

La consulta preconcepcional debe formar parte de la asistencia prenatal de todas las mu-
jeres, independientemente de su estado de salud, y debe ser firmemente fomentada su im-
plantacién en nuestro entorno. En esta consulta se debe alentar a las parejas a considerar su
responsabilidad de ser padres.

En esta consulta preconcepcional, seria recomendable solicitar una serologia de toxoplas-
mosis a toda mujer que esté planeando una gestacion en un periodo cercano a la visita para
valorar el estado de inmunidad y enfocar de manera adecuada la informacién dada una vez que
se confirme el embarazo.

PREVENCION PRIMARIA

Las mujeres embarazadas no inmunes a la toxoplasmosis deben de tener en cuenta una
serie de medidas preventivas para evitar contraer la infeccion durante el embarazo. Estas reco-
mendaciones deben darse en la consulta en la primera visita del embarazo, bien por parte del
obstetra o bien por parte de la matrona.

Figura 1. Consulta ginecoldgica: recomendaciones a embarazada

éComo reducir el riesgo de infectarse a través de la comida?

- Cocinar la carne a temperatura suficiente: los cortes enteros de carne (excepto las aves de
corral) deben cocinarse a por lo menos 632C, medidos en la parte mas gruesa de la pieza,
y luego dejar reposar la carne por los menos durante 3 minutos antes de cortarla y consu-
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mirla. La carne troceada (excepto las aves de corral) debe cocinarse a por lo menos 712C
y no requiere un tiempo de reposo una vez finalizada la coccién. Las aves de corral deben
cocinarse a por lo menos 742C y los cortes enteros deben dejarse reposar por lo menos 3
minutos antes de cortarlas y consumirlas. El tiempo de reposo es el tiempo que la pieza de
carne permanece a la temperatura final de coccidn y por tanto la temperatura que asegura
la destruccion del toxoplasma.

- No ingerir carne cruda mientras la gestante esta cocinando.

- Congelar la carne durante varios dias a -182C antes de consumirla reduce significativamen-
te el riesgo de infeccidn por toxoplasma. La congelacion de la carne antes de su consumo
parece ser la intervencion mas eficaz para prevenir la toxoplasmosis transmitida por la carne
pues mata los bradizoitos y los taquizoitos.

- Pelar o lavar las frutas y verduras a fondo antes de consumirlas reduce significativamente
el riesgo de infeccion por toxoplasma.

- Lavar las encimeras, las tablas de cortar, los platos, los cortadores, los utensilios y las ma-
nos con agua jabonosa, después de manipular alimentos reduce el riesgo de infeccién por
toxoplasma. Lavarse bien las manos después de manipular carne cruda.

é¢Como prevenir el riesgo de toxoplasmosis del medio ambiente?

- Evitar beber agua potable no tratada.

- Usar guantes cuando esté realizando trabajos de jardineria y durante cualquier contacto
con tierra o arena porgque podria estar contaminado con heces de gato que contengan toxo-
plasma. Lavarse las manos con jabdn y agua tibia después de realizar trabajos de jardineria
o contacto con tierra o arena.

- Es importante ensefiar a los nifios la importancia de lavarse las manos para prevenir la
infeccion.

¢Como prevenir el riesgo de toxoplasmosis a través de los gatos?

- Mantener los areneros de los gatos al aire libre cubiertos.

- Alimentar a los gatos solo con comida enlatada o comida de mesa bien cocinada, no se les
debe dar carnes crudas o poco cocidas.

- Cambiar la caja de arena todos los dias. Los ooquistes de Toxoplasma eliminados con las
heces de los gatos, no se convierten en infecciosos hasta transcurridos entre 1y 5 dias des-
pués de su deposicion. Si nadie mas puede cambiar la caja de arena, usar guantes desecha-
bles y lavarse las manos con jabdn y agua tibia después.

- Mantener al gato en el interior, no permitiendo salir a la calle y que tenga oportunidad de
cazar o comer carne cruda.

- No adoptar ni tocar gatos callejeros, especialmente gatitos, ya que estos tienen una mayor
probabilidad de padecer una infeccidon primaria aguda, con la consecuente eliminacién de
ooquistes de Toxoplasma en sus heces y la posible contaminaciéon de pelaje, cama, etc.

Ademas, viajar a paises donde predominan los genotipos de parasitos mas virulentos (Amé-
rica Central y del Sur) o paises en vias de desarrollo donde la prevalencia de toxoplasmosis es
alta, es un factor de riesgo importante. Si dicho viaje es necesario, es particularmente recomen-
dable adherirse a los siguientes comportamientos para reducir el riesgo de infeccion:

- Evitar beber agua sin filtrar en cualquier entorno.

- No comer verduras ni frutas sin lavarlas antes de comerlas.
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- No comer carne cruda. La carne de ganado de explotaciones criado en condiciones estric-
tas de interior tiene menos probabilidades de estar contaminada que la carne de ganado
criado al aire libre. Hay poca evidencia de que la carne que ha sido ahumada o curada en
salmuera no es segura. Es probable que aumente el riesgo de infeccién cuando los produc-
tos curados incluyen carne de mas de un animal y un secado y curado limitados, como en
algunos métodos de produccion locales.

- Evitar comer mariscos crudos ya que el agua de mar puede estar contaminada por ooquis-
tes de T. gondii, que sobreviven o pasan por alto el tratamiento de aguas residuales y que
podrian quedar retenidos de forma mecanica en bivalvos tales como ostras o mejillones, al
filtrar el agua contaminada.

A pesar de todas estas recomendaciones sobre la prevencion de la infeccién por toxo-
plasmosis en las gestantes, los estudios y revisiones sistematicas no han encontrado evidencia
de alta calidad de que dicha informacién cambie el comportamiento de las mujeres durante
el embarazo. Por eso es tan importante el cribado de toxoplasmosis en el primer trimestre de
embarazo en todas las gestantes para detectar infecciones maternas de manera precoz. En el
capitulo sobre el cribado se expondra con mas detalle la necesidad de hacer una serologia de
toxoplasmosis a todas las embarazadas.
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Capitulo IV
Tratamiento de la toxoplasmosis en la embarazada y de la infeccion fetal

Anna Goncé

Servicio de Medicina Maternofetal, BCNatal. Hospital Clinic. Universitat de Barcelona

El abordaje terapéutico de la toxoplasmosis durante el embarazo se basa en estudios obser-
vacionales realizados a partir de los afios 70 del siglo XX sobre todo en Francia y en algun caso
en Austria, que fueron los primeros paises en introducir el cribado serolégico sistematico. Des-
monts y Couvreur® en 1974 observaron una menor tasa de infeccién congénita en los recién na-
cidos cuyas madres habian recibido espiramicina durante el embarazo, comparando a la cohorte
histérica de mujeres infectadas. En Austria y Alemania, el tratamiento de la embarazada a partir
del primer trimestre se realizaba con una sulfamida asociada a pirimetamina, por su mayor
efecto parasiticida?, y algliin estudio también observd una reduccion de la transmision vertical,
pero en ningun caso se trataba de estudios aleatorizados, ni los resultados se habian ajustado
a la edad gestacional de la infeccién materna”®. A partir de esta practica empirica, los estudios
aleatorizados se descartaron por razones éticas y de aceptabilidad. Mientras que en los Ultimos
afios se han producido avances importantes en el diagndstico de la infeccién maternal y fetal, la
informacion sobre la utilidad del tratamiento durante el embarazo ha sido cuestién de debate.

Riesgo de transmision vertical, afectacion fetal y diagndstico prenatal

Estos son aspectos importantes antes de considerar la pauta terapéutica gestacional mas
adecuada. Después de una infeccion materna, el riesgo de transmision transplacentaria del pa-
rasito tiene un incremento exponencial a medida que avanza la edad gestacional. En cambio, el
riesgo de afectacion fetal tiene una evolucion inversa, con un riesgo mucho mayor de secuelas
neuroldgicas después de una infeccién materna en el primer trimestre, con la excepcién de la
afectacion ocular que también puede aparecer después de una infeccion fetal en el segundo y
tercer trimestre®® (Tabla 1).

Tabla 1. Riesgo de transmisién y de afectacion fetal/neonatal en funcidn del trimestre de la infeccién materna

Edad Gestacional Transmision fetal Afectacion fetal Tipo de afectacion

Lesiones oculares e intracraneales

<14 sem <10% 60%
Pueden ser graves
Sobre todo oculares

14-28 sem 15-55% 25%
En gral. no son graves
Lesiones oculares

>28 sem 55-80% 15% ) o
Excepcional afectacion intracraneal

Fuente: Protocolo TORCH Medicina-Fetal Barcelona. Hospital Clinic® y Guia Sociedad Espafiona Infectologia
Pedidtrica,2013°

Para saber si se ha producido una infeccidn fetal, la amniocentesis es hoy en dia la técnica
de eleccion. Tiene un escaso riesgo de pérdida gestacional (<0,3%) ", y si se realiza en el mo-

mento adecuado, a partir de las 18 semanas de embarazo y por lo menos 4 semanas después de
la infeccion materna, el liquido amnidtico es un excelente medio diagndstico. Tiene un elevado

Capitulo IV 33

Tratamiento de la toxoplasmosis en la embarazada y de la infeccién fetal



Toxoplasmosis congénita en Espaiia, presente y futuro

valor predictivo positivo (=100% con las técnicas actuales de PCR a tiempo real), y una sensibili-
dad cercana al 90% con un valor predictivo negativo de casi 100% en las infecciones del primer
trimestre, y de un 82% en el tercero®.

Toxoplasmosis: pautas terapéuticas habituales en el embarazo

Espiramicina: es un macrdélido con escasa actividad parasiticida. No atraviesa la barrera
placentaria pero se acumula en ella. Tiene escasa toxicidad y muy buena tolerancia materna por
lo que se ha considerado durante mucho tiempo el tratamiento de eleccidén para disminuir la
transmision vertical. Tiene escasas contraindicaciones: alergia o en el sindrome de QT-largo. Se
recomienda evitar en pacientes con deficit de G6PDH por riesgo de hemdlisis®. Dosificacion: 1
gramo/8 horas, de preferencia después de las comidas para una mayor absorcion.

Pirimetamina (PMT) mas sulfadiacina (SDZ) asociadas a acido folinico: son inhibidores de
la sintesis de acido félico con efecto parasiticida sinérgico frente a la fase activa de la infeccién
(taquizoito). Presentan un buen paso transplacentario y tanto in vitro como en el modelo animal
se ha demostrado que reducen la carga parasitaria en el liquido amniotico y en el SNC fetal®.
Es el tratamiento utilizado en Pediatria para disminuir las secuelas del recién nacido infectado,
y por analogia también es el tratamiento de eleccion en el feto con infeccién confirmada en
liquido amnidtico. Ambos farmacos se deben asociar siempre a acido folinico. Dosificacién: Piri-
metamina 50 mg/24 horas. Sulfadiacina 1,5 gramos/12 horas. Acido folinico: 50 mg/semana *°.

Efectos secundarios y contraindicaciones

PMT: produce toxicidad hematoldgica, sobre todo leucopenia, también trombocitopenia y
anemia macrocitica. Riesgo fetal: por su inhibicion de la sintesis de acido félico se ha asociado a
defectos del tubo neural, sobre todo si se admnistra durante las primeras 7 semanas del emba-
razo. Estad contraindicada durante todo el primer trimestre (< 14 semanas). No descrita toxicidad
hematoldgica fetal®.

SDZ: puede producer alergias cutaneas graves, como sindrome de Lyell y Stevens-Johnson
y también cristaluria. Se debe evitar en pacientes con deficit de GBPDH por riesgo de hemdlisis.
Riesgo fetal: esta descrita la asociacidn de las sulfamidas a ictericia neonatal si la administracion
es en el tercer trimestre, cercana al parto. No obstante, estudios amplios en recién nacidos
expuestos a tratamiento materno contra la malaria con PMT/sulfadoxina (PMT/SDX) o con cotri-
moxazol en gestantes inmunodeprimidas e infeccién VIH lo desmienten °.

Tratamiento del feto infectado

Una vez confirmada la infeccién fetal en liquido amnidtico, o ante la evidencia de lesiones
fetales en el seguimiento ecografico, no hay duda de que el tratamiento debe tener efecto pa-
rasiticida y alcanzar el compartimento fetal. La espiramicina no tiene utilidad, y el tratamiento
de eleccién es PMT/Sulfamida (SDZ o SDX) asociadas a acido folinico hasta el parto. Un estudio
multicéntrico retrospectivo realizado en Francia demostrd que la administracién de SDZ/PMT o
SDX/PMT en las primeras ocho semanas de la infeccion fetal disminuia el riesgo de corioretinitis
a los 2 afios de vida''. Otro estudio multicéntrico prospectivo en Europa observéd también una
disminucion significativa de secuelas neuroldgicas severas en el seguimiento hasta los 4 afos
de vida de recién nacidos cuyas madres habian recibido SDZ/PMT*?. Estos resultados fueron
confirmados en una cohorte francesa que observd que desde la implementacién del cribado
gestacional sistematico, con el consiguiente diagndstico y tratamiento con SDZ/PMT de los fetos

Capitulo IV 34

Tratamiento de la toxoplasmosis en la embarazada y de la infeccién fetal



Toxoplasmosis congénita en Espaiia, presente y futuro

infectados, habia disminuido de forma significativa el nimero de recién nacidos con secuelas*’.
Un estudio similar en Colombia confirmd los mismos resultados®. Finalmente, el Unico estudio
randomizado que compard espiramicina con SDZ/PMT para la prevencién de la transmision ver-
tical de toxoplasma (TOXOGEST) observé una reduccion significativa de recién nacidos infecta-
dos con lesiones neurolégicas en el grupo que habia recibido PMT/SDZ, lo que confirmé que un
tratamiento precoz a la madre reduciria el grado de las lesiones *° .

Seguimiento de las gestantes tratadas con SDZ/PMT: Se aconseja una ingesta hidrica abun-
dante (> 2 litros/24 h) para evitar cristaluria, y realizar un hemograma cada 1-2 semanas. En caso
de neutropenia (< 1500 leucocitos/l) se aconseja suspender el tratamiento, mantener el acido
folinico una semana, y valorar reiniciar el tratamiento si se produce normalizacion del hemogra-
ma'?. Cerca del 5% de las pacientes deben abandonar el tratamiento por efectos secundarios
cutdneos o hematoldgicos *°-.

Tratamientos alternativos en el feto infectado

Cotrimoxazol: combina una sulfamida (sulfametoxazol) con trimetroprim. Presenta menor
toxicidad hematoldgica, pero tiene una actividad parasiticida entre 10-100 veces menor que
SDZ/PMTY. Seria una alternativa en gestantes con alergia a pirimetamina.

Azitromicina o clindamicina asociadas a Pirimetamina: tanto azitromicina como clinda-
micina estan autorizados durante el embarazo y su asociacion a pirimetamina se utiliza en in-
fecciones por toxoplasma en adultos inmunodeprimidos *. No hay estudios sobre su efectividad
en toxoplasmosis congénita, pero seria una buena alternativa en gestantes con alergia a las
sulfamidas.

Atavacuona: es un farmaco prometedor ya que, a diferencia de los demas, tiene efecto en
la fase de bradizoito del parasito. No obstante, la experiencia de su utilizacion durante el emba-
razo es muy escasa, por lo que de momento no se utiliza.

Tratamiento profildctico: ées posible evitar la transmision vertical?

La utilidad del tratamiento profilactico para evitar la transmision vertical es el aspecto mas
controvertido de la terapia de toxoplasmosis durante el embarazo. Ningun estudio aleatorizado
ha comparado entre tratamiento materno y placebo, y el metaandlisis SYROCOT*® sugirid que
el tratamiento no tenia utilidad. No obstante, este estudio multicétrico incluia pocos casos no
tratados, y presentaba sesgos importantes. Se desconoce el tiempo que tarda el pardsito en
atravesar la barrera placentaria, y por tanto cual es la ventana de oportunidad para que el trata-
miento materno impida la transmisién vertical. El riesgo de transmision aumenta a medida que
avanza la edad gestacional * y en los casos en los que ocurre podria ser rapida, aunque puede
existir una ventana de oportunidad ya que se ha comprobado infeccion placentaria sin infeccion
fetal'®. Se han descrito también transmisiones tardias después de una amniocentesis negativa,
pero ésto podria estar relacionado con falsos negativos del liquido amnidtico o con un retraso
en la transmision debido al tratamiento materno®.

El antibidtico mas utilizado es la espiramicina administrada desde el diagndstico seroldgico
materno hasta el parto, o hasta el resultado de la amniocentesis con cambio a SDZ/PMT si el
resultado en liquido amnidtico es positivo. En los casos de resultado negativo, en general se
aconseja mantener espiramicina para evitar transmisiones tardias. En paises como Austria o Ale-
mania el tratamiento inicial en infecciones maternas diagnosticadas a partir de las 16 semanas es
SDZ/PMT de forma continua hasta la amniocentesis?®, o alternando con espiramicina cada cua-
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tro semanas?. El Ultimo protocolo francés también recomienda proponer SDZ/PMT a las gestan-
tes de mas de 14'° semanas. Existen dudas sobre cual seria el tratamiento de eleccién teniendo
en cuanta la mayor toxicidad de SDZ/PMT. El metaanalisis SYROCOT*¢, un estudio multicéntrico
retrospectivo europeo publicado en 2007 que incluia 1438 embarazadas tratadas (procedentes
de 26 cohortes), no pudo demostrar diferencias significativas cuando comparé las dos pautas de
tratamiento, ni tampoco cuando compard la sintomatologia de los recién nacidos infectados. No
obstante, este estudio demostré algo relevante, que el inicio del tratamiento de forma precoz,
en las primeras 3 semanas post seroconversion maternal, disminuia de forma significativa la
transmision del parasito, especialmente cuando compard con las pacientes que habian iniciado
el tratamiento mas alla de las 8 semanas (OR 0,79). La importancia del inicio precoz se confirmo
posteriormente en la cohorte francesa de Lyon®® en la que se compard la incidencia de toxoplas-
mosis congénita antes y después de 1992, momento en el que se introdujo en Francia el cribado
serologico mensual. El estudio observd que a partir de la introduccion del nuevo protocol habia
una disminucion significative de toxoplasmosis congénita.

Aunque el metaanalisis SYROCOT no encontré diferencias en cuanto a la pauta de tratamien-
to utilizado, algunos estudios sugerian la superioridad de SDZ/PMT. Los datos del registro retros-
pectivo de toxoplasmosis congénita en Austria’* mostraron que el protocolo profilactico habitual
con SDZ/PMT disminuia 6 veces el riesgo de transmision vertical respecto al no tratamiento, y a
mas de la mitad si lo comparaban con otras pautas. Otro estudio retrospectivo realizado en Italia
que incluia a 120 gestantes con infeccion compard 3 pautas de tratamiento: espiramicina, espi-
ramicina/cotrimoxazol y SDX/PMT y observé que con espiramicina aislada la transmision vertical
era significativamente mayor OR 4.3/, Todos estos estudios observacionales presentan sesgos,
y el mas importante es la no consideracion de la edad gestacional que modifica en gran manera
el riesgo natural de la transmision y las pautas de tratamiento utilizadas. Esto llevd al disefio del
Unico estudio aleatorizado existente que comparé la eficacia y seguridad de espiramicina y SDZ/
PMT para la prevencion de la transmision vertical del toxoplasma.

Estudio Toxogest

La hipdtesis del estudio'® era que SDZ/PMT seria mas efectiva que espiramicina para preve-
nir la transmision vertical del toxoplasma, y a la vez era un estudio de tolerancia y seguridad de
estos farmacos. Se trataba de un estudio multicétrico francés que aprovecho la politica de cri-
bado mensual de las embarazadas para aleatorizar a las mujeres que seroconvertian a partir de
las 14 semanas, comparando ambas pautas. El tratamiento se iniciaba lo antes posible después
del diagndstico materno y se mantenia hasta la amniocentesis. Si el resultado era positivo se
cambiaba a SDZ/PMT (en el grupo que estaba recibiendo espiramicina), y en los casos con resul-
tado negativo (en el grupo SDZ/PMT) se suspendia el tratamiento siempre y cuando se hubieran
completado 4 semanas de tratamiento. Se incluyeron 70 pacientes en el protocolo de espirami-
cina, y 73 en el de SDZ/PMT, y se observd que en el grupo SDZ/PMT la transmision vertical fue
menor, 18,5% vs 30% aunque la diferencia no era significativa. Los autores lo atribuyeron a un
tamafio de muestra insuficiente pues el estudio se habia suspendido por falta de financiacion. Se
obtuvieros otros dos resultados relevantes, que permitirian concluir que SDZ/PMT seria un trata-
miento mas efectivo. Por un lado, cuando se ajustod por el tiempo transcurrido entre la infeccién
materna y el inicio del tratamiento, se encontrd una diferencia significative con menor transmi-
sion vertical para SDZ/PMT cuando el momento de inicio habia sido inferior a 3 semanas. Este
resultado confirmaria un mayor efecto en el periodo de ventana terapéutica. Ademas, entre los
recién nacidos con infeccion congénita cuyas madres habian recibido SDZ/PMT no hubo ningin
caso de lesiones cerebrales, mientras que si los hubo en el grupo que recibid espiramicina (8,6%,
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p=0.012). Respecto a la tolerancia, hubo 2 casos de rash cutaneo severo en el grupo SDZ/PMT y
otro caso, en el mismo grupo, de nauseas y vomitos severos que también obligaron a suspender
el tratamiento (4% de los casos).

Protocolo de tratamiento de toxoplasmosis en el embarazo. Protocolo francés

Por la tradicién alimentaria y la alta prevalencia de toxoplasmosis que presentaba, Francia
ha sido el pais con mayor politica de cribado gestacional y mayor experiencia en el seguimiento
y tratamiento de la infeccidon por toxoplasma. La politica de cribado aplicada desde 1992 incluye
realizar una serologia mensual a todas las gestantes no inmunes, con la idea de inciar el trata-
miento profildctico lo antes posible si se pruduce una seroconversion. A partir de los resultados
del estudio TOXOGEST* y de una editorial publicada por Montoya en el momento de la publica-
cion del estudio?’, el protocol actual recomendado por los expertos'®?® es el siguiente, indicado

en la Tabla 2:

Tabla 2: Tratamiento recomendado de la infeccion materna y fetal por Toxoplasma gondii

Infeccion materna ler
trimestre

(< 14 semanas) Bajo
riesgo de transmision
(=15%) pero riesgo de
formas severas

Seroconversion entre
14-32 semanas.
Riesgo de transmision
=50%

Potencial riesgo de
lesiones severas que
disminuye con edad
gestacional

Seroconversion tardia (2 33
semanas) Riesgo de transmi-
sion muy elevado (60-70%).
Riesgo de secuelas NL** es
bajo pero existe riesgo ocular

Tratamiento. Iniciar lo
antes posible (ideal <
3 s después infeccion
materna)

Espiramicinalg/8h.

Proponer SDZ* 1,5 g/12
h /PMT* 50mg/24 h /
Ac. folinico 50 mg/
semana. Explicar bene-
ficios/riesgos. Alternati-
va: espiramicina.

Iniciar SDZ* 1,5 g/12 h /PMT*
50mg/24 h /Ac. folinico 50
mg/semana a menos de que
exista contraindicacion. Infor-
mar de los beneficios/riesgos.
Mantener tratamiento hasta
el parto.

Proponer amniocente-
sis (PCR)

A partir de las 18 se-
manas

A partir de 4 semanas
post seroconversion (y
>18 semanas de em-
barazo)

A las 4 semanas de la sero-
conversién. Resultado no mo-
difica el tratamiento pero es
informacion relevante para los
pediatras

Tratamiento segun re-
sultado amniocentesis

Positiva: SDZ 1,5g/12 h
/PMT* 50mg/24 h /Ac
folinico 50 mg/semana.
Negativa: espiramicina
hasta el parto o minimo
4 semanas

Positiva: Mantener SDZ
1,5g/12 h /PMT* 50
mg/24 h /Ac folinico

50 mg/semana hasta el
parto

Negativa: espiramicina
1g/8h hasta el parto

Positiva o negativa: SDZ 1,5
g/12 h /PMT* 50 mg/24 h /Ac
folinico 50 mg/semana hasta
el parto

* Durante el tratamiento con SDZ/PMT recomendar ingesta hidrica abundante (2 /24 h) y realizar hemograma
de control cada 1-2 semanas ** NL: neuroldgicas.

Fuente: elaboracién propia
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En caso de alergia o intolerancia existe menor evidencia sobre las pautas alternativas, pero
la recomendacion seria®'%%

- Pautas alternativas en caso de feto infectado y alergia:
* Sialergia a sulfamidas: Pirimetamina 50mg/24 h VO + ac. Folinico 50 mg/semana + azi-
tromicina 250 mg/24 h.

* Si alergia a pirimetamina: Cotrimoxazol 160/800 mg/12 h VO + ac. folinico 50 mg/se-
mana.

- Pauta alternativa si alergia, o no disposicion de espiramicina:
e Azitromicina 250 mg/24 h VO o cotrimoxazol 160/800 mg/12 h VO + ac. folinico 50 mg/
semana

Conclusiones

1. En la infeccion fetal confirmada en liquido amnidtico la evidencia sobre el tratamiento
materno con SDZ/PMT es razonablemente buena

2. La evidencia actual sugiere que después de una primoinfeccion materna se debe admi-
nistrar lo antes posible un tratamiento antiparasitario potente para reducir la transmision
vertical y las posibles secuelas neonatales

3. Eninfecciones del primer trimestre (<14 semanas) la pauta profiladctica recomendada es
con espiramicina hasta el resultado de la amniocentesis y en las infecciones a partir del 29
trimestre (y sobre todo en el 3" trimestre) seria recomendable iniciar directamente SDZ/PMT
hasta el resultado de la amniocentesis.

4. Laamniocentesis es recomendable después de una infeccion en cualquier trimestre. Per-
mite adecuar el tratamiento y da informacién valiosa a los pediatras

5. Para evitar tratamientos innecesarios y con posible toxicidad, es fundamental una co-
rrecta interpretacién de la serologia materna

6. Serian necesarios estudios aleatorizados con nuevas terapias antiparasitarias mas efica-
ces y con mejor tolerancia durante el embarazo
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Capitulo V

Aspectos generales de la infeccion congénita por Toxoplasma gondii
en el niho
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INTRODUCCION

La toxoplasmosis congénita (TC) es la consecuencia de la transmisién fetal por via transpla-
centaria de Toxoplasma gondii tras la primoinfeccién materna. Es una enfermedad poco fre-
cuente en nuestro medio. Sin embargo, sus graves consecuencias en algunos nifios, hacen que
sea motivo de interés y preocupacion por parte de obstetras y pediatras.

La incidencia de la toxoplasmosis gestacional y congénita varia mucho de unos paises a
otros, e incluso, de unas regiones a otras dentro del propio pais. En Espafia existe poca infor-
macién en este sentido, siendo mas habituales los estudios de prevalencia que de incidencia’.
Algunos trabajos realizados en nuestro pais a finales de los afios 90 encontraban una incidencia
de toxoplasmosis gestacional del 1,9 %o’. Esta incidencia podria ser actualmente menor, ya que
la tasa de seroprevalencia en mujeres embarazadas ha disminuido del 40-50% en los afios 80 al
11%-21% en los ultimos estudios publicados entre 2010 y 2012°~, de forma paralela a la mejoria
de los habitos higiénicos y a las medidas de control sanitario. En estos trabajos, la seropreva-
lencia aumenta con la edad, y es claramente mas baja en gestantes espafiolas (14-18%) que en
inmigrantes (35-51%)*°. Aunque estos datos indican que hay un mayor porcentaje de mujeres
susceptibles, la baja circulacion del pardsito hace que las tasas de infeccidn sean probablemente
bajas. Si extrapolamos los datos de paises con tasas de seroprevalencia gestacional similares®,
la incidencia de infeccion gestacional seria de 1/1000 embarazos, y la TC afectaria a 1/10.000
nacidos vivos, lo que supondria alrededor 40 casos anuales en nuestro pais. Esta baja incidencia
es la causa principal de que no exista un control reglado de la mujer embarazada, siendo éste
mas una decisién personal del médico, que una recomendacion de las sociedades médicas o de
las autoridades sanitarias.

MANIFESTACIONES CLINICAS

El riesgo de TCy la aparicion de sintomas en el recién nacido (RN) dependen del momento
de la infeccién gestacional. La probabilidad de infeccion es mas alta en infecciones gesta-
cionales tardias, siendo muy alta durante el tercer trimestre. Por el contrario, el grado de
afectacion es mayor cuando la infeccidn se produce en las primeras semanas del embarazo y
va disminuyendo a medida que transcurre la gestacion”®. La infeccidn transmitida en los pri-
meros meses de embarazo puede producir aborto o anomalias congénitas graves. La TC sinto-
matica tiene un amplio espectro de manifestaciones clinicas inespecificas. Puede presentarse
como enfermedad generalizada con fiebre, hepatoesplenomegalia, linfadenopatias, ictericia y
anemia y con frecuencia asocia enfermedad neuroldgica en forma de calcificaciones encefali-
cas, hidrocefalia, alteraciones del LCR, convulsiones y, especialmente coriorretinitis®. La triada
clasica (coriorretinitis, hidrocefalia y calcificaciones cerebrales) ocurre en menos del 10% de
los casos (Figura 1).
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Figura 1. Recién nacido con toxoplasmosis congénita con hidrocefalia, calcificaciones cerebrales y cicatriz
coriorretiniana. Fuente: elaboracién propia

Sin embargo, la clinica no es caracteristica y puede ser indistinguible de otras infecciones
connatales como el citomegalovirus. En los Ultimos meses de gestacion las alteraciones son con
frecuencia subclinicas en el RN, aunque puede aparecer coriorretinitis 0 mas raramente disfun-
cion neuroldgica meses o aflos después del nacimiento” (Tabla 1).

Tabla 1. Riesgo de infeccidn y afectacion fetal y clinica en el recién nacido segin el momento de infeccién
gestacional

Edad

R Transmision vertical Afectacion fetal Tipo de afectacion
gestacional

Abortos precoces a clinica grave
Microcefalia

Hidrocefalia

Coriorretinitis

< 14 semanas <10% 60% Calcificaciones intracraneales
Convulsiones

Ictericia

Anemia

Hepatoesplenomegalia

Variable, desde afectacion grave a formas asinto-
maticas con riesgo de secuelas tardias:

14-28 semanas 15-55% 25% -Coriorretinitis

-Retraso psicomotor

-Sordera neurossensorial

Generalmente asintomaticas con riesgo de corio-
>28 semanas 55-80% 15% rretinitis tardia, excepcional afectacion intracra-
neal

Fuente: elaboracién propia

DIAGNOSTICO NEONATAL

Debe estudiarse a todos los RN con historia de toxoplasmosis gestacional o con sintomas
propios de la enfermedad al nacimiento. Las pruebas complementarias para el estudio de toxo-
plasmosis al nacimiento se resumen en la Tabla 2%,
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Tabla 2. Pruebas complementarias en el RN para el estudio de toxoplasmosis congénita

e Hemograma y bioguimica completa con funcién hepdatica

e Fondo de ojo

e Potenciales evocados auditivos

e Estudio de imagen: ecografia cerebral o resonancia magnética cerebral

e Estudio citoquimico del liquido cefalorraquideo

e Estudio microbioldgico:
- IgM e IgG e IgA en la primera semana de vida
- PCR en sangre, LCR y orina del RN
- Western-Blot madre-hijo en infecciones gestacionales en tercer trimestre

- PCRen placenta

Fuente: elaboracién propia

Las técnicas habituales de diagndstico microbiolégico (IgM, IgA, PCR) son muy especificas,
pero poco sensibles. Ademas, un reciente estudio ha demostrado que la sensibilidad de estas
pruebas es aln mas baja en RN de madres que han recibido tratamiento frente a Toxoplasma
durante la gestacion'?. Por tanto, aunque la positividad de estas pruebas confirma el diagnéstico
de TC en el RN, su negatividad no lo excluye. Asi, especialmente en pacientes asintomaticos, es
crucial valorar el momento de la infeccion gestacional, y si existen dudas, realizar Western-Blot
(WB) para comparar el perfil inmunoldgico madre-hijo y realizar un seguimiento de los anticuer-
pos IgG. La demostracion de neosintesis de anticuerpos en el RN por WB, la elevacién de los
titulos de IgG o su persistencia por encima del afio de vida es diagndstica de infeccién congénita.

DIAGNOSTICO RETROSPECTIVO EN EL LACTANTE

La frecuente ausencia de sintomatologia al nacimiento y la interpretacién incorrecta de la
serologia en el embarazo y el RN pueden dificultar el diagndstico neonatal de la TC. A pesar
de la aparente benignidad de la infeccién, los nifios no diagnosticados pueden desarrollar
secuelas, principalmente coriorretinitis. El riesgo de coriorretinitis en nifios no tratados es de
un 72%", reduciéndose al 30% en nifios que reciben tratamiento adecuado durante un afio**.
Por tanto, la TC debe considerarse como una posibilidad diagndstica en lactantes con sinto-
mas oculares (ceguera, estrabismo, nistagmo, cataratas) o neuroldgicos (convulsiones, retra-
so psicomotor, microcefalia). En estos casos, si se demuestra coriorretinitis o las pruebas de
neuroimagen son compatibles (calcificaciones o hidrocefalia) se debe realizar serologia frente
a Toxoplasma™. La ausencia de anticuerpos IgG excluye la TC, mientras que la presencia de
lgM o IgA la confirma, ya que la toxoplasmosis en un niflo menor de un afio debe considerarse
siempre una infeccion congénita. En caso de presencia de anticuerpos 1gG con IgM/IgA nega-
tivas, debemos solicitar alguna de las pruebas recogidas en la Tabla 3 para intentar confirmar
el diagndstico™.
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Tabla 3. Criterios de diagndstico retrospectivo de toxoplasmosis congénita en el lactante

1. Presencia de anticuerpos IgG especificos del nifio diferenciados de los de la madre por técnica de
Western blot.

2. Elevacion significativa del titulo de IgG dentro de los primeros 12 meses de vida.

3. Persistencia de anticuerpos IgG especificos después de los 12 meses de vida.

4. Deteccion de T. gondii en tejidos o fluidos corporales por reaccidon en cadena de polimerasa (PCR),
inoculacion a ratdn, cultivo celular o inmunocitoquimica.

5. Deteccidn positiva de PCR para toxoplasma o Ac. IgM o IgA positivos en sangre seca almacenada de
pruebas metabdlicas.

Fuente: elaboracién propia

VALORACION DEL RECIEN NACIDO

Al nacimiento, segun la sintomatologia encontrada y el resultado de las pruebas diagnosti-
cas, se puede clasificar al RN en dos grupos (Figura 2): TC confirmada (sintomatico o con pruebas
microbioldgicas positivas) y TC dudosa (asintomatico y con pruebas microbioldgicas negativas)™*.
En este Ultimo caso es importante valorar el momento de la infeccion gestacional mediante los
datos aportados por la madre o el obstetra. Si la infeccion gestacional fue en el 1°" trimestre, el
nifio no necesita seguimiento, ya que la infeccidon fetal en este trimestre es muy poco probable
y si se produce suele ser sintomatica. Si ocurrio en el 22 trimestre se realizard seguimiento de la
lgG cada 1-2 meses sin tratamiento hasta su negativizacion. Si no hay un descenso significativo
en cada control seroldgico o los anticuerpos persisten a los 12 meses, se iniciara tratamiento. Si
la infeccidon gestacional fue en el 3¢ trimestre, se recomienda realizar técnica de WB para com-
paracion de los perfiles inmunoldgicos madre-hijo. Si el resultado es negativo se repetird al mes
de vida, y si persiste negativo se hara seguimiento de la IgG cada 1-2 meses hasta comprobar su
negativizacion. Si el WB es positivo, se iniciara tratamiento.

Figura 2. Algoritmo diagnostico-terapéutico de toxoplasmosis en el RN. Fuente: elaboracidn propia

Toxoplasmosis gestacional

Estudio y clasificacion

del RN Seguimiento de IgG
! )
Toxoplasmosis Toxoplasmosis — -
congénita dudosa congénita confirmada Pirimetamina +
Asintomatico + pruebas Sintomatico o pruebas sulfadiazina +
microbiologicas microbiologicas positivas folinico
negativas [
v
Infeccion gestacional Infeccion gestacional
1¢" 0 2° trimestre 3°r trimestre

No tratamiento (-) Y (+)
Seguimiento de IgG <——{ Western-Blot }7
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TRATAMIENTO DEL RECIEN NACIDO

El tratamiento de eleccion en los nifios con infeccion confirmada es la combinacion de piri-
metamina, sulfadiazina y dcido folinico durante 1 afio'®** (Tabla 4). El tratamiento disminuye la
posibilidad de coriorretinitis'***y mejora el prondstico neuroldgico de los RN con afectacion sin-
tomatica y afectacion del sistema nervioso central®. La administracién de corticoides (predniso-
na, 1Img/kg/dia repartido en dos dosis) se recomienda en caso de hiperproteinorraquia marcada
(>1gr/dl) o coriorretinitis activa. El tratamiento corticoideo se mantiene hasta la normalizacion
del LCR (control en 1 mes) o desaparezcan los signos de actividad en la coriorretinitis™®.

Tabla 4. Tratamiento de la toxoplasmosis congénita en el recién nacido

Tipo de

. > Comentarios
infeccion

Tratamiento Dosis

1 mg/kg/12 horas, 48h
1 mg/Kg/dia, hasta los 6m
1 mg/Kg lunes, miércoles y vier-
nes, hasta los 12m
Dosis max: 25mg

Pirimetamina (P)

Infeccion congénita
sintomatica

Sulfadiazina (S)

100 mg/Kg/dia, repartido en dos

Tratamiento durante 1
afo

dosis, hasta los 12m
Dosis max: 1,5g/12h

Acido folinico (AF) 5-10 mg, 3 dias por semana,
hasta los 12my 1 semana

Dosis max: 15 mg/48h

Tratamiento durante 1
afio
A partir del 22 mes puede
pasarse a administrar la
pirimetamina a dias al-
ternos

Infeccion congénita

asintomatica P+S+AF Igual que en el primer apartado.

Mantener hasta descartar
infeccion (seguimiento

lgual que en el primer apartado 1gG).

De confirmarse se man-
tendrd durante 1 afio

Infeccion dudosa P+S+AF

Fuente: elaboracién propia

SEGUIMIENTO DEL RECIEN NACIDO

Durante el tratamiento se aconseja seguimiento clinico estrecho, con especial atencion a los in-
crementos excesivos del perimetro craneal, desarrollo psicomotor, fijacion de la mirada y aparicion
de estrabismo o nistagmo'®!!. Se debe ajustar frecuentemente la dosis al peso vy realizar controles
analiticos y sedimentos de orina seriados para detectar toxicidad hematoldgica, renal y cutédnea. La
neutropenia inducida por pirimetamina es el efecto adverso mas frecuente. Si los neutrdéfilos son
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<1000/mm?3, se debe aumentar la dosis de acido folinico. Si no hay respuesta, se administrara la
pirimetamina 3 dias por semana, suspendiéndose transitoriamente si la cifra es <500/mm?3.

Debe realizarse fondo de ojo cada 3 meses hasta los 18 meses, y posteriormente cada 6-12
meses hasta que el nifio sea capaz de referir cambios en la visién. El tratamiento disminuye pero
no elimina el riesgo de secuelas, por lo que debe realizarse un seguimiento oftalmoldgico y neu-
roldgico de todos los nifios hasta la edad adulta'.
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Capitulo VI

Toxoplasmosis ocular, consecuencias a largo plazo de la toxoplasmosis
congénita

Nieves Martin-Begué.

Unidad Oftalmologia Pedidtrica. Hospital Universitari Vall d’Hebron, Barcelona

La toxoplasmosis es la principal causa de uveitis posterior tanto en nifios como en adultos,
siendo la adquisicion postnatal mucho mas frecuente que la infeccion congénita’. La afectacion
ocular en la forma congénita y adquirida es indistinguible, aunque se ha observado mayor riesgo
de afectacion bilateral y del area macular al igual que mayor nimero de recurrencias en las for-
mas congénitas®*. La morbilidad ocular en la toxoplasmosis viene condicionada por el genotipo
del parasito, la inmunidad del huésped, la localizacién de la afectacion retiniana vy el riesgo de
recurrencias.

La retina y la coroides son estructuras muy vascularizadas que se pueden colonizar por gér-
menes via hematdgena en el curso de una enfermedad infecciosa sistémica, tal como ocurre en
la primoinfeccién por Toxoplasma gondii. La inflamacién necrotizante coriorretiniana es secun-
daria a la multiplicacién de la forma proliferativa del parasito, taquizoito, y no a la reaccion infla-
matoria del huésped. Los bradizoitos persisten en forma quistica en los bordes de las cicatrices
y menos frecuentemente en la retina sana tras la primoinfeccion y su reactivacion endégena a la
forma proliferativa del pardsito serd la responsable de las recurrencias.

La terminologia que se utiliza en oftalmologia para designar las lesiones que observamos en
la retina asociadas a la infeccién por Toxoplasma gondii son:

- “Coriorretinitis” es la forma aguda de la afectacion retiniana provocada por la multiplica-
cion del taquizoito; en el fondo de ojo se observa una lesion blanquinosa, de bordes mal de-
finidos que suele acompafiarse de inflamacion en el vitreo de grado variable que se conoce
como vitritis. (Figura 1)

- “Cicatriz coriorretiniana” es la forma cicatricial de la afectacion retiniana; en el fondo de
0jo se aprecia una lesidon pigmentada de bordes bien definidos. (Figura 2)

- “Nueva lesién retiniana” cuando se observa una coriorretinitis en un ojo que no tiene
ninguna cicatriz coriorretiniana previa.

- “Recurrencia” cuando se observa una coriorretinitis en la vecindad de una cicatriz corio-
rretiniana.

Capitulo VI 49

Toxoplasmosis ocular, consecuencias a largo plazo de la toxoplasmosis congénita



Toxoplasmosis congénita en Espafia, presente y futuro

Figura 1. Coriorretinitis en el ojo derecho. Se aprecia una lesidn blanquinosa mal delimitada (flecha blanca),
localizada cerca de la fovea (flecha azul) en un paciente afecto de una toxoplasmosis congénita. Fuente:
elaboracidn propia

Figura 2. Cicatriz coriorretiniana (flecha blanca) localizada en la macula del ojo izquierdo secundaria a una
toxoplasmosis congénita. Fuente: elaboracién propia

La clinica de la coriorretinitis estd condicionada por la localizacion de la lesion retiniana,
el grado de vitritis, y si se acompafia de uveitis anterior (inflamacién del iris y/o cuerpo ciliar).
Cuando la lesion se localiza en la févea, zona de maxima vision, y/o la vitritis es severa el paciente
referird disminucion de visién. Mientras que cuando la vitritis es leve/moderada vy la lesiéon no
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se localiza en la févea el paciente referira solo miodesopsias o moscas volantes, que consiste en
la vision de unas manchas que se mueven en el campo visual. En los casos de uveitis anterior
asociada el paciente presentara un ojo rojo doloroso. Una vez resuelta la fase aguda, si la cicatriz
coriorretiniana ha afectado a la fovea, el paciente presentara una pérdida de vision irreversible,
mientras que si la cicatriz esta en otra localizacién, no suele dar ninguna sintomatologia.

La afectacion ocular en la toxoplasmosis congénita dependera del momento de la infeccion de la
madre, cuanto mas precoz sea la infeccion mas grave serd la afectacion del feto por la inmadurez del
sistema inmune y del resto de drganos, pero el riesgo de transmision es mayor en el tercer trimestre,
posiblemente por un aumento de la vascularizacion de la placenta. Otro factor a tener en cuenta es
el genotipo del parasito, parece ser que los genotipos detectados en Brasil tienen un mayor tropismo
por la retina. Y por otro lado el tratamiento materno durante la gestacién podria ser un factor de
proteccion. Olariu y colaboradores (2019)* describen en su estudio realizado en Estados Unidos una
menor prevalencia de afectacion ocular en nifios nacidos de madres tratadas durante la gestacion
comparado con nifios nacidos de madres no tratadas, un 62,5% frente a un 92,2% respectivamente’.
Por otro lado, Strang y colabores en una revision sistematica de los diferentes estudios realizados
en Brasil concluyen que el tratamiento durante la gestacion confiere proteccion al feto dado que la
probabilidad de que el recién nacido nazca sin secuelas es significativamente mayor que en recién
nacidos de madres que no recibieron ninglin tratamiento durante la gestacion®.

Un 80-90% de los recién nacido con toxoplasmosis congénitas son asintomatico al naci-
miento, aunque si se realizan pruebas complementarias algunos de ellos ya presentan lesiones
en la retina y en el sistema nervioso central (SNC), pero todos ellos tienen un riesgo elevado de
desarrollar secuelas tanto oftalmoldgicas (50%) como neuroldgicas (40%) a largo plazo®. El fondo
de ojo de un recién nacido con toxoplasmosis congénita puede presentar una cicatriz coriorreti-
niana, una coriorretinitis o puede ser normal. En nuestro medio es muy poco frecuente observar
una coriorretinitis en el momento del nacimiento, mientras que es mucho mas frecuente en
los casos publicados en Brasil, un 4% frente a un 39,9%, y esto parece estar relacionado con el
genotipo del parasito’. Se debe recordar que la normalidad del fondo de ojo al nacimiento no
descarta que se puedan desarrollar focos de coriorretinitis durante el resto de la vida dado que
pueden existir bradizoitos en células de la retina sana.

El tratamiento del recién nacido durante el primer afio de vida disminuye el riesgo de recu-
rrencias y/o nuevas lesiones retinianas a lo largo de la vida. Phan y colaboradores (2008)% en su
estudio longitudinal de recién nacidos no tratados durante el primer afio de vida constataron
que un 71% presentaba una nueva lesidn retiniana o una recurrencia durante el seguimiento,
con mayor riesgo de desarrollar la afectacion ocular a los 15-20 afios de edad®. Estos mismos
autores realizaron otro estudio longitudinal en recién nacidos tratados durante el primer afio de
vida constatando solo un 31% de nuevas lesiones/recurrencias durante el seguimiento y sien-
do muy poco frecuente la afectacion macular. La afectacion ocular se presentaba con mayor
frecuencia en dos franjas de edad, a los 5-7,5 afios y a los 15-20 afios por lo que inciden en la
necesidad de seguir a los pacientes al menos hasta la segunda década de la vida®. Wallon y co-
laboradores (2014)'° en su estudio prospectivo de nifios con toxoplasmosis congénita tratados
durante el primer afio de vida observaron que un 29,8% presentd afectacion ocular (nuevas
lesiones o recurrencias) durante el seguimiento, observandose dos picos de incidencia, a los 7
anos y hacia los 13 afios de edad.

Los farmacos mas frecuentemente utilizados en el tratamiento de la fase aguda de la afec-
tacién ocular por Toxoplasma son: pirimetamina y sulfadiazina, trimetoprima/sulfametoxazol
(TMP/SMX), clindamicina, azitromicina y a veces atovacuona. Segun el farmaco utilizado se aso-
cia acido folinico para minimizar los efectos indeseables. La duracion del tratamiento suele ser
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de 4-6 semanas. Se van realizando controles seriados del fondo de ojo y el tratamiento anti-
bidtico se suele mantener hasta dos semanas después de la resolucion de la infeccidén aguda.
No existe evidencia de que la “triple terapia clasica” (pirimetamina, sulfadiazina y corticoides)
supere al TMP/SMX o a otras combinaciones terapéuticas en la curacion de la fase aguda de la
infeccion'*?. En la Tabla 1, se resumen las diferentes opciones terapéuticas via oral utilizadas en
el tratamiento de la toxoplasmosis ocular. Actualmente en adultos estd mas extendido el uso de
TMP-SMX al tener menos efectos adversos mientras que en la edad pediatrica la triple terapia
clasica sigue siendo la mas utilizada, quizas porque los estudios comparativos entre las diferentes
pautas terapéuticas no incluyen pacientes pediatricos®®. El tratamiento intravitreo con clindami-
cina y dexametasona podria ser una alternativa a la terapia cldsica con menos efectos adversos
sistémicos, aunque en el estudio prospectivo y aleatorizado solo se incluyeron adultos por lo que
no se tiene experiencia en la edad pediatrica’®. Ninguno de los tratamientos antes mencionados
evita el riesgo de recurrencias posteriores dado que no son activos frente al bradizoito'.

Dado que el sistema inmune tiene un papel fundamental frente a la multiplicacién intracelu-
lar y extracelular del taquizoito, en pacientes inmunocompetentes, solo estaria indicado pautar
tratamiento antibiético cuando la coriorretinitis se localiza en la proximidad del nervio dptico o
la macula, hay mucha inflamacion vitrea asociada o cuando las lesiones son grandes. Mientras
gue los pacientes inmunodeprimidos se deben tratar siempre.

Los corticoides sistémicos estarian indicados cuando existe mucha inflamacion intraocular
asociada, pero se deben administrar a las 24-48 horas después del inicio del antibiético. Su uso
sin cobertura antibidtica, incluso en pacientes inmunocompetentes, puede provocar una afec-
tacién retiniana muy severa.

Tabla 1. Farmacos utilizados via oral en el tratamiento de la coriorretinitis (infeccidn retiniana aguda) por
Toxoplasma gondii

Farmaco Dosis en adulto Dosis en edad pediatrica
N . 75 mg/dia (durante 2 dias) y 25mg/dia | 2 mg/Kg/dia (durante 2 dfas)y 1 mg/Kg/dia
ilrlmetamma (desde 3°" dia) (desde 3er dia)
Sulfadiazina® 2g/dia (durante 2 dias) y 100mg/Kg/dfa (en 2-4 dosis)
+ 500mg/6 horas (desde 3¢ dia)
Ac folinico
15mg (3 veces/semana) 5-15mg (3 veces/semana)

TMP-SMX 160/800 mg/12 horas 10/50 mg/Kg/dia (en 2 dosis)
Clindamicina® 300mg/6 horas 20-30mg/kg/dia (en 4 dosis)

. . 10mg/kg/dia (durante 1 dia)

c

Azitromicina 250 mg/24 horas 5me/Ke/dia (desde 2° dia)
Atovacuona® 750 mg/6 horas 40mg/Kg/dia (en 2 dosis)

TMP-SMX: trimetoprima-sulfametoxazol; Fuente: elaboracién propia, consensuado con la Unidad de Patologia
Infecciosa e Inmunodeficiencias de Pediatria

APirimetamina, sulfadiazina y corticoides se conoce como la “triple terapia clasica” que tradicionalmente ha sido
el tratamiento de eleccion.

B a clindamicina se ha utilizado sola 0 en combinacidn con la pirimetamina o en combinacién con la sulfadiazina
e incluso se ha afiadido a la “triple terapia cldsica” y entonces se habla de “terapia cuadruple”.

¢ La azitromicina se ha utilizado sola 0 en combinacidn con la pirimetamina

P La atovacuona se suele combinar con la pirimetamina; pero si se pautara de forma aislada se recomienda
mantener el tratamiento 3 meses
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La causa de la reactivacion enddgena de los quistes y la consecuente recurrencia/nue-
va lesidon en la retina no se conoce con exactitud, pero la profilaxis secundaria con TMP/SMX
(160/800mg) ha demostrado ser eficaz en reducir el nimero de recurrencias. Silveira y colabo-
radores, constataron que la administracién de TMP/SMX (160/800mg) cada 72 horas durante 20
meses reducia la tasa de recurrencias de un 6,6% en el grupo de tratamiento frente a un 23,8%
en el grupo control sin tratamiento durante el tiempo que duré el estudio’®. Estos pacientes fue-
ron seguidos durante 10 afios tras finalizar el estudio inicial para valorar si el efecto persistia a
largo plazo pero constataron una tasa de recurrencia similar en ambos grupos; 37,3% en el grupo
que habia sido tratado frente a un 38,6% en el grupo control por lo que los autores concluyen
que el efecto de la profilaxis secundaria desaparece al suspender el tratamiento antibiético'.
Felix y colaboradores (2014) *® realizaron un estudio similar para valorar la eficacia del TMP/SMX
(160/800mg) administrado cada 48 horas durante un afio frente a un grupo en que se adminis-
tro placebo con una tasa de recurrencias del 0% frente al 12,8% respectivamente. Estos autores
realizaron también otro estudio para valorar la eficacia de la profilaxis secundaria a largo plazo,
no solo durante el periodo de tratamiento. Al afio la tasa de recurrencias fue de 0% en el grupo
de tratamiento frente a un 13% en el grupo placebo y esta proteccién se mantenia durante los 6
anos que duro el estudio con una incidencia acumulada de un 1,39% en el grupo que habia sido
tratado durante un afio frente a un 27,54% en el grupo placebo™.

Aunque la profilaxis secundaria ha mostrado su eficacia en prevenir recurrencias, se debe
identificar a los pacientes que se beneficiarian de dicha profilaxis para no exponer de forma
innecesaria a un tratamiento antibidtico crénico a todos los pacientes. Los pacientes en los que
se recomienda iniciar una profilaxis secundaria serian aquellos con recurrencias frecuente (mas
de dos al afio) y sobre todo si la coriorretinitis esta localizada en zonas que amenazan la visién®.
De todos modos faltarian mas estudios teniendo en cuenta las caracteristicas propias de la toxo-
plasmosis congénita, dado que mientras que en la toxoplasmosis adquirida parece que el riesgo
de recurrencias es mayor durante el primer afio tras la infeccion aguda®, en las formas congéni-
tas estas son mucho mas tardias, incluso trascurridos 15-20 afios de la infeccién, posiblemente
por una mayor cantidad y viabilidad de los bradizoitos, por lo que la duracién de la profilaxis
secundaria tendria que ser a mas largo plazo y no solo durante 1-2 afios tal como se indica en
las formas adquiridas. Por otro lado, también se tendria que establecer y justificar la frecuencia
de su administracion y protocolizar que tratamiento alternativo (farmaco, dosis y frecuencia) se
podria dar en pacientes con alergia al TMP/SMX.

En el Hospital Universitari Vall d’Hebron, hasta julio de 2018 se realizaba el cribado prenatal
de la toxoplasmosis congénita y estaba establecido un protocolo de seguimiento oftalmoldgi-
co?’. A todo paciente diagnosticado de toxoplasmosis congénita se le realizaba un fondo de ojo
al nacimiento, a los 12 meses y posteriormente de forma semestral hasta que el nifio fuera capaz
de autoevaluarse la vision de forma monocular y reconocer los signos clinicos de una recurren-
cia/nueva lesion retiniana (disminucidn de vision o la presencia de miodesopsias) que se pasaba
a controles anuales. Durante el primer afio de vida no se realizaba ninglin control de fondo de
ojo dado que el paciente siempre iniciaba tratamiento antibiético sistémico con pirimetamina,
sulfadiazina y acido folinico durante 12 meses. En el momento que se diagnosticaba una lesion
retiniana que amenazara la visidon con agudeza visual mayor a 0,1 (en edad preverbal solo se
tenia en cuenta la localizacién anatdmica de la lesion), tras finalizar el tratamiento antibidtico
de la coriorretinitis aguda, se iniciaba profilaxis secundaria con TMP/SMX de forma diaria. Aun-
que los estudios hablan de dar el farmaco de forma intermitente, decidimos hacerlo de forma
diaria siguiendo la pauta de profilaxis primaria que se realiza habitualmente en los pacientes
inmunodeprimidos y por las caracteristicas farmacocinéticas del farmaco. Se decidié mantener
la profilaxis secundaria hasta los 21 afios siempre y cuando no existieran contraindicaciones o
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efectos adversos por el uso crénico del antibidtico dado que las recurrencias en la toxoplasmo-
sis congénita pueden ser tardias (Tabla 2). Actualmente, al no realizarse el cribado prenatal en
nuestro centro, los casos de toxoplasmosis congénita con afectacién ocular se detectan solo
cuando presentan sintomatologia y solo entonces podemos plantear la necesidad de iniciar una
profilaxis secundaria si cumplen los criterios antes mencionados.

Tabla 2. Profilaxis secundaria utilizada en el Hospital Universitari Vall d’Hebron (HUVH) en pacientes con
coriorretinitis en polo posterior y con visiones 20,1 una vez resuelta la fase aguda de la infeccion.

Farmaco Dosis** Frecuencia

3/15 mg/Kg/dia

TMP-SMX (méax. 80/400 mg/dia)

Diaria

7-10 mg/Kg/dia

Clindamicina (méx. 300 mg/dia)

Diaria

TMP-SMX: trimetoprima-sulfametoxazol; max: dosis maxima; Fuente: elaboracion propia, consensuado con la
Unidad de Patologia Infecciosa e Inmunodeficiencias de Pediatria”

*En pacientes alérgicos al TMP-SMX

**|a dosis de profilaxis es la % parte de la dosis de tratamiento tal como se realiza habitualmente en otro tipo de
profilaxis.

La toxoplasmosis congénita asocia una alta morbilidad ocular por la presencia de cicatrices
coriorretinianas al nacimiento y el riesgo de recurrencias durante toda la vida. Lo ideal seria
evitar la toxoplasmosis congénita con una prevencion primaria explicando a las mujeres emba-
razadas los riesgos de afectacion del feto/recién nacido si contraen la primoinfeccion durante
la gestacién y de este modo evitar su contagio. Por otro lado, el tratamiento del recién nacido
durante el primer afio de vida y la profilaxis secundaria son los Unicos tratamientos que han de-
mostrado reducir el nUmero de recurrencias. Por lo tanto, solo un diagndstico precoz, es decir
volver a establecer el cribado prenatal de la toxoplasmosis congénita, permitird reducir la mor-
bilidad ocular por toxoplasmosis congénita.
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Capitulo VI
Proyecto REIV-TOXO: estudio de toxoplasmosis congénita en Espaina

Clara Carreras Abad

Unidad de Infectologia Pedidtrica. Servicio de Pediatria, Hospital Universitario Germans Trias i Pujol. Badalona

INTRODUCCION

La situacion actual de la toxoplasmosis congénita (TC) en Espafia es desconocida.

En nuestro entorno se estima una seroprevalencia de toxoplasmosis en mujeres embaraza-
dasentre el 11y el 28% y una incidencia de infeccién gestacional del 1.9%"?, siendo la incidencia
estimada de TC de 1-20/10.000 nacidos vivos®. La TC presenta una elevada morbilidad a largo
plazo junto con anomalias congénitas graves irreversibles, sobretodo en los casos de infeccidn
en etapas tempranas de la gestacion'. La TC todavia presenta muchos aspectos por dilucidar,
tanto en el manejo diagndstico y terapéutico inicial como en el seguimiento posterior. A pesar de
ser una enfermedad de declaracién obligatoria desde 2015, practicamente no se reportan casos
a la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica en Espafia. Ademas, en 2018 se retiré el cribado
gestacional de las guias de control prenatal de la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia,
asi como de algunas comunidades autonomas (CCAA) como Catalufia. Actualmente el cribado en
la gestante se realiza de forma heterogénea en el territorio, dependiendo de la comunidad auté-
noma y de las guias clinicas seguidas en cada centro. Este hecho incrementa el infra-diagndstico
de esta enfermedad, ya que se pierde la oportunidad de diagndstico y seguimiento en el recién
nacido. Tanto el infra-diagndstico como la infra-notificacion de casos contribuyen al descono-
cimiento de la epidemiologfa de la TC en nuestro pais. Esta es de vital importancia para poder
replantear la necesidad del cribado gestacional, asi como realizar intervenciones que puedan
mejorar su diagnostico, tratamiento y prondstico.

éQué es REIV-TOXO?

La red estatal de investigacion en toxoplasmosis congénita (REIV-TOXO) fue creada en mayo
de 2018 como reaccion a la gran preocupacion de los/las pediatras por la retirada del cribado
de toxoplasmosis en la mujer embarazada en Catalufia. REIV-TOXO fue creada por el Servicio
de pediatria del Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta, con el apoyo de la Sociedad
Espafiola de Infectologia Pediatrica y de la Unidad de Patologia Infecciosa e Inmunodeficiencias
de Pediatria del Hospital Universitari Vall d’"Hebron de Barcelona. Tiene como objetivo general
disefiar y desarrollar estudios que ayuden a mejorar el conocimiento de las caracteristicas clini-
cas, epidemioldgicas y microbioldgicas de los recién nacidos infectados por T. gondii en Espafia.
Los objetivos principales son los siguientes:

1. Conocer la incidencia y carga de enfermedad de la TC en Espafia y compararla segun las
diferentes CCAA que realizan o no cribado de toxoplasmosis durante el embarazo.

2. Sensibilizar a la comunidad cientifica sobre el infra-diagndstico de la TC y la importancia
del cribado.

3. Proporcionar asesoramiento cientifico para mejorar las intervenciones en salud publica
dedicadas a la prevencién y diagndéstico precoz de la TC.

REIV-TOXO incluye un registro de pacientes nacional de cardcter ambispectivo que recoge
pacientes con TC confirmada nacidos en Espafia desde el 1 de enero de 2015 hasta la actualidad.
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Con los datos introducidos también se estudiara la mortalidad, las secuelas a largo plazo produci-
das por la infeccion y las intervenciones clinicas realizadas. El registro online de REIV-TOXO es de
caracter multicéntrico con cobertura estatal e incluye casos de toxoplasmosis congénita previo
consentimiento informado de las familias, por parte de los centros participantes. Este proyecto
estd dirigido a aquellos/as infectélogos/as, neonatdlogos/as, y pediatras generales que en los
distintos centros asisten a neonatos afectos de toxoplasmosis congénita. El proyecto fue apro-
bado por el Comité de Etica del Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta el 07/05/2018.

En la actualidad REIV-TOXO cuenta con 122 centros participantes en la red (Figura 1).

Figura 1. Mapa de hospitales de la Red Estatal de Investigacidon en Toxoplasmosis Congénita

(REIV-TOXO). Fuente, Elaboracidn propia.
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Centros participantes: Andalucia: C.H. Torrecardenas de Almeria, H. Huercal Overa, H. Poniente, H.U. Puerta
del Mar de Cadiz, H. Jerez de la Frontera, H.U. Reina Sofia, H. Montilla, H.U. San Cecilio, H.U. Virgen de las
Nieves, H. Juan Ramon Jiménez, C.H. Jaén, H.R.U. de Mélaga, H. Xanit, H. Quiron, H. Costa del Sol, H.U. Virgen
Macarena, H.U. Ntra. Sra. de Valme, H.U. Virgen del Rocio, H. Sagrado Corazdn; Aragon: H.U. Miguel Servet,
H.C.U. Lozano Blesa de Zaragoza; Cantabria: H.U. Marqués de Valdecilla, H.C. de Laredo; Castillay Leén: C.A.U.
de Burgos, C.A.U. de Ledn, C.A.U. de Palencia, C.A.U. de Salamanca, C.A. de Segovia, H.C.U. de Valladolid, H.U.
del Rio Hortega; Castilla-la Mancha: A.E. de Albacete, H.G. Alcdzar de San Juan, H.G.U. de Guadalajara, C.H.U. de
Toledo; Catalufa: H.U. Germans Trias i Pujol, H. del Mar - Parc de Salut Mar, C.S. Parc Tauli, H. de la Santa Creuy
Sant Pau, H.U. Vall d’"Hebrén, H. Sant Joan de Déu, H. Asil de Granollers, X.A. Manresa, C.S. del Maresme - H. de
Mataro, H.U. General de Catalunya, C.S. de Terrassa, H.U. Mutua de Terrassa, H. Deixeus, H. Quirdn, H.U. de Vic,
H. St. Jaume de Calella, H.U. de Girona Doctor Josep Trueta, H. Santa Caterina, H. Palamds, H. Figueres, H. Sant
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Jaume d’Olot, H. Campdevanol, H.U. Arnau de Vilanova, H.U. Sant Joan de Reus, H.U. de Tarragona Joan XXIII,
H. de Tortosa Verge de la Cinta, Ceuta: H. de Ceuta; Comunidad de Madrid: H.U. Fundacion alcorcén, H.U. de
Fuenlabrada, H. Getafe, H.U. Severo Ochoa, H.U. 12 Octubre, H.G.U. Gregorio Marafién, H.U. Clinico San Carlos,
H.U. la Paz, H.I.U. Nifio Jesus, H.U. Puerta de Hierro, H.U. Mostoles, H.U. Rey Juan Carlos, H.U. Infanta Cristina de
Parla, H. Torrejon, H.U. Infanta Sofia, H. Villalba, H.U. Infanta Elena, H. Quiron; Comunidad Valencia: H. Virgen
de los Lirios, H.G.U. de Alicante, H.G.U. de Elche, H. de la Vega Baja, H.U. de Sant Joan, H.G.U. de Castellén, H.U.
la Ribera de Alzira, H. Francesc de Borja de Gandia, h. de Manises, H.G.U. de Valencia, H.U. Doctor Peset, H.C.U.
de Valencia, H.G.U i Politecnic la Fe, h. Lluis Alcanyis; Extremadura: C.H.U. de Badajoz, C.H. de Mérida, C.H.U. de
Caceres; Galicia: C.H.U. de Ferrol, C.H.U. de Santiago de Compostela, C.H. Universitario de Ourense, C.H.U. de
Pontevedra, H. Alvaro Cunqueiro; Islas Baleares: H.U. Son Llatzer, H.U. Son Espases, H Can Misses; Islas Canarias:
H. Dr. José Molina Orosa, C.H.U. Insular Materno Infantil, C.H.U. de Canarias, H.U. Ntra. Sra. de la Candelaria; La
Rioja: H. de San Pedro; Melilla: H. de Melilla; Murcia: C.H.U. Sta. M2 del Rosell, H.U. Rafael Méndez de Lorca,
H.C.U. Virgen de la Arrixaca de Murcia; Navarra: C.U. de Navarra, C.H. de Navarra; Pais Vasco: H. U. Alaba, H.U.
Cruces, H.U. Basurto, H.U. Donostia; Principado de Asturias: H.U. de Cabuefies, H.U. Central de Asturias.

éQuién constituye REIV-TOXO?

Investigador principal de REIV-TOXO: Borja Guarch lbafiez, Servicio de Pediatria. Hospital
Universitari de Girona Dr. Josep Trueta, Girona.

Coordinadores de REIV-TOXO: Clara Carreras Abad, Unidad de Enfermedades Infecciosas.
Servicio de Pediatria. Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona.

Borja Guarch lbafiez, Servicio de Pediatria. Hospital Universitari de Girona Dr. Josep
Trueta, Girona.

Comité Cientifico de REIV-TOXO: Dr. Fernando Baquero Artigao, Unidad de Enfermedades
Infecciosas. Servicio de Pediatria. Hospital Universitario La Paz, Madrid.

Dr. Daniel Blazquez Gamero, Unidad de Enfermedades Infecciosas. Servicio de Pediatria.
Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Dra. M. Antoinette Frick, Unidad de Patologia Infecciosa e Inmunodeficiencias de Pediatria.
Hospital Universitari Vall d'Hebron, Barcelona.

Dra. Isabel de Fuentes Corripio, Unidad de Toxoplasmosis y Protozoos Intestinales. Centro
Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos Ill. Madrid.

Dr. Borja Guarch Ibafiez, Servicio de Pediatria. Hospital Universitari de Girona Dr. Josep
Trueta, Girona.

Dr. Pere Soler Palacin, Unidad de Patologia Infecciosa e Inmunodeficiencias de Pediatria.
Hospital Universitari Vall d"Hebron, Barcelona.

Actividad realizada desde REIV-TOXO

En 2018, junto a la creacién de la base de datos de REIV-TOXO, se iniciaron sesiones for-
mativas y de sensibilizacién sobre la TC en diferentes hospitales catalanes. También se realizd
una reunion con el presidente de la Sociedad Catalana de Pediatria (SCP) para transmitir la pre-
ocupacion ante la retirada del cribado de toxoplasmosis en Catalufia y posteriormente con el
Departament de Salut de Catalufia para exponer el posicionamiento de REIV-TOXO junto a la SCP.

Entre 2018 y 2020 crece la base de datos REIV-TOXO gracias a la difusion del proyecto a tra-
vés de diferentes sociedades cientificas y de la busqueda activa de casos a través del contacto
directo con todos los hospitales con formacion MIR en Espafia.

A finales del 2020, se contacta con el Centro Nacional de Microbiologia y el Centro Nacional
de Epidemiologia del Instituto de Salud Carlos Il (ISCII) con la intencion de cotejar los datos de
la red con los reportados al ISCIIl, generando una colaboracion esencial para el proyecto. Fruto
de esta colaboracién derivan la | Jornada Nacional de Toxoplasmosis realizada en el ISCIII el 30
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de septiembre de 2021 y la concesidon de un Proyecto FIS-AESI del ISCIII. El titulo del proyecto
es Toxoplasmosis congénita en Espafia: Estudio colaborativo multidisciplinar sobre la situacion
epidemiologica actual, retos y propuestas de mejora en prevencion y diagndstico. Investigadora
principal: Isabel de Fuentes Corripio. Numero de expediente: PI21ClII/00031.

En 2021 se escribe una carta de apoyo al cribado gestacional de toxoplasmosis con el aval
de la Sociedad Espafiola de Pediatria a la directora general de Salud Publica del Ministerio de Sa-
nidad. A partir de la carta, se inician conversaciones sobre la cuestion y el Ministerio de Sanidad
decide revalorar la situacion del cribado en Espafia mediante la evaluacion del cribado a través
de la realizacion de un informe encargado a la Red Espafiola de Agencias de Evaluacion de Tec-
nologias Sanitarias y Prestaciones del Sistema Nacional de Salud del Servicio Canario de la Salud.

Finalmente, entre otros proyectos futuros, se esta gestando una asociacion de familias con
hijos e hijas afectos de TC para poder dar visibilidad y promover la informacién sobre la proble-
matica de la TC, apoyar a las mujeres recién diagnosticadas y a las familias afectas.

¢COmo participar en REIV-TOXO?

Para participar en REIV-TOXO debes ponerte en contacto con la coordinacién del proyecto
mandando un correo a la siguiente direccién electrdnica: reivtoxo@gmail.com
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Capitulo VIII

El diagnostico microbioldgico convencional de la toxoplasmosis en la
embarazada y nino

Alfredo Pérez Rivilla

Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario 12 de Octubre. Madrid

La toxoplasmosis congénita ocurre cuando una mujer transmite la infeccién al feto tras ad-
quirir la infeccién primaria durante la gestacion o, mas raramente, cuando en una gestante in-
munodeprimida se reactiva una infeccién latente previamente adquirida. La frecuencia de la
transmision vertical y la gravedad del dafio fetal dependen de la etapa del embarazo en la que
se produce la infeccién materna.

El diagndstico de la toxoplasmosis congénita (TC) generalmente se basa en una combinacion
de hallazgos clinicos y del resultado de pruebas de imagen y de laboratorio en la gestante vy el
recién nacido (RN). Con respecto a los hallazgos clinicos (expuestos de forma mas detallada en
otros capitulos de esta monografia), las infecciones por Toxoplasma gondii de las gestantes y las
infecciones congénitas del nifilo son habitualmente asintomaticas; por ello, la mayoria de estas
infecciones se detectan a partir del cribado serolégico gestacional y/o del RN.*

El diagndstico microbiolégico de la TC se fundamenta en:

1) La serologia materna.
2) La deteccion del agente etiologico en liquido amnidtico por PCR o cultivo.
3) La serologia en el neonato y deteccidon del agente etioldgico por PCR o cultivo.

Las pruebas de diagnostico directo, que detectan acidos nucleicos del pardsito por técnicas
de PCR, aungque ya disponibles en algunos laboratorios clinicos de grandes hospitales, su uso
aun no estd generalizado y habrd que solicitar la colaboracién y soporte de un laboratorio de
referencia. La deteccion del pardsito por inoculacién en ratén o por cultivo en lineas celulares de
muestras clinicas, presentan una mayor complejidad técnica y menor sensibilidad que la PCR, lo
que conlleva que su uso sea excepcional.

En este capitulo se revisa el diagndstico microbioldgico convencional de la toxoplasmosis en
la gestante y el RNy, por tanto, nos centraremos en las técnicas seroldgicas que son el método
diagndstico comunmente utilizado en la mayoria de los laboratorios clinicos.

Diagndstico serologico de la toxoplasmosis

La mayoria de los laboratorios clinicos disponen de técnicas que detectan diferentes isotipos
de anticuerpos (IgG e IgM y menos frecuentemente IgA) frente a Toxoplasma, asi como ensayos
de avidez de IgG.

Cinética de la respuesta de anticuerpos.

Las IgMs son los primeros anticuerpos que aparecen, generalmente 1-2 semanas después de
la infeccion. Sus niveles aumentan hasta alcanzar su punto maximo después de 1 mes y general-
mente disminuyen de forma mas o menos rapida hasta desaparecer en los préximos 6 a 9 me-
ses.”? Merece la pena destacar un estudio prospectivo llevado a cabo en Francia en una cohorte
de gestantes con primoinfeccidn por T. gondii en el que se utilizaron dos técnicas de deteccién de
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IlgM (inmunofluorescencia e ISAGA). Encuentran que la disminucién de estos anticuerpos es muy
variable, con diferencias significativas dependientes de la técnica empleada; solo un 25% nega-
tivizan 1gM en menos de 7 meses y en una parte importante de las gestantes (9-27%) persisten
detectables estos anticuerpos durante 2 o mas afios.” De éste y otros estudios, se puede concluir
que la deteccion de IgM especifica no siempre significa una infeccidén aguda y Unicamente debe
condicionar la realizacion de pruebas adicionales para concretar la fecha de infeccion. El mejor
uso del anticuerpo IgM detectado por una prueba sensible es cuando esta ausente, pues es
extremadamente improbable que una mujer con IgG positiva, pero sin IgM tenga toxoplasmosis
adquirida recientemente.

Figura 1. Cinética de la respuesta de anticuerpos en la infeccidn por T. gondii, con los diferentes patrones de
respuesta de IgM. El patrén B, con IgM detectable tras 6-7 meses de adquirida la infeccidn, no es infrecuente
en las gestantes. Fuente: Adaptado de Temouri A et al. 2020°

Cinética de la respuestade anticuerpos en las infecciones por T. gondii

Infeccion aguda Infeccion crénica

IgM patron A

Avidez IgG

Titulo de anticuerpos

Atigen /7 N ormeeeaaiili...... / Cut-off
1sem 2 sem 1 mes 3 meses 6 meses 1 afio
? Tiempo ?
IgG positiva IgG positiva
IgM positiva IgM positiva/negativa
Avidez baja Avidez alta

La IgA presenta una dindmica similar a la IgM, apareciendo algo mas tarde y desapareciendo
antes que ésta, pero puede detectarse con elevada frecuencia durante periodos prolongados
(hasta 9 meses), por lo tanto, no puede ser un marcador subrogado de infeccién reciente. Su
deteccion parece mas Util en el diagndstico de la TC en el RN pues, aunque poco sensible, su
deteccion junto con la IgM mejora la sensibilidad de la deteccién aislada de ambas.*”

La IgG aparece entre la 12 y 32 semana tras la infeccion, alcanza los niveles mas elevados
en 2 0 3 meses y luego disminuye de forma gradual durante toda la vida detectandose titulos
residuales debido a la existencia de un estimulo antigénico continuado. La cantidad de IgG an-
ti-Toxoplasma es un indicador poco fiable de una infeccion reciente. Los estudios basados en la
determinacion de la IgG informan de la susceptibilidad a una infeccién primaria (cuando no se
detecta), o de la exposicidon previa a una infeccion por Toxoplasma (cuando esta presente). En el
diagndstico de infecciones agudas, demostrar la seroconversion de IgG proporciona el diagnés-
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tico definitivo, aunque retrasa el diagndstico en el tiempo, al requerir el estudio en paralelo de
muestras obtenidas 2 a 3 semanas después.’

Avidez de los anticuerpos IgG. En la fase inicial de la infeccidn (3-5 meses) predominan los
anticuerpos IgG de baja avidez y, con el paso del tiempo, va madurando la respuesta inmune y
predominan los anticuerpos de alta avidez. Los ensayos que detectan avidez, se han utilizado
para fechar la evolucion de una infeccién cuando se dispone de una sola muestra de la pacien-
te, pero los anticuerpos de baja avidez pueden persistir mas de 5 meses y hasta un afio tras la
infeccion, por lo que su predominio (avidez baja o indeterminada) no debe utilizarse para datar
una infeccién. Sin embargo, la deteccidon de anticuerpos IgG de alta avidez en una proporcion
elevada (varia segun la técnica empleada, Tabla 2) excluye con bastante seguridad la infeccion
aguda (> 4 meses) #*51°

La IgE aparece de forma temprana en la infeccion aguda, pero su dinamica (menos estu-
diada) parece depender del curso clinico de la infeccién.” Su deteccién no parece aportar infor-
macion relevante en el diagndstico de la infeccion aguda vy, por otra parte, la falta de ensayos
comerciales no ha permitido su difusién en los laboratorios clinicos.

Amplia oferta de técnicas serolégicas empleadas

Existe un gran numero de ensayos serologicos comerciales para detectar los diferentes iso-
tipos de anticuerpos (IgG, 1gM, IgA) especificos de Toxoplasma, en plataformas totalmente auto-
matizadas. Hoy en dia, la mayoria de los laboratorios clinicos utilizan inmunoensayos quimiolu-
miniscentes (CLIA) y en menor medida enzimoinmunoensayos (ELISA, ELFA).

Otras técnicas, de realizacién mas compleja y manual, solo estan disponibles en labora-
torios de investigacion o de referencia. Entre ellas se encuentran técnicas clasicas como la
prueba de colorante de Sabin-Feldman o Dye Tets (que requiere la utilizaciéon de parasitos
vivos y es considerada de referencia para determinar 1gG), la técnica de inmunofluorescencia
indirecta (IFl), la técnica de aglutinacion diferencial del parasito (AC/HS), la técnica de inmuno-
captura y aglutinacién (ISAGA) y otras. Recientemente, a esta lista, se ha afiadido una técnica
mas especifica de Western-Blot.>#°

Cuando se han llevado a cabo estudios de evaluacién de los diferentes ensayos seroldgicos
de Ultima generacién, comparando los formatos automatizados de CLIA y ELISA entre si o frente
a técnicas clasicas, el rendimiento resultante ha sido bastante aceptable.'?

¢Queé técnicas se realizan en los laboratorios clinicos de Espaia?

Al consultar la informacidn aportada por el Programa de Control de Calidad de la Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC)'°, podemos hacernos una
idea aproximada vy actualizada de cual es la utilizacion de estas técnicas en los laboratorios de
microbiologia clinica de nuestro pais (Tabla 1).

En este control de calidad seroldgico, se enviaron muestras a 178 laboratorios y mas del 95%
remitieron resultados, siendo éstos en >98% coincidentes con el valor asignado por el labora-
torio de referencia. Con respecto a los métodos empleados, es mayoritario el uso de diferentes
formatos de inmunoensayos quimioluminiscentes (CMIA, 1QL, ECLIA). En este control no se soli-
cité la determinacion de IgA especifica ni el estudio de la avidez de IgG, por lo que no dispone-
mos de informacion actualizada sobre la metodologia empleada y la difusién de estos ensayos
en los laboratorios clinicos espafioles.
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Tabla 1. Métodos empleados por los laboratorios clinicos espafioles en la deteccidén de anticuerpos IgG e IgM

frente a Toxoplasma gondii.

IgG-Toxoplasma

IgM-Toxoplasma

Método Marca Total (%)* Total (%)*
MIA Alinity (Abbott) 36 (22,2 32 (20,4
Architect (Abbott) 29 (17,9 26 (16,6
ADVIA Centaur® (Siemens) 19 (11,7) 18 (11,5)
LIAISON® (DiaSorin) 15 (9,3) 18 (11,5)
Atellica® (Siemens) 12 (7,4) 9(5,7)
IaL Beckman Coulter 7 (4,4) 6(3,8)
VirClia® (Vircell) 3(1,9) 3(1,9)
IMMULITE® (Siemens) 2(1,2) 2(1,3)
VITROS® (Ortho) 1(0,6) 1(0,6)
ECLIA Elecsys® / cobas® (Roche) 33(20,4) 31(19,7)
ELFA VIDAS® (bioMérieux) 1(0,6) 7 (4,5)
EIA Chorus (Diesse) 1(0,6) 1(0,6)

*NUumero (porcentaje) de laboratorios participantes que usa esa marca. CMIA, enzimoinmunoensayo

de microparticulas quimioluminiscente; 1QL, inmunogquimioluminiscencia; ECLIA, inmunoensayo
electroquimioluminiscente; ELFA, enzimoinmunoensayo fluorescente; EIA, enzimoinmunoanalisis. Fuente:
Programa de Control de Calidad de la SEIMC, 2021.

No obstante, si nos retrotraemos a la informacion aportada por otro control seroldgico de
la SEIMC de 2004, en el que ademas se solicitaba a los laboratorios participantes la determi-
nacion de IgA y avidez de IgG especificas, observamos que realizaron dichas técnicas solo un
17% vy 37%, respectivamente y, en algunos casos, con el soporte de un laboratorio externo de
referencia. En estos momentos, es previsible que este panorama haya cambiado notablemen-
te y las técnicas de avidez y, en menor medida las de IgA, estén disponibles en una gran pro-
porcion de laboratorios clinicos espafioles. En la Tabla 2, se muestra un conjunto de ensayos
comerciales automatizados con marcado CE, disponibles en nuestro pais para la deteccion de

avidez de IgG anti-Toxoplasma.®
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Tabla 2. Caracteristicas de inmunoensayos comerciales disponibles en Espafia para detectar avidez de I1gG

especifica de T. gondi.®****
bioMerieux PT:;T;M Ligilsa;zanL Vircell Abbott EIRe c;csht:(@
Vidas® Toxo ToxoVirclia®  Architect®/Alinity® Y
gGavidiy 008G Tox0leG o idit Toxo IgG avidit Toxo
& y avidity avidity g y g y IgG avidity
Tecnologia ELFA EIAIndi= | )0 CLIA CMIA ECLIA
recto
Agente diso- ,
. , B: protei-
ciante (D) o B: proteinas re-
D: urea D: urea D: urea D: urea . nas recom-
bloqueante combinantes )
binantes
(B)
, Lisado de Lisado de P30 (SAG1) P30 (SAG1)
Antigeno Toxoplasma NA Toxoplasma NA P35 (GRAS)
> >
18G >8 Ul/ lgG 28,8 IgG =6 UI/
Requerimien- | ml Ul/ml IgG =1.6 Ul/ml m|
> 1 -
tos de realiza- | 1gG >15 Ul/ 18G 29Ul | 1gG < > UI/ | Index lgG >200: debe 18G >500
.. ml ml: inter- IgG:>1,1 . ul/ml:
cion ml: debe diluirse .
. pretar con debe di-
diluirse )
cautela luirse
Resultado:
Baja avidez <0.20 <0.40 <0.20 <0.4 <50% <70%
Indeterminado {0.20-0,30 [0.40-0.50 |{0.20-0,30 [0.4-0.5 50% — 59.9% 70%- 79%
Alta avidez >0.30 >0.50 >0.30 >0.5 >60% >80%
Interpretacion:
No es prue- Suglere inf. Sugiere inf. | Sugiere inf. Sin inter-
. ) reciente, ) > No es prueba de =
Baja avidez ba de inf. reciente, <4 | reciente, <4 | . . pretacion
) <20 sema- inf. reciente .
reciente meses meses clinica
nas
Sugiere in- §Ug|ere Fxcluye ) Sugiere in- L . EXFIuy.e
. infec. pa- infec. pri- Indicativa de in- primoinf.
Alta avidez fec. pasada ) fec. pasada . e
sada > 20 maria en < feccién >4 meses | En ultimos
> 4 meses >4 meses
semanas 4 meses 4 meses

CLIA, inmunoensayo quimioluminiscente; CMIA, enzimoinmunoensayo de microparticulas quimioluminiscente;
ECLIA, inmunoensayo electroquimioluminiscente; ELFA, enzimoinmunoensayo fluorescente; EIA,
enzimoinmunoanalisis; NA, no aportado. Fuente: adaptado de Garnaud C. et al Clin Microbiol Infect. 2020

Inconvenientes en la interpretacion de los resultados de las pruebas serolégicas ante la di-
versidad de metodologias

- La verdadera sensibilidad y especificidad de muchas de las técnicas disponibles no ha
sido bien determinada. Esto se debe a la dificultad de obtener muestras de pacientes
con toxoplasmosis aguda clinicamente bien documentada, lo que conlleva que la sensibi-
lidad y especificidad de los ensayos comerciales se basan en los resultados obtenidos al
compararse con otros ensayos patrén (validacion analitica) y no se sustentan en estudios
prospectivos, comparando el resultado del ensayo con el diagndstico clinico definitivo del
paciente (validacién clinica).®
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- Los resultados numeéricos entre diferentes técnicas de IgG no son comparables. En ocasio-
nes se ofrecen resultados con un valor index especifico de cada técnica; en otras (la mayoria
de las que disponemos actualmente) ofrecen resultados en unidades internacionales, basa-
das en un estandar internacional de la OMS, pero a pesar de todo, no siempre coincidentes
y con rangos de cuantificacion diferentes. Por lo tanto, la comparacion entre laboratorios
solo puede hacerse cualitativamente como resultado negativo (no reactivo o no infectado)
y positivo (reactivo o infectado).”? Ahora bien, la cuantificacion es Util cuando, usando una
misma técnica, se pretenden demostrar (en muestras pareadas) incrementos significativos o
seroconversion de la IgG en casos sospechosos de infeccion aguda de la gestante, asi como
en el seguimiento seroldgico posnatal del RN con sospecha de TC.

- El problema de la deteccidn de IgG con resultado indeterminado/equivoco, que puede dar
lugar a resultados cualitativos diferentes (positivo o negativo) dependiendo del momento de
realizacién o de la técnica utilizada. En la mayoria de los casos, estos titulos bajos correspon-
den efectivamente a IgG especifica, pero esto puede ser fuente de problemas en gestantes
inicialmente seronegativas, pues resultados débilmente positivos en controles posteriores,
pueden interpretarse como falsas seroconversiones.

- Los distintos antigenos (de superficie o del citosol del parasito) utilizados en estas téc-
nicas comportan diferencias en la sensibilidad y especificidad, asi como en la cinética de
aparicion de los distintos isotipos de anticuerpos. Las técnicas clasicas (Dye Test, IFl, agluti-
nacion), que utilizan antigenos de superficie, detectan mas precozmente la I1gG especifica
que las técnicas comerciales empleadas actualmente (CLIA, ELISA), que usan mezclas de
antigenos recombinantes.’

- Aunque el rendimiento general de los diferentes ensayos de avidez de IgG es comparable,
se debe tener en cuenta que las diferentes metodologias empleadas (segun utilicen agentes
desnaturalizantes o antigenos recombinantes de bloqueo, para detectar ac de baja avidez)
dan lugar a resultados que admiten diferentes interpretaciones; unas veces se expresaran
como un indice de avidez y, otras, como un porcentaje (Tabla 2).>’

En general, la mayoria de estos problemas de interpretacion de resultados podran resolver-
se si existe una estrecha colaboracién del clinico con el especialista del laboratorio, ya que este
ultimo es quien mejor conocerad el rendimiento individual de los ensayos y valorara la posibilidad
de realizar pruebas adicionales con el soporte de un laboratorio de referencia.

Diagnodstico de la toxoplasmosis en la embarazada

Como ya se ha comentado anteriormente, las pruebas seroldgicas se utilizan habitualmente
como paso diagndstico inicial y el objetivo diagndstico clave en la gestante es determinar si la
infeccion aguda ocurrié durante el embarazo y, por tanto, podria transmitirse al feto.

Indicaciones para realizar las pruebas seroldgicas ¢Con fines diagndsticos o de cribado?

Un factor muy importante a tener en mente antes de realizar las pruebas es saber el uso
final de las mismas. Las pruebas con fines diagndsticos estan destinadas a pacientes con indica-
ciones especificas (sintomas o signos clinicos) de una posible enfermedad, mientras que las prue-
bas con fines de deteccidn o cribado estan disefiadas para detectar infecciones en personas
asintomaticas. En ambas situaciones, la validez (sensibilidad y especificidad) de las pruebas se-
rolégicas utilizadas no cambia; sin embargo, la seguridad de las pruebas, medida con los valores
predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN), se ve notablemente modificada, por ser dependiente
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de la prevalencia (probabilidad preprueba) de la enfermedad o condicién estudiada. '® En otras
palabras, al aplicar una prueba como la deteccién de la IgM anti-Toxoplasma con fines de criba-
do, teniendo en cuenta que en nuestro medio la incidencia de infeccion aguda por Toxoplasma
durante la gestacién es muy baja (del 0,1%, segin un estudio prospectivo realizado en nuestro
pais),” la mayoria de resultados positivos que obtengamos van a ser falsos. Un ejemplo: si utili-
zamos una técnica “ideal” para detectar IgM (S de 99% y E de 98%) en la gestante susceptible,
con una incidencia de infeccién del 0,1%, un resultado positivo de esta determinacion tendrd un
VPP del 2,4%, es decir, el 97,6% de estos resultados serdn falsos positivos.

1.- Utilizacion de las pruebas serolégicas con fines diagndsticos.

En este caso, el desencadenante del diagndstico seroldgico son situaciones clinicas durante
la gestacion, en las que existe sospecha de infeccion aguda por Toxoplasma:

- Anomalias ecograficas en el feto que sugieran toxoplasmosis congénita (variados e
inespecificos)

- Sospecha clinica basada en los sintomas de madre (también inespecificos, como son fie-
bre y adenopatias)

Tabla 3. Procedimiento diagndstico en gestantes con sospecha clinica de infeccidn aguda por Toxoplasma
gondii, dependiendo del resultado de las pruebas seroldgicas iniciales

En aquellos casos de anomalias fetales en ECO, este resultado descarta TC.
1gG - Ante la sospecha clinica de infeccidon aguda materna, repetir serologia en 2-3 sem.:
IgM - 1.- Si 1IgG-/IgM-: aconsejar prevencion 12 y seguimiento seroldgico durante gestacion
2.- Si seroconversién IgG+/IgM+: Realizar PCR Toxo L. amnidtico =18 sem

Gestacion < 18 sem.: sugiere infeccidn previa a gestacion, riesgo escaso/nulo de TC
1gG + Si anomalias fetales en ECO tipicas, valorar confirmacion serolégica
IgM - Gestacion > 18 sem.: dificil datar si infeccién es anterior o durante el embarazo
Confirmacién seroldgica ¢ existen muestras o serologias previas?

Si IgG -: documentar seroconversion repitiendo serologia en 22 muestra (2-3 sem)
IgG -/+ Si IgG +: estudio de avidez y ver dindmica de IgG en 22 muestra (Lab. de referencia)
IgM + Si infeccién aguda confirmada (seroconversién o aumento de IgG):

PCR Toxoplasma en L. amnidtico 218 sem

- negativo; +: positivo; sem: semanas

Ante la pregunta ¢qué pruebas se deben realizar en estas situaciones? Parece claro que
se deberd comenzar realizando pruebas para detectar 1gG e IgM especificas. En la Tabla 3, se
muestra la manera de proceder conforme a los resultados obtenidos en estas determinaciones.
Cuando existe una infeccion aguda por Toxoplasma lo mas comuln es encontrar un resultado
positivo de IgM e IgG y, con menor frecuencia, solamente positiva la IgM. Un resultado negativo
de la IgM hace muy improbable el diagndstico de una toxoplasmosis aguda.

2.- Utilizacion de las pruebas seroldgicas en el cribado serolégico de la gestante

Aunque existen algunos paises con programas de deteccidn prenatal de TC bien estableci-
dos, es un tema objeto de gran debate. En Espafia tampoco existe un criterio unanime al res-
pecto, pero en general si se realiza, aunque con implantacién geografica irregular y sin una
estrategia predefinida. Si asumimos que estos cribados se realizan, el siguiente paso es decidir la
estrategia por la que se va a optar y realizar las pruebas seroldgicas de inicio lo antes posible (lo
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ideal seria que esta fuese preconcepcional). En la practica, lo habitual es que la primera visita de
la gestante a la consulta de obstetricia ocurra alrededor de la 82 semana de gestacién. A conti-
nuacion, se exponen diferentes estrategias de cribado prenatal (Figura 2).

Algoritmo A, de deteccion de gestantes susceptibles. Este algoritmo se basa en las recomen-
daciones de un grupo de expertos, en un informe solicitado por las autoridades sanitarias sobre el
Control Seroldgico de Infecciones de Transmision Vertical en la Mujer Embarazada, publicado en
1993.% Se inicia con la determinacién sistematica de IgG anti-Toxoplasma, en la primera visita de
la gestante. Ante un resultado negativo, la gestante esta en riesgo de adquirir una infeccion, por lo
que se aconsejaran medidas de prevencion primaria y seguimiento seroldgico con nuevas deter-
minaciones de IgG (trimestrales) durante el resto del embarazo, para detectar posibles serocon-
versiones. Cualquier resultado positivo inicial de IgG en una gestante asintomatica, se considerara
evidencia de una infeccién previa al embarazo, desaconsejando titular la IgG vy la realizaciéon de IgM.

Figura 2. Diferentes algoritmos de actuacion en el cribado prenatal de la toxoplasmosis en la gestante

Estrategias de cribado seroldgico prenatal de Toxoplasmosis

A

B

C

Deteccidon de gestantes
susceptibles

Deteccion de gestantes
inmunes

Estrategia Centro Nacional
de Referencia francés

1gG Toxoplasma
12 visita (+ 8 sem)

—

IgG Toxoplasma
12 visita (+ 8 sem)

1gG e IgM Toxoplasma
12 visita ( 8 sem)

S/ TN

Positivo

| Negativo ‘ ‘ Negativo ‘

| IgG+/IgM+ ‘ ‘IgG-/IgM+‘ |IgG+/IgM—| ’IgG-/IgM-‘

N

Gl pp— g / Posibilidad de
onsiderar estante no infectada : t : i
) ; infeccidn reciente RepetirigMy Seafiniiente
como inmune Recomendar medidas estudio IgGen e
por infeccién higiénicas 22 M (2-3 sem) sl og|c|0
pregestacional l Hacer IgM mensua
/ Controlo IgGen
; = 1gG+/IgM+
Se?;g:rlii:]:ztsr:{d 1gG+/1gM- Avidez IgGy estudio de 22 M(2-3sem)
Gestante inmune id a y avidez I1gG
fa seroconversion en 22M.
(detec seroconversion) No seguir Remitir a lab. referencia

sem: semana, lab.; laboratorio; 22M: segunda muestra; detec.: deteccién

En esta estrategia, en las gestantes inicialmente negativas, sélo la demostracién de serocon-
version en la gestante (a IgG+/IgM+), supone el diagndstico definitivo de TC. Una situacion que
debe tenerse en cuenta y puede dar lugar a un resultado confuso, seria una falsa seroconversion
a lgG+/1gM-, que ocurre en gestantes que estan recibiendo dosis de gammaglobulina por incom-
patibilidad Rh o como profilaxis en la infeccién congénita por citomegalovirus. En estos casos no
suele detectarse IgM vy los niveles de IgG no son muy elevados y transitorios.

Algoritmo B, de deteccion de gestantes inmunes. Como en la anterior estrategia (A), se
inicia con la determinacion de IgG especifica y ante un resultado negativo se seguira el mismo
procedimiento; pero ante un resultado positivo se optara por averiguar si se trata de una infec-
cién reciente durante el embarazo, mediante la determinacién de IgM anti-Toxoplasma.

Algoritmo C, recomendado por el Centro Nacional de Referencia Francés.”” Esta estrategia
se inicia con la determinacion conjunta de IgG e IgM anti-Toxoplasma. Esta propuesta difiere de
la anterior, en la interpretacion del resultado IgG+/IgM- en la serologia inicial de la gestante, pues
recomienda realizar un nuevo control seroldgico a las 2-3 semanas, en el supuesto de una evanes-
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cencia precoz o no deteccién (falso negativo) de los anticuerpos IgM en una infeccion ocurrida
poco después de la concepcidn. Si en este control se detectase un aumento en el titulo de IgG, se
aconsejaria realizar estudio de avidez de IgG. De cualquier manera, la principal dificultad de estas
dos ultimas estrategias de cribado serolégico (B y C, Figura 2) es estimar el momento de la infec-
cién materna cuando en la serologia inicial (1°" trimestre) son positivas la IgG e IlgM especificas.

El eterno conflicto. ¢Como proceder ante un resultado positivo de IgG e IgM anti-Toxoplasma
en la serologia inicial de la gestante?

Lo mads correcto en esta situacion, independientemente de las herramientas seroldgicas de
que disponga cada laboratorio clinico, es contar con el soporte de un laboratorio de referencia.
Aunque este resultado inicial sugiere una infeccién aguda, ya se ha comentado con anterioridad
que es probable una infeccién pasada (preconcepcional) por la persistencia de los anticuerpos
lgM durante varios meses a afos.*?° En este punto, parece que las pruebas de avidez de IgG
pueden ser de ayuda a la hora de discriminar entre estas dos posibilidades.

Figura 3. Algoritmo de interpretacion de la prueba de avidez de IgG de T. gondii, en gestantes con serologia
inicial IgG e IgM anti-Toxoplasma positivas. Fuente: Adaptado de Garnaud C, et al.2020°
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En la Figura 3, se expone un algoritmo de actuacidon propuesto recientemente por un grupo
de expertos bajo el auspicio del Grupo de Estudio Europeo de Parasitologia Clinica (ESGCP), de la
Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas (ESCMID).

Consideraciones finales sobre las diferentes estrategias de cribado prenatal

Si asumimos el beneficio del cribado prenatal y se decide su realizacién, podremos optar por
alguna de las opciones aqui mencionadas, cada una con sus fortalezas y debilidades.

La opcion A, se basa en la deteccién de la seroconversidon (de negativo a positivo), la Unica
manera de realizar el diagndstico seroldgico definitivo de infeccidn primaria en la gestante. Esta
estrategia permitird datar el momento de la infeccion y detectar la mayoria (>85%) de estas pri-
moinfecciones de una manera sencilla (al alcance de cualquier laboratorio clinico) y precisa, sin
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generar incertidumbre en el resultado. Ademas, la probabilidad de infeccién fetal en infecciones
maternas del primer trimestre es muy baja (<15%) y, cuando ocurre, en una proporcion impor-
tante comporta pérdida fetal y, en el resto de gestaciones viables, algunos casos de afectacion
fetal van a detectarse en controles ecograficos posteriores.'”?%%

Por otro lado, las estrategias B y C (figura 2) pretenden detectar el 100% de las primoin-
fecciones (incluyendo las primeras 11-12 semanas de gestacién) que puedan ocurrir durante la
gestacion. El escollo principal con el que se enfrentan estas estrategias es la obtencion de un
resultado inicial IgG+/IgM+ que, en la mayoria de las ocasiones, por lo infrecuente de la primoin-
feccion por Toxoplasma en la gestante y la imperfeccion de las pruebas seroldgicas para datar el
momento en el que ocurrid la misma, corresponderan a infecciones preconcepcionales sin ries-
go de infeccidn fetal. Esta incertidumbre genera una cascada de pruebas adicionales, un exceso
de amniocentesis?’ y tratamientos potencialmente téxicos, ansiedad materna innecesaria y en
ocasiones interrupciones del embarazo por resultados falsos positivos. Los defensores de estas
estrategias argumentan a su favor que los resultados falsos positivos se minimizan practicamen-
te a cero, con la realizacién de pruebas adicionales y el soporte de un laboratorio de referencia;
y que la realizacion de amniocentesis es segura y el riesgo de abortos inducidos por la técnica
muy bajo. Sin embargo, ninguna técnica seroldgica por separado o en combinacién en una Unica
muestra del primer trimestre, permite datar con seguridad el momento de la infeccién materna
(pre o posconcepcional). Esta dificultad se hizo patente en el resultado de un estudio multicén-
trico llevado a cabo en 20 laboratorios de referencia europeos.?
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Diagndstico convencional de la toxoplasmosis congénita en el recién nacido

La sospecha diagndstica de la TC se basa en la serologia materna, el cribado neonatal o en
las manifestaciones clinicas. El diagndstico definitivo se lleva a cabo combinando las técnicas
seroldgicas con la deteccidn molecular o cultivo del parasito y, cuanto antes se realice, se facilita
el inicio temprano del tratamiento.

Figura 4. Algoritmos diagndsticos de la toxoplasmosis congénita en el RN, dependiendo de la existencia (A) o
ausencia (B) de cribado seroldgico prenatal. Fuente: Adaptado de Pomares C, Montoya JG. 2016%*
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Las pruebas seroldgicas a realizar de inicio son los anticuerpos IgG, IgM e IgA anti-Toxoplasma.
Es evidente que la existencia de seguimiento clinico y cribado prenatal de la gestante van a facilitar
el diagnostico de la TC, al favorecer la interpretacion y el VPP (mayor probabilidad preprueba) de
las pruebas que se realicen en el RN (Figura 4.?* La interpretacién inicial de los resultados serold-
gicos puede ser complicada y es necesario contar con el soporte de un laboratorio de referencia,
donde se puede realizar un diagndstico mas certero de la infeccion congénita por PCR o median-
te la comparacion de perfiles inmunolégicos madre-hijo, por técnica de WB.

Cuando no existe un diagndstico prenatal o las pruebas seroldgicas (y moleculares) iniciales
del RN no son concluyentes, es fundamental el seguimiento seroldgico posnatal al mes de viday
posteriormente cada 2 o 3 meses, para vigilar la dindmica de los anticuerpos.

Criterios seroldgicos en los que se basa el diagndstico de la TC

1. La deteccion de IgM y/o IgA en sangre del RN. Presenta el inconveniente de una baja
sensibilidad (S 45-81% y E 89-100%).
- La S es < en infecciones fetales tempranas (1°" Trimestre)
- El tratamiento prenatal de la gestante puede afectar el perfil seroldgico del lactante,
reduciendo aln mas la sensibilidad de la IgM e IgA.

- La S de IgM mejora con la deteccidn conjunta de IgM e IgA (S 73% vy E 98%)*

- La deteccién de IgM y/o IgA en los primeros dias de vida puede tratarse de un falso
positivo (pequefias cisuras placentarias). Repetir la determinacién pasados 10 dias.””

2. El“gold standard” del diagndstico serolégico de TC en el RN, es el aumento o la persis-
tencia de 1gG 2 de 12 meses.
- Los anticuerpos IgG de transferencia materna pasiva suelen desaparecer entre
6-12 meses.

- La produccién de IgG por el RN infectado suele comenzar a los tres meses, pero puede
verse retrasada hasta los 9 meses, cuando el RN recibe tratamiento.?
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Capitulo IX

Diagnodstico de referencia de la toxoplasmosis y nuevas técnicas
diagnosticas

Isabel de Fuentes Corripio

Unidad de Toxoplasmosis y Protozoosis intestinales, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos
Ill. Majadahonda, Madrid

El diagndstico y caracterizacidn genética de Toxoplasma gondii es importante para el mane-
jo clinico, la investigacion epidemioldgica, la prevencion y el control de la enfermedad .

En la toxoplasmosis congénita (TC) es determinante identificar y detectar lo antes posible la
infeccion aguda por Toxoplasma gondii en la gestante para que reciba un tratamiento adecuado.
De esta forma se reduce la probabilidad de la transmision vertical y la presentacion de sintoma-
tologia grave en el feto y en el nifio. Por lo tanto, disponer de técnicas diagndsticas adecuadas,
sensibles y especificas es prioritario, requiriéndose en muchos casos técnicas que complemen-
ten y confirmen las realizadas de forma rutinaria en los laboratorios clinicos.

Los métodos inmunoldgicos, con la deteccion de los isotipos 1gG e IgM anti-Toxoplasma, son
las herramientas comunmente utilizadas para diagnosticar la enfermedad, como se ha descrito
en el capitulo anterior. En la mayoria de los casos, si se ha llevado la pauta adecuada de cribado
durante el embarazo, se puede diferenciar entre toxoplasmosis aguda y crénica con estas técni-
cas, pero en otros no es tan claro llegar a una diferenciacion determinante.

El diagndstico de una toxoplasmosis activa o primoinfeccion en la gestante implica el inicio in-
mediato del tratamiento siendo primordial establecer o estimar el mes de la gestacién en el que la
madre adquirio la infeccion. Ademas, el recién nacido requiere una evaluacion diagndstica completa
que permita confirmar o descartar la infeccion congénita para comenzar un tratamiento temprano.

Por lo tanto, es importante disponer de técnicas diagndsticas de referencia adecuadas, con
la mayor sensibilidad y especificidad posibles, que completen la informacién obtenida con las
técnicas rutinarias.

El diagndstico de la toxoplasmosis se realiza preferentemente desde estas facetas: el diag-
noéstico clinico, el diagndstico por imagen (ambos validos sélo en los casos sintomaticos siendo
poco especificos) y el diagndstico microbioldgico, directo (deteccion del pardsito, sus antigenos
o ADN) e indirecto (pruebas inmunoldgicas, respuesta humoral).

El diagndstico clinico es dificil y poco concluyente, debido a la falta de manifestaciones claras
en muchos de los casos y por la inespecificidad de los sintomas cuando éstos estan presentes.

Las técnicas de imagen, como la tomografia computerizada, la resonancia magnética o ultra-
sonografia, no son especificas, pero pueden facilitar el diagndstico y monitorizar el efecto terapéu-
tico®. No obstante, la deteccion de anomalias fetales dependera de la presentacion de sintomas y
de los drganos afectados, con mayores tasas de deteccion si se afecta el Sistema Nervioso Central
(SNC) y menores si tiene anomalias cardiacas o esqueléticas. Las técnicas de imagen en cerebro pue-
den mostrar calcificaciones, hidrocefalia o microcefalia, o en examen ocular retinocoroiditis, entre
otras. Estas imagenes son sugestivas de TC pero no son confirmatorias ya que son inespecificas.

En este contexto el diagndstico microbioldgico, con las técnicas de referencia y confirma-
torias tanto inmunoldgicas como de deteccion directa del parasito, es el que se muestra clave
para la deteccion e identificacion de la TC.
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Métodos de diagndstico inmunologico.

Como se expone en el capitulo anterior, son muy diversas las técnicas empleadas para el
screening y deteccion de isotipos 1gG, 1gM e IgA especificos, tanto para el diagnostico prenatal
como el postnatal.

El diagndstico postnatal de toxoplasmosis es fundamental en los siguientes casos: 1) para
confirmar TC cuando se detecta la seroconversion de la madre diagnosticada durante el emba-
razo, con o sin un diagndstico prenatal del nifio; 2) en la deteccién de TC inicialmente asintoma-
tica o 3) cuando se producen signos clinicos en los primeros meses de vida de un nifio y no hay
informacion sobre el estado seroldgico prenatal de la madre. Esta Ultima situacion se observa
principalmente en paises en los que no se realiza el cribado materno.

En los paises en los que se realiza el cribado con un seguimiento seroldgico rutinario de la madre
durante el embarazo, los casos sospechosos de TC requieren el seguimiento parasitoldgico y sero-
|6gico del recién nacido y durante el primer afio de vida hasta confirmar la infeccién, o no, del nifio.

El diagndstico postnatal temprano es necesario para identificar a los nifios infectados y que
puedan ser tratados adecuadamente. Sin embargo, la TC es generalmente subclinica, especial-
mente en los paises con programas de deteccidn en la gestante eficaces ya que el tratamiento
prenatal reduce el riesgo de sintomatologia grave y complicaciones mayores en el recién nacido.

Existen dos principales obstaculos para el diagndstico postnatal. Por un lado, la baja sensibi-
lidad de la deteccion directa de Toxoplasma y por otro la presencia de anticuerpos maternos en
el nifio, lo que dificulta y retrasa el diagndstico ya que es dificil distinguir la respuesta inmuno-
l6gica materna de la propia del recién nacido.

Los métodos estandar para la deteccion de anticuerpos anti-Toxoplasma, tales como el in-
munoensayo enzimatico (ELISA), el ensayo de inmunocaptura y aglutinacién inmunoabsorbente
(ISAGA), los formatos de enzimoinmunoensayos como ELFA o inmunoensayos quimioluminiscen-
tes (CLIA), entre otros, no distinguen los anticuerpos maternos, transmitidos pasivamente (IgG)
o por intercambio de sangre durante el parto (IgM e IgA), de los anticuerpos neosintetizados por
el feto o el neonato.

Ademas, la sensibilidad y especificidad de los ensayos es variable e influye el tipo de técnica
realizada, la fase de la infeccidon y el estado inmunoldgico del paciente.

En este sentido, es necesario el desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas complementarias
que permitan subsanar los problemas presentados en el diagndstico convencional.

En la Unidad de Toxoplasmosis y Protozoosis Intestinales del Centro Nacional de Microbiolo-
gia (ISCIII), como laboratorio de referencia y apoyo al Sistema Nacional de Salud, se dispone de
técnicas de referencia (inmunoldgicas, moleculares, aislamiento) y se investiga en el desarrollo
y puesta a punto de nuevos métodos que complementan a los realizados habitualmente en los
centros sanitarios.

Esta bien documentado que la deteccidon de IgM y/o IgA en el recién nacido por las técnicas
convencionales se consideran confirmatorias de TC, pero aproximadamente el 25-30% de los ni-
fios congénitamente infectados no van a presentar estos anticuerpos*y en mayor proporcion si la
madre ha sido tratada durante la gestaciéon’. La sensibilidad de los test serolégicos se ha observado
menor en nifios cuyas madres adquirieron la infeccion en una fase temprana del embarazo y/o
fueron tratadas, que en los que las madres fueron infectadas tardiamente y/o no fueron tratada®’.

En el diagndstico seroldgico rutinario las técnicas de screening para la deteccion de IgG e
lgM han sido mejoradas, mostrando una buena sensibilidad y especificidad, pero pueden pre-
sentar problemas tales como resultados equivocos si el valor de la IgG esta proximo al cutoff de
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la técnica, la distinta sensibilidad segun la técnica utilizada y las discrepancias en distintas téc-
nicas en el resultado en la “zona gris” o dudosa, siendo inconcluyentes, entre otras situaciones.
Esto implica la necesidad de técnicas confirmatorias o de referencia, como las técnicas Dye test
(DT) o el Western-blot. El DT se ha considerado desde hace afios la técnica de referencia, pero
se han desarrollado otras como el Western-blot que se ha mostrado como una prueba sensible,
especifica y con buena correlacion con el DT.

Dye Test

La técnica seroldgica de referencia cldsica, segin numerosos autores, para la deteccion de
lgG especificas es la prueba de Sabin and Feldman o Dye Test. En esta técnica el suero del pacien-
te se pone en contacto con una suspension de taquizoitos vivos y tincion de azul de metileno. Si
existen anticuerpos especificos, por efecto de factores del complemento, los parasitos se lisan
perdiendo la propiedad de capturar el colorante (en la observacion al microscopio el resultado
es positivo si los taquizoitos no se tifien). Aunque tiene una alta sensibilidad y especificidad,
presenta los inconvenientes de ser de dificil realizacion y necesitar parasitos vivos y animales de
experimentacion, por lo que sélo puede realizarse en algunos laboratorios de referencia®.

Western-blot

La técnica Western-blot (WB) es un inmunoensayo cualitativo. Tiene como fundamento la
utilizacidon de una tira de nitrocelulosa en la que se han transferidos por electrobloting antigenos
de T.gondii segln su peso molecular. Entre éstos destacan los antigenos ROP1, GRA7 y GRAS,
reconocidos en fases tempranas de la infeccion, y SAG1 y MAE1, reconocidos por IgG maduras.
Cuando el suero del paciente presenta IgG especificas, estos anticuerpos van a reconocer dife-
rentes antigenos presentes en la tira, originando un patréon de bandas. Serd positivo si reconoce
al menos tres bandas de las consideradas diagndsticas (30, 31, 33, 40, 45 kDa), pudiendo recono-
cer otras bandas (inferiores a 120 kDa) en la tira.

WB-IgG: Se ha observado que en las seroconversiones detecta IgG hasta 20 dias antes que
el ELISA convencional. Se puede utilizar como test confirmatorio de IgG especifica cuando la
prueba de rutina presenta resultados discordantes o limites®!%%12

Los enfoques basados en la Comparacién de los Perfiles Inmunoldgicos de la madre y el nifio,
como la inmunotransferencia, puede permitir diferenciar los anticuerpos maternos de aquellos
neosintetizados por el recién nacido.

La comparacion de perfiles inmunolaégicos (CP/-Whlot) se efectla procesando en paralelo
el WB-IgG del suero de la madre y el del suero del hijo, realizando el analisis y comparacién del
perfil de bandas observado en la tira de la madre y la tira del hijo. También se puede realizar el
analisis de extracciones de suero sucesivas del nifio.

El CPI-Whblot es negativo si las tiras comparadas muestran el mismo perfil de bandas, ya que
no se puede demostrar una sintesis de anticuerpos propia del nifio, y positivo si el suero del recién
nacido reconoce al menos una banda diferente al perfil de la madre (Figura 1). La aparicion de ban-
das nuevas en el perfil de WB del nifio que no aparecen en el perfil de la madre al momento del
nacimiento, o que no estuvieran en extracciones anteriores del nifio, es indicador de infeccién con-
génita por la deteccidn de neosintesis de anticuerpos propios, confirmando de esta forma la TC.

Se han realizado diferentes estudios para la evaluacion de la técnica de WB y la compara-
cién de perfiles inmunoldgicos para determinar y diferenciar los anticuerpos transmitidos pasi-
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vamente por la madre vy los sintetizados propiamente por el nifio, encontrando una sensibilidad
desde el 85% al 91% *.

WB-IgM: Detecta los anticuerpos IgM en el suero de la madre o del recién nacido. Cuando
se analiza el suero del recién nacido tiene el mismo valor diagndstico que las técnicas conven-
cionales pero mayor sensibilidad, aceptandose un resultado positivo como confirmacion de TC.

En las gestantes, el test WB-IgM, hasta el momento implementado, en general es sélo orien-
tativo en los casos dudosos que muestran la presencia prolongada de IgM y no 1gG, ya que
no confirma IgM especificas de T.gondii pues también reconoce IgM anticuerpos “naturales” o
inespecificos, como pasa en las otras técnicas seroldgicas. Frente a este problema se estd im-
plementando un test WB-IgM confirmatorio, que en un estudio actual muestra una sensibilidad
del 97,8% y una especificidad del 89,7%, que supondra una importante mejora diagnostica al
permitir identificar las IgM especificas.

Por lo tanto, la técnica WB (IgG e IgM), ofertada en nuestro laboratorio junto con técnicas
convencionales de deteccién de IgM, 1gG y avidez de IgG, permite confirmar resultados dudosos
de IgG y/o IgM obtenidos por las técnicas convencionales y de screening, ya que el WB es capaz
de detectar anticuerpos que reaccionan con bandas diagndsticas especificas y diferenciarlos de
aquellos no especificos. Por otro lado, puede colaborar a realizar un diagndstico mas temprano y
certero de la infeccidon congénita mediante la comparacion de perfiles inmunoldgicos (CPI).

A pesar de la mejora diagndstica, hay que destacar que existen una proporcion de casos de
recién nacidos congénitamente infectados que no muestran respuesta inmunoldgica propia, no
siendo detectados inicialmente con estas pruebas. Por ello, un resultado negativo del WB-IgM
o del analisis de CPI-WBIlot no permite excluir totalmente la posibilidad de infeccidon congénita.
En el caso de resultado negativo siempre hay que realizar el seguimiento seroldgico rutinario del
recién nacido hasta que desaparezcan los anticuerpos 1gG, o se mantengan al afio del nacimien-
to. En este Ultimo caso se confirma la toxoplasmosis congénita del nifio.

Figura 1. Western-blot IgG e IgM. Comparacion de perfiles inmunolégicos (CPI-WB) del analisis de los sueros
de una madre (WB-1gG tira M, WB-IgM tira M) y de sus dos hijos gemelos: hijo 1 (WB-IgG tira H1 WB-IgM
tira H1;) e hijo 2 (WB-IgG tira H2 WB-IgM tira H2). Las flechas indican las bandas presentes en el WBIlot del
hijo 1 y ausentes en la madre, confirmando TC en el hijo. El hijo 2 presenta el mismo patrén que la madre en
WBlot-1gG (CP! WBIot-1gG negativo), pero unas bandas en el WB/ot-1lgM (CPI WBlot-IgM positivo), indicando
TC. Fuente: Elaboraciéon Jose M. Saugar e Isabel de Fuentes
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Se ha observado que con la realizacion de la técnica de WB en combinacién con las dife-
rentes técnicas convencionales se consigue una sensibilidad mayor que la sensibilidad de cada
técnica individual.

Otros métodos de diagndstico inmunolégico

Para el diagndstico de TC se han descrito también otros métodos como el ensayo inmunoen-
zimatico ligado a inmunofiltracion (ELIFA), método alternativo para la comparacion de perfiles
inmunoldgicos madre-hijo, pero realizado en muy pocos laboratorios, o el estudio del interferén
gamma tras estimulacion de las células T con antigenos de T.gondlii, técnica no comercializada
actualmente®. La identificacion de biomarcadores que puedan ayudar al diagndstico y pronosti-
co de la TCy de la toxoplasmosis aguda, mediante immunoblotting, estd siendo una de las lineas
exploradas con buenas perspectivas'®.

También se estan realizando estudios de deteccion de IgG especificas en saliva y fluidos
orales para el diagndstico y seguimiento en nifios con sospecha de TC, con prometedoras ex-
pectativas’ y la evaluacion de técnicas de inmunocromatografia rapida (/CT) para la deteccion
simultanea de IgM e IgG, pruebas rapidas y de facil manejo, que muestran una alta sensibilidad
y especificidad (S 100%, E 98.7%) con éptima costo-efectividad®®. La técnica ICT es interesante
para realizar el screening en gestantes en los casos en los que los costes del programa son altos,
tanto por los reactivos como por las infraestructuras (electricidad, equipamiento, aparataje) y
el personal requerido (toma de muestras, envio, laboratorio, etc.), ya que se pueden realizar en
la consulta o en el punto de atencién al paciente. Se han desarrollado pruebas ICT para analisis
con sangre completa que sélo requieren la toma de una gota de sangre por puncion en el dedo,
detectando IgG e IgM simultdneamente con sensibilidad y especificidad del 100% (IC95% 96,4%-
100%), répidas y de bajo coste’. El inconveniente es que un resultado positivo requiere otro test
para diferenciar IgG e IgM. No obstante, son de gran apoyo para el control en la gestante.

El desarrollo de nuevos métodos de serotipado, con la deteccion de anticuerpos frente a an-
tigenos especificos del parasito, utilizando antigenos recombinanates basados en proteinas espe-
cificas de T.gondii, tales como los antigenos de superficie (SAG1 (P30), SAG2 (P22) y SAG 3 (P43)) o
antigenos de densogranulos (GRA 1, GRA2, GRA 4), de roptias (ROP1), entre otros, clonados y expre-
sados en distintos sistemas de expresion, puede mejorar la sensibilidad, o reconocer anticuerpos
detectados en fase aguda, cronica, etc., mejorando el diagndstico o la identificacién del estado de
infeccion?.

Recientemente antigenos quiméricos (proteinas con epitopes inmunoreactivos frente a an-
tigenos seleccionados de T.gondii), han sido considerados como nuevas estrategias diagndsticas.

Los antigenos recombinantes y quiméricos mejoran la sensibilidad y especificidad de las técnicas.

Métodos de diagndstico directo

Los métodos de diagndstico directo confirman la presencia del parasito (pardsito, antigenos,
ADN) en la muestra procesada. Son especificos, pero de sensibilidad variable.

Dentro de estos métodos destacan:

Aislamiento de Toxoplasma gondii en animales de laboratorio o bioensayo

El diagndstico se realiza tras la inoculacién de las muestras de la gestante o recién nacido
(sangre, liquido amnidtico, liquido cefalorraquideo, otros tejidos o fluidos corporales) intrape-
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ritonealmente en ratdn (inmunosuprimido o de cepas susceptibles como BALB/c) para el aisla-
miento de T.gondii. Se lleva a cabo el seguimiento del ratdn inoculado para detectar una sero-
conversion o la presencia de taquizoitos del pardsito en liquido peritoneal o cerebro. Esto puede
requerir hasta un mes de seguimiento para poder obtener el resultado.

Tiene las desventajas de ser una técnica que utiliza animales, lenta, pues puede demorarse
un mes en conseguir resultados, y complicada al necesitar personal especializado. También de-
pende del estado de conservacion y vitalidad de los taquizoitos y bradizoitos de Toxoplasma, ya
gue si no estan viables el resultado de la técnica serd negativo.

Estudios en los que se valoré la sensibilidad del aislamiento en ratdon a partir de la sangre
fetal, mostraron una sensibilidad entre el 31y el 73%°* y a partir de liquido amnidtico el 52%?*.

Aislamiento en cultivos celulares

Esta técnica se utiliza para el aislamiento in vitro de T.gondii, a partir de las muestras nom-
bradas en la técnica anterior. Es una prueba compleja que requiere cultivos celulares estanda-
rizados y depende de la carga parasitaria de las muestras analizadas. Puede contaminarse facil-
mente, sobretodo segln el estado de conservacion de estas muestras. Se utiliza principalmente
en investigacion, como en el estudio de la interaccion parasito-hospedador, vacunas, factores
de resistencia, caracterizacion molecular de las cepas del parasito y efectividad de tratamientos.
Se realiza principalmente en laboratorios de referencia que dispongan de los medios adecuados.

Es una técnica especifica pero la sensibilidad es variable segun diferentes estudios. Se ha
observado una sensibilidad en el andlisis de liquidos intraoculares del 91% en comparacion a la
técnica de deteccion anticuerpos por ELISA que fue del 67%°.

Histologia

Permite la identificacion de taquizoitos o bradizoitos y quistes de T.gondii en secciones
histoldgicas de fetos o biopsias de recién nacidos mediante tinciones como hematoxilina-eosi-
na o técnicas inmunohistoquimicas. Son técnicas que dependen en gran medida de las mues-
tras procesadas y su carga parasitaria. En ocasiones es complicado identificar los parasitos y
teflirlos adecuadamente

Diagndstico molecular

Los avances en los métodos moleculares han encontrado nuevas areas de aplicacion en pa-
rasitologia en los Ultimos 20 afios y han proporcionado una oportunidad para desarrollar nuevos
enfoques en el control de las enfermedades parasitarias. Ademas, estas técnicas han demostra-
do una alta especificidad y sensibilidad, proporcionado métodos alternativos para el diagndstico.
Actualmente, las técnicas moleculares se han aplicado en el campo del diagndstico, tipificacion,
ecologia, epidemiologia, tratamiento, farmacorresitencias y vacunas.

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Las técnicas moleculares, como la PCR, han revolucionado el diagndstico de la toxoplas-
mosis sustituyendo a otras técnicas de diagndstico directo. Son técnicas seguras, sensibles y
especificas que ayudan especialmente en el diagndstico de la toxoplasmosis congénita, ocular y
en pacientes inmunodeprimidos. El diagndstico molecular, junto con la serologia y las técnicas
ultrasonograficas, son los pilares de la estrategia de deteccion de la TC.
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Se han descrito una gran diversidad de protocolos de PCRs, diferentes métodos de extrac-
cién del ADN y diferentes secuencias diana de amplificacién, pero se estan buscando protocolos
estandarizados.

Hay que destacar que Toxoplasma puede parasitar cualquier célula nucleada del pacien-
te u hospedador, por lo que puede distribuirse por diversos tejidos y drganos, presentando
especial afinidad hacia el cerebro, sistema nervioso y 0jo. Se debe tener en cuenta que la car-
ga parasitaria que puede presentarse en la muestra analizada frecuentemente es muy baja,
como se observa en distintos estudios como el de Costa y col.”* que detectaron una carga
parasitaria en muestras de liquido amnidtico inferior a 10 parasitos/ml, por lo que se requiere
técnicas muy sensibles.

El diagndstico molecular de la infeccion por T. gondii se basa en la deteccién del ADN del
parasito mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), consistente en la
realizacién in vitro de una repetitiva replicacién de una secuencia de ADN especifica del parasito.
Copiando multiples veces el fragmento de la secuencia seleccionada mediante la técnica PCR, se
consigue una mayor sensibilidad analitica. Esta prueba es de gran utilidad para la deteccion de
T.gondii y puede realizarse en diferentes muestras tales como sangre, liquido amnidético, orina,
biopsias de distintos tejidos y érganos, placentas y otros fluidos corporales como liquido cefa-
lorraguideo o humor vitreo. Se trata, por tanto, de un método con sensibilidad y especificidad
analitica cercanas al 100%, pero que también presenta ciertas limitaciones, por lo que su sensi-
bilidad diagndstica es variable. El principal inconveniente al que nos enfrentamos en el diagnds-
tico molecular de este parasito es que generalmente la carga parasitaria en la muestra a analizar
es muy baja y, aungue la técnica sea altamente sensible, es necesario que el ADN del parasito se
encuentre presente en la muestra.

La sensibilidad y especificidad de la PCR depende de diversos factores, tales como la
adecuada toma de muestras, la técnica utilizada en la extraccion de ADN, las secuencias del
genoma del parasito elegidas como dianas de amplificacién, los primers o cebadores selec-
cionados vy los tipos de técnicas de PCR desarrollados (PCR convencional, nested-PCR, PCR a
tiempo real, etc.).

La extraccion de ADN tiene que ser optimizada para los distintos tipos de muestras para
conseguir una mejor eficiencia. Se cuenta con diversos kits de extracciéon y métodos laborato-
riales, tanto manuales como automatizados. Cuando en la muestra hay altas concentraciones de
ADN de Toxoplasma estos métodos pueden ser equivalentes, pero cuando la concentracion es
baja se han encontrado diferencias seguin kits y métodos?®, siendo en muchos casos necesario
un pretratamiento de concentracién y/o digestion de la muestra previo a la extraccion.

Existe una gran diversidad de métodos de PCR para la deteccién de Toxoplasma, la mayo-
ria de ellos desarrollados en el laboratorio (o “in house”). También se han descrito diferentes
dianas de amplificacion, como son las secuencias del gen B1, de rep529, 185 DNA ribosomal o
AF146527 entre otros. El gen B1 y el fragmento rep529 son los mas utilizados en los diversos
laboratorios y con mejores resultados obtenidos, siendo rep529 el recomendado actualmen-
te en distintos protocolos #>%°.

Para tratar de solventar los problemas anteriormente expuestos, junto con la posible au-
sencia de alguna diana en determinados aislados de Toxoplasma (se ha cuestionado en algun
genotipo atipico) y con el fin de mejorar el diagndstico, en nuestro laboratorio se realizan dos
tipos de PCR, una PCR convencional anidada o nested-PCR, que consta de dos procesos de PCRs
secuenciales, en la que se puede incluir un mayor volumen de ADN, y una PCR en tiempo real
(gPCR), que utiliza una sonda TagMan especifica, y puede medir el producto amplificado en cada
momento de la reaccidn, incluso puede ser cuantificado si se utilizan controles bien estandariza-
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dos. Estas dos técnicas se dirigen a dos dianas distintas, con secuencias multicopias, ampliamen-
te representadas en el genoma de Toxoplasma (Figura 2).

La nested-PCR amplifica un fragmento del gen B1 de T.gondii que se encuentra repetido
35 veces en el genoma del pardsito, con una secuencia conservada entre las diversas cepas y
genotipos, siendo altamente especifico’’. La gPCR amplifica una secuencia del fragmento no
codificante de 529 pb (rep529) de Toxoplasma (200-300 copias/genoma) con alta sensibilidad
y especificidad. La utilizacién simultdanea de ambas técnicas permite aumentar la probabilidad
de detectar alguna de las dos secuencias diana y, por tanto, una mayor sensibilidad diagndstica.

Figura 2: A: nested PCR para deteccion de ADN de Toxoplasma gondii con la amplificacidn de una secuencia
del gen B1, B: PCR a tiempo real (qPCR) para deteccidn de la secuencia rep529 del ADN del parasito. Fuente:
Elaboracién propia.

PCR nested

PCR nested con y sin control interno. A1-1* PCR y A2-2° PCR
Calles 1-6: 2.500, 500, 100, 20, 4 y 0,75 taquizoitos; 7-12 2500,
500, 100, 20, 4 y 0,75 taquizoitos con el control intemo.

Actualmente se estan evaluando ensayos moleculares comerciales, mostrando algunos una
buena sensibilidad y especificidad?®.

Para el diagndstico prenatal de la TC, se realiza la técnica PCR en liquido amniotico. Se han
registrado diferentes estudios que muestran una sensibilidad de la PCR en liquido amnidtico (LA)
desde el 64% al 99%, con una especificidad del 93 al 100% ?#?°%°. La cordocentesis no se reco-
mienda por presentar riesgos y baja sensibilidad.

Por lo tanto, esta prueba diagndstica es interesante en el liqguido amnidtico. Se recomienda
no realizar la amniocentesis antes de la semana 18 de gestacién, después de al menos 4 semanas
desde la fecha de infeccion estimada (para reducir el riesgo de falsos negativos por el retraso
en la transmisién transplacentaria del pardsito) y siempre consensuada con la conformidad de
la madre. El riesgo de pérdida fetal por amniocentesis ha sido estimado en menos del 0.1%. No
esta indicada una terminacion médica del embarazo en base sélo a un resultado positivo de la
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amniocentesis®, pues se indica el tratamiento y seguimiento, y sélo en caso de malformaciones
severas se discute esta posibilidad. Un resultado negativo no descarta la infeccion congénita,
bien por no presencia del parasito en la muestra procesada o por un retraso en la transmision,
ya que ésta pudo ocurrir posteriormente al momento de realizar la amniocentesis, aunque las
probabilidades de que la tenga son bajas. La PCR en tejidos de abortos puede confirmar la etio-
logia por Toxoplasma.

Las técnicas de PCR a tiempo real cuantitativas (QPCRs), son capaces de determinar la carga
del parasito en LA, que puede ser muy baja. Se ha investigado la correlacion entre carga parasi-
taria y signos clinicos. Hay estudios que sugieren que una alta carga parasitaria puede asociarse
a anormalidades ultrasénicas®*?’/, o que una carga en LA mayor de 100 parasitos tiene mayor
riesgo de sintomas severos*»*, pero siempre dependiendo de una mayor asociacion con la edad
gestacional en la que se origina la primoinfeccién. Por lo que la influencia de la carga parasitaria
estd en debate y se consideran mas validos los resultados cualitativos (deteccién o no detec-
cién). Actualmente el manejo de la TC no depende de la carga detectada®.

En el diagnodstico postnatal, las técnicas moleculares pueden contribuir a complementar el
analisis seroldgico. Las muestras tomadas al nacer son interesantes para conseguir un diagnosti-
co temprano. La placenta y sangre de corddn pueden ser analizadas, pero la sensibilidad es baja,
(25%, 71-79,5%)*** aunque incrementa si la primoinfeccion materna fue en el 32 trimestre. Un
resultado positivo en placenta no indica en todos los casos TC por lo que debe ser confirmado
en el recién nacido. En cambio, en sangre de corddn es indicativa de TC. El liquido amnidtico to-
mado en el parto también es una muestra adecuada, observdndose una sensibilidad del 54%°.
En el recién nacido las PCRs en muestras de sangre, liquido cefalorraquideo y orina son las mas
indicadas, aunque muestran una baja sensibilidad diagndstica (alrededor del 46%), siendo mayor
si el nifio presenta sintomas, y los resultados negativos no descartan la TC?. En una cohorte de
12 recién nacidos con TC la PCR en sangre mostro sensibilidad del 83% y especificidad del 100%.
En un estudio de PCR en LCR de neonatos de madres no tratadas, se observd una sensibilidad del
46,5% vy especificidad del 100%, siendo mas sensible cuando los RN presentaban sintomas mas
severos®’. En la Tabla 1 se muestra la interpretacién de los resultados de PCR segun la situacién
clinica de la gestante o del recién nacido y la muestra analizada. (Tabla 1)

Tabla 1. Situacion clinica. Interpretacion del diagndstico molecular de Toxoplasmosis.

Pacientes Situacion clinica Muestras para PCR Resultado PCR positivo
Gestante Seroconversion durante embarazo LA Diagndstico de TC
Seroconversion materna durante Placenta Alta sospecha de TC

el embarazo sin PCR positiva en LA
P Sangre de cordon o fluido

e Diagnéstico de TC.
amnidtico neonatal g

Recién nacido

Sospecha clinica de TC
Sangre, LCR, orina Diagndstico de TC

TC: toxoplasmosis congénita, LA: liquido amnidtico, LCR: liquido cefalorraquideo. Fuente: adaptada de
Robert et al. 2021 %°

Se han realizado estudios como el de Pomares (2020) *® que analizan la deteccién de T.gondii
en distinto tipos de muestra por distintos tipos de PCR, como se indica en la Tabla 2.

En este estudio se observé una buena correlacion de los resultados cualitativos de las 3
gPCRs analizadas, aunque los valores de Ct fueron diferentes observandose, en general, Cts mas
altos en la gPCR B1 frente a las qPCR Rep 529-1 y Rep 529- 2.
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Otro aspecto importante a tener en cuenta es que el tratamento de la madre durante la ges-
tacién puede ocasionar una reduccion de la sensibilidad de las diferentes técnicas diagndsticas
para detectar TC en neonatos®’, como se refleja en en la Tabla 3.

En este estudio se analizo la sensibilidad de las técnicas seroldgicas y de gPCR en un grupo
de nifios con TC cuyas madres habian sido tratadas, frente a otro grupo de nifios congénitamen-
te infectados en los que las madres no habian sido tratadas.

Tabla 3. Sensibilidad de las pruebas serolégicas y qPCR en recién nacidos con TC segun grupo de

Método de
diagndstico

Todos (n = 115)

tratamiento (n = 115)

Sin tratar (n= 54)

Sensibilidad global (%) seguin el tratamiento materno
(num. de lactantes positivos/nimero total de lactantes)

Tratadas (n = 61)

Analisis univariante P valor
(test de Fisher)

IgA (ELISA o ISAGA) 71,8 (79/110) 75.5 (40/53) 68-4 (39/57) 0.416
IgA ELISA 72.1(31/43) 73.0 (27/37) 66.7 (4/6) 1
IgA ISAGA 71.6 (48/67) 81.2 (13/16) 68.6 (35/51) 0.526
IgM (ELISA o ISAGA) 73.9(85/115) 90.7 (49/54) 59.0(36/61) 0.0001
IgM ELISA 59.2 (42/71) 68.8 (11/16) 56.4 (31/55) 0.564
IgM ISAGA 71.1(81/114) 90.7 (49/54) 53.3 (32/60) <0.0001
IgM WB 63.8 (44/69) 88.2 (15/17) 55.8 (29/52) 0.0198
IgG W8 48.6 (34/70) 82.3 (14/17) 37.7 (20/53) 0.0018
gPCR (sangre o LCR) 33,3 (28/84) 43,6 (17/39) 24,4(11/45) 0.104
Sangre 28.8 (19/66) 39.1(9/23) 23.2(10/43) 0.254
LCR 50.0 (9/18) 50.0 (8/16) 50.0 (1/2) 1

los valores de IgM e IgA ELISA en la "zona gris" se agruparon con resultados positivos.

Fuente: adaptada de Guegan et al 202
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LAMP (Loop medated isothermal amplification)

Para el diagndstico de la toxoplasmosis se estan desarrollando nuevas técnicas moleculares
de amplificacion isotérmica como el LAMP (por sus siglas en inglés Loop mediated isothermal
AMPlification). Es un método novedoso, que consiste en la amplificacién del 4cido nucleico del
parasito en condiciones isotérmicas. Esta técnica estd basada en la sintesis del ADN mediante la
enzima Bst ADN polimerasa, que tiene actividad de desplazamiento de la cadena, y un sistema
de cuatro a seis cebadores, para reconocer un total de seis secuencias distintas de ADN. Se reali-
za a temperaturas constantes entre los 60-652C, por lo que no es necesario el uso de termocicla-
dores, pudiendo utilizar un bafio maria. La facilidad en la lectura del producto de amplificacion
es una ventaja adicional del ensayo LAMP. Durante la reaccion, los iones pirofosfato se liberan de
los fosfatos de desoxirribonucledtidos (ANTP) como subproductos que reaccionan con los iones
de magnesio en la mezcla de reaccién y forman un precipitado blanco de pirofosfatos de mag-
nesio, por lo que una reaccion positiva puede inspeccionarse visualmente de inmediato u obser-
vando el cambio de color después de la adicién posterior del colorante fluorescente intercalado
de ADN SYBR green | o la adicion previa del indicador colorimétrico azul de hidroxinaftol (HNB)
a la mezcla de reaccién. El cambio de color es permanente vy, por lo tanto, puede conservarse
con fines de registro. Es una técnica rapida y especifica, con sensibilidad proxima a la observada
con la PCR y gPCR segun diferentes estudios, y que se podria adecuar a realizar en zonas con
bajos recursos o en puntos de atencidn al paciente. Se ha aplicado a la deteccién de Toxoplasma,
analizando distintas dianas como B1, SAG1, SAG2 y rep 529 y en diversas muestras como sangre,
agua y muestra ambientales, con eficiencia similar a la encontrada con la PCR y qPCR #04-4243_E|
LAMP permite amplificar ADN de parasito con sensibilidad y especificidad muy similares a la PCR,
pero con la ventaja de que, al realizarse la reaccidn a temperatura constante, y al poder detectarse
los productos de reaccion de forma muy sencilla (turbidez, cambio de color, fluorescencia, etc.) no
requiere la utilizacién de equipamiento costoso, como puede ser un termociclador. Esta tecnologia
se esta empleando cada vez mas para el diagndstico molecular de enfermedades infecciosas en
zonas de bajos recursos. Recientemente, en nuestro grupo hemos puesto a punto y evaluado una
técnica LAMP para diagndstico de toxoplasmosis con resultados muy satisfactorios (Figura 3).

Figura 3. Visualizacion de los resultados del LAMP mediante viraje de color. Tubos 1, 3 y 4 muestras negativas,
tubo 2 muestra positiva, tubo 5 control negativo, tubo 6 control positivo. Fuente: elaboracion Laura Guillén e
Isabel Fuentes

jlees2 3 4 5 6

Técnicas de secuenciacion masiva de ADN de ultima generacion (NGS)

Se estdn realizando estudios con nuevos métodos y aplicaciones. Las técnicas de secuencia-
cién masiva de ADN de ultima generacién aparecen como una potencial herramienta, no solo
para el diagndstico sino también para la caracterizacion de aislados.

La secuenciacion de proxima generacion (Next Generation Sequencing [NGS]) es un grupo
de tecnologias disefiadas para secuenciar gran cantidad de segmentos de ADN de forma ma-
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siva y en paralelo, en menos tiempo y a inferior coste. Gracias a los recientes desarrollos en
las pruebas basadas en NGS, estas tecnologias se plantean como estrategias de gran utilidad
para la prevencion, el diagndstico, el tratamiento y el seguimiento de un amplio espectro de
enfermedades.

Con los nuevos progresos conseguidos en los Ultimos afios en la tecnologia de secuencia-
cién, estos métodos estan evolucionando hacia una mayor facilidad y rapidez. Sin embargo,
aun existe incertidumbre sobre las limitaciones de la técnica (sensibilidad y especificidad), in-
terpretaciéon de resultados y relacién costo-beneficio. Esta tecnologia se ha aplicado al estudio
del genoma completo de T. gondii, y se encamina hacia la investigacién rapida de deteccion y
epidemiologia molecular e identificacién de variantes****. Si bien los minis y microsatélites son
marcadores Utiles para estudiar protozoos como Toxoplasma y Plasmodium spp., la deteccién
de variantes no repetitivas como las que se encuentran en los genes puede ser fundamental
para investigar la biologia de un patégeno. Estas variantes (polimorfismos de un solo nucleétido
e inserciones y deleciones), pueden ayudar a conocer la base genética de la patogenicidad de
un organismo, identificar presiones selectivas y resolver relaciones filogenéticas, pero tiene aun
limitaciones como falta de estandarizacion, reproductibilidad, validez de las conclusiones biolo-
gicas extraidas, entre otras®°.

Caracterizacion y genotipado

La diversidad genética del parasito tiene un papel importante en la patogénesis y en los es-
tudios epidemioldgicos. Se ha identificado que el genoma de Toxoplasma gondii contiene apro-
ximadamente entre 61-69 megabases (Mb), distribuidos en 13 cromosomas (varian de 1,9 a 7,4
MB), con mas de 8.300 genes codificantes de proteinas identificados y con 296 genes pequefios
no codificantes®’. El desarrollo de técnicas moleculares y analisis filogenético para el genotipado
de Toxoplasma llevaron inicialmente a la descripcion de una poblacién predominantemente clo-
nal en los aislados de Europa y Norteamérica, identificando tres tipos principales, el tipo |, tipo
[l'y tipo lll, que ha confirmado el estudio completo y secuenciacién del genoma de tres cepas de
referencia (GT1, ME49 Y VEG respectivamente). Menos en la fase sexual del parasito, la estruc-
tura de poblacion se considera altanamente clonal con poca diversidad genética. Aunque este
parasito es zoondtico y tiene un ciclo de vida complejo, determinadas cepas de T. gondii presen-
tan una alta similitud de secuencia genética. No obstante, se ha observado que los aislados de
Sudamérica muestran una mayor diversidad y virulencia 20449 50

En la actualidad se reconoce una mayor diversidad genética y hasta el momento se han des-
crito 16 halogrupos en todo el mundo.

Hasta la fecha, el método mas utilizado para realizar el genotipado de las distintos aislados
de T.gondii es el andlisis con métodos multilocus para el genotipado mediante el estudio de
once marcadores de genes (SAG1, SAG2, SAG3, GRA 6, Btub, C22-8, c29-2, L358, PK1 y Api-
co, entre otros) mediante técnicas de amplificacion por PCR de secuencias de estos genes y
posterior digestién con enzimas de restriccidn, realizando el andlisis del polimorfismo de los
tamafios de los fragmentos de restriccion (RFLPs)*!, que revela una mas compleja estructura
de poblacion y una mayor diversidad genética que la que se conocia en estudios previos. El
analisis por PCR-RFLPs de mas de 900 cepas del pardsito ha permitido su clasificacion en 231
genotipos agrupados en 12 grupos principales (Base de datos del genoma de Toxoplasma: To-
xo-Data base https://toxodb.org).

Los métodos de tipificacidon multilocus han determinado que la mayoria de cepas analizadas
estan incluidas en el tipo |, Il o lll, los tres principales linajes, pero también se han identificado
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cepas resultantes de la recombinacion entre cepas de los linajes principales, llamadas “cepas
recombinantes” y cepas con un polimorfismo en algin loci no detectado en los tres principales
linajes, descritas como cepas “atipicas”.

Otra metodologia que se estd empleando para el genotipado es el analisis de microsatélites
(MS), que son secuencias cortas de DNA (2-6 pb) repetidas en tandem (STR), distribuidas en el
genoma nuclear de eucariotas y que presentan un alto polimorfismo segun el nimero de STR.
En T.gondii se han utilizado 15 marcadores de MS, que pueden diferenciar los tipos |, Il y lll de
los genotipos atipicos. Esta técnica puede utilizarse para detectar infecciones mixtas y diferen-
ciar y caracterizar aislados en brotes y estudios epidemioldgicos. Ademas, esta en desarrollo la
técnica de tipificacion con microsatélites y con PCR-secuenciacion (MLST) basada en el polimor-
fismo de secuencias detectados en regiones gendmicas de interés®’. La técnica de High-resolu-
tion melting (HRM) o analisis de alta resolucién de fusion, es una técnica de biologia molecular
basada en el estudio y comparacién de curvas de fusion de las cadenas de ADN. Puede analizar
variaciones genéticas que muestran polimorfismos basados en la temperatura de melting ge-
nerada por el tamafio del DNA y el contenido en GC. Se ha podido diferencia entre tres grupos
basados en un SNP del gen B1°%°%, Estas técnicas requieren una gran cantidad de ADN gendmico
de Toxoplasma, por lo que su uso es limitado para la identificacion en muestras clinicas.

Actualmente se siguen desarrollando nuevos métodos de genotipado y caracterizacion molecular.

En los diversos estudios realizados se ha encontrado una distribucién de tipos o genotipos di-
ferente seguin areas o continentes, observandose que en Europa hay un predominio del tipo I, los
aislados de Africa y Asia muestran baja diversidad genética, mientras que se ha encontrado una alta
diversidad genética, con genotipos atipicos y mas virulentos, en América™. Los estudios de caracteri-
zacion van enfocados principalmente a la relacién con la patologia, la virulencia que pueda presentar,
la epidemiologia molecular, a la posible influencia del tratamiento y en estudios de resistencias.

Capitulo IX 90

Diagnéstico de referencia de la toxoplasmosis y nuevas técnicas diagnésticas



Toxoplasmosis congénita en Espaiia, presente y futuro

BIBLIOGRAFIA

1. Montoya JG, Liesenfeld O. Toxoplasmosis. Lancet. 2004;363:1965-76.

2. Wallon M, Peyron F. Congenital Toxoplasmosis: A Plea for a Neglected Disease. Pathogens.
2018;7:25. doi: 10.3390/pathogens7010025.

3. Virkola K, Lappalainen M, Valanne L, Koskiniemi M. Radiological signs in newborns exposed
to primary Toxoplasma infection in utero. Pediatr Radiol. 1997; 27:133-8.

4. Olariu TR, Press C, Talucod J, Olson K, Montoya JG. Congenital toxoplasmosis in the United
States: clinical and serologic findings in infants born to mothers treated during pregnancy.
Parasite. 2019;26:13. doi: 10.1051/parasite/2019013.

5. Robert-Gangneux F, Dardé ML. Epidemiology of and diagnostic strategies for toxoplasmosis.
Clin Microbiol Rev. 2012; 25:264-96.

6. Naessens A, Jenum PA, Pollak A, Decoster A, Lappalainen M, Villena |, Lebech M, Stray-Pe-
dersen B, Hayde M, Pinon JM, Petersen E, Foulon W. Diagnosis of congenital toxoplasmosis
in the neonatal period: A multicenter evaluation. J Pediatr. 1999; 135:714-9.

7. Wallon M, Peyron F. Effect of Antenatal Treatment on the Severity of Congenital Toxoplas-
mosis. Clin Infect Dis. 2016; 62:811-2.

8. YbafiezRHD, Ybafiez AP, Nishikawa Y. Review on the Current Trends of Toxoplasmosis Serodiag-
nosis in Humans. Front Cell Infect Microbiol. 2020;10:204. doi: 10.3389/fcimb.2020.00204.

9. FranckJ, GarinYJ, Dumon H. LDBio-Toxo Il immunoglobulin G Western blot confirmatory test
for anti-toxoplasma antibody detection. J Clin Microbiol. 2008; 46:2334-8.

10. Leslé F, Touafek F, Fekkar A, Mazier D, Paris L. Discrepancies between a new highly sensitive
Toxoplasma gondii ELISA assay and other reagents: interest of Toxo 1gG Western blot. Eur J
Clin Microbiol Infect Dis. 2011;30:1207-12.

11. Jost C, Touafek F, Fekkar A, Courtin R, Ribeiro M, Mazier D, Paris L. Utility of immunoblotting
for early diagnosis of toxoplasmosis seroconversion in pregnant women. Clin Vaccine Immu-
nol. 2011; 18:1908-12.

12. Khammari I, Saghrouni F, Lakhal S, Bouratbine A, Ben Said M, Boukadida J. A new IgG
immunoblot kit for diagnosis of toxoplasmosis in pregnant women. Korean J Parasitol.
2014; 52:493-9.

13. Gallego-Marin C, Henao AC, Gdmez-Marin JE. Clinical validation of a western blot assay for
congenital toxoplasmosis and newborn screening in a hospital in Armenia (Quindio) Colom-
bia. J Trop Pediatr. 2006;52:107-12.

14. Meroni V, Genco F, Scudeller L, Brenier-Pinchart MP, Fricker-Hidalgo H, L'Ollivier C, Paris L,
Pelloux H. Diagnostic Accuracy of LDBIO-Toxo Il 1gG and IgM Western Blot in Suspected Se-
roconversion in Pregnancy: A Multicentre Study. Pathogens. 2022; 11:665.

15. Pomares C and Montoya JG Laboratory Diagnosis of Congenital Toxoplasmosis J. Clin. Micro-
biol. 2016; 54:2448-2453

16. Storchilo HR, Teixeira GM, Moreira ALE, Gomes TC, Borges CL, de Castro AM. Identification
of Biomarkers for Diagnosis and Prognosis of Congenital and Acute Toxoplasmosis. J Infect
Dis. 2021; 223:1965-1972.

17. Chapey E, Meroni V, Kieffer F, Bollani L, Ecochard R, Garcia P, Wallon M, Peyron F. Use of I1gG

in oral fluid to monitor infants with suspected congenital toxoplasmosis. Clin Vaccine Immu-
nol. 2015; 22:398-403.

Capitulo IX 91
Diagnéstico de referencia de la toxoplasmosis y nuevas técnicas diagnésticas



Toxoplasmosis congénita en Espaiia, presente y futuro

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Mahinc C, Flori P, Delaunay E, Guillerme C, Charaoui S, Raberin H, Hafid J, L'Ollivier C. Eva-
luation of a New Immunochromatography Technology Test (LDBio Diagnostics) To Detect
Toxoplasma IgG and IgM: Comparison with the Routine Architect Technique. J Clin Microbiol.
2017; 55:3395-3404.

Lykins J, Li X, Levigne P, Zhou Y, El Bissati K, Clouser F, Wallon M, Morel F, Leahy K, El Mansouri
B, Siddiqui M, Leong N, Michalowski M, Irwin E, Goodall P, Ismail M, Christmas M, Adlaoui
EB, Rhajaoui M, Barkat A, Cong H, Begeman 1J, Lai BS, Contopoulos-loannidis DG, Montoya
JG, Maldonado Y, Ramirez R, Press C, Peyron F, McLeod R. Rapid, inexpensive, fingerstick,
whole-blood, sensitive, specific, point-of-care test for anti-Toxoplasma antibodies. PLoS Negl
Trop Dis. 2018; 12(8):e0006536. doi: 10.1371/journal.pntd.0006536

Uddin AHMM, Hossain D, Ahsan M, Atikuzzaman M, Karim MR. Review on diagnosis and
molecular characterization of Toxoplasma gondii in humans and animals. Trop Biomed.
2021; 38:511-539.

Foulon W, Pinon JM, Stray-Pedersen B, Pollak A, Lappalainen M, Decoster A, Villena |, Jenum
PA, Hayde M, Naessens A. Prenatal diagnosis of congenital toxoplasmosis: a multicenter eva-
luation of different diagnostic parameters. Am J Obstet Gynecol. 1999;181:843-7.

Robert-Gangneux F, Gavinet MF, Ancelle T, Raymond J, Tourte-Schaefer C, Dupouy-Camet
J. Value of prenatal diagnosis and early postnatal diagnosis of congenital toxoplasmosis: re-
trospective study of 110 cases. J Clin Microbiol. 1999; 37:2893-8.

Miller D, Davis J, Rosa R, Diaz M, Perez E. Utility of tissue culture for detection of Toxoplas-
ma gondii in vitreous humor of patients diagnosed with toxoplasmic retinochoroiditis. J Clin
Microbiol. 2000; 38:3840-2.

Costa J.M., P. Ernault, E. Gautier, S. Bretagne Prenatal diagnosis of congenital toxoplasmosis
by duplex real-time PCR using fluorescence resonance energy transfer hybridization probes
Prenat. Diagn., 2001; 21: 85-88.

Robert MG, Brenier-Pinchart MP, Garnaud C, Fricker-Hidalgo H, Pelloux H. Molecular diagno-
sis of toxoplasmosis: recent advances and a look to the future. Expert Rev Anti Infect Ther.
2021;19:1529-1542.

Roux G, Varlet-Marie E, BastienP, Sterkers Y on behalf of the French National Reference
Center for Toxoplasmosis Network. Evolution of Toxoplasma-PCR methods and practices: a
French national survey and proposal for technical guidelines International Journal for Para-
sitology. 2018; 48:701-707.

Fuentes |, Rodriguez M, Domingo CJ, del Castillo F, Juncosa T, Alvar J. Urine sample used for
congenital toxoplasmosis diagnosis by PCR. J Clin Microbiol. 1996; 34:2368-71.

Ammar NA, Yera H, Bigot J, Botterel F, Hennequin C, Guitard J. Multicentric Evaluation of the
Bio-Evolution Toxoplasma gondii Assay for the Detection of Toxoplasma DNA in Immuno-
compromised Patients. Journal of Clinical Microbiology 2020;58 e01231-19.

Thalib L, Gras L, Romand S, Prusa A, Bessieres MH, Petersen E, Gilbert RE. Prediction of
congenital toxoplasmosis by polymerase chain reaction analysis of amniotic fluid. BJOG.
2005;112:567-74.

de Oliveira Azevedo CT, do Brasil PEAA, Guida L, Lopes Moreira ME. Performance of Poly-
merase Chain Reaction Analysis of the Amniotic Fluid of Pregnant Women for Diagnosis
of Congenital Toxoplasmosis: A Systematic Review and Meta-Analysis. PLoS ONE. 2016; 11:
e0149938.

Capitulo IX 92

Diagnéstico de referencia de la toxoplasmosis y nuevas técnicas diagnésticas



Toxoplasmosis congénita en Espaiia, presente y futuro

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Peyron F, L'Ollivier C, Mandelbrot L, Wallon M, Piarroux R, Kieffer F, Hadjadj E, Paris L, Gar-
cia-Meric P. Maternal and Congenital Toxoplasmosis: Diagnosis and Treatment Recommen-
dations of a French Multidisciplinary Working Group. Pathogens. 2019;8:24. doi: 10.3390/
pathogens8010024.

Romand S, Chosson M, Franck J, Wallon M, Kieffer F, Kaiser K, Dumon H, Peyron F, Thulliez P,
Picot S. Usefulness of quantitative polymerase chain reaction in amniotic fluid as early prog-
nostic marker of fetal infection with Toxoplasma gondii. Am J Obstet Gynecol. 2004;190:797-
802.

Yamamoto L, Targa LS, Sumita LM, Shimokawa PT, Rodrigues JC, Kanunfre KA, Okay TS. As-
sociation of Parasite Load Levels in Amniotic Fluid With Clinical Outcome in Congenital Toxo-
plasmosis. Obstet Gynecol. 2017;130:335-345.

Robert-Gangneux F, Dupretz P, Yvenou C, Quinio D, Poulain P, Guiguen C, Gangneux JP. Clini-
cal relevance of placenta examination for the diagnosis of congenital toxoplasmosis. Pediatr
Infect Dis J. 2010; 29:33-8.

Sterkers Y, Pratlong F, Albaba S, Loubersac J, Picot MC, Pretet V, Issert E, Boulot P, Bastien P.
Novel interpretation of molecular diagnosis of congenital toxoplasmosis according to gesta-
tional age at the time of maternal infection. J Clin Microbiol. 2012; 50:3944-51.

Filisetti D, Yera H, Villard O, Escande B, Wafo E, Houfflin-Debarge V, Delhaes L, Bastien P.
Contribution of neonatal amniotic fluid testing to diagnosis of congenital toxoplasmosis. J
Clin Microbiol. 2015; 53:1719-21.

Olariu TR, Remington JS, Montoya JG. Polymerase chain reaction in cerebrospinal fluid for
the diagnosis of congenital toxoplasmosis. Pediatr Infect Dis J. 2014; 33:566-70.

Pomares C, Estran R, Press CJ, Bera A, Ramirez R, Montoya JG, Robert Gangneux F. Is Real-Ti-
me PCR Targeting Rep 529 Suitable for Diagnosis of Toxoplasmosis in Patients Infected with
Non-Type Il Strains in North America? J Clin Microbiol. 2020; 58:e01223-19.

Guegan H, Stajner T, Bobic B, Press C, Olariu RT, Olson K, Srbljanovic J, Montoya JG, Djurko-
vi¢-Djakovi¢ O, Robert-Gangneux F. Maternal Anti-Toxoplasma Treatment during Pregnancy
Is Associated with Reduced Sensitivity of Diagnostic Tests for Congenital Infection in the
Neonate. J Clin Microbiol. 2021; 59:e01368-20.

Zhang H, Thekisoe OM, Aboge GO, Kyan H, Yamagishi J, Inoue N, Nishikawa Y, Zakimi S, Xuan
X. Toxoplasma gondii: sensitive and rapid detection of infection by loop-mediated isother-
mal amplification (LAMP) method. Exp Parasitol. 2009;122:47-50.

Zhuo X, Huang B, Luo J, Yu H, Yan B, Yang Y, Du A. Development and application of loop-me-
diated isothermal amplification assays based on ITS-1 for rapid detection of Toxoplasma
gondii in pork. Vet Parasitol. 2015; 208:246-9.

Hegazy MK, Awad Sl, Saleh NE, Hegazy MM. Loop mediated isothermal amplification (LAMP)
of Toxoplasma DNA from dried blood spots. Exp Parasitol. 2020;211:107869. doi: 10.1016/].
exppara.2020.107869.

Soltani Tehrani B, Mirzajani E, Fallahi S, Manouchehri Naeini K, Mahmoudi MR, Safari Ka-
vishahi M, Eskandari V, Zebardast N. Challenging TagMan probe-based real-time PCR and
loop-mediated isothermal amplification (LAMP): the two sensitive molecular techniques for
the detection of toxoplasmosis, a potentially dangerous opportunistic infection in immuno-
compromised patients. Arch Microbiol. 2020; 202:1881-1888.

Capitulo IX 93

Diagnéstico de referencia de la toxoplasmosis y nuevas técnicas diagnésticas



Toxoplasmosis congénita en Espaiia, presente y futuro

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Yucesan B, Guldemir D, Babur C, Kilic S, Cakmak A. Whole-genome sequencing of a Toxoplas-
ma gondii strain from a Turkish isolate using next-generation sequencing technology. Acta
Trop. 2021 Jun;218:105907. doi: 10.1016/j.actatropica.2021.105907.

Zhu 'Y, Zhao W, Yang X, Zhang Y, Lin X, Weng X, Wang Y, Cheng C, Chi Y, Wei H, Peng Z, Hu
Z. Metagenomic next-generation sequencing for identification of central nervous system
pathogens in HIV-infected patients. Front Microbiol. 2022 15;13:1055996. doi: 10.3389/fmi-
€b.2022.1055996.

Vilares A, Borges V, Sampaio D, Ferreira |, Martins S, Vieira L, Gargaté MJ, Gomes JP. Towards
a rapid sequencing-based molecular surveillance and mosaicism investigation of Toxoplasma
gondii. Parasitol Res. 2020;119:587-599.

Calarco L, Barratt J, Ellis J. Detecting sequence variants in clinically important protozoan pa-
rasites. Int J Parasitol. 2020; 50:1-18.

Xia J, Venkat A, Bainbridge RE, Reese ML, Le Roch KG, Ay F, Boyle JP. Third-generation se-
guencing revises the molecular karyotype for Toxoplasma gondii and identifies emerging
copy number variants in sexual recombinants. Genome Res. 2021; 31:834-851.

Fuentes, |., Rubio, J.M., Ramirez, C., Alvar, J. Genotypic characterization of Toxoplasma gondii
strains associated with human toxoplasmosis in Spain: direct analysis from clinical samples.
J. Clin. Microbiol, 2001;39:1566-1570.

Sibley LD, Khan A, Ajioka JW, Rosenthal BM. Genetic diversity of Toxoplasma gondii in ani-
mals and humans. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2009; 364:2749-61.

Hosseini SA, Amouei A, Sharif M, Sarvi S, Galal L, Javidnia J, Pagheh AS, Gholami S, Mizani A,
Daryani A. Human toxoplasmosis: a systematic review for genetic diversity of Toxoplasma
gondii in clinical samples. Epidemiol Infect. 2018;147:e36. doi: 10.1017/S0950268818002947.
Su C, Shwab EK, Zhou P, Zhu XQ, Dubey JP. Moving towards an integrated approach to mole-
cular detection and identification of Toxoplasma gondii. Parasitology. 2010; 137:1-11.

Costa JM, Cabaret O, Moukoury S, Bretagne S. Genotyping of the protozoan pathogen To-
xoplasma gondii using high-resolution melting analysis of the repeated B1 gene. J] Microbiol
Methods. 2011;86:357-63.

Liu Q, Wang ZD, Huang SY, Zhu XQ. Diagnosis of toxoplasmosis and typing of Toxoplasma
gondii. Parasit Vectors. 2015;8:292. doi: 10.1186/s13071-015-0902-6.

Capitulo IX 94

Diagnéstico de referencia de la toxoplasmosis y nuevas técnicas diagnésticas



Toxoplasmosis congénita en Espafia, presente y futuro

Capitulo X
Inmunidad y vacunas frente a Toxoplasma gondii

Ana Montoya!, Maria Flores**y Jose Miguel Rubio**

'Departamento. de Sanidad Animal. Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid. Madrid.
2Fundacion Mundo Sano. Madrid

3Laboratorio de Referencia e Investigacion en Parasitologia, Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud
Carlos Ill. Majadahonda. Madrid.

4Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC)
Instituto de Salud Carlos Ill. Madrid.

Como se ha descrito anteriormente, Toxoplasma gondii es un pardsito capaz de infectar cual-
quier célula nucleada en cualquier animal de sangre caliente, incluido el ser humano. Cuenta con
unos organelos especializados: los micronemas, las roptrias y los granulos densos, que secretan
moléculas (proteinas MIC, ROP y GRA, respectivamente) que inducen numerosos cambios en
las células del hospedador. La interaccidon pardsito-hospedador difiere en cada hospedador, los
perfiles de proteinas que expresa tanto en el hospedador definitivo como en los hospedadores
intermedios son muy diferentes “*. Incluso, los taquizoitos (etapa asexual de division rapida en
los hospedadores intermedios), expresan una gama mucho mds amplia de proteinas que los
merozoitos (etapa asexual de division rapida que se encuentra solo en el hospedador definitivo),
que facilitan la invasion de la célula y modulan la respuesta del hospedador °.

Tras la invasion inicial de los tejidos del hospedador, el sistema inmunitario es estimulado
para responder a la infeccién por T. gondii y, en la mayoria de los casos, es capaz de contenerla.
Esta respuesta, generalmente, limita la fase aguda de la infeccidn y restringe la fase persistente.
En el afio 1940, se demostrd que los anticuerpos humorales eliminaban los taquizoitos extra-
celulares, pero no los intracelulares, sugiriendo que el control de los parasitos intracelulares
estaba mediado por la respuesta inmunitaria celular. El papel del sistema inmune celular en la
contencion de la infeccion quedd ampliamente demostrado en la reactivacién aguda asociada a
la inmunosupresion, en los pacientes inmunocomprometidos con SIDA, en los que tras descartar
una posible infeccidon reciente y confirmar la infeccion crénica, T. gondii fue el parasito respon-
sable de cuadros clinicos de encefalitis “.

Generalmente, después de la primoinfeccion por T. gondii, el hospedador queda protegido con-
tra la exposicion posterior al parasito, sugiriendo que la vacunacién es un enfoque factible para ayu-
dar a prevenir y controlar la enfermedad °. Sin embargo, su desarrollo depende de multiples facto-
res, entre ellos, un buen conocimiento tanto de la respuesta inmunintaria innata como la adquirida.

RESPUESTA INMUNITARIA INNATA 'Y ADQUIRIDA

Como la especie humana es un hospedador intermediario final (“sin salida”), la interaccion
entre hospedador y parasito difiere del modelo murino, por lo que la respuesta inmunitaria en el
hombre es diferente a la del modelo animal estudiado. Considerando lo descrito por diferentes
autores, Fish y col. ¢, resumen que en el murino el contacto inicial de T. gondii desencadena la
produccién de interleuquina (IL)-12 por parte de los neutrdfilos, las células dendriticas y los mo-
nocitos. Sin embargo, en los seres humanos, los macréfagos que llegan a fagocitar a T. gondii, no
producen IL-12. En el modelo murino la deteccion intracelular esta mediado por los receptores
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tipo Toll (TLR) 11 y 12, en los seres humanos no tienen equivalentes funcionales. Los monoci-
tos detectan la infeccién a través de la Alarmina S100A11 secretada por las células infectadas,
dando como resultado la produccion de la quimiocina ligando 2 (CCL2). A este proceso, se suma
que, en el citoplasma del monocito, T. gondii es reconocido, en parte, por el dominio pirina de
la familia NLR1 y el inflamasoma NLPR3, ocasionando la muerte celular y la secrecion de la IL-1P.
Los neutrofilos y los macréfagos no detectan la infeccidn por T. gondii de igual manera, no hacen
piroptosis, ni secretan IL-1B.

Tanto los estudios en modelo murino como los estudios in vitro-humanos apoyan que la pro-
duccion de citoquinas en el tejido inflamado desencadena que las células Ty las células natural
killer (NK) produzcan interferén gamma (INFy), conduciendo la interaccion hacia la respuesta
inmune adaptativa protectora tipo Thl.

Inicialmente, la produccién de INFy da como resultado la clasica respuesta antimicrobiana,
es decir, la expresion de sintasa inducible por éxido nitrico (iNOS), la produccién de éxido nitrico
(NO) y especies reactivas de oxigeno (ROS), y la restriccidn de triptéfano intracelular, todo ello
inhibe la multiplicacion de T. gondii en el hospedador. Si bien, el IFNy es la principal citoquina que
controla la infeccidn por T. gondii, también intervienen otras citoquinas y depende en gran me-
dida del tipo de célula "y la cepa infectante de T. gondii . Por ejemplo, en las células microgliales
cerebrales el control de la multiplicacién de T. gondii esta mediado también por la produccion
del factor de necrosis tumoral a (TNFa) e IL-6. En pacientes con deficiencia del receptor 1 de
IFNy, TNFa es la citoquina que media la eliminacion de T. gondii compensando parcialmente la
falta de respuesta a IFNy. También, se ha descrito que en los macréfagos humanos el control de
T. gondii independiente de IFNy ocurre a través de la autofagia inducida por el cluster de diferen-
ciacion (CD) 40 de las vacuolas parasitéforas °, con la advertencia de que T. gondii activa el re-
ceptor del factor de crecimiento epidérmico para combatir su propio aclaramiento autofagico *°.

Recientemente se demostrd que el control de la infeccion por T. gondii mediado por IFNy
depende de su concentracion y el tipo de célula, mientras en las células epiteliales cualquier
concentracién tiene un fuerte efecto parasiticida, en los macréfagos, fibroblastos y células en-
doteliales la respuesta es dosis-dependiente °.

Una vez que T. gondii ha sido fagocitado y circunscrito en el interior de la vacuola parasi-
toéfora, el IFNy y otras citoquinas promueven diferentes mecanismos intracelulares. Primero se
marca la vacuola con ubiquitina, después de la ubiquitinacidn, las células epiteliales controlan
los pardsitos a través de una autofagia no candnica, que involucra el reclutamiento de diferen-
tes proteinas adaptadoras de autofagia (p62, NDP52, Lc3) pero que no logran la maduracién a
autofago-lisosomas *'. Las células endoteliales siguen este camino hasta el reclutamiento de
proteinas adaptadoras, pero luego se desvian de él, ya sea trasladando la vacuola marcada ha-
cia la via endo-lisosomal o acidificandola **. Ambos tipos de células mantienen la integridad de
la vacuola y restringen a T. gondii en su interior. Por el contrario, los macréfagos son capaces
de disrumpir las vacuolas y esto induce una via de apoptosis atipica que se basa en la detec-
cién de ADN de T. gondiiy una proteina de sefializacién **'°, en otras células T. gondii es capaz
de bloquear esta via de apoptosis **. El fenotipo de muerte celular depende de las proteinas
de union a guanilato (GBP) inducidas por IFNy, de las cuales GBP1 se transloca a las vacuolas
y libera ligandos moleculares derivados de T. gondii (patrones moleculares de reconocimien-
to de patdgenos) para su deteccién por los receptores celulares de reconocimiento de estos
patrones **. Lo mismo se observa en las células madre mesenquimales ** pero no en células
epiteliales . A diferencia de la apoptosis de los macrofagos, los fibroblastos cebados con
IFNy mueren a través de una forma no caracterizada de muerte celular *’. Ademas de la GBP1,
que restringe el crecimiento de T. gondii de forma remota desde la vacuola parasitéfora, se
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han descrito otros mecanismos intrinsecos de la célula que actdan sobre T. gondii a distancia
como la indoleamina-2,3-dioxigenasa 1 (IDO) inducida por IFNy puede agotar el triptéfano de
las células, ralentizando el crecimiento de T. gondii **. Este mecanismo puede ser contrarres-
tado por una proteina inhibidora TgIST *°. Por lo general, este factor de virulencia de T. gondii
es capaz de detener muchas respuestas mediadas por IFNy, ya que bloquea la transcripcién
de genes inducidos por IFNy ?°. A diferencia de lo que ocurre en las células de ratén, el éxido
nitrico no parece ser relevante en la restriccion de T. gondii en las células endoteliales de la
vena del cordén umbilical *'. La proteccion a largo plazo contra T. gondii requiere la activacién
de las células T CD4+ y CD8+, estas células junto a las células NK, producen un importante ni-
vel de IFNy que finalmente promueve la respuesta humoral que ayuda a controlar la infeccidon
por T. gondii **. Algunos parasitos pueden escapar a las pocas horas de entrar en las células
(5-10%), esto se ha observado en fibroblastos humanos y células endoteliales . Los parasitos
gue escapan de esta presion inmune se diseminan, se diferencian en bradizoitos y forman
quistes en los tejidos °

Figura 1. Esquema de la respuesta inmune humana innata y adaptativa. Fuente: Adaptado de Fish y col. 2019°

Quiste tisular /2

/ Ooquiste
(Bradizoitos)

’)) (Esporozoitos)

Células de la mucosa gastrointestinal
Mediadores celulares

{
N
Neutréfilo Monocnto o1
éSensor?
‘ \ IL- 1[3
CCL2
IL-12 112
élula T
4+
CD it eUb ©GBP1 ep62

®NDP52 ®LC3 ®LAMP1

Acidificacion

Restriccion de T. gondii Muerte celular
Autofagia - Restriccién /eliminacién

de la multiplicacién

4

Célula B@ P

VACUNAS

La vacunacion se ha utilizado ampliamente para controlar enfermedades infecciosas desde
la viruela al sarampién pasando por la polio, siendo considerada como el método mas rentable
de prevencion de enfermedades y con una enorme influencia a nivel socioeconémico *?, pero
pocas se han desarrollado con éxito frente a eucariotas. En el caso de T. gondii, el desafio de
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desarrollar una vacuna para controlar la toxoplasmosis implica considerar: (i) en qué etapa del
ciclo de vida del parasito y, por lo tanto, frente a qué hospedador actuar; (ii) qué antigenos se-
leccionar como diana; vy (iii) cdbmo inocular la vacuna.

Asimismo, los programas de vacunacion deberian: i) prevenir la enfermedad congénita en
las mujeres gestantes y en los animales mas vulnerables, como las ovejas y las cabras, impidien-
do la toxoplasmosis congénita; ii) prevenir/reducir los quistes tisulares de T. gondii en los anima-
les de abasto; v iii) prevenir/reducir la eliminacién de los ooquistes en los gatos. Queda patente
que los resultados de los enfoques de vacunacion son diferentes e implican la proteccion contra
la enfermedad congénita, la produccidon de carne segura para el consumo humano y la reduccion
de la contaminacién ambiental con ooquistes 2.

Una vacuna de uso directo en humanos deberia, idealmente, proteger contra la fase aguda 'y
cronica de la infeccién, necesitando prevenir las graves consecuencias de la toxoplasmosis ocu-
lar, la toxoplasmosis congénita causada por una infeccion primaria en mujeres embarazadas y la
mortalidad causada por la reactivaciéon. de parasitos latentes en individuos inmunodeprimidos
225 "aunque es dificil que una sola vacuna pueda cubrir todo este gran espectro.

Practicamente todas las personas corren el riesgo de contraer la infeccion por Toxoplasma
en alglin momento de su vida. Una vacuna contra T. gondii deberia dirigirse a las nifias antes
de que alcancen la edad fértil e inducir una respuesta inmunitaria protectora capaz de pre-
venir la transmisién vertical del parasito de la madre al feto. Tal vacuna reduciria la incidencia
mundial de toxoplasmosis congénita, que se estima en 1,5 casos por cada 1000 nacidos vivos
(~190 000 casos nuevos cada afio) *?’. Pero ,igualmente, seria deseable una vacuna que evite
la enfermedad grave causada por una infeccion aguda en individuos inmunocomprometidos,
asi como la reactivaciéon potencialmente mortal de bradizoitos latentes presentes en quistes
tisulares de individuos que adquirieron toxoplasmosis cuando estaban sanos pero que se in-
munocomprometieron después %%,

No hay datos sobre estudios de vacunas contra T. gondii en humanos. Sin embargo, existe una
larga lista de vacunas experimentales que se han probado recientemente en modelos animales,
como ovejas, cerdos y pollos **2*, pero debido al elevado coste y la falta de instalaciones apropiada
el uso de estos modelos animales esta muy limitado, usandose mas los modelos murinos, en parti-
cular las cepas de ratones consanguineas BALB/c y C57BL/6 v la cepa de ratones no consanguinea,
Kunming *. El uso de ratones para modelar una infeccién por Toxoplasma humano se basa princi-
palmente en la filogenia comdn de mamiferos entre las dos especies. Sin embargo, tanto los huma-
nos como los ratones son hospedadores en una etapa terminal que no se requieren para mantener
el ciclo de vida del parasito, por lo tanto, el estudio de la infeccidn por T. gondii en un modelo de
ratén podria reflejar solo una interaccion fisiolégica hospedador-parasito como en la naturaleza *°.

Los antecedentes genéticos de los modelos animales podrian conducir a un sesgo en tér-
minos de eficacia de la vacuna. Diferentes estudios sugieren que la variacion en la eficacia de la
vacuna contra T. gondii se ve afectada por los antecedentes genéticos de los ratones 32°42°,

Como es el caso de cualquier hospedador intermedio, los ratones pueden infectarse me-
diante la administracion oral de ooquistes o quistes que contienen bradizoitos, imitando las ru-
tas naturales de infeccion, o por inyeccion artificial de taquizoitos. Los modelos experimentales
establecidos en ratones incluyen la infeccion aguda vy letal por T. gondii, la formacién de quistes
tisulares en los musculos y el cerebro, y la toxoplasmosis congénita .

Diferentes tipos de vacunas contra T. gondii, han sido desarrolladas, cada una con sus ven-
tajas e inconvenientes.
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Vacunas vivas atenuadas

Las vacunas vivas atenuadas han sido las mas estudiadas en el contexto de la transmisién
congénita. Estas vacunas consisten en pardsitos con virulencia reducida que son capaces de
inducir una respuesta inmunitaria **. Alternativamente, también se pueden usar cepas virulen-
tas atenuadas, aunque, en este caso, la atenuacion debe ser completa para garantizar que la
vacuna no cause la enfermedad *’. Estas vacunas presentan varias ventajas, como el uso de pa-
rasitos completos, lo que significa que multiples antigenos estan disponibles simultdneamente.
Las vacunas vivas tampoco suelen requerir inmunizaciones repetidas ni el uso de adyuvantes
y, en comparacién con otros candidatos vacunales, las vacunas vivas atenuadas otorgaron una
proteccion casi completa contra multiples cepas de T. gondii. Sin embargo, la preocupacién en
su uso ante la posibilidad de reversidon del parasito a un estado virulento que cause la infeccion
sirve como barrera para ensayos clinicos en humanos *.

Hasta la fecha, solo hay una vacuna comercialmente disponible, la vacuna viva de la cepa
S48 denominada comercialmente Toxovax ™ (MSD) que estd autorizada para la inmunizacion ac-
tiva de ovejas no gestantes de al menos 4 meses de edad con el objetivo de reducir el abortoy la
mortalidad perinatal de los corderos causada por 7. gondii>; sin embargo, solo esta disponible en
algunos paises europeos (Reino Unido, Irlanda, Francia y Espafia) y Nueva Zelanda. Se sabe que
las ovejas desarrollan una buena inmunidad protectora tras una infeccidén primaria que evitara
la transmision transplacentaria en reinfecciones posteriores *°. En una investigacion realizada en
Nueva Zelanda se descubrid que la cepa S48 de T. gondii, que se habia aislado originalmente del
aborto de un cordero abortado, habia cambiado significativamente como resultado de los pases
sucesivos que se realizaron en el modelo murino, perdiendo la capacidad de producir quistes
con bradizoitos en tejidos “°. La cepa S48 ha perdido la capacidad de formar quistes tisulares
por lo que los taquizoitos inducen inmunidad activa frente a la infeccién de campo con T. gondii,
pero no pueden causar enfermedad, ni persistir en el animal *°. La cepa, inicialmente, se probd
en Nueva Zelanda como vacuna para conocer si era capaz de inducir proteccién inmunoldgica
en las ovejas contra la toxoplasmosis congénita vy, resultd ser muy eficaz *°*’. La vacuna S48 es
muy eficaz porque es una vacuna viva y porque invade las células del hospedador, se multiplica
de forma limitada y los antigenos de T. gondii se presentan al sistema inmunitario del hospedador
adecuadamente para permitir la induccién de una respuesta inmunitaria protectora . El principal
inconveniente de esta vacuna es que estd viva, lo que puede conllevar problemas de seguridad
por lo que no debe aplicarse en ovejas gestantes (no se debe vacunar a los animales durante las
3 semanas anteriores a la cubricion) y tampoco se recomienda que la suministre personas emba-
razadas o inmunodeprimidas por si hubiera una inoculacién accidental durante su manipulacion.
Esta vacuna tiene una vida Util corta, de unas pocas semanas, por lo que es muy importante que se
administre dentro del tiempo especificado ya que no sera eficaz si los taquizoitos ya no son viables,
lo que puede dar lugar a problemas de produccion y distribucién °. Esta vacuna no estd autorizada
para humanos debido a la posibilidad de reversion del pardsito a su forma virulenta “*. Ademas,
tiene una vida Util corta y no conduce a la eliminacién completa del parasito *“.

Otra vacuna viva que se ha estudiado es la producida con la cepa RH de T. gondii, que carece
de los genes mic 1y mic 3, para inducir una inmunidad en ovejas *°. La supresion de los genes mic
1y 3 en la cepa RH reduce la virulencia de RH en ratones; y, aunque la vacunacion en ovejas fue
eficaz para evitar abortos se detectd la presencia de quistes en tejidos de las ovejas vacunadas *°.

En gatos, se ha evaluado la vacuna T-263 que previene la excrecidon de ooquistes al exterior
4546 La administracion oral de los bradizoitos de la cepa T-263 causa una infeccién intestinal en
el gato, pero no produce la excrecidon de ooquistes; sin embargo, se desconoce el mecanismo de
prevencion de la excrecion de ooquistes por la cepa T-263. Esta vacuna solo puede administrarse
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a gatos sanos, por lo que no se recomienda en hembras gestantes o en gatos inmunocompro-
metidos *. Ademas, uno de los inconvenientes de la vacuna es el tiempo de conservacion ya que
debe mantenerse en congelacidn (en nitréogeno liquido) porque los bradizoitos no sobreviven
mucho tiempo a temperatura ambiente. Por otra parte, la vacunacion de los felinos salvajes y los
gatos vagabundos resulta compleja, especialmente en areas rurales *®. La produccién comercial
de esta vacuna se interrumpio debido a la necesidad de mantenerla en congelacién, su corta
vida util, su alto coste y la falta de interés por parte de los propietarios de gatos.

En los Ultimos afios, se han realizado ensayos vacunales con ingenieria genética. La técnica
de CRISPR/Cas9 se ha utilizado para crear HAP2KO, una vacuna de T. gondii viva atenuada y
modificada genéticamente, con fecundidad reducida que genera ooquistes no viables. La inocu-
lacién oral de gatos con HAP2KO condujo a la excrecidon de ooquistes anormales que no esporu-
laron *°. En otro estudio, la ablacién de los genes AAH dio lugar a una reduccién de la infeccion
en los gatos, eliminado menos ooquistes y con una menor tasa de esporulacion *°.

Sin embargo, hasta ahora la infeccidon con vacunas muertas de T. gondii no han tenido éxito
a la hora de prevenir la excrecién de ooquistes **. Una vacuna muerta seria muy deseable, pero
por lo general estas son menos eficaces, como han demostrado estudios previos 2.

Vacunas de proteinas y subunidades recombinantes

Las vacunas proteicas incorporan un antigeno altamente purificado como componente de la
vacuna. Debido a esto, las vacunas de proteinas y subunidades son extremadamente seguras y las
posibilidades de que se produzcan efectos secundarios en los receptores son bajas. Sin embargo,
al igual que con las vacunas de ADN, su inmunogenicidad es débil en comparacidon con las vacunas
vivas atenuadas y para que se utilice esta plataforma, se debe identificar un antigeno especifico
involucrado en la patogénesis de la enfermedad °?. Entre los mas utilizados esta el antigeno de su-
perficie 1 (SAG-1) de T. gondii >* pero los resultados de diferentes ensayos, aunque prometedores,
muestran diferencias en la proteccién dependiendo de la cepa de raton utilizada 23>,

Vacunas de ADN

Las vacunas de ADN son quizas las vacunas mas eficientes reportadas hasta la fecha por lo
gue se encuentran entre las mas prometedoras en la investigacion de T. gondii. Estas vacunas
tienen numerosas ventajas que contindan impulsando su investigacion como la facilidad de
desarrollo, la produccidn de bajo coste, facilidad de produccién, el almacenamiento estable,
las simples condiciones de envio y la de inducir una respuesta inmunitaria tanto humoral
como celular *%,

Se han producido y probado experimentalmente mas de 50 variantes de vacunas que han
mostrado resultados contradictorios en su capacidad protectora utilizando modelos de infeccién
exogena *°/°°, Estas observaciones llevaron a la conclusion de que diferentes mecanismos inmu-
nitarios podrian mediar en la proteccidon en la infeccion adquirida por adultos y la transmision con-
génita de parasitos *°. Ademas, diferentes estudios probaron que el uso de vacunas multiantigeno
de plasmido de ADN eran mucho mas eficaces que aquellas que usaban un solo antigeno *°.

Vacunas de ARN

También se han explorado vacunas basadas en ARN, aunque estas requieren un sistema de
administracion eficiente para evitar la degradacion del ARN. Estas vacunas, como se ha demos-
trado con la pandemia de la COVID-19, requieren de un tiempo de produccién relativamente
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corto presentando ventajas similares a las de ADN en cuanto a coste *. Los estudios realizados
con este tipo de vacunas, que por otro lado dependen mucho del sistema de administracién; na-
noparticulas de dendrimero modificado (MDNP), nanoparticulas lipidicas, etc., han demostrado
el elevado potencial de desarrollar vacunas de ARN eficientes contra T. gondlii "%,

Factores externos que afectan a la eficacia de las vacunas.

Hay numerosos factores externos que afectan a la eficacia de las vacunas, el primero de
ellos es el método de administracion de la vacuna y las rutas de vacunacion. Numerosos estu-
dios demuestran que la eficacia de las vacunas de ADN se modifica dependiendo de la adminis-
tracion. Por ejemplo, se usé para inmunizar a un ratéon una vacuna de acido nucleico libre que
expresa el nucledsido trifosfato hidrolasa Il (NTPasa Il) de T. gondii que produce una respuesta
inmune predominantemente Th1 que protegid parcialmente contra las cepas RH DKu80 y PRU *°.
Cuando se encapsulé en nanoparticulas lipidicas, la eficacia de la vacuna NTPase |l mejord enor-
memente contra las cepas RH y PRU. En particular, el 20% de los ratones inmunizados con vacu-
nas encapsuladas en nanoparticulas sobrevivieron después del desafio con la cepa RH, mientras
que todos los ratones inmunizados con una vacuna NTPase Il no encapsulada perecieron 15 dias
después de la infeccién &.

Se estdn utilizando diferentes métodos de administracién de los antigenos, proteinas re-
combinantes, o moléculas de acidos nucleicos para el ensayo de vacunas frente a T. gondii en los
experimentos con ratones entre los que cabe destacar:

Exosomas

Los exosomas son vesiculas de tamafio nanométrico liberadas por la mayoria de las células
eucariotas **. Estas vesiculas pueden contener una amplia variedad de moléculas, como protei-
nas, lipidos y acidos nucleicos, capaces de activar respuestas celulares y humorales que alteran
el resultado de las infecciones parasitarias .

Nanoparticulas

Las nanoparticulas autoensamblables han surgido recientemente como sistemas de admi-
nistracion de antigenos para el disefio de vacunas frente a T. gondii ®'. Este sistema de admi-
nistracion de antigenos evita la degradacién del antigeno y aumenta la vida Util del torrente
sanguineo, la internalizacion y la presentacion por parte de las células presentadoras de antige-
nos, como las CD **. Ademas, permiten la administracion via intranasal, lo que ha demostrado
mejorar la respuesta inmune en algunos casos .

Particulas similares a virus (VLP)

Las particulas similares a virus (VLP) se parecen a los virus en su estructura y organizacion,
pero al estar desprovistas de material genético virico, no son de naturaleza infecciosa. Las tecno-
logias basadas en estas particulas han permitido desarrollar un buen nimero de las vacunas pro-
fildcticas disponibles en el mercado . Las vacunas VLP son de gran interés y su mayor desarrollo
esta razonablemente justificado: i) como las VLP carecen por completo del material genético,
necesario para la replicacién, son extremadamente seguras; ii) debido a su tamafio, que permite
el trafico rapido de VLP en los ganglios linfaticos, es factible una rapida induccion de la respuesta
inmunitaria; iii) la presentacion repetitiva del antigeno en la superficie de la particula promueve
una potente induccién de la respuesta inmunitaria .
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Otros factores que pueden mejorar la eficacia de las vacunas, en general, son el uso de ad-
yuvantes que mejoran la respuesta inmunitaria protectora inducida por la vacuna y el régimen
de vacunacion ya que se ha demostrado que diferentes regimenes de inmunizacion son un
meétodo efectivo para inducir proteccion en modelos animales.

CONCLUSIONES

En conclusion, el progreso en el desarrollo de vacunas contra la toxoplasmosis ha sido con-
tinuo durante décadas, pero aun falta una vacuna eficaz para uso clinico. Si bien se han utilizado
varias estrategias para el desarrollo de vacunas, existen variaciones en la eficacia de las vacunas
en multiples plataformas de vacunas. El consenso parece ser que las vacunas multiantigenas
tienden a ser mas eficaces que las vacunas que expresan un solo antigeno, independientemente
de la vacuna utilizada. Sobre la base de este fundamento, la seleccién cuidadosa de antigenos
altamente inmunogénicos y su combinacién para construir una vacuna multiantigena como las
VLP impulsaria el progreso actual en el disefio de vacunas contra T. gondii y beneficiaria tanto a
los humanos como a otros huéspedes intermedios. En resumen, con esfuerzos multidisciplina-
rios continuos y la aplicacion de diversas estrategias, el desarrollo de una vacuna exitosa contra
la toxoplasmosis puede ser factible a su debido tiempo ©“.
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Capitulo XI
El cribado de la toxoplasmosis congénita: Panorama internacional
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Un programa de cribado para una enfermedad es una estrategia de salud publica enfocada
en la identificacion de casos, con el fin de realizar una intervencion precoz y eficaz que permita
evitar la mortalidad o la aparicion de secuelas irreversibles. En el caso del programa de cribado
o tamizaje prenatal para la toxoplasmosis congénita el objetivo es identificar las infecciones pri-
marias en el embarazo de manera precoz y ofrecer terapia que evite la transmision materno-fe-
tal y las secuelas en el recién nacido >**. En estos programas se aplican pruebas seroldgicas en
las maternas con el fin de realizar un diagndstico precoz y un tratamiento oportuno®>®. El trata-
miento en la madre se administra una vez se confirme la presencia de una infeccién primaria y
en el nifio al nacer se busca la confirmacién de la infeccion vy, si esta existe, se le trata durante al
menos un aflo, buscando los mejores desenlaces posibles *#.

Principios del programa de control

Los principios en los cuales se deberia basar un programa de control de la toxoplasmosis en
el embarazo son los siguientes:

- La toxoplasmosis que se adquiere por primera vez en el embarazo es la que puede
llevar a producir toxoplasmosis congénita, por lo tanto el objetivo es identificar una
infeccién primaria, pues los reportes de casos luego de una reinfeccién son excepciona-
les®>91911 Esto tiene como consecuencia que en la consulta preconcepcional si una ma-
dre tiene anticuerpos para Toxoplasma no va a requerir pruebas durante la gestacion,
solo se hace seguimiento de aquellas que son seronegativas.

- El riesgo de transmision sin tratamiento en promedio es del 50%, el cual varia segln
la semana de gestacién en que se infectd la madre, con un riesgo mayor si es al final
de la gestacion®. La eficacia del tratamiento es mayor si se inicia dentro de las primeras
cuatro semanas luego de la infeccidén, por ello la recomendacidn es realizar la medicion
de anticuerpos anti-Toxoplasma mensual**? .

- En cuanto a la infeccién congénita se debe tener presente que:

- Una parte importante de los nifios (40% en Suramérica) con infeccidon congénita son
asintomaticos al nacimiento'?

- Las secuelas pueden tener aparicion tardia con picos de presentacién a los 4-6 afios
y en la pubertad.

La coriorretinitis lleva a ceguera funcional del ojo afectado en 60% de los casos’.

Alrededor del mundo los programas de control y cribado durante el embarazo se han im-
plementado en varios paises respondiendo a las condiciones epidemioldgicas de la enferme-
dad en cada regién geografica, a su impacto en la poblacion objeto y la costo-efectividad del
cribado. Entre los paises que no recomiendan el cribado universal se encuentran el Reino Uni-
do, Estados Unidos y Canada. En el Reino Unido el Instituto Nacional para la Salud y la Exce-
lencia en el Cuidado (NICE por sus siglas en inglés de National Institute for Clinical Excellence)
no lo recomienda por dafio potencial de tratamientos innecesarios, e impacto psicoldgico de
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las madres®®. El Colegio Americano de Ginecdlogos y Obstetras (ACOG, por sus siglas en inglés
de American College of Obstetricians and Gynecologists) en EE.UU no recomendé cribado
serolégico en embarazadas por la baja incidencia de la infeccion y el alto costo de la im-
plementacion del programa; en este pais solo se recomienda hacerlo en mujeres gestantes
inmunosuprimidas'’. La Sociedad de Ginecdlogos y Obstetras de Canada (en inglés Society
of Obstetricians and Gynaecologists of Canada) hizo recomendaciones en 2018 en contra de
cribar por la baja incidencia de la infeccién en su poblacion'® .

Por otra parte, desde 1970 Francia cuenta con un programa de prevencion nacional de la
toxoplasmosis congénita que se basa en el tamizaje seroldgico mensual de todas las madres
no inmunizadas y que busca detectar todos los casos de seroconversion'®. La red Toxosurv
encontrd que la incidencia de seroconversiéon durante el embarazo en 2010 fue de 2,1/1000
gestantes susceptibles (IC 95% 1,3-3,1) seguin la Encuesta Perinatal Nacional*®. Para el afo
2015 se presentaron 243 casos de los cuales se pudo determinar que 105 fueron diagnostica-
dos prenatalmente, 5 terminaron en interrupcién de la gestacion, hubo una muerte fetal, 17
neonatos tuvieron sintomas al nacimiento, de los cuales 4 presentaron sintomatologia seve-
ra’’. En Francia la incidencia y prevalencia de la infeccion por Toxoplasma ha disminuido nota-
blemente durante los Gltimos 30 afios?>?!. Esta disminucion puede explicarse por una menor
exposicion al parasito por cambios en los habitos alimentarios y por mejores practicas de hi-
giene en la produccién de carne”. A pesar de la disminucion de la incidencia de la enfermedad
en ese pais, en 2020 el panel de expertos del Colegio Francés de Ginecologia recomendd su
continuidad, al considerar que en los casos de toxoplasmosis congénita el pronto inicio del tra-
tamiento reduce la aparicion de signos y sintomas cerebrales, asi como lesiones en la retina®.
Ademds, se han llevado a cabo varias evaluaciones médico-econdmicas del programa francés
de deteccidn de toxoplasmosis, incluido un enfoque de rentabilidad individual con andlisis de
decisiones que concluyd sobre la rentabilidad de la deteccidn prenatal tal como se lleva a cabo
en Francia con vigilancia mensual de mujeres seronegativas, tratamiento prenatal en caso de
seroconversion e interrupcion del embarazo en formas graves®®. Aunque la mayoria de las so-
ciedades internacionales no recomiendan el cribado sistematico principalmente por motivos
econdmicos, si la toxoplasmosis congénita parece benigna en Francia hoy en dia, probable-
mente se deba al cribado y a la posibilidad de un tratamiento precoz de fetos y recién nacidos,
por ello el panel recomienda continuar por ahora el programa en Francia para la prevencion
de la toxoplasmosis congénita’ .

El programa nacional de Austria de tamizaje prenatal con base en el reporte en 1961 de
Thalhammer, muestra una tasa de 78 por 10.000 nacidos vivos, y se implementé en 1974 con
costos cubiertos por la seguridad social con recursos publicos y sin recargo para las familias®* El
analisis del registro del programa entre 1992 a 2008 encontrd reduccion significativa de casos,
pasando de una tasa de 78 por 10.000 nacidos a 1 por 10.000 nacidos vivos??.

En lo que respecta al continente africano, en Marruecos la aproximacién para la de-
teccion de toxoplasmosis durante la gestacién tiene cabida al inicio del embarazo, clasifi-
candose como seronegativas o seropositivas segun el reporte de la IgG anti-Toxoplasma
gondii pero sin un seguimiento posterior?*%, Igualmente, las herramientas de diagndstico
molecular no se han implementado en todos los laboratorios y la informacién sobre la pre-
valencia de la enfermedad y factores de riesgo contribuyentes es limitada?.

En Latinoamérica, se resalta el papel de las primeras guias formales con recomendaciones
GRADE, y evaluacidon socioecondmica, desarrolladas en el afio 2012 por el Ministerio de Salud
de Colombia en conjunto de expertos en ginecobstetricia y enfermedades infecciosas?>?®. Estas
recomendaciones basadas en la evidencia fueron publicadas en el 2013 e incluyeron una eva-
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luacién costo beneficio que indicd que las pruebas mensuales durante la gestacion y las pruebas
confirmatorias en el recién nacido, podian ser asumidas por la disponibilidad a pagar dentro
del sistema de seguridad social colombiano?”?¢. En 2021, un analisis de su impacto luego de
la implementacion, demostré que las guias han resultado en beneficios positivos al mejorar la
oportunidad y tratamiento de la toxoplasmosis gestacional, con reduccidon de casos severos y de
secuelas en los nifios®.

En Brasil, el decreto del Ministerio de Salud 1.369 del 6 de junio de 2022 establecié como obli-
gatoria y parte de las pruebas de tamizaje neonatal, la IgM anti -Toxoplasma en el recién nacido,
lo cual se constituye en un avance definitivo para el acceso a las pruebas y el cubrimiento de la
poblacion de recién nacidos en este pais con alta incidencia para esta infeccion congénita (http://
cosemspi.org.br/wp-content/uploads/2022/06/PORTARIA-GM_MS-No-1.369-DE-6-DE-JUNHO-
DE-2022-PORTARIA-GM_MS-No-1.369-DE-6-DE-JUNHO-DE-2022-DOU-Imprensa-Nacional.pdf)

Estrategias para desarrollar un programa de control

Existen diferentes estrategias para desarrollar un programa de control para la toxoplasmosis que
los paises e instituciones pueden implementar: solo estrategias de educacion (no tamizaje), el tami-
zaje prenatal o el tamizaje neonatal. La pregunta es: icomo se toma la decision? En el pasado era
una decision de politica de salud publica basado en datos epidemioldgicos y estudios clinicos, lo cual
resultd que varios paises en Europa decidieron implementar programas como Francia (prenatal), Di-
namarca (neonatal) o Austria (prenatal) mientras que el Reino Unido decidié no implementar’.

Hoy la decisidon se toma a través de la formulacién de guias de practica clinica basadas
en evidencia®®. Las primeras guias basadas en la evidencia para el cribado de la toxoplasmosis
gestacional fueron desarrolladas en Colombia®°. Colombia inicié en 2012 la implementacion de
las guias para prevencidén y manejo de la toxoplasmosis en el embarazo, con la participacién de
Asociacién Colombiana de Infectologia (ACIN) y la Federacion Colombiana de Sociedades de
Ginecologia y Obstetricia (FECOLSOG). Estas fueron las primeras guias en el mundo con me-
todologia formal y evaluaciones socioecondmicas®. Las guias se encuentran disponibles en el
sitio web: http://gpc.minsalud.gov.co. Las hojas de evidencia que detallan como las Instituciones
Prestadoras de Salud deben llevar cabo el tamizaje se encuentran disponibles en el sitio del Ins-
tituto de Evaluacién de nuevas tecnologias de la Salud (IETS): http://181.48.57.101/carpetas/For-
matos%20y%20Docs/5.GESTION%20ATENCION%20AMBULATORIOS/4.GUIAS/CONSULTA%20
EXTERNA/COMPLICACIONES%20DEL%20EMBARAZO/S4 Hojas_evidencia_Toxoplasmosis.pdf.

Las guias definieron recomendaciones sobre las pruebas que deben ser utilizadas para ase-
gurar un diagndstico oportuno ya que un inicio de tratamiento durante las primeras cuatro se-
manas luego de adquirir la infeccion es el que permite mayor eficacia de la espiramicina’. Si un
tratamiento se inicia luego de 4 semanas la espiramicina reduce la transmision en 52% mientras
que la reduccién baja a 36% si se empieza luego de este tiempo®. Esta es la razén principal para
recomendar la realizacién de pruebas de anticuerpos mensuales en los programas de control
durante el embarazo en Francia®* y en Colombia'’. La implementacién de un programa de con-
trol para toxoplasmosis en el embarazo es costo efectivo*? y reduce el nimero de nifios con
secuelas permanentes, como la hidrocefalia y retino coroiditis?®3%-3,

Una gestante deberia tener una prueba IgG e IgM para Toxoplasma en su primer control
prenatal, si se encuentra IgG e IgM positiva se hace una prueba de avidez si se encuentra
en las primeras 16 semanas, o una prueba de IgA si se capta posterior a este periodo’”. Las
gestantes seronegativas con IgG e IgM negativo en el primer control deben seguirse con
prueba de IgM mensualmente. Si un tratamiento se inicia luego de 4 semanas la espiramici-
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na reduce la transmision en 52% mientras que este beneficio se reduce si se empieza luego
de este tiempo'’. Recientemente nuestro grupo publicod el primer reporte de evaluaciéon
sobre la implementacién de las recomendaciones basadas en la evidencia en Colombia, la
cual demostré que su cumplimiento ha permitido mejorar la cobertura en el diagndstico y
reducir las formas severas de la infeccidn congénita al aumentar el nimero de madres que
tienen acceso al tratamiento precoz *. Al mismo tiempo se identificd la necesidad de reducir
el tiempo en el reporte de resultados para garantizar el inicio del tratamiento lo mas pronto
posible**. En América Latina sélo Colombia ha implementado de manera universal el cribado
durante el embarazo, en la actualidad se estan evaluando pruebas rapidas, basadas en inmu-
nocromatografia, en el punto de atencidn o Point of Care Test, que se espera permitan una
reduccion significativa en los costos de los programas de deteccién prenatal y un inicio precoz
del tratamiento prenatal para la mayoria de las gestantes, esto seria una verdadera revolucion
para mejorar la cobertura y la implementacién de programas, aln para paises con baja dis-
ponibilidad para pagar por caso detectado?”** . Por otra parte, es importante utilizar pruebas
confirmatorias como la prueba de western blot para el diagndstico en el recién nacido, lo cual
demostré ser costo efectivo?” .

Impacto de las guias colombianas

La toxoplasmosis congénita es una enfermedad infecciosa con un amplio espectro de mani-
festaciones clinicas, desde una enfermedad leve autolimitada hasta coriorretinitis y meningoen-
cefalitis, que representan secuelas devastadoras tales como hidrocefalia, epilepsia y perdida de
la vision'**°. La disminucion de la transmisidn vertical es un aspecto fundamental para la inter-
vencion, ya que con la identificacién y el tratamiento temprano de las mujeres gestantes con
primoinfeccidon se reducen las tasas de incidencia, la gravedad de la enfermedad, la morbilidad
y mortalidad en el feto* .

En un estudio reciente realizado en la red de salud publica de Armenia, Quindio (Colombia)
se compararon los cambios en el manejo médico, el diagndstico y la aparicién de secuelas de
toxoplasmosis congénita antes y después de la implementacion de las guias de practica clinica
en Colombia en el 2013*. Se encontrd que, luego de la implementacién de las guias nacionales
todas las madres presentaron un diagndstico seroldgico durante el embarazo, aumentando la
oportunidad diagnostica en aquellas que presentaron seroconversion en algin momento de la
gestacidn, igualmente se evidencio la instauracion oportuna de tratamiento y una reduccion
significativa de las formas graves especialmente secuelas neuroldgicas, principalmente en el
grupo de niflos con tratamiento prenatal, demostrando el impacto positivo de la implemen-
tacion®. Los resultados obtenidos sefialan la importancia y los beneficios en el diagndstico y
tratamiento de la toxoplasmosis congénita basados en recomendaciones estandarizadas con
calidad de evidencia®’.

Tratamiento prenatal: una necesidad para la disminucidon de las secuelas relacio-
nadas con toxoplasmosis congénita

El espectro sintomatico de la infeccidén por toxoplasmosis congénita es variable, sin
embargo, las secuelas neurolégicas (Figura 1) se convierten en una preocupacion constan-
te para el clinico, es por esto que el tratamiento prenatal se convierte en una estrategia
avalada por diferentes grupos de expertos® para evitar que la primoinfeccion durante el
embarazo lleve a dafios irreversibles. La frecuencia de presentacién varia indiscutible-
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mente segln la regidon lo cual esta ligado la presencia o no de cepas virulentas, asi por
ejemplo, en Francia mas del 80 % de la toxoplasmosis congénita humana es atribuible a
cepas de T. gondii de tipo Il, las cuales se caracterizan por un crecimiento mas lento y una
virulencia disminuida en modelos murinos®, por otro lado, cepas de mayor virulencia son
reportadas en Colombia y Brasil.

Figura 1. Dilatacion ventricular por toxoplasmosis congénita. Casos de una consulta de referencia de
toxoplasmosis en Armenia, Quindio, Colombia.

TC cerebral tomada en la primera semana de TC cerebral tomada en la primera semana
vida en un pretérmino de 35 semanas sin de vida en un recién nacido a termino con
tratamiento prenatal tratamiento prenatal

El impacto del tratamiento durante el embarazo evaluado en algunos estudios, como por
ejemplo en una cohorte de 99 nifios colombianos, encontrd que el 65,9% (31/47) presentaban
secuelas oculares, neuroldgicas o ambas, ademas de 4 casos de mortalidad en el primer afio de
seguimiento en el grupo de no tratados versus el 11,5% (6/52) en el grupo de nifios con trata-
miento prenatal y sin muertes durante el primer afio®.

Los regimenes utilizados para el tratamiento de la toxoplasmosis gestacional con el fin
de evitar la transmision vertical se basan en la utilizacién de espiramicina o pirimetami-
na sulfadiazina®’. La espiramicina se concentra en la placenta y disminuye parcialmente la
transmision maternofetal lo que resulta en un cambio de formas graves a formas mas leves
de la enfermedad®. Por otro lado, en un estudio multicéntrico aleatorizado que incluyé 36
centros médicos de Francia se compard la eficacia de pirimetamina sulfadiazina versus es-
piramicina para reducir la transmision placentaria®. La tasa de transmision fue de 18,5%
(12/65) en el grupo de pirimetamina sulfadiazina vs 30% (18/60) en el grupo de espiramici-
na, equivalente a un OR 0,53 (IC 95% 0.23-1.22) lo cual son hallazgos no estadisticamente
significativos debido a falta de poder estadistico, sin embargo, llama la atencién que en la
cohorte de pacientes tratadas con pirimetamina sulfadiazina no se encontraron alteracio-
nes en el ultrasonido cerebral*’. Lo anterior sugiere que puede existir un beneficio adicional
de la pirimetamina sulfadiazina particularmente si se inicia lo antes posible. A pesar de
los reportes, independientemente del medicamento iniciado en la gestacién, los datos son
tendientes a que el inicio temprano del tratamiento mejora los resultados, ya que uno de
los principales beneficios radica en que incluso cuando se produce la infeccién fetal, se ha
demostrado que los nifios tratados e infectados tienen una calidad de vida comparable a
aquellos no infectados®'.

Finalmente, es importante para los pediatras tener en cuenta que el tratamiento prenatal
puede impactar el resultado de las pruebas seroldgicas neonatales (Tabla 1).
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Tabla 1. Efecto del tratamiento prenatal sobre la positividad de las pruebas seroldgicas neonatales ajustado
para la edad gestacional de adquisicidon de la infeccidn prenatal

Efecto del tratamiento prenatal sobre la positividad de las pruebas serolégicas neonatales en muestras tomadas
durante el primer mes de vida de nifios con infeccion congénita confirmada

IgA anti Toxoplasma PCR secuencia B1 de

Tratamiento prenatal 1gM anti Toxoplasma gondii ondii Toxoplasma gondii en sangra
g neonatal
Si 7/30 (23%) 3/16 (18%) 2/5 (40%)
No 25/39 (64%) 16/25 (64%) 9/16 (56%)

El total de nifios que aparecen en los denominadores cambia para cada prueba pues no
todos tuvieron todas las pruebas.

!OR del efecto del tratamiento prenatal ajustado para edad gestacional de adquisicion: 0,14
(IC95% 0,02 - 0,6; p: 0,007)

20OR del efecto del tratamiento prenatal ajustado para edad gestacional de adquisicion: 0,06
(IC95% 0,004 - 1,0; p: 0,03)

30R del efecto del tratamiento prenatal ajustado para edad gestacional de adquisicion: 0,5
(IC95% 0,06 — 4; p: 0,4)

Evaluacion de las pruebas de punto de atencion o Point of Care Test (POC)

La captacién temprana de las pacientes con toxoplasmosis gestacional aplicando las pruebas
mensuales en las pacientes seronegativas, es el objetivo principal del tamizaje prenatal*. Sin em-
bargo, el costo de las pruebas de laboratorio puede ser alto, lo cual es la barrera principal en su
implementacion. Recientemente se han evaluado pruebas rapidas en el punto de atencién (POC)
basadas en inmunocromatografia lo cual permite la deteccion simultanea de inmunoglobulina IgG
e IgM especificas*. El casete de la prueba cuenta con dos bandas de nitrocelulosa, la primera im-
pregnada de antigenos de T. gondii y una segunda con gammaglobulinas de conejo que correspon-
de a la banda de control***. Cuando estan presentes en los sueros, las IgG y/o IgM especificas fijan
el antigeno de T. gondii acoplado con particulas rojas y migran hasta el segundo antigeno inmovi-
lizado en la nitrocelulosa produciendo una linea roja y la banda de control aparece como una linea
azul, el resultado se lee entre 20 a 30 minutos después®. En un estudio se analizaron un total de
cuatrocientas muestras de suero, donde se evidencié una sensibilidad del 97 % (IC del 95 %: 91-99
%) y la especificidad del 96 % (IC del 95 %: 92,5-97,5 %) lo cual permite definirla como una prueba
confiable para la deteccién temprana de la toxoplasmosis gestacional®.
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Capitulo XIlI
éCribado si o cribado no?
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En la actualidad el cribado mediante la realizacion de serologias para toxoplasmosis durante
el embarazo estd en debate en Espafia. A nivel mundial y, en concreto, a nivel europeo tampoco
existe consenso sobre la necesidad o no de realizar cribado. En nuestro continente, diversos pai-
ses siguen cribando la toxoplasmosis en el embarazo, ya sea mediante programas nacionales uni-
versales de cribado bien establecidos (Francia, Eslovenia, Austria, Eslovaquia, Bélgica, Portugal y
ltalia); o de manera temporal o irregular, como ocurre en Polonia, Republica Checa y Alemania.

En Espafia, existen posturas dispares de las diferentes sociedades cientificas en relacién al
cribado de la toxoplasmosis. Asi, la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO) no lo
recomienda de forma sistematica. Pero, por otro lado, la Asociacién Espafiola de Pediatria reco-
mienda el mantenimiento del cribado universal en gestantes®.

Finalmente, la decisién de realizar o no el cribado en nuestro pais resulta ser muy hetero-
génea, dependiendo de la zona geografica, de los propios profesionales, del hospital tratante y,
en algunas situaciones, de la solicitud por parte de los propios pacientes. En general, en nuestro
pais el cribado o no se realiza o se realiza de forma trimestral.

La Red Estatal de Investigacion en Toxoplasmosis Congénita (REIV-TOXO) realizé una en-
cuesta en abril y mayo de 2020 en las que se solicitd informacion en relacién a la realizacion de
cribado en los 122 hospitales integrantes de la red. Se confirmaron las diferencias regionales
expuestas, con comunidades autdonomas como la Comunidad de Madrid, Logrofio, Navarra,
Comunidad Valenciana y Baleares que realizan el cribado; mientras que otras como Cantabria,
Asturias, Pais Vasco y Murcia no lo realizan. En el resto de las comunidades existian centros
gue lo realizaban y otros que no.

Hay argumentos a favor y otros en contra del cribado vy, tras afios de discusién, todavia no hay
una recomendacion universal, probablemente por falta de estudios de buena calidad metodoldgica.

En el siguiente grafico se exponen los diferentes puntos de controversia que vamos a desa-
rrollar en nuestro capitulo (Figura 1):
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Figura 1. Puntos de controversia del cribado gestacional para T. gondii. Fuente: Elaboracidn propia
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En Espafia se recomienda informar a las gestantes no inmunes como prevenir la toxoplasmo-
sis durante las visitas de seguimiento del embarazo. Ante la imposibilidad de poder controlar la
cadena epidemioldgica de la enfermedad y en ausencia de vacuna eficaz, las medidas preventi-
vas higiénico-dietéticas podrian ser una buena medida para prevenir la infeccion. Incluso podria
llegarse a pensar que es una medida suficiente para evitar la infeccion. Es una medida sencilla,
barata y segura, que no entrafia riesgos para la madre ni para el feto. También posiblemente
disminuya la ansiedad materna.

Por desgracia el conocimiento en gestantes de la existencia de medidas preventivas para
evitar la toxoplasmosis es muy variable, como se ha puesto de manifiesto en encuestas realiza-
das en Francia y EEUU.

Diversos estudios han evaluado el impacto que puedan tener las estrategias preventivas
en evitar la toxoplasmosis gestacional®. Asi, un estudio realizado en Bélgica en 3 periodos entre
1979 y 2001 demostrd un descenso significativo de la seroconversion materna al implementar
medidas preventivas durante el embarazo®®. En concreto, las instrucciones y consejos preven-
tivos dados por el médico durante la visita redujeron la seroconversion un 63% (p=0,003); y las
mismas medidas afladidas a un recordatorio posterior por parte de la comadrona la redujeron
un 92% (p<0,0001). A pesar de ser un estudio prometedor, presentaba dos limitaciones impor-
tantes: primero, el grupo control era una cohorte histdrica; y por ultimo, al tener un periodo de
estudio tan amplio, probablemente haya variado la seroprevalencia y por tanto podria haber
afectado directamente a los resultados del estudio.
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El Unico estudio aleatorizado que existe hasta la actualidad es el realizado en Francia en
2006 por Wallon, que mostrdé que la educacion prenatal de las gestantes aumentaba signifi-
cativamente su conocimiento sobre la enfermedad, pero no modificaba su comportamiento y
tampoco la tasa de seroconversién a T. gondii® .

Por tanto, se puede concluir que las medidas preventivas son beneficiosas, pero como com-
plemento del cribado gestacional.

Diagnadstico seroldgico en la embarazada

La toxoplasmosis es una infeccion habitualmente asintomatica en la mujer embarazada in-
munocompetente, aunque puede manifestarse hasta un 30% de los casos en forma de sindrome
mononucledsico con malestar general, febricula y adenopatias generalizadas. Por ello, la mayoria
de las infecciones maternas se diagnostican a partir del cribado seroldgico gestacional, que incluye
la deteccidn sistematica de IgM e 1gG especificas frente a T. gondii. Es una prueba diagndstica segu-
ra, simple, barata y aceptable por pacientes y profesionales que la incluyen dentro de las analiticas
rutinarias del embarazo. En la actualidad las técnicas seroldgicas disponibles presentan, tanto para
la IgM como la IgG antitoxoplasma, una elevada sensibilidad y especificidad (Sensibilidad 1gG 97,1-
100%, Especificidad IgG 99,5-100%; Sensibilidad 1gM 65-97,9%, Especificidad IgM 92,6-100%)’.

La limitacién mas importante de las serologias en el embarazo es su interpretacién, que en
ocasiones puede resultar muy compleja. En efecto, no existe ningln marcador seroldgico Unico
capaz de diferenciar una infeccion aguda de una infeccion pasada. Incluso la combinacion de
las diferentes pruebas disponibles tampoco permite en ocasiones establecer con seguridad el
momento en el que se produjo la primoinfeccién materna, siendo necesario recurrir a métodos
invasivos. Por suerte, en contraposicién, hoy en dia existen guias nacionales e internacionales
que facilitan mucho la interpretacion de los resultados y asi poder abordar cada caso®.

El test de avidez de las IgG, prueba seroldgica que ha demostrado ser mas coste-efectiva como
técnica confirmatoria de la toxoplasmosis gestacional antes de las 16 semanas de gestacién, no
esta disponible en muchos de nuestros centros. Para remediarlo, se han establecido circuitos entre
laboratorios para enviar muestras y poder disponer de todo el arsenal de pruebas diagndsticas.

A pesar de que el cribado gestacional mal aplicado e interpretado pueda aumentar de forma
innecesaria la ansiedad y preocupacion materna, el escenario sin cribado, realizando el diagnds-
tico retrospectivo de la infeccion materna y de la TC puede resultar ain mas complejo, generan-
do aln mas ansiedad en los padres.

En definitiva, la mayoria de los profesionales y sus familias perciben el cribado de la toxo-
plasmosis como una ventana de oportunidad. Esta medida permite incidir en las medidas de pre-
vencioén primaria en las gestantes seronegativas y tranquilizar a las gestantes inmunes. El cribado
es la Unica manera de diagnosticar a todos los nifios con toxoplasmosis congénita (TC), ya que
la mayoria de los nifios infectados son asintomaticos al nacimiento y no presentan alteraciones
ecograficas prenatales, pero pueden desarrollar coriorretinitis durante toda su infancia y adoles-
cencia. La deteccidon de todos los nifios con TC permite su tratamiento precoz y el seguimiento
oftalmoldgico y neuroldgico hasta la edad adulta.

Riesgo-beneficio de la amniocentesis: PCR T. gondii en liquido amniodtico

Ante la sospecha o la evidencia de infeccion materna, se recomienda realizar el diagndstico
de infeccidn fetal mediante la amniocentesis y realizacion de PCR de T. gondii en liquido amnioti-
co. Este procedimiento no debe realizarse antes de las 18 semanas de gestacion ni dentro de las
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4 semanas posteriores a la primoinfeccion materna estimada, para reducir los falsos negativos
derivados del paso transplacentario retardado del pardsito®'®. Actualmente la sensibilidad y es-
pecificidad de la PCR en liquido amnidtico (LA) son de 92% y 100% respectivamente **.

Los resultados de la amniocentesis son relevantes porque condicionan el manejo terapéu-
tico posterior, tanto en la madre como en el recién nacido, y el seguimiento postnatal. No esta
indicada la interrupcién del embarazo basandose Unicamente de los resultados de la PCR en LA.

Su principal limitacidon son las potenciales complicaciones del procedimiento. El riesgo de
pérdida fetal y de parto prematuro son las principales. Estudios recientes los sitlan alrededor
del 0,1%, dependiendo de la experiencia del profesional que la realice’’. No existen datos de las
complicaciones derivadas de la amniocentesis en Espafia. Estos riesgos deben ser puestos en
conocimiento de la familia, y la toma de decisiones consensuada con la familia.

Por tanto, la PCR T. gondii en LA es una herramienta diagndstica importante dentro del algo-
ritmo diagndstico de la toxoplasmosis, confirma la infeccién fetal y presenta un buen rendimien-
to en la actualidad. A pesar de presentar un riesgo bajo de complicaciones, el profesional debe
informar a la familia y buscar alternativas en caso de negativa a la realizacion del procedimiento.

Tratamiento prenatal
e Seguridad

Los estudios que han evaluado la seguridad del tratamiento prenatal han concluido que
todos los tratamientos prenatales de primera linea establecidos, espiramicina (S) y piri-
metamina-sulfadiazina (PS) son seguros durante el embarazo; ademas de presentar una
pauta bien establecida y, en general, ser bien tolerados. Existen datos de farmacocinéti-
ca de estos tratamientos en recién nacidos y adultos. Son tratamientos flexibles: existe
la posibilidad de administrarlos en regimenes alternos o suspenderlos transitoriamente
ante la aparicion de efectos adversos®.

A nivel fetal, la combinacidn PS es teratogénica y debe evitarse antes de las 14 SG. Este
tratamiento no es causa de toxicidad hematoldgica fetal ni aumenta la incidencia de
ictericia neonatal. A nivel materno, PS puede causar fundamentalmente reacciones alér-
gicas, neutropenia y otras alteraciones hematoldgicas. A pesar de ello, su tolerancia es
generalmente buena. Cabe recordar que PS esta contraindicada en alergia a las sulfo-
namidas y en la deficiencia de glucosa -6- fosfato deshidrogenasa. Debe administrarse
siempre con acido folinico (no acido félico) para prevenir las complicaciones hematoldgi-
cas. En consecuencia, el tratamiento durante el embarazo obliga la realizacion de extrac-
ciones sanguineas seriadas durante todo el embarazo. La S es en general bien tolerada,
tanto por la madre como por el feto. Su principal efecto adverso son las manifestaciones
gastrointestinales, que por lo general, son de intensidad leve'**°.

Existen pocos estudios que evallen la eficacia y seguridad de tratamientos de segunda
linea como clindamicina, cotrimoxazol y azitromicina, incluso algunos de ellos apuntan
gue podrian ser menos efectivos.

e Prevencion de la transmision materno-fetal

Después del diagnodstico de la infeccion materna el objetivo del tratamiento profilac-
tico es evitar la transmision de la infeccion al feto y reducir las secuelas del recién
nacido infectado.

En la siguiente tabla se exponen los estudios mas relevantes que evaluaron la eficacia de
los tratamientos profildcticos en la prevencién de la transmisién materno-fetal (Tabla 1) *°.
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Tabla 1. Eficacia de los tratamientos profilacticos en la prevencion de la transmisiéon materno-fetal.

Desmonts, Couvreur. Retrospectivo n=542 S vs sin tto S > sin tto -Gestantes 1T
1974 Francia -No ajuste por EG
Peyron et al. 2000 Metandlisis (10) n=2219 S, P-Svssintto No hay suficiente evidencia -Estudios heterogéneos y baja
calidad metodoldgica
EMSCOT Retrospectivo, n=1208 S, P-Svssintto P-S=S - Tiempo entre el inicio de
Gilbert et al. 2003 multicéntrico Tto = sin tto tratamiento y la seroconversion
europeo P-S>S
SYROCOT, Retrospectivo, n=1438 SvsP-S P-S=S -No grupo control
Thiebaut et al. 2007 multicéntrico Menos transmision si precoz
europeo p=0,05
TOXOGEST Ensayo clinico n=143 Svs P-S P-S: 18,5% vs S: 30% p= 0,147 - No grupo control
Mandelbrot et al. 2018 aleatorizado -Potencia insuficiente
Menos transmision si precoz  -Dificultades reclutamiento y
Multicéntrico p=0,03 presupuesto

Francia

(S=Sulfadiazina; P-S=pirimetamina-sulfadiazina, Tto=tratamiento; T=trimestre;, EG=edad gestacional)

Fuente: Elaboracién propia

El primer estudio que puso de manifiesto el posible papel protector de la S en la preven-
cion de la transmision materno-fetal fue publicado por Desmonts y Couvreur (1974) *°.
Sin embargo, era un estudio retrospectivo, el tratamiento con S se prescribid con mayor
frecuencia en el primer trimestre (con menor riesgo de transmision materno-fetal) y no
se ajustaron los resultados por edad gestacional. Posteriormente una revision sistemati-
ca con metanalisis, que comprendia 10 estudios de los 30 afios anteriores, concluyé que
la calidad metodoldgica de los mismos era insuficiente para evaluar la efectividad del
tratamiento preventivo'.

En el afio 2003, la cohorte europea EMSCOT concluydé que no habia evidencia de la
efectividad de los tratamientos preventivos, aunque no demostré que fuera ineficaces'®.
Era un estudio retrospectivo, que presentaba limitaciones importantes. Se excluyeron
los casos severos de afectacién fetal, ademads de asumir erroneamente que el éxito
del tratamiento preventivo radica Unicamente en evitar la infeccidn, no en disminuir
la gravedad. Muchos nifios que sobrevivieron gracias a recibir tratamiento profilactico
presentaron infeccion asintomatica, y fueron catalogados dentro del grupo de “fracaso
del tratamiento preventivo”. También hay que considerar que el retraso de tratamiento
pudo afectar los resultados: 55 dias (RIQ 33-88) en el grupo que recibioé PS, y 29 dias (RIQ
17-46) en el grupo que recibid S.

El estudio SYROCOT publicado a posteriori, también retrospectivo y multicéntrico
europeo, tampoco observd que el tratamiento prenatal disminuyera el riesgo de
presentar sintomatologia en el recién nacido'. Por desgracia, este estudio también
presentd limitaciones importantes que condicionaron los resultados: se excluyeron
los casos severos de afectacién fetal; en el andlisis final no se incluyd grupo control
(gestantes sin tratamiento); y sélo se siguid a los recién nacidos un afio. Es impor-
tante destacar que este estudio aportd por primera vez el concepto “ventana de
oportunidad”, es decir, se observé que el tratamiento precoz, iniciado hasta 3 se-
manas después de la seroconversion materna, se acompafiaba de menor riesgo de
transmision materno-fetal.

Otros estudios publicados a partir del afio 2010 realizados en Austria, Alemania, Brasil e
Italia observaron que los diferentes regimenes de tratamiento (S, PS) disminuian la tasa

Capitulo XII | 123
»Cribado si o cribado no?



Toxoplasmosis congénita en Espaiia, presente y futuro

de transmision materno-fetal. Lamentablemente presentaban importantes limitaciones
(sesgo de seleccion, ausencia de ajuste por edad gestacional, etc.) 2922223,

Datos recientes de la cohorte de Lyon correspondientes a 2048 gestantes, observaron
un descenso en la transmision materno-fetal desde el afio 1992 a 2008, que atribuyeron
a la introduccién del cribado mensual e instauracion del tratamiento precoz en caso de
seroconversion materna®*.

Dada la falta de evidencia expuesta, en 2018 se publicd el primero y Unico ensayo clinico
aleatorio, TOXOGEST, realizado en Francia, que comparaba la eficacia de PS respecto S
en la prevenciéon de la transmision?>. La comparacién con placebo no fue considerada
aceptable en términos éticos dado los resultados observados en los ultimos 30 afios
derivados de estudios observacionales y de la practica clinica. TOXOGEST mostré una
mavyor eficacia de PS respecto S sin diferencias estadisticamente significativas debido a
la falta de potencia del estudio. También, al igual que el estudio SYROCOT observé que el
tratamiento precoz disminuia la transmision materno-fetal (“ventana de oportunidad”).
Por desgracia se tuvo que finalizar prematuramente el estudio por dificultades de reclu-
tamiento y presupuesto.

Debido a la heterogeneidad de todos los estudios realizados, no pueden realizarse me-
taanalisis de la eficacia del tratamiento prenatal en evitar la transmision materno-fetal. A
pesar de su finalizacion, TOXOGEST nos ensefid que el tratamiento prenatal con PS po-
dria ser superior a S, ademas de existir una ventana de oportunidad para el tratamiento
prenatal, siendo mas efectivo cuando se iniciaba mas precozmente.

e Impacto del tratamiento prenatal sobre la clinica del recién nacido

Al introducirse el tratamiento prenatal y la amniocentesis se observé en diferentes es-
tudios un descenso en la sintomatologia de los recién nacido. Otros factores, como las
interrupciones del embarazo podrian influir, pero a pesar de ello, sélo corresponden
a un porcentaje muy pequefio del total de seroconversiones maternas. También cabe
considerar que en las zonas del mundo donde no se realiza cribado todavia se observan
formas mas graves de enfermedad.

Desafortunadamente, toda la evidencia existente proviene de nuevo de estudios obser-
vacionales, no disefiados directamente para evaluar la eficacia del tratamiento, sin grupo
control y con seguimiento corto, por lo que presentan muchas limitaciones.

Asi, la cohorte de Lyon mostrd un descenso significativo de la TC sintomatica al naci-
miento coincidiendo con la introduccién de los tratamientos preventivos’. Un nuevo
analisis de la cohorte de EMSCQOT evidencié que el tratamiento prenatal disminuye el
riesgo de secuelas neuroldgicas severas al nacimiento’®. Otro trabajo realizado puso de
manifiesto que el tratamiento prenatal precoz antes de las 8 semanas desde la serocon-
versidon materna, disminuia la incidencia de lesiones retinianas del recién nacido antes
de los 2 afios de vida?'..

Por tanto, la evidencia disponible, derivada de mas de 30 estudios observacionales que
incluyen mas de 9000 gestantes y nifios, parece indicar que el tratamiento prenatal pue-
de disminuir la transmision materno-fetal y las secuelas en los nifios infectados. El tra-
tamiento prenatal debe tenerse en cuenta a la hora de toma de decisiones en el ambito
de la salud publica.
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Tratamiento postnatal

La evidencia del tratamiento del recién nacido afecto de TC confirmada también es limitada
procedente exclusivamente de estudios observacionales comparados con cohortes historicas.
Por razones éticas, no se dispone de ningln ensayo clinico controlado que determine los farma-
cos mas adecuados, eficacia y duracidén éptima del tratamiento.

Diversos estudios de cohortes histdricas sin tratamiento describen un riesgo de desarrollar
coriorretinitis durante el seguimiento entre el 72% y el 89%, en funcién del afio y localizacion
del estudio?®. En cambio, las series de recién nacidos que recibieron tratamiento durante un
afio muestran un riesgo de desarrollar coriorretinitis a largo plazo entre el 18% y 36%; es decir,
un riesgo significativamente menor con tratamiento?®**2°, El “National Collaborative Chicago
Congenital Toxoplasmosis Study (NCCCTS)”, base de datos prospectiva nacional americana de se-
guimiento a largo plazo de los casos de TC confirmada, mostrd mejores resultados en relacion a
las lesiones retinianas, coeficiente intelectual, déficits motores y afectacion del SNC en los nifios
que recibieron un afio de tratamiento con PS, respecto a cohortes histdricas de recién nacidos
no tratados o tratados sélo un mes con PS*. Por el contrario, todos estos estudios presentaban
muchas limitaciones y eran dificilmente comparables: se realizaron en décadas distintas; con
diferencias en los tamafios muestrales, en la gravedad de la sintomatologia al nacimiento y en el
tiempo de seguimiento; algunos estudios realizaron tratamiento prenatal y otros no; y se locali-
zaron en diferentes zonas geograficas.

A pesar de ello, existe consenso a nivel internacional en la eleccidon de PS como tratamiento
de primera linea, aunque con diferencias entre paises en la duracién del mismo. En Espafia esta
establecida una duracion del tratamiento de 12 meses'. Los estudios futuros deben centrarse
en intentar establecer la duracion dptima del tratamiento, y minimizar, si es posible, la toxicidad
farmacoldgica. El estudio TOSCANE, que compara el tratamiento de TC confirmada con PS, 3 me-
ses de tratamiento respecto 12 meses, estd en marcha en la actualidad y es posible que pueda
aportar informacion respecto a la duracién éptima del tratamiento.

Otro argumento importante a tener en cuenta es que el tratamiento con PS sdlo es activo
frente a las formas activas del pardsito o taquizoitos, y parece ser el tratamiento mas eficaz si la
infeccion es reciente y se instaura precozmente. Esto recalca la importancia del cribado ya que
sin él el diagndstico precoz y por tanto el tratamiento precoz de TC no seria posible.

En conclusion, el tratamiento del recién nacido parece mejorar el prondstico de las manifes-
taciones agudas de la enfermedad y de sus recurrencias.

Seroprevalencia de la enfermedad y coste-efectividad de los programas de cribado

La seroprevalencia en gestantes ha disminuido las Ultimas décadas en paises de nuestro
entorno gracias a las mejoras socioecondmicas e higiénico-dietéticas.

En Espafia, se desconoce la seroprevalencia actual de T. gondii en mujeres embarazadas.
Los escasos estudios existentes son anteriores al afio 2010, y la situaban entre el 11% y el 28%
segun la regidny el afio del estudio®?. Este porcentaje es mayor en gestante inmigrantes (>40%).
No existen datos en nuestro pais en relacion a la tasa de seroconversién, un marcador mas pre-
ciso de riesgo de presentar TC. En cuanto a la incidencia de TC en Espafia, a pesar de ser la TC
una enfermedad de declaracién obligatoria desde 2015, en la actualidad se encuentra infrano-
tificada en los registros propios de las comunidades auténomas, asi como de la Red Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica del Centro Nacional de Epidemiologia. En el afio 2013, la OMS estimd
la incidencia de TC alrededor 2/10.000 nacidos vivos, similar a la estimada en Francia.
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En Francia si existen datos de seroprevalencia gestacional con un descenso muy significativo
en los ultimos 50 afios. Concretamente en 2016, el 31,6 % de las gestantes eran inmunes a T.
gondii en la primera visita del embarazo. En el afio 2020, su tasa de seroconversién gestacional
registrada es de 2-2,5/1000 gestantes seronegativas; y la incidencia de TC también se situa al-
rededor a 2/10.000 nacidos vivos. Actualmente Francia, que presenta un programa de cribado
gestacional mensual, notifica unos 200 casos de TC cada afio®.

Por tanto, Espafia parece situarse dentro del grupo de paises con baja seroprevalencia de
T. gondii en los que la primoinfeccion suele presentarse en edades mas tardias (30-40 afios),
con un riesgo de primoinfeccion gestacional bajo, porque el pardsito circula poco a pesar de
tener mucha poblacion seronegativa en riesgo. Este descenso de la seroprevalencia podria sig-
nificar un incremento del nimero de test de diagndstico seroldgico a realizar para detectar una
seroconversién, con menor VPP y con mayor ansiedad en los padres mientras esperan la con-
firmacion diagnodstica. En definitiva, podria llegar a comprometer el coste de los programas de
cribado gestacional.

En relacion con el coste-efectividad de los programas de cribado serolégico de T. gondii
durante la gestacion, los primeros estudios se remontan a los afios entre 1984 y 1995. Estos
estudios evaluaron el coste-efectividad de 2-3 test seroldgicos durante la gestacion respecto al
escenario sin cribado, y concluyeron que era rentable en términos econémicos?*

Posteriormente, el analisis econdmico del programa de cribado gestacional austriaco cal-
culado a partir de su registro nacional de TC, de muy buena calidad metodoldgica, compard los
costes del programa bimensual de cribado respecto a la ausencia de cribado®*. Aunque algunos
costes fueron infra estimados, la mayoria de los costes médicos eran superiores a los costes
meédicos calculados en Francia. Sus resultados concluyeron que el cribado prenatal era rentable,
con un ahorro de 323 euros por nacimiento.

Otro estudio americano, que también presentd muy buena calidad metodolégica, compard
el cribado prenatal mensual francés con un escenario de no cribado, como se realiza en USA en
la actualidad. También concluyeron que el cribado gestacional era rentable, con un ahorro en
programa de cribado universal mensual de 620 ddélares americanos por nacimiento™.

Un estudio mas reciente francés analizé en términos econdmicos su programa de cribado,
basdandose en los datos de la cohorte nacional de Lyon®*. Evaluaron la aparicion de eventos
adversos y costes directos derivados, secundarios a un escenario de cribado prenatal y otro de
cribado neonatal, con una seroprevalencia de 36,7% y una tasa de seroconversion gestacional
de 0,2%. El ahorro del cribado prenatal respecto al neonatal fue de 78 euros por nacimiento;
con un coste por cada caso de TC de casi 15.000 euros el primer afio de vida y de 21.000 euros
después de 15 afios de seguimiento.

En definitiva, aunque la seroprevalencia de la toxoplasmosis gestacional ha disminuido, los
estudios de coste-efectividad del cribado gestacional en paises de nuestro entorno han sido
favorables. Urge disponer de datos propios de nuestro pais para poder establecer las mejores
intervenciones en salud publica para la prevencion y tratamiento precoz de la TC en Espafia.

Conclusiones

En la actualidad existen argumentos tanto a favor como en contra del cribado. Desgra-
ciadamente, no disponemos de suficientes datos sobre la toxoplasmosis en nuestro pais. En
el campo de la investigacién es necesaria la realizacion de estudios de seroprevalencia y se-
roconversion gestacional actuales en Espafia, asi como de estudios de coste-efectividad de
un posible programa de cribado en nuestro pais. También deberia evaluarse el impacto de
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la profilaxis primaria sobre la toxoplasmosis gestacional, monitorizar las complicaciones de la
amniocentesis, los abortos y las pérdidas fetales, y seria recomendable ampliar la Red Estatal
de Investigacion en Toxoplasmosis Congénita (REIV-TOXO) con una cohorte de gestantes para
evaluar el tratamiento prenatal.

Por otro lado, seria importante la creacion de un comité de expertos que incluya todos los
especialistas implicados en TC para actualizar el documento de consenso actual y revisarlo pe-
riodicamente segun las nuevas publicaciones.

A pesar de la controversia, el cribado continda siendo la Unica manera de diagnosticar a to-
dos los nifios con TC y darles la oportunidad de seguimiento y tratamiento precoz. Por todo ello,
los autores del presente capitulo recomendamos extender el programa de cribado serolégico
a nivel nacional, y poder contribuir en la respuesta a todas las incdgnitas actuales de la TC en
nuestro pais. Desde nuestro punto de vista, el debate deberia centrarse mas en la frecuencia y
técnica de cribado empleada que en la necesidad o no de cribado.

El objetivo final, tanto de detractores como de partidarios del cribado seroldgico gestacio-
nal, debe ser la promocion y defensa del bienestar de las gestantes y de sus hijos.
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134



Toxoplasmosis congénita en Espafia, presente y futuro

Proyecto REIV-TOXO: estudio de toxoplasmosis congénita
en Espana

Clara Carreras-Abad

Servicio de Pediatria

Hospital U. Germans Trias i Pujol
Badalona

Pediatra del drea de enfermedades infecciosas y salud internacional del Hospital Univer-
sitario Germans Trias i Pujol (Badalona). Profesora asociada de la Universidad Autonoma de
Barcelona y Academic Visitor en la St George’s University of London donde ha realizado tra-
bajos de investigacion relacionados con enfermedad invasiva por S. agalactiae. Miembro de
la red nacional de citomegalovirus congénito (REDICCMV) y co-coordinadora de la red estatal
de investigacién en toxoplasmosis congénita (REIV-TOXO) gracias a una beca del Hospital Uni-
versitario Vall d’Hebron.

El diagndstico convencional de la toxoplasmosis en la
embarazada y niino

José Alfredo Pérez Rivilla
Servicio de Microbiologia
Hospital U. 12 Octubre
Madrid

Licenciado en Medicina y Cirugia por la Universidad de Alcala de Henares en 1983. Forma-
cién posgraduada: M.I.R. de Microbiologia y Parasitologia (via M.I.R.) en el Hospital Universitario
12 de Octubre de Madrid (1986-1989). Actividad profesional actual: responsable del Laboratorio
de Serologia desde 2013 y del laboratorio de Micologia (2010-2013), en el servicio de Micro-
biologia del Hospital Universitario 12 de Octubre. Actividad profesional previa: facultativo es-
pecialista, responsable del Laboratorio de Serologia del Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario de Mdstoles (1989-20109). Experiencia docente e investigadora: colaborador en
los programas docentes de Formacién Sanitaria Especializada de residentes de la especialidad de
Microbiologia y Parasitologia en el Hospital de Mdstoles (tutor de residentes de la especialidad,
1999-2006) y desde 2010, en el Hospital Universitario 12 de Octubre. Colaborador en docencia
practica de estudiantes de la Facultad de Medicina de la UCM, siendo actualmente profesor aso-
ciado del Departamento de Medicina. Ha participado en proyectos de investigacion competitiva
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Epilogo

Este libro se ha centrado en el estudio de la Toxoplasmosis congénita con la perspectiva de
“Una sola salud”.

«Una sola salud» es un enfoque unificador integrado que procura equilibrar y optimizar de
manera sostenible la salud de las personas, los animales y los ecosistemas.

El enfoque reconoce que la salud de las personas, los animales domésticos y salvajes,
las plantas y el medio ambiente en general (incluidos los ecosistemas) estdn estrechamente
relacionados y son interdependientes.

Este enfoque interpela a multiples sectores, disciplinas y comunidades en diversos niveles
de la sociedad, con miras a trabajar conjuntamente para promover el bienestar y neutralizar
las amenazas para la salud y los ecosistemas y, al mismo tiempo, hacer frente a la colectiva
necesidad de agua potable, energia y aire, alimentos sanos y nutritivos; tomar medidas relativas
al cambio climdtico; y contribuir al desarrollo sostenible.

Declaracion conjunta de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la
Oficina Internacional de Epizootias (OIE), el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) y
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Estas organizaciones apoyaron la definicion operacional de «Una sola
salud» formulada por el Cuadro de Expertos de Alto Nivel para el Enfoque de «Una sola salud» (OHHLEP), cuyos
miembros representan una amplia gama de sectores cientificos y normativos de todo el mundo.

https://www.who.int/es/news/item/01-12-2021-tripartite-and-unep-support-ohhlep-s-definition-of-one-health
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