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Resumen:  

La toxoplasmosis, causada por Toxoplasma gondii (TG), es una de las zoonosis más comunes 

en el mundo. La infección aguda es asintomática, pero en personas inmunodeficientes o casos 

de infección congénita, puede ser mortal. Estos casos requieren un diagnóstico temprano y 

acertado de la fase aguda.  

Las pruebas serológicas identifican anticuerpos que reaccionan con antígenos de TG. 

Tradicionalmente, se utiliza el lisado de antígeno total de Toxoplasma (TLA). Sin embargo, 

este es ineficiente para indentificar fase aguda.  

Al utilizar antígenos recombinantes (AR) de TG se ha visto potencial para diferenciar fases 

pero con baja sensibilidad. Al combinar ARs individuales incrementa la sensibilidad, pero se 

pierde la capacidad de identificar la fase aguda.   

Los antígenos recombinantes quiméricos (ARQ) son combinaciones de epitopes de AR. Su 

uso es fácil de estandarizar y  tiene alta sensibilidad. El ARQ AMA1-SAG2-GRA1-ROP1 

puede diferenciar fases en pruebas de avidez IgG. Pero la presencia de AMA1 en este ARQ 

puede ocasionar reacciones cruzadas con parásitos del phylum Apicomplexa. En Iquitos, 

pueden ocurrir reacciones cruzadas con el género Plasmodium debido a su prevalencia en 

pacientes con el VIH, vulnerables a toxoplasmosis. Por ello, conviene reemplazar AMA1 por 

un AR que tenga epitopes caracterizados, altamente inmunogénico, representativo de la fase 

aguda, sin homología con antígenos de parásitos que infecten a humanos y con alta 

sensibilidad reportada; todas estas características de GRA8.  

El objetivo de este trabajo es evaluar un nuevo ARQ capaz de identificar la fase aguda de 

toxoplasmosis, y que no cause reacciones cruzadas con antígenos del género Plasmodium. 
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Abstract:  

Toxoplasmosis, caused by Toxoplasma gondii (TG), is one of the most common zoonosis in 

the world. Acute infection is asymptomatic, but in immunodeficient people or cases of 

congenital transmission, it can be mortal. These cases require an early and accurate diagnosis 

of the acute phase.  

Serological tests identify antibodies that react with TG antigens. Traditionally, toxoplasma 

lysate antigen (TLA) is used. Nevertheless, it is inefficient to identify the acute phase.  

With the use of recombinant antigens (AR) from TG, there has been potential to differentiate 

phases but with low sensitivity. Combining individual ARs increases sensitivity, but the 

ability to identify the acute phase is lost.   

Recombinant chimeric antigens (ARQ) are combinations of AR epitopes. Its usage is easily 

standardized and gives high sensitivity. The ARQ AMA1-SAG2-GRA1-ROP1 can 

differentiate phases in IgG avidity tests. But the presence of AMA1 in this ARQ can cause 

cross-reactions with parasites from the Apicomplexa phylum. In Iquitos, cross-reactions with 

the genus Plasmodium can occur due to its prevalence in patients with HIV, vulnerable to 

toxoplasmosis. Thus, it is best to replace AMA1 with an AR that has characterized epitopes, 

is highly immunogenic, is representative of the acute phase, has no homology with antigens 

from parasites that infect humans and has a reported high sensitivity; GRA8 has all of these 

traits.  

The objective of this work is to evaluate a new ARQ capable of identifying the acute phase 

of toxoplasmosis and that gives no cross-reactions with antigens from the Plasmodium genus. 



 

Key words: Toxoplasma gondii, acute toxoplasmosis, recombinant chimeric antigen, ELISA, 

malaria.   
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I. Estado del arte: 

1. Generalidades de Toxoplasma gondii: 

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado patógeno, capaz de infectar casi 

cualquier tipo de célula nucleada en los mamíferos o aves (1,2). Pertenece al phylum 

Apicomplexa, que se caracterizan por tener una estructura celular polarizada, un 

citoesqueleto complejo y organelas en la zona apical (1). Otros miembros pertenecientes a 

este phylum son los géneros Plasmodium, Cryptosporidium, Cyclospora y Cystoisospora (1).   

1.1 Ciclo Biológico, estadíos del parásito y mecanismos de infección:   

Durante su ciclo biológico, T. gondii tiene tres estadíos infecciosos los cuales son: el 

ooquiste, el quiste y el taquizoito (1,2). Con los ooquistes, el mecanismo de infección es 

fecal-oral, estos se encuentran en las heces de los felinos infectados y pueden causar una 

infección si contaminan alimentos ingeridos por otro felino, un ave u otro mamífero (1,3). 

Los bradizoitos son infecciosos por medio del carnivorismo, estos se encuentran en quistes 

alojados en el tejido muscular de los hospederos y pueden causar infección si se consume la 

carne de un animal infectado o se recibe un transplante de un órgano infectado con los 

quistes(1,3). Los taquizoitos proliferan en el hospedero al inicio de la infección y pueden 

transmitirse por vía congénita de madre a hijo al cruzar la placenta e infectar los tejidos del 

feto (3).  

Su ciclo de vida puede ser dividido en los ciclos sexual y asexual. El ciclo sexual ocurre en 

felinos, los cuales actuan como hospederos definitivos (2). El ciclo asexual ocurre 

principalmente en aves y mamíferos, incluyendo el humano, los cuales actuan como 
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hospederos intermediarios (2). Cabe resaltar que los felinos también pueden actuar como 

hospederos intermediarios.   

El ciclo sexual ocurre cuando un felino ingiere carne infectada con quistes llenos de 

bradizoitos o alimentos contaminados con ooquistes (1). Una vez dentro del hospedero, 

infecta el epitelio intestinal y se reproduce dentro de este, lo que resulta en la formación de 

ooquistes inmaduros que son excretados en sus heces y maduran en el ambiente (1). El ciclo 

asexual puede dividirse en las fases aguda y crónica; y comienza cuando el hospedero 

intermediario ingiere carne infectada con bradizoitos o alimentos contaminados con 

ooquistes (1,2). El parásito infecta el epitelio intestinal y se diferencia en taquizoito (2), los 

cuales comienzan a reproducirse rápidamente por endodiogenia dentro de cualquier  tipo de 

célula nucleada (2). Después de 7 a 10 días post-infección, los taquizoitos se diferencian a 

bradizoitos y se alojan en quistes dentro de los tejidos, principalmente el tejido nervioso y el 

muscular (2), este proceso de diferenciación marca el inicio de la fase crónica que se 

caracteriza por una reproduccion asexual lenta; esta forma facilita la evasión del sistema 

inmune del hospedero (1,2).  

La posibilidad de ser infeccioso en sus estadíos principales y su capacidad para infectar a 

gran parte de los animales de sangre caliente, además de poder infectar multiples tipos de 

célula, hacen que sea una de las zoonosis más comunes en el mundo. 

1.2 Epidemiología de la Toxoplasmosis  

Se estima que un tercio de la población mundial se encuentra infectada con T. gondii (1), sin 

embargo, la mayoría no es conciente de ello porque la infección aguda tiende a ser 

asintomática o presentar síntomas similares a una enfermedad viral menor (4,5). En la 
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actualidad, la prevalencia del parásito es variable entre países, desde un 10% a un 80%, y 

frecuentemente hay grandes diferencias dentro de un mismo país, y entre comunidades de 

una misma región (5). Prevalencias bajas de 10% a 30% se han observado en America del 

Norte, Asia Sureste y el Norte de Europa (5); moderadas de 30% a 50% han sido reportadas 

en paises del Centro y el Sur de Europa (5), y mayores al 50% se han encontrado en zonas 

tropicales de America Latina y Africa (5).  

La prevalencia de toxoplasmosis depende mayormente de factores antropogénicos como 

hábitos alimenticios y de higiene, pero también tiene alta correlación con zonas rurales y 

tropicales (4). Esta tendencia hace que coexista con otros parásitos endémicos, algunos del 

phylum Apicomplexa, como Plasmodium sp., causante de la malaria y el cual es un parásito 

hemático y tisular al igual que el Toxoplasma. Además, puede cohabitar con los géneros 

Cryptosporidium, Cystoisospora y Cyclospora, los cuales son parásitos intestinales en los 

humanos (6-9).  

1.3 Toxoplasmosis y poblaciones en riesgo:  

La mayoría de casos de infección son asíntomáticos (10,11). Sin embargo, la infección puede 

ser fatal en individuos inmunocomprometidos, y la infección primaria en mujeres 

embarazadas puede ocasionar una enfermedad severa e incapacitante en el feto en desarrollo 

(10,11). 

1.3.1 Toxoplasmosis en individuos inmunosuprimidos: 

Los síntomas severos de infección aguda en individuos inmunosuprimidos 

normalmente son resultado de una reactivación de una infección crónica latente (10). 

Los signos son neurológicos e incluyen: dolores de cabeza, mareos, neumonía, 
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retinocoroiditis y encefalitis, siendo este último el más común (10). Estos son 

padecidos principalmente por pacientes con el VIH, pero también se ha visto 

reactivación en pacientes con cáncer y en trasplantes de órganos que reciben 

tratamientos inmunosupresores (10). Si no se trata a tiempo la toxoplasmosis resulta 

fatal.  

1.3.2 Toxoplasmosis en mujeres embarazadas: 

La infección congenita ocurre cuando una mujer embarazada, infectada por primera 

vez por T. gondii, transmite taquizoitos al feto. Debido a que la mujer aún no 

desarrolla anticuerpos contra el parásito, estos ingresan al feto a través de la placenta 

(11). La severidad de la enfermedad en los infantes es inversamente proporcional a la 

edad gestacional en la que se da la infección, siendo aquellos infectados en el primer 

trimestre los que presentan manifestaciones más severas (11). Las consecuencias 

varían desde abortos espontáneos, corioretinitis, calcificaciones craneales, 

hidrocefalia y microcefalia. Todos estos fatales para la vida y el desarrollo a futuro 

del recién nacido (11).  

Debido a la gravedad de las manifestaciones clínicas por la infección aguda en estas 

poblaciones en riesgo, es necesario un método de diagnóstico rápido y eficaz para la fase 

aguda de toxoplasmosis.          

2. Estrategias para el diagnóstico de toxoplasmosis  

Para dar el tratamiento de manera oportuna a la fase aguda de la toxoplasmosis humana es 

necesario conocer los métodos utilizados para diagnosticarla. Estos son: las técnicas de 
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imagen,  las técnicas moleculares y las técinas serológicas, siendo estas últimas las más 

utilizadas (12). Además, es necesario saber las ventajas y limitaciones de cada uno.  

2.1 Técnicas de imagen  

Las técnicas de imagen son métodos indirectos que buscan identificar signos de la infección 

por toxoplasmosis en los pacientes (12).  

En pacientes inmunodeficientes, se busca identificar daño cerebral. El signo de diana 

excéntrico es el criterio más común que sugiere toxoplasmosis con sensibilidad de 25% y 

especificidad de 90% (13). En los gánglios basales se observan lesiones nodulares múltiples 

y también lesiones redondas hipodensas o isodensas con pared delgada y lisa (13). Además, 

se observan lesiones calcificadas de pared gruesa después de recibir tratamiento para 

toxoplasmosis (12). Las lesiones mencionadas se observan mediante tomografía axial 

computarizada (TAC) (12,13). También se pueden observar áreas hiperintensas por 

resonancia magnética (RM), las cuales cambian a isointensas después de recibir tratamiento 

(12). 

Para toxoplasmosis congénita, se espera ver hidrocefalia y calcificaciones cerebrales, 

particularmente en las áreas periventriculares y en el plexo coroideo; estas lesiones son 

observables por TAC (12). Además, se puede dectectar ventriculomegalia, nodulos 

ecogénicos periventriculares, calcificación ocular y microftalmia, entre otros, por medio de 

ecografía (12,14). A pesar de esto, los signos empiezan a ser evidentes en el tercer trimestre 

y los más característicos, como lesiones oculares, no son descubiertos hasta despúes del parto 

(14).   
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Debido a su baja sensibilidad y su dependencia en identificar lesiones, estas técnicas son 

usadas junto a otras para poder confirmar toxoplasmosis aguda y no son útiles si se desea un 

diagnóstico temprano de la enfermedad (12).  

2.2 Técnicas moleculares  

Los técnicas moleculares son métodos indirectos que detectan el ADN del parásito presente 

en el liquido amniótico o en el feto (Toxoplasmosis congénita), ó en el líquido 

cefalorraquídeo (Toxoplasmosis encefálica) (12). Las técnicas más comunes son aquellas 

basadas en la reacción en cadena de polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés polymerase 

chain reaction), para detectar ADN del parásito a partir de una muestra del paciente; la mejor 

sensibilidad se consigue de muestras de líquido cefalorraquídeo o líquido amniótico (15-17). 

Actualmente, se utiliza el PCR en tiempo real (qPCR) en el cual se emplean “primers” y  

sondas taqman dirigidas al gen B1  (gen multicopia, repetido 35 veces) y la secuencia REP 

529 (gen multicopia, repetido 200 a 300 veces). Se ha reportado para el gen B1 una 

sensibilidad de 83% en muestras de líquido cefalorraquídeo (18). La sensibilidad obtenida 

usando muestras de coágulo ha mejorado en qPCR  con la secuencia REP529, sin embargo, 

el diagnóstico más acertado se obtiene usando líquido cefalorraquídeo (15-17).  

Las pruebas moleculares basadas en PCR han mostrado ser acertadas para el diagnóstico de 

la fase aguda, e incluso han mostrado ser específicas al no tener reacciones cruzadas con otras 

parasitosis (17,18). Sin embargo, su costo es alto para países en vías de desarrollo (17). 

Además, para obtener una mejor sensibilidad, son necesarios procedimientos invasivos como 

la punción lumbar y la amniocentésis, los cuáles, pueden no ser seguros como cuando existe 
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elevada presión intracraneal (17) o el embarazo aún no llega a las 15 semanas, 

respectivamente (19). 

2.3 Técnicas serológicas 

Las técnicas serológicas son métodos indirectos que utilizan antígenos de T. gondii para 

detectar anticuerpos en el suero de los pacientes. A través de los años, se han desarrollado 

diversas pruebas inmunológicas como la prueba de tinción Sabin Feldman (SFDT), prueba 

indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFAT), Ensayo de Inmunoabsorción ligado a enzimas 

(ELISA), Western blot (WB) y ensayos de avidez para IgG, entre los principales (12,20). La 

eficacia de estas pruebas depende de la calidad de los antígenos empleados.  

Una forma de serodiagnóstico es la detección de distintos tipos de anticuerpos (IgA, IgM, 

IgG e IgE) que tienen patrones específicos de expresión según el tiempo de la infección. Los 

anticuerpos IgM se expresan al inicio de la infección y su detección podria ser indicativo de 

una infección aguda, sin embargo el tiempo por el que estos permanecen es variable (1 a 6 

meses) (21). Los anticuerpos IgG incrementan luego de dos meses de la infección y 

disminuyen una vez controlada la infección, pero persisten en niveles bajos por el resto de la 

vida (21). La detección serológica de IgG e IgM es lo más común en el diagnóstico de 

toxoplasmosis.  

Evaluar la maduración de los anticuerpos IgG detectando la avidez de estos, es una manera 

de diferenciar infecciones recientes de infecciones pasadas (21). Una avidez alta indica 

infección antigua y una avidez baja evidencia interacciones debiles entre antígeno y 

anticuerpo, lo cual indica infección reciente (21). Sin embargo, esto no resulta útil al 

diagnosticar infección aguda cuando hay reactivación en pacientes inmunosuprimidos.  
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El antígeno tradicional para métodos serológicos es el que se obtiene del lisado de antígeno 

total de Toxoplasma (TLA), su obtención implica la purificación de la proteína total de 

taquizoitos que crecen en cultivos o son mantenidos en animales de laboratorio infectados. 

Los procedimientos para producir estos antígenos difieren entre laboratorios, son de alto 

costo y requieren una larga preparación, además se corre el riesgo de infección por 

manipulación (12,20). Finalmente, estos antígenos no son capaces de detectar anticuerpos 

(IgG o IgM) específicos de la fase aguda de toxoplasmosis, siendo un problema para las 

poblaciones en riesgo.  

2.3.1 Antígenos recombinantes de Toxoplasma gondii y su uso en el diagnóstico serológico 

de Toxoplasmosis 

Los antígenos recombinantes (AR) son proteínas capaces de generar respuesta inmune que 

han sido expresadas en un organismo diferente al de su origen. Numerosos AR han mostrado 

tener alta sensibilidad y especificidad al ser usados para pruebas serológicas, pero la ventaja 

que ofrecen sobre el TLA es su capacidad para diferenciar entre fases de infección (Ver Tabla 

1). Una gran cantidad de genes que codifican AR de TG han sido clonados en sistemas de 

expresión bacterianos y eucariotas (20). Se han expresado antígenos de superficie como 

SAG1, SAG2, SAG3; de gránulos densos como GRA1, GRA2, GRA5, GRA6, GRA7 y 

GRA8; de roptrias como ROP1 y ROP2; y de micronemas como MIC1, MIC2 y MIC3; así 

como otros AR como B10, MAG1 y AMA1 (20).  

Determinados AR tendrán una mayor respuesta en sueros de fase aguda que en los de fase 

crónica. Para IgM ELISA, el antígeno P35 ha mostrado tener sensibilidad de 90% para sueros 

en fase aguda y ningun suero de fase crónica fue positivo, y en prueba IgG ELISA, mostró 
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85.3% de sensibilidad para fase aguda y 8% para fase crónica (20). El AR ROP1 ha mostrado 

sensibilidad de 94.6% en sueros de fase aguda y 15.5% en sueros de fase crónica para IgG 

ELISA (20). Por otro lado,  existen AR donde la diferencia no es marcada como los AR 

GRA1 y SAG2 que mostraron una sensibilidad de 83.3% y 93.9% para sueros en fase aguda 

y de 77.8% y 96.5% en sueros de fase crónica, respectivamente para Ig ELISA (22,23). La 

tabla 1 muestra AR que han tenido una respuesta más fuerte ante sueros de pacientes en fase 

aguda.  

La sensibilidad y especificidad del serodiagnóstico aumenta si se usan estos AR en 

combinación, pero su capacidad para discriminar fases de infección se reduce (Ver tabla 2). 

Una de las combinaciones que mantuvo su capacidad de diferenciación fue SAG2, P25, 

GRA7 y GRA8 que en IgG ELISA mostró 90% de sensibilidad y 97% de especificidad para 

sueros en fase aguda y solo 1.4% de sensibilidad para sueros en fase crónica (20). 

2.3.2 Antígenos recombinantes quiméricos de Toxoplasma gondii y su uso en el 

diagnóstico serológico de Toxoplasmosis  

Un antígeno recombinante quimérico (ARQ) es una proteína sintética que contiene epitopes 

inmunoreactivos de distintos antígenos para T. gondii que han sido propiamente 

seleccionados (Ver Tabla 3). La ventaja que tienen sobre los AR es su mayor sensibilidad y 

especifidad en el serodiagnóstico, debido a la combinación de antígenos, y su alta 

reproducibilidad (20). Los primeros ARQ sintetizados usaron combinaciones de epitopes de 

MIC2, MIC3, SAG1, GRA3 y GRA7, que resultaron en los ARQ GST-EC2  con 98% de 

sensibilidad y GST-EC3 con 84% de sensibilidad para anticuerpos IgM (20). Posteriormente, 
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ARQs como SAG1/2, MIC1-MAG1-SAG1 y SAG2-GRA1-ROP1 han mostrado sensibilidad 

del 100% para anticuerpos IgG (20,24). 

A pesar de tener eficacia comparable con los kits comerciales basados en TLA, su capacidad 

de diferenciar anticuerpos en fase aguda o fase crónica se ve limitada. En el caso de MIC1-

MAG1 y MIC1-MAG1-SAG1, estos tienen sensibilidad de 85.1% y 96.9%, respectivamente, 

en la detección de anticuerpos IgG por ELISA durante la fase crónica (20).  

El ARQ tetravalente, AMA1-SAG2-GRA1-ROP1, ha mostrado tener sensibilidad del 95.5% 

para detectar IgM y de 100% para detección de IgG en sueros de pacientes con 

Toxoplasmosis, utilizando la prueba ELISA (25). Además, en ensayos de avidez de IgG, ha 

mostrado una sensibilidad y especifidad del 100% al poder diferenciar sueros en fase aguda 

de los de fase crónica (25). A pesar de que se mostró la utilidad de este ARQ en el 

serodiagnóstico, se requieren más ensayos con mayor número de muestras y tener resultados 

replicables en otros laboratorios para la estandarización (25). 

Los ARQ sintetizados son de alta calidad y empiezan a ser una opción frente a los kits 

comerciales basados en TLA. Sin embargo, estos aún requieren más pruebas para ser 

confiables al diferenciar infección aguda de crónica, sobre todo en países tropicales donde 

existe mayor riesgo de reacciones cruzadas (15,16,26). En ningún estudio de ARQ se ha 

evaluado la posibilidad de reacciones cruzadas con parásitos de géneros relevantes como 

Sarcocystis spp., Neospora spp., Plasmodium spp., Aspergillus spp., Candida spp., y 

Cryptococcus spp., a diferencia de los estudios con qPCR en el gen B1 (17). Las 

combinaciones actuales de ARQ que utilizan AR como AMA1, SAG1 y MIC2, proteínas 
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conservadas en el phylum Apicomplexa, tienen alta posibilidad de reacciones cruzadas (27-

29).  

II. Problema de investigación: 

Los estudios más recientes sobre el diagnóstico serológico de toxoplasmosis en humanos 

utilizando ARQ  muestran resultados prometedores, sin embargo, estos antígenos aún no 

pueden sustituir a los kits de diagnóstico comerciales basados en TLA. Muchos ARQ 

sintetizados han conseguido tener una alta sensibilidad y especifidad para anticuerpos IgG, 

pero su capacidad de diferenciar sueros de pacientes en fase crónica o fase aguda es limitada 

(20). Esto se debe a que no se conoce una combinación de antígenos que sean específicos de 

la fase aguda de toxoplasmosis. Además, proteínas recombinantes que han mostrado ser 

marcadores de fase aguda en forma individual, pierden esta capacidad al usarse en 

combinación con otros. Por ejemplo, los AR, ROP1 y MAG1 muestran sensibilidad de 94.6% 

y 97.3%, respectivamente, para sueros de pacientes en fase aguda; y un 15.5% y 7.5% para 

sueros de pacientes en fase crónica. Pero la sensibilidad del ARQ MAG1-ROP1 para sueros 

en fase aguda es de 86.4% y para aquellos en fase crónica es de 32.8% (30,31).  

Los antígenos utilizados para un parásito pueden dar reacciones cruzadas con anticuerpos 

para otros parásitos con proteínas similares, resultando en falsos positivos (29). En casos de 

parasitosis de animales, se ha visto en múltiples ocasiones las reacciones cruzadas entre 

pruebas con TLA y los géneros Hammondia spp. y Neospora spp (29). También se han 

observado anticuerpos monoclonales de T. gondii reaccionar de manera fuerte y específica a 

antígenos de supeficie en Pneumocystis carini (32). En perros, la presencia de T. gondii ha 

ocasionado reacciones cruzadas en pruebas para Leishmania infantum chagasis (33). En 
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humanos, se vio reacciones cruzadas de individuos con toxoplasmosis en la prueba IFAT con 

antígenos para Plasmodium falciparum, causante de la malaria (34). 

Si bien se ha mejorado el diagnóstico por ARQ, hay poca información sobre potenciales 

reacciones cruzadas con anticuerpos de proteínas homólogas a T. gondii de otros parásitos, 

sobre todo aquellos que infectan a humanos. Por este motivo, el uso del ARQ más eficaz 

actualmente (AMA1-SAG2-GRA1-ROP1) en zonas con alta prevalencia de otras parasitosis, 

puede resultar en una baja especificidad. AMA1 es una proteína homóloga entre T. gondii y 

el género Plasmodium, localizada en los micronemas de parásitos intracelulares en desarrollo 

o en la superficie apical de parásitos extracelulares previo a invasión, y es conservada en el 

phylum Apicomplexa (27). Además, el antígeno MIC2, usado también en ARQ, es parte de 

la familia de adhesinas conservadas TRAP (Por sus siglas en inglés, Thrombospondin-related 

anonymous proteins), común para Apicomplexa (28).  

Las reacciones cruzadas con el género Plasmodium spp. son de gran importancia, ya que los 

parásitos de este género tienen una mayor prevalencia en zonas rurales y subrurales de la 

Amazonía, donde también hay alta incidencia de infección por el VIH y, por lo tanto, riesgo 

de toxoplasmosis encefálica (6,7). Además, se ha visto que estos parásitos coexisten en la 

región de Iquitos (15,16,26). Debido a esto, nuevos ARQ deben evitar la posibilidad de 

reacciones cruzadas con especies de Plasmodium si se pretende que sean funcionales para el 

diagnóstico serológico de toxoplasmosis en estas áreas, además de cumplir con los requisitos 

de alta sensibilidad y especifidad, y la capacidad de diferenciar fase aguda de fase crónica.  

Algunos AR candidatos son aquellos con epitopes caracterizados (sintetizados anteriormente 

en ARQ), altamente inmunogénicos, inductor de respuesta inmune durante la fase aguda, 
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poca similitud con antígenos de otros parásitos y alta sensibilidad individual o en 

combinación. Aquellos AR utilizados en el ARQ AMA1-SAG2-GRA1-ROP1 son buenos 

candidatos, debido a que este ha presentado los mejores resultados al diferenciar la fase aguda 

de la fase crónica, utilizando la técnica de avidez de IgG. Sin embargo, AMA1 puede 

ocasionar una reacción cruzada con parásitos del género Plasmodium (27). El ARQ 

tetravalente AMA1-SAG2-GRA1-ROP1 se sintetizó al unir las secuencias del ARQ 

trivalente SAG2-GRA1-ROP1 y el AR AMA1 (24,25). Por lo tanto, es posible intercambiar 

a AMA1 en esta combinación por algún AR más específico de T.gondii para sintetizar un 

nuevo ARQ tetravalente. El AR de granulos densos GRA8 (P35) es un candidato para este 

intercambio, debido a que es el único en cumplir con los criterios mencionados previamente. 

Primero, tiene epitopes caracterizados, el fragmento de nucleotidos 74 al 435 del gen de 

GRA8, residuos de aminoácido del 26 al 170, ha sido sintetizado individualmente y en el 

ARQ P35-MAG1 (22,30). Segundo, es altamente inmunogénico, porque las proteínas de 

gránulos densos son secretadas en abundancia en las primeras horas de infección causando 

una fuerte respuesta de los anticuerpos (20,35). Tercero, es característico de la fase aguda, 

ya que este tipo de proteínas contribuye a la biogénesis y maduración de la vacuola 

parasitófora donde se replica el taquizoito (36); para GRA8 en particular existe un consenso 

sobre su efectividad para poder identificar la fase aguda (35). Cuarto, este AR no presenta 

homología con parásitos presentes en humanos, mostró homología con un antígeno de 

Hammondia hammondi, sin embargo este parásito no infecta a humanos (37). Finalmente, ha 

mostrado tener alta sensibilidad y especificidad en pruebas serológicas individualmente o en 

combinación (20).   
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El objetivo del presente estudio es evaluar a GRA8 en combinacion con SAG2-GRA1-ROP1, 

en un nuevo ARQ tetravalente, en su capacidad de diferenciar la fase aguda de toxoplasmosis 

de la crónica y probar su capacidad para evitar reacciones cruzadas con antígenos del género 

Plasmodium, en zonas endémicas a Malaria.  

III.Estrategia de abordaje   

Se utilizarán los AR GRA8, SAG2, GRA1 y ROP1 en dos combinaciones para crear los 

siguientes ARQ: SAG2-GRA1-ROP1-P35 y P35-SAG2-GRA1-ROP1. Para ello, se clonarán 

las secuencias de los genes de los AR en un vector adecuado, se transformará una cepa de 

Escherichia coli con dicho vector, se inducirá la expresión de los ARQ, se purificarán dichos 

ARQ y se medirá la concentración obtenida. Luego, se evaluará la utilidad de ambos ARQ 

en tres pruebas serológicas para detectar anticuerpos IgG e IgM y la avidez de IgG en sueros 

de pacientes de un hospital de Iquitos. Finalmente, se verificará si estas tres pruebas tienen 

reacciones cruzadas con sueros provenientes de pacientes que padecen Malaria.  

3.1 Elaboración del antigeno recombinante quimerico (ARQ) 

Con el objetivo de sintetizar un ARQ tetravalente que contenga el AR GRA8 (P35), se 

utilizará el plásmido pUETDp35, el cual contiene la secuencia truncada de P35 (aminoácidos 

del 26 al 170) (22). Esta secuencia se amplificará mediante PCR y el producto se clonará en 

el plásmido pET30/SAG2-GRA1-ROP1, el cual se utilizó para sintetizar el ARQ SAG2-

GRA1-ROP1 (24) y eventualmente el AMA1-SAG2-GRA1-ROP1 (25). Para que P35 esté 

directamente después de la secuencia de ROP1, el producto del PCR deberá insertarse entre 

los sitios de restricción EcoRI y EcoRV de pET30/SAG2-GRA1-ROP1. Para que P35 se 

encuentre antes de la secuencia de SAG2, el producto del PCR deberá insertarse en el sitio 
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BglII del plásmido pET30/SAG2-GRA1-ROP1. Los plásmidos resultantes contendrán genes 

fusionados de cuatro antígenos de T. gondii, estos se encontrarán flanqueados por dominios 

His6-tag (25) para posterior purificación. La composición de aminoácidos de los dos ARQ 

resultantes sería: 31aa – 170aa para SAG2, 26aa - 190aa para GRA1, 85aa – 396aa para 

ROP1 y 26aa – 170aa para P35.  

Se transformará la cepa de Escherichia coli Rosetta(DE3)pLacI con pET30/SAG2-GRA1-

ROP1-P35 o pET30/P35-SAG2-GRA1-ROP1. Crecerán en medio TB suplementado con 20 

ug/ml de kanamicina y 34ug/ml de cloramfenicol de un día a otro a 23˚C. Luego, en 1000ml 

de medio TB, suplementado por los mismos antibióticos, se inocularán 20ml del cultivo 

anterior. Los nuevos cultivos crecerán con agitamiento vigorozo a 23 ˚C a la densidad óptica 

0.4 a λ = 600 nm(OD600) (25). Se inducirá la expresión de proteína mediante IPTG a 

concentraciones de 0.1, 0.5, 1 y 1.5mM para se verificar a que concentración se obtiene el 

mejor rendimiento. Se utiliza IPTG debido a que el plásmido utilizado contiene el mecanismo 

de inducción de expresión del operon lac (con el promotor T7) (25). Luego, la bacteria 

recombinante se incubará con agitamiento vigorozo por 18 horas a 23˚C (25). Se cosecharán 

las células por centrifugación, los pellets se resuspenderán a 30ml de buffer (20 mM Tris–

HCl pH 7.9, 500 mM NaCl, 5 mM imidazole, 0.1 % Triton X-100) (24). Las células serán 

sonicadas y se removerá el residuo insoluble por centrifugación. Se purificará la proteina del 

sobrenadante usando una columna de Ni2+- ácido iminodiacetico-Sepharosa de acuerdo a las 

instrucciones del manufactor (Novagen, Madison, WI, USA) (24).  
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Los ARQ obtenidos serán analizados por SDS-PAGE en geles de acrilamida al 10% y teñidos 

con Azul de Coomassie (24). Se determinará la concentración de las proteínas purificadas 

mediante el método de Bradford usando albumina de suero bovino como estándar (24). 

3.2 Evaluación de la sensibilidad y especificidad de los ARQ: 

Para evaluar la utilidad de ambos ARQ en pruebas serológicas, se utilizarán 400 muestras de 

suero provenientes de pacientes del hospital “Cesar Garayar García” en Iquitos y se separarán 

en cuatro grupos. El grupo I, 100 muestras de pacientes con el VIH positivo con 

toxoplasmosis aguda, IgM e IgG positivo (VIDAS® TOXO IgM y VIDAS® TOXO IgG II), 

baja avidez de IgG (VIDAS® TOXO IgG avidity) (25), signo de diana excéntrico en 

tomografía cerebral (13) y qPCR de líquido cefalorraquídeo positivo (15,18). El grupo II, 

100 muestras de pacientes con toxoplasmosis crónica, IgG positivo (VIDAS® TOXO IgM y 

VIDAS® TOXO IgG II) y alta avidez de IgG (VIDAS® TOXO IgG avidity) (25). El grupo 

III, 100 muestras de pacientes con malaria confirmada en muestras de sangre por gota gruesa 

y frotis (38). Finalmente, el grupo IV, 100 muestras de pacientes sanos, negativo a las pruebas 

serológicas de toxoplasmosis (VIDAS® TOXO IgM, VIDAS® TOXO IgG II y VIDAS® 

TOXO IgG avidity) y a la prueba de Malaria. Cabe resaltar que se confirmará que el grupo I 

y II (pacientes con toxoplasmosis) no tengan malaria. De la misma manera, el grupo III debe 

estar libre de toxoplasmosis. El grupo I es el único con pacientes con el VIH, debido a que 

los síntomas que presentan y su diagnóstico confirman que todos los sueros en este grupo 

provienen de individuos con infección aguda.  

Se realizarán pruebas IgM ELISA, IgG ELISA y avidez de IgG, para los grupos I, II y III, 

utilizando los dos ARQ. Luego, se obtendrá la sensibilidad y especificidad de cada uno para 
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cada prueba mediante la determinación de puntos de corte por curvas ROC (25). Finalmente, 

se comprobará posibles reacciones cruzadas al verificar cuantos sueros del grupo IV 

reaccionan frente a las tres pruebas mencionadas anteriormente.  
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V. Anexos: 

Tabla 1. Antígenos recombinantes más relevantes. 

Antígeno Resultado en IgG ELISA  Número de muestras y fase de 

toxoplasmosis 

GRA6 Sensibilidad para fase aguda 93.9%   

Sensibilidad para fase crónica 63.1% 

90 total, 33 agudo, 57 crónico 

GRA8 Sensibilidad para fase aguda 85.3%     

Sensibilidad para fase crónica 8% 

91 total, 41 agudo, 50 crónico 

GRA4 Sensibilidad para fase aguda 58.3%     

Sensibilidad para fase crónica 18.2% 

36 total, 12 agudo, 22 crónico 
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GRA7 Sensibilidad para fase aguda 75%     

Sensibilidad para fase crónica 36.3% 

36 total, 12 agudo, 22 crónico 

MAG1 Sensibilidad para fase aguda 97.3%     

Sensibilidad para fase crónica 7.5% 

117 total, 37 agudo, 80 crónico 

ROP1 Sensibilidad para fase aguda 94.6%     

Sensibilidad para fase crónica 15.5% 

127 total, 37 agudo, 90 crónico 

Fuente: Holec-Ga L. 2013 (22) 

Tabla 2. Combinaciones de antígenos recombinantes.   

Antígenos Resultado en IgG ELISA  Número de muestras y fase 

de toxoplasmosis 

GRA7, 

GRA8, SAG1 

Sensibilidad 98.4%       

Especificidad 95.7%  

247 total, 88 agudo, 92 crónico 

y 53 seroconvertidos*  

GRA7,GRA8, 

SAG2, P25 

Sensibilidad fase aguda 90% 

Sensibilidad fase crónica 1.4% 

Especificidad fase aguda 97% 

90 total, 20 agudo, 70 crónico 

GRA1, 

GRA7, SAG1 

Sensibilidad fase aguda 100% 

Sensibilidad fase crónica 

91.1% 

241 total, 117 agudo, 124 

crónico 

GRA6, 

GRA8, SAG2 

Sensibilidad 88.9%       

Especificidad 100% 

72 crónico 

MAG1, 

SAG1, GRA5 

Sensibilidad 92.6%       

Especificidad 100% 

189 total, 27 agudo, 18 post 

agudo, 144 crónico 
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Fuente: Holec-Ga L. 2013 (22) * Aparición de anticuerpos (en este caso para TG) en una 

segunda muestra de suero de una persona en un intervalo de tiempo corto de tomada la 

primera muestra 

Tabla 3. Antígenos recombinantes quiméricos.   

Antígenos Resultado ELISA IgG Número de muestras y fase de 

toxoplasmosis 

Gst-EC2 Sensibilidad 100%       Especificidad 

100%  

100 sueros de adultos con 

Toxoplasmosis confirmada 

Gst-EC3 Sensibilidad 100%       Especificidad 

100% 

100 sueros de adultos con 

Toxoplasmosis confirmada 

MIC1-MAG1-

SAG1 

Sensibilidad fase aguda 100%  

Sensibilidad fase crónica 96.9% 

162 total, 47 agudo, 19 postagudo, 96 

crónico 

AMA1-SAG2-

GRA1-ROP1 

Sensibilidad 100% Especificidad 

100% fase aguda (IgG avidez) 

329 total, 64 agudo, 128 crónico 

Fuente: Holec-Ga L. 2013 (22) 


