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Introduccion:

Toxoplasma gondii es un parasito protozoario intracelular obligado que causa la
toxoplasmosis, una infeccion que puede conducir en mujeres embarazadas a
aborto espontaneo, muerte del feto y retardo mental o corioretinitis en el recién
nacido. Ademas, produce Infecciones severas en pacientes inmunocomprometidos
como los que padecen de SIDA. El diagnostico se realiza tradicionalmente por
serologia, pero la alta prevalencia de anticuerpos IgG especificos contra T. gondii
en Individuos asintomaticos y la alta persistencia en algunas personas de
anticuerpos IgM especificos a T. gondii por infecciones pasadas, ha complicado la
Interpretacion de dichas pruebas para el diagnostico de la infeccion aguda. Por
ello, se requieren marcadores diagnosticos mas precisos que permitan distinguir
confiablemente entre infeccion reciente y cronica.

Las proteinas del micronema de T. gondii son cruciales para la adhesion e invasion
a la célula hospedera. Debido a que estas proteinas son expresadas tempranamente
durante la fase Inicial de la infeccion y ademas son antigenos circulantes, estas
moleculas podrian ser buenas candidatas como antigenos de diagnostico,
particularmente para discriminar entre infecciones agudas y cronicas de la
toxoplasmosis.

Por ello, el objetivo de este estudio fue producir y evaluar la utilidad de una
proteina recombinante del micronema de T. gondii (Tg MIC10) para el
serodiagnostico de toxoplasmosis humana.

Metodos

El gen que codifica a la proteina Tg MIC10 se clono en el plasmido de expresion
pGEX. Inicialmente se comprobod la integridad de este plasmido recombinante
(pGEX-MIC10) digiriéndolo con la enzimas de restriccion Bam HI y Xho | que
cortan el Inserto correspondiente al gen MIC10 (Figura 1). Se transformaron
celulas competentes de Escherichia coli DH5a con el plasmido recombinante
PGEX-MIC10 mediante “choque térmico™; Yy las bacterias transformadas fueron
seleccionadas en medio LB con ampicilina (Figura 2). La produccion de la
proteina recombinante GST-MIC10 fue inducida con IPTG (1 mM por 3 horas).
La proteina recombinante se purifico empleando glutathione-Sepharose 4B
(Amersham-Pharmacia,Sweden) y su concentracion se cuantifico mediante un Kit
comercial (Bicinchoninic Acid Kit, Sigma).

Resultados

Se logré purificar a homogeneidad la proteina recombinante (GST-MIC10). Esta
se encuentra en la fraccion soluble y tiene un tamano de 49 KD (26 corresponden
a la proteina de fusion GST y 23 a la proteina recombinante TgMIC10) (Figura
3). La proteina fue empleada como antigeno para estandarizar una prueba
serologica de ELISA empleando diferentes concentraciones del mismo, sueros
controles (positivos y negativos) y conjugado antihumano 1gG. Los resultados
preliminares mostraron que esta proteina empleada como antigeno en la prueba de
ELISA es util para reconocer a los sueros positivos a toxoplasmosis (Figura 4).

Los mejores resultados para discriminar entre sueros positivos y negativos se
obtuvieron con las siguientes condiciones del ELISA: GST-MIC10 (100 ng/ml),
sueros controles (diluidos 1/100) y conjugado anti-IgG humano (diluido 1/1000).

Para la siguiente fase de estandarizacion se evaluaran 100 sueros positivos y 100
sueros negativos a T. gondii de pacientes procedentes de areas endémicas del pais.

A su vez se evaluaran sueros de pacientes con toxoplasmosis aguda. Para
determinar la especificidad de esta prueba, tambien se analizaran sueros positivos
a otros patogenos con similitud antigenica a T. gondii.

Discusion

Los antigenos recombinantes disminuyen el costo de produccion y permiten el
desarrollo de reactivos estandarizados, reduciendo de esta forma la variabilidad
entre resultados y mejorando, por tanto, el serodiagnostico de infecciones.

Nuestros resultados preliminares son prometedores. La proteina del micronema
MIC10 resultd ser una buena candidata como antigeno para el diagnostico de
toxoplasmosis. Queda por determinar su capacidad para diferenciar entre
Infeccion aguda y pasada, y evaluar su especificidad frente a sueros positivos a
otros patogenos similares.

Figura 1

Construccion y analisis enzimatico del clon p-GEX-MIC10
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Figura 2
Transformacion de plasmido pGEX-MIC 10 en células E coli (DH5a)
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E.coli DH5« Plasmido pGEX con inserto TgMIC 10 Medio LB y ampicilina

Las células competentes con CaCl:. +42°C permiten la entrada de el plasmido.
Las bacterias que contienen el plasmido crecen en el medio LB/ampicilina, ya que estos
tienen un gen que confiere resistencia a la ampicilina

Figura 3

Analisis de la produccion de proteina recombinante en gel SDS
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1- E.coli DHa sin inserto
2- E.coli DH5a con inserto TgMIC 10, inducido, no purificado
3- E.coli DH5a con inserto TgMIC 10,inducido, purificada

Figura 4
Estandarizacion de ELISA para detectar anticuerpos 1gG anti-TgMIC10

Sueros positivos

Sueros Negativos

Se evaluaron 4 sueros controles positivos y 4 sueros negativos con antigeno
recombinante GST-MIC10 a diferentes diluciones. Se observan diferencias en las
absorbancias entre positivos y negativos.
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