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Resumen

Objetivo: estandarizacion y validacion clinica de
la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para el diagnéstico de toxoplasmaosis cerebral
en pacientes infectados por VIH. Disefio: prueba de
una prueba. Prueba de oro: constructo diagnostico
(criterios clinicos y radiolégicos y respuesta al
tratamiento especifico). Lugar: centros hospitalarios
de referencia (tercer nivel) de Bogota y Armenia
Poblacién: 15 casos de toxoplasmosis cerebral y
75 controles, todos fueron pacientes con infeccion
por VIH. Mediciones: la amplificacion del gen Bl se
realiz6 con una PCR anidada y la de SAG2 con una
PCR simple. Resultados: con los iniciadores para el
gen B1 se detectaron hasta 10 fg de ADN de la cepa
de T gondii diluida en agua, la sensibilidad disminuyé

Introduccién

La toxoplasmosis es la infeccion oportunista mas
frecuente del sistema nervioso central en pacientes
infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH). ElI 30% de los individuos con anticuerpos
séricos IgG anti-Toxoplasma gondii e infeccion por
HIV terminan desarrollando la infeccién en algun
momento de la enfermedad (1). En el Hospital San
Juan de Dios en Bogot4, se encontré que el 63% de
los pacientes con VIH poseen anticuerpos séricos
anti-Toxoplasma y la toxoplasmosis cerebral (TC) fue
la primera manifestacion de la infeccion por VIH en

a 1 pg si se diluia en sangre. Con los iniciadores para
el gen SAG2 se detect6 1 pg de ADN del parasito
purificado. Dentro del grupo de casos dos muestras
de sangre amplificaron con los iniciadores del gen
B1, para una sensibilidad de 13,3% y ninguna muestra
conlos iniciadores para el gen SAG2. La especificidad
fue del 100%. Conclusiones: los resultados
presentados aqui, muestran que la prueba de PCR
en sangre de pacientes infectados por el VIH tiene un
valor limitado para el diagnostico de la toxoplasmosis
cerebral pero confirma un diagnéstico clinico cuando
es positivo. Palabras claves: PCR, Toxoplasma
gondii, Toxoplasmosis cerebral, infecciones
oportunistas, VIH. b
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el 66% (2). El tratamiento especifico llevo a la mejoria
en 13 de 15 casos o sea el 86% de ellos (3). El
diagndstico se basa en la presencia de hallazgos
clinicos y radiol6gicos y su confirmacion se basa en
una respuesta favorable radiolégicay clinica. La lesion
tipica al TAC es maultiple, hipodensa y con
predileccién por los ganglios basales. Sin embargo
los hallazgos de los estudios radiol6gicos no siempre
esclarecen el diagndstico y de otra parte, los linfomas
primarios de cerebro no pueden ser distinguidos de
TC por estos métodos. En la practica la confirmacion
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diagnostica se basa en una respuesta favorable al
tratamiento especifico. Aunque los estudios seroldgicos
han sido menos utilizados, hay investigaciones
recientes sobre la respuesta humoral especifica que
indican que éstos pueden aportar datos valiosos en el
diagndstico y prondstico de la TC. En un estudio
colombiano, se encontrd que el 84% de los pacientes
con toxoplasmaosis cerebral tienen IgA anti-Toxoplasma,
mientras sélo 24% de los pacientes con VIHsin TC la
tieneny lalgM se hall6 en el 53% de los pacientes con
TC y s6lo en el 12% de los que no tenian TC (4). Se
debe considerar el diagnéstico de TC en todo paciente
con una prueba seroldgica positiva para VIH o sospecha
clinica de inmunosupresién y sintomas de lesion en el
sistema nervioso central, tales como focalizacion
(hemiparesia, hemiplejia), lesién cerebral ocupando
espacio, alteracion en el estado mental o convulsion.
El diagndstico diferencial se debe hacer con linfoma
en primer lugar y con leucoencefaloptia multifocal,
abcesos fungicos y por micobacterias.

En la actualidad no existe una prueba Unica que
permita el diagndstico; el tnico criterio definitivo para
toxoplasmosis cerebral es la respuesta al tratamiento
especifico para Toxoplasma (Pirimetamina-Sulfas o
Clindamicina). Dada la amplitud de diagnésticos
posibles en pacientes con sintomatologia de sistema
nervioso central e inmunosupresion, es deseable
contar con técnicas sensibles que permitan la
identificacion directa de Toxoplasma en muestras
cuyatoma no sea un proceso riesgoso para el paciente,
ya que muestras de liquido cefalorraquideo pueden estar
contraindicados si hay hipertensién endocraneana y
de otro lado las pruebas en estas muestras han
demostrado poca sensibilidad (5, 6, 7). La prueba de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una
técnica de biologia molecular que detecta directamente
el ADN del parasito y ha sido evaluada por diferentes
autores, empleando diferentes metodologias y
muestras, obteniendo una variedad de resultados (7,
8, 9, 10). En este estudio se evalud la utilidad de la
prueba PCR en muestras de sangre, para el diagnéstico
de episodios de toxoplasmosis cerebral en pacientes
infectados por el VIH, se determind y se compard la
sensibilidad y la especificidad de la PCR para detectar
el ADN de T. gondii con iniciadores paraelgen Bly el
gen SAG2. Para estimar estos valores se utiliz6 como
prueba de oro frente a la cual se compararon los
resultados de los dos PCR, un constructo diagndstico
basado en criterios clinicos y radioldgicos compatibles
con toxoplasmosis cerebral y la respuesta a tratamiento
especifico.
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Materiales y Métodos

Pacientes y definicién de casos y controles
(constructo diagnéstico)

Como no existe una prueba diagnéstico que sea
el estandar de oro para diagnoéstico de toxoplasmosis
cerebral (11), y con el fin de determinar la sensibilidad
y la especificidad de la prueba PCR para diagnostico
de toxoplasmosis cerebral, los verdaderos positivos
y verdaderos negativos se definieron por constructo
diagnostico. Para ello se utilizaron como criterio de
definicion de toxoplasmosis cerebral los pacientes
gue con sintomatologia compatible respondieron
clinica y radiolégicamente al tratamiento con
Pirimetamina-Sulfadoxina con o sin Clindamicina
antes de dos semanas (3). Todos los pacientes que
participaron en el estudio presentaban Infeccion por
VIH demostrada por dos pruebas ELISA y Western
blot. Los datos clinicos y del laboratorio se obtuvieron
por lo consignado en la historia clinica. Las muestras
fueron recolectadas de pacientes en los siguientes
sitios de atencién para pacientes con VIH: en Bogota
el Hospital San Juan de Dios, el Hospital Simén
Bolivar, el Hospital La Samaritana y la Fundacién
EUDES; en Armenia el Hospital San Juan de Dios.
En todos los casos se solicitd la firma de un
documento de consentimiento informado y los
protocolos fueron autorizados por los comités de ética
de cada uno de los centros.

Grupo de casos de toxoplasmosis cerebral
(verdaderos positivos): este grupo se conformo por
15 pacientes que cumplieron con los siguientes
criterios: presencia de una o mas masas o abcesos
cerebrales en la tomografia axial computarizada (TAC)
o por la resonancia magnética nuclear (RNM) y que
disminuyen de tamafio luego de siete a 14 dias de
tratamiento apropiado (Pirimetamina-Sulfadoxina con
o sin Clindamicina). El esquema de tratamiento puede
ser revisado en otro articulo publicado previamente
(3). Todos los pacientes tenian serologia IgG positiva
para Toxoplasma gondii por técnica IFI.

Grupo control (verdaderos negativos): los
pacientes del grupo control fueron conformados asi:
siete pacientes con sintomatologia neuroldgica
compatible con masa cerebral que no tuvieron
respuesta al tratamiento adecuado anti-Toxoplasma
y a quienes se les determind otra etiologia
(cisticercosis en un caso, criptococosis en cuatro
casos, tuberculosis en un caso y citomegalovirus
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en un caso), 35 pacientes que asistian a control de
seguimiento sin sintomatologia neurolégica y
serologia (anticuerpos IgG) para T. gondii negativa,
18 pacientes que asistian a control de seguimiento,
sin sintomatologia neurolégica y serologia
(anticuerpos 1gG) para T. gondii positiva y 15
pacientes que asistian a control de seguimiento y
en la historia clinica reportaban haber sido tratados
para un episodio anterior de toxoplasmosis cerebral

Obtencion de taquizoitos

Los taquizoitos del parasito se obtuvieron a partir
de liquido peritoneal de ratones machos ICR
infectados con la cepa RH de Toxoplasma gondii. La
suspensién se filtr6 en una membrana de
policarbonato con un tamafio de poro de 3 um.

Prueba de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI-IgG)

A las muestras de suero de todos los pacientes
se les determinaron los titulos de anticuerpos IgG para
T. gondii, mediante la prueba de Inmunofluorescencia
Indirecta. La reaccion se considerd positiva cuando
se obtenian titulos mayores o iguales a 1/16.

Extraccién y purificacion de acidos nucleicos

La extraccion de ADN se realizé con el estuche
comercial Wizard Genomic ADN de Promega (USA).
El proceso de extraccion se realiza en cuatro pasos:
lisis de células rojas, lisis de las células blancas y
sus nucleos, digestion del ARN y precipitacion de
las proteinas.

Amplificacién de &cidos nucleicos

El proceso de amplificacion se llevd a cabo en un
termociclador Eppendorf - Mastercycler personal. Se
amplifico el gen B1, un gen especifico de Toxoplasma
gue se encuentra repetido varias veces, utilizando la
metodologia de PCR anidada descrita previamente
(12, 13). En resumen, en una primera amplificacion
se emplearon los oligonucleotidos 694 a 714 (Oligo
N1) Toxo N1:5'- GGAACT GCATCC GTT CAT GAG
- 3'y 887 a 868 (Oligo C1) Toxo C1:5'- TCT TTA
AAG CGTTCGTGG TC- 3'. Enla PCR anidada se
utilizaron los nucleétidos 757 a 776 (Oligo N2) Toxo
N2:5'-TGC ATAGGT TGC CAGTCACTG-3'y 853
a 831 (Oligo C2) Toxo C2:5'- GGC GAC CAATCT
GCG AAT ACA CC - 3' sintetizados por Integrated
DNA Technologies, Inc. (Cambridge, USA). El gen
SAG2 que codifica una de las cinco proteinas de
superficie del taquizoito (P22) fue amplificado con

una PCR simple utilizando los iniciadores Oligo 1 de
26 pb: 5-GGGGGATC CACCACCGAGACGCCAGC
- 3 vy Oligo 2 de 28 pb: 5'-
GGGGAATTCTTGCCCGTGAGAGACACAG - 3,
siguiendo el protocolo descrito previamente (14).

La mezcla de reaccién para la amplificacién de
ambos genes contenia 1 U de Taq, 100 M dNTPs,
1,2 mM de MgCI2 y 50 picomoles de cada iniciador
para un volumen final de 20ul. Para la primera
amplificacion con el gen B1 se realizaron 40 ciclos
cada uno con temperatura de denaturacién de 94°C
por 1 min, temperatura de anillamiento de 53° C por
1 min y temperatura de extension de 72° C por 1
min. Para la PCR anidada las concentraciones de
los reactivos fueron las mismas de la primera PCR y
se adicion6é 1ul del material ya amplificado. El
protocolo fue de 14 ciclos cada uno con temperatura
de denaturacion de 94° C por 1 min. temperatura de
anillamiento de 53° C por 30 seg. y temperatura de
extension de 72° C por 30 seg. El protocolo de
amplificacion para el gen SAG2 fue de 35 ciclos cada
uno con temperatura de denaturacion de 94° C por 1
min, temperatura de anillamiento de 55° C por 1 min
y temperatura de extensién de 72° C por 1 min.

Revelacién y visualizacion del producto de
amplificacién

La visualizacion del producto de amplificacion,
se realiz6 mediante una electroféresis en gel de
agarosa Nusive - SeaKem 2:1 (1,3%), con buffer TBE
1X 'y bromuro de etidio en una concentracién de 5 g/
ml, realizada en una camara electroforética horizontal
(Sigma, USA). El producto de amplificacion final
esperado con el gen B1 es de 97 pb y para el gen
SAG2 es de 438 pb.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados se
utilizé una tabla de contingenciade 2 X 2, a partir de
la cual se determind la sensibilidad, la especificidad
y los valores predictivos positivos y negativos. La
prueba de oro fue un constructo diagnostico basado
en criterios clinicos, radiolégicos y de respuesta al
tratamiento especifico. Mediante el programa Epi Info
6.04 se determinaron los intervalos de confianza del
95% para los resultados obtenidos.

Resultados

Resultados de la estandarizaciéon de la PCR
La realizacion del protocolo para la amplificacion
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del gen B1 llevé tres horas y media de tiempo para
obtener los resultados finales y para SAG2 dos
horas. Los productos de amplificacion del ADN de T.
gondii se observaron en el transiluminador de luz
ultravioleta. En el gel de agarosa 1,3% se visualizaron
las bandas correspondientes a 97 pb para el gen B1
y 438 pb para el gen SAG2 (Figura 1).

Se determind la cantidad minima de ADN
detectada por la prueba con concentraciones de la
cepa de ADN de la cepa RH de T. gondii de 1 ng,
100 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg y 1 fg las cuales fueron
sometidas al proceso de amplificacién con el gen
B1ly SAG2. Con los iniciadores paraelgenBl enel
gel 1,3 % se observaron productos de amplificacién
de 97 pb desde la maxima concentracién de ADN (1
ng) hasta 10 fg de ADN de T. gondii (Figura 2). Para
investigar el limite de ADN detectado por la prueba
en muestras de sangre, se adicionaron estas
mismas diluciones de ADN del parasito a 300 | de
sangre total. La sensibilidad de los iniciadores para
el gen B1 en presencia de 300 pl sangre disminuyé
a 1pg de ADN (Figura 3). La concentracién minima
de ADN de T. gondii detectada por la PCR usando el
juego de iniciadores para SAG2 fue de 1 pg.

La especificidad de los iniciadores se determind
con la amplificacion de 100 pg de ADN obtenido de
cepa de Micobacterium bovis (donada por el
laboratorio de Micobacterias del Instituto Nacional de
Salud -INS-, Bogota), 100 pg de ADN de larva de Taenia
solium, 100 pg de ADN de Plasmodium falciparum
(donado por el Laboratorio de Bioquimica del INS,
Bogota) y 100 pg de ADN de Criptococcus neoformans
(donado por el Laboratorio de Microbiologia del INS,
Bogota). Al amplificar el ADN de estos organismos
con los iniciadores para el gen B1 y SAG2, no se
observo ningtin producto de amplificacion.

Aplicacién en muestras para diagnéstico

Se procesaron un total de 90 muestras de sangre
de pacientes infectados por VIH. Los pacientes eran
78 hombres (86,6%) y 12 mujeres (13,3%), con un
rango de edad entre 17 y 55 afios. De los 90
pacientes, sélo en 32 (35,5%) se encontraron datos
de recuento de linfocitos T CD4+ en el momento de
la toma de la muestra. El rango de valores en estos
pacientes fue entre 13 y 1.400 células x mm3. Al
100% de las muestras se les determinaron los titulos
de anticuerpos IgG para T. gondii, mediante la técnica
de Inmunofluorescencia Indirecta y se obtuvieron
resultados desde 1:64 hasta 1:32.000. El 54,4 % de
la poblacién de estudio presentd titulos positivos.
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500 pb
400 pb
300 pb

300 pb
200 pb

200 pb
100 pb

A. Gen B1 (97pb) B. Gen SAG2 (438pb)

Electroforesis en gel de agarosa (1,3%). Producto de
amplificacion de la cepa RH de T. gondii con los iniciadores
para el gen B1 (A) y el gen SAG2 (B) Pozo 1A y B: 100 bp
Ladder, Pozo 2A: ADN de T. gondii amplificado para el gen
B1. Pozo 2B: ADN de T. gondii amplificado para el gen SAG2.
Pozo 3A y B: Control Negativo (agua destilada).

300pb
200pb

100pb

Electroforesis en gel de agarosa (1,3%). Sensibilidad de la
prueba de PCR para detectar ADN de T. gondii con los
iniciadores del gen B1. Pozo 1: 100 bp Ladder. Pozo 2: 1 ng
ADN T. gondii Pozo 3: 100 pg ADN T. gondii. Pozo 4: 1 pg
ADN T. gondii. Pozo 5: 100 fg ADN T. gondii. Pozo 6: 10 fg
ADN T. gondii. Pozo 7: 1 fg ADN T. gondii.

300 pb
200 pb
100 pb

Electroforesis en gel de agarosa (1,3%).Sensibilidad de la
prueba de PCR para detectar ADN de T. gondii con los
iniciadores del gen B1 en sangre. Pozo 1: 100 bp Ladder
Pozo 2: 1 ng ADN T. gondii. Pozo 3: 100 pg ADN T. gondii.
Pozo 4: 1 pg ADN T. gondii . Pozo 5: 100 fg ADN T. gondii.
Pozo 6: 10 fg ADN T. gondii. Pozo 7: 1 fg ADN T. gondii. Pozo

8: Control Negativo (agua destilada). .
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De los 15 pacientes con TC, en dos se observo
un producto de amplificacion de 97 pb con los
iniciadores para el gen B1, equivalente a una
sensibilidad de 13,3 % (Fig 4). Para investigar la
presencia de inhibidores de la PCR en sangre, a las
muestras de los pacientes con TC y PCR negativa,
se les adicion6 100 pg de ADN de T. gondii y fueron
re-amplificadas. Todas las muestras negativas de
este grupo que se re-amplificaron con ADN de T.
gondii presentaron banda de amplificacion de 97 pb.
En ninguna de las muestras de los pacientes con
TC se obtuvo producto de amplificacion de 438 pb
con los iniciadores para el gen SAG2. En ninguna
de las muestras de sangre de los pacientes incluidos
en el grupo control se observé banda de amplificacion

300 pb
200 pb
100 pb

Electroforesis en gel de agarosa (1,3%). Muestras de
pacientes amplificadas con los iniciadores del gen B1l. Pozo
1: 100 bp Ladder, Pozo 2: ADN de T. gondii, Pozo 3: Control
Negativo (agua destilada). Pozo 4-8: ADN de pacientes.
Pozos 6 y 7: Muestras positivas de pacientes con
toxoplasmosis cerebral.

para el gen B1 o para el gen SAG2. Los valores de
sensibilidad, especificidad y valores predictivos se
muestran en la tabla 1. Como el tratamiento o la
profilaxis previa puede afectar la sensibilidad de la
prueba se averigu6 este dato en los 15 casos con
toxoplasmosis cerebral. Solo en tres casos se pudo
confirmar por datos de historia la presencia de
profilaxis previo al ingreso con Trimetoprim-
Sulfametoxazol. Dos habian recibido profilaxis y uno
no. En los tres casos la prueba de PCR fue negativa.
En el resto de casos este dato no estaba consignado.
Sobre el tratamiento se debe tener en cuenta que la
muestra se obtuvo durante o luego de la pimera
semana de hospitalizacion y en todos los casos con
terapia especifica (Pirimetamina-Sulfadoxina con o
sin clindamicina) ya iniciada.

Discusion

La prueba de PCR es un método directo para la
deteccién de ADN de T. gondii, que agiliza la
obtencion de resultados pues se obtiene en un dia,
comparada con el tiempo que demora la inoculacion
en raton que es de tres a seis semanas 6 el cultivo
celular que toma de cuatro a 10 dias (15). Esta
prueba tiene la capacidad de detectar cantidades
minimas de ADN. En el presente trabajo se encontré
que tanto con ADN de T. gondii como con las
muestras de los pacientes, se pudo determinar que
el gen B1 presenta mayor sensibilidad que SAG2.
Con la cepa del parésito los iniciadores de Bl
detectaron hasta 10 fg de ADN del parasito, mientras
que SAG2 detectd hasta 1 pg. Con el gen Bl se
obtuvo amplificacion en dos muestras de sangre de

Sensibilidad, Especificidad, valores predictivos positivos (VPP)
y valores predictivos negativos (VPN) de la PCR para T. gondii

N % INTERVALOS DE CONFIANZA 95%
SENSIBILIDAD 2/15 13,3 % 2,3-41,6
ESPECIFICIDAD 0/75 100 % 93,9 - 100
VPP 100 % 19,8 - 100
VPN 85,2 % 75,7 - 91,6

La sensibilidad y la especificidad se calcularon tomando como base el diagnostico definitivo determinado por criterios
clinicos, radiologicos y de respuesta al tratamiento. Los casos (verdaderos positivos) fueron 15 pacientes con criterios
serologicos y radiologicos de toxoplasmosis cerebral que mejoraron antes de dos semanas con tratamiento especifico para
toxoplasmosis (Pirimetamina-Sulfaodxina con o sin Clindamicina). Los controles (verdaderos negativos) fueron 75 pacientes
asl: siete pacientes con sintomatologia neurolégica compatible con masa cerebral que no tuvieron respuesta al tratamiento
adecuado anti-Toxoplasma y a quienes se les determing otra etiologia, 35 pacientes sin sintomatologia neuroldgica y serologia
(anticuerpos 1gG) para T. gondii negativa, 18 pacientes sin sintomatologia neurolégica y serologia (anticuerpos 1gG) para T.
gondii positiva y 15 pacientes que asistian a control de seguimiento y en la historia clinica reportaban haber sido tratados para
un episodio anterior de toxoplasmosis cerebral
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pacientes que no amplificaron con SAG2. Esto se
puede explicar debido a que en el genoma del parasito
se encuentran 35 copias del gen B1 y por lo tanto
hay mas sitios blanco para que se dé la anillacion
(16). En un trabajo reciente se compard la utilizacion
de los genes para P30, B1 y rRNA y se encontrd
gue el uso de la secuencia del gen B1 incrementa la
sensibilidad de la prueba (13). En el presente trabajo
se us6 una PCR anidada que permite que el ADN
amplificado en una primera reaccion pueda ser
reamplificado en una segunda, usando nuevos iniciadores
gue hibridan con una zona interna de la secuencia
amplificada lo que aumenta la sensibilidad de la prueba.
La especificidad de la reaccién para ADN de otros
agentes patoégenos la probamos con ADN de
Micobacterium bovis, larva de Taenia solium, Plasmodium
falciparum y Cryptococcus neoformans con los cuales
no se obtuvo ningun producto de amplificacion ni para el
gen B1 ni para el gen SAG2. Resultados similares han
sido reportados por otros autores (13).

La sensibilidad obtenida de 13,3 %, fue igual ala
reportada en otro trabajo (8), que también en 15
pacientes con diagndéstico toxoplasmosis cerebral,
encontraron una prueba de PCR positiva en dos
casos. Revisando los resultados de estudios previos
se encuentra que las sensibilidades reportadas oscilan
entre 10y 77 % (8, 17, 18). La baja sensibilidad de la
PCR en muestras de pacientes con toxoplasmosis
cerebral puede tener varias explicaciones:

1) Lapresencia de ADN no especificéd de las células
humanas como los eritrocitos puede disminuir la
sensibilidad de la PCR (16). Este hecho lo
demostramos cuando al adicionar diferentes
concentraciones de ADN de T. gondii a 300 | de
sangre disminuyo la capacidad de deteccion de
los iniciadores del gen B1 de 10 fg a 1 pg. Cuando
se adicion6 100 pg de ADN del parasito a las
muestras de pacientes ocurrié amplificacion por lo
tanto se descarta la presencia de ADN de
Toxoplasma en concentraciones mayores a 100 pg.

2) Los resultados de la PCR mejoran cuando se
toman en cuenta sélo los pacientes que no han
recibido tratamiento especifico para T. gondii. En
un estudio sobre la utilidad diagnéstica del PCR
en el inmunosuprimido se encontré que la
sensibilidad del PCR es de 86% en sangre
periférica y de 60% en LCR cuando el paciente
no ha recibido tratamiento, y de 25% con
tratamiento previo o 16% si el paciente recibi6
profilaxis (7). En el presente trabajo todos los
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pacientes habian iniciado tratamiento y en dos
de ellos habia antecedentes de profilaxis previa.
3) Lasmuestras de sangre se tomaron a los pacientes
s6lo una vez y se ha sugerido que en estos
pacientes ocurre una parasitemia intermitente (8).

En la literatura revisada no se encontraron
articulos que emplearan los iniciadores para el gen
SAG2 en la amplificacion de T. gondii en muestras
de sangre, por lo cual no se pueden comparar los
resultados obtenidos en el presente trabajo con la
literatura.

Al procesar las muestras de los pacientes que
presentaban alteracion neuroldgica pero con
diagnéstico de cisticercosis, criptococosis, tuberculosis
y citomegalovirus, no se obtuvieron resultados falsos
positivos, por lo que la prueba cuenta con una
especificidad del 100%.

Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran que la PCR utilizando el gen B1 0 gen
SAG2 en sangre de pacientes infectados por el VIH,
tiene un valor limitado para el diagnéstico de
toxoplasmosis cerebral; sin embargo puede confirmar
un diagndstico clinico cuando es positiva. b
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Objectives: standardization and clinical validation
of polymerase chain reaction (PCR) assay for
diagnosis of cerebral toxoplasmosis in VIH infected
patients. Design: test of a test. Gold standard:
Diagnostic contruct (clincal and radiological criteria
and response to specific treatment). Setting: medical
reference centers for VIH infected patients in Bogota
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and Armenia. Population: 15 cases of cerebral
toxoplasmosis and 75 controls, all VIH infected patients.
Methods: Nested PCR amplification of specific B1 gen
of Toxoplasma and simple PCR amplification of SAG2
gen. Results: B1 gen PCR assay have a sensitivity of
10 fg of seeded DNA of T gondii in water and of 1 pg in
blood. PCR of SAG2 gen have a sensitivity of 1 pg of
parasite DNA. In cases group only two patients were
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