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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue estimar la seroprevalencia y determinar la carga
parasitaria de Toxoplasma gondii en los tejidos cardiaco, lingual y musculo
semimembranoso/gracil de la pierna, en una poblacién de cerdo pelén mexicano.
Para esto se realiz6 un estudio transversal en 81 cerdos pelones de 9 - 12
semanas de edad provenientes de 10 municipios del estado de Yucatan, México.
La prevalencia se estimé mediante la determinacion de anticuerpos IgG
especificos para T. gondii mediante ELISA indirecta en los sueros vy
posteriormente se determind la carga parasitaria en los tejidos mencionados
mediante PCR en tiempo real o cuantitativa (PCRc) con la que se amplifico una
fraccion del gen B1 de T. gondii. La seroprevalencia encontrada en este estudio
fue del 53% (45/81), observandose variaciones en los municipios incluidos en el
estudio, que fueron desde la ausencia hasta un 100% de seropositividad. Asi
mismo, mediante la PCRc se detect6 la presencia de T. gondii en un 8.6% (7/81)
de los cerdos muestreados, observandose 9 muestras de tejido positivas con una
carga parasitaria promedio por g de tejido de 2.5+2.71 para el tejido muscular de
la pierna, 0.26+0.39 para el tejido cardiaco y 0.31+0.39 para el tejido lingual. Las
proporciones y cargas parasitarias halladas entre tejidos no demostraron
diferencia estadistica (P>0.05). Se concluye que la seroprevalencia de
Toxoplasma gondii en los CPM fue del 53% y 8.6% por ELISA y PCR,
respectivamente. Los resultados de la PCRc demostraron que la carga parasitaria
promedio en los tres tejidos evaluados fue similar, por lo que el consumo de los

tres tejidos supone el mismo riesgo a la poblacion para adquirir la infeccion.

Palabras clave: cerdo pelon mexicano, T. gondii, PCRc, seroprevalencia, carga

parasitaria.



SUMMARY
The aim of this study was to estimate the prevalence and parasite load of Toxoplasma
gondii in three tissues: heart, tongue and the semimembranosus/graceful leg muscle
from a population of Mexican hairless pig (MHP). A cross-sectional study was
conducted in 81 MHP, 9-12 weeks of age from 10 municipalities from Yucatan,
Mexico. Prevalence was estimated by determination of T. gondii IgG antibodies
through an indirect ELISA assay in sera; the parasitic burden was also determined in
the genomic DNA from sampled tissues using a real-time or quantitative PCR (qPCR),
which amplified an amplicon of 62 bp corresponding to B1 gene of T. gondii. The
seroprevalence was 53%, (45/81) with variations in the municipalities of origin from O
to 100% of seropositivity rate. The gPCR allowed to detect the presence of T. gondii
in 8.6% (7/81) of the sampled pigs, observed a total of 9 tissue samples positive with
average of parasites per gram of 2.5+2.71 for the leg muscle tissue, 0.26x0.39 for the
heart tissue and 0.31+0.37 for the tongue tissue. There was not statistical difference
(p >0.05) in proportion and parasite burden between different kinds of tissues
evaluated. It is concluded that the seroprevalence of Toxoplasma gondii in the CPM
was 53% and 8.6% by ELISA and PCR, respectively. gPCR results showed that the
average parasite load in the three evaluated tissue was similar, so that consumption

of the three tissues involves the same risk to the population to acquire infection.

Key words: Mexican hairless pig, T. gondii, qQPCR, seroprevalence, parasite burden.
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l. INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una enfermedad zoondética parasitaria ocasionada por el
protozoario intracelular Toxoplasma gondii (T. gondii) (Mufiz & Mondragén, 2009;
Mufioz et al.,, 2011). Desde el punto de vista de salud publica, la toxoplasmosis
presenta una especial importancia, debido a que en los humanos, aunque es
tipicamente asintomatica, puede desarrollarse también de manera severa,
ocasionando encefalitis, desordenes neuroldgicos, coriorretinitis, abortos o inclusive
ser mortal en los infantes con toxoplasmosis congénita y en pacientes
inmunocomprometidos (como es el caso de personas infectadas con VIH, con
problemas en medula 6sea o0 en pacientes receptores de 6rganos trasplantados)
(Calderaro et al., 2006; Ribera, 2013). Entre las diferentes fuentes de transmision de
la toxoplasmosis hacia los humanos, se considera que existe un mayor riesgo de
contraer la toxoplasmosis al consumir carne de cerdo poco cocida, debido a que en
estos animales la carga parasitaria es mayor comparada con otras especies

productivas (Lehmann et al., 2003; Opsteegh et al., 2010; Pérez et al., 2011.

En el cerdo americano (Sus scrofa domestica) se han documentado prevalencias
de T. gondii en todo el mundo con variaciones que van del 11% al 100% (Villari et al.,
2009; Garcia et al., 2011; Ortega-Pacheco et al., 2011; Alvarado-Esquivel et al., 2011;
Alvarado-Esquivel et al., 2012; Hill & Dubey, 2013). En el caso del cerdo criollo (Sus
scrofa), aunque son pocos los estudios a nivel mundial, se han reportado también
diversas prevalencias que varian del 0% al 100% (Gauss et al., 2005; Puvanesuaran
et al., 2013). En México no existen estudios previos de prevalencia de T. gondii
particularmente en poblaciones de cerdos criollos. En lo que respecta a la
determinacion de la carga parasitaria de T. gondii en los cerdos, son escasos los
trabajos que aborden este tema desde un punto de vista cuantitativo y la mayor parte
de la informacion que se tiene hasta el momento se ha obtenido mediante técnicas
cualitativas como es el caso de los bioensayos con ratones (Dadimoghaddam et al.,

2014; Dubey, 2009; Dubey et al., 1996), donde se ha reportado mayor tropismo hacia



cerebro, lengua, corazén y musculo esquelético (Lehmann et al., 2003; Opsteegh et
al., 2010; Pérez et al., 2011).

En Yucatan el cerdo pelon mexicano (CPM) forma parte importante de la tradicion
y cultura de las unidades familiares campesinas (Sierra, 2002) y su crianza ha
recobrado fuerza debido a las caracteristicas organolépticas Unicas de su carne, la
cual posee un mejor sabor y calidad, por lo que actualmente la crianza de estos
cerdos cuenta con el respaldo de instituciones de investigacion locales, nacionales e
internacionales (IICA, 2010). En la crianza del CPM comUnmente no se realiza ningan
tipo de control para evitar enfermedades que pudieran afectarlos y hasta ahora no
hay estudios epidemiologicos formales en este tipo de cerdos, pudiendo representar
un riesgo en la transmision de T. gondii al consumidor, sobre todo si la carne se
consume cruda o mal cocida (Lopez et al., 1999). Por lo cual el presente trabajo tiene
como objetivo estimar la seroprevalencia de T. gondii y determinar la carga parasitaria
en tejidos para consumo (cardiaco, lingual y musculo semimembranoso/gracil de la

pierna) de cerdo pel6n mexicano (Sus scrofa) del estado de Yucatan, México.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes histéricos

En 1907, en el Instituto Pasteur en Tunis, durante el estudio de enfermedades
infecciosas del roedor desértico Ctenodactylus gundii, Charles Nicolle observé la
presencia de un organismo de forma alargada en el tejido de estos animales. En
1908, Nicolle y su colaborador, Louis Manceaux, publicaron la descripcion inicial de
este hallazgo. Un afio mas tarde realizaron un informe mas detallado y nombraron al
organismo Toxoplasma gondii (T. gondii), haciendo referencia a la morfologia
caracteristica del parasito y el origen del aislamiento original (Suarez & Galisteo.,
1999; Tait & Hunter, 2009; Webster, 2010). Desde el descubrimiento de T. gondii, su
importancia clinica ha influido para considerarlo importante en los grupos de
investigacion. Hoy en dia, T. gondii es reconocido como un patdégeno oportunista que
puede afectar tanto a los fetos de las diferentes especies de homeotermos, a sus
recién nacidos, asi como a sujetos que presenten inmunodeficiencias primarias
genéticas o adquiridas, lo que le ha valido que la OMS clasifique en estos casos a la
toxoplasmosis como una enfermedad zoondética grave (Petersen, 2007).

2.2. Epidemiologia

T. gondii es uno de los parasitos mejor adaptados y puede infectar a una amplia gama
de hospederos (cualquier animal de sangre caliente), por lo que estd ampliamente
distribuido en el mundo. Aproximadamente un tercio de la poblacion humana ha sido
infectada por éste parasito (Galvan-Ramirez et al., 2012). Se han reportado diversas
prevalencias entre las diferentes regiones que van del 10% al 90%, observandose
una mayor incidencia en areas tropicales y una disminucion cuando se incrementa la
latitud (Petersen, 2007). En el cuadro 1 se pueden observar algunos de estos
estudios de prevalencia realizados.



Cuadro 1. Prevalencias de T. gondii reportadas a nivel mundial para la poblacion humana.

Pais Prevalencia Muestra Prueba Autores
Iran 39.3% Paoblacién en general ELISA, IFAy CLIA Daryani et al., 2014
China 12.2% (tipo I) Poblacién en general y clinicamente sana PCR Sun et al., 2013
11.3% (tipo II) Western blot
Italia 24.4% Poblaciéon en general Inmunoensayo (IgG, IgM ) Mosti et al., 2013
23.6% Mujeres en edad reproductiva
Estados 22.5% Poblacion general (NAHNES 1999-2004) Inmunoensayo (IgG) Jones et al., 2007
Unidos 29.2% Region Noreste
22.8% Region Sur
20.5% Region Medio Oeste
17.5% Region Oeste
Brasil 56.7% 4 comunidades cercanas al rio Purus ELISA (IgG, IgM) Vitaliano et al., 2015
México 6.1% (Durango) Poblaciéon en general ELISA (IgG, IgM) Alvarado et al., 20152
9.3% (Durango) Mujeres con aborto espontaneo ELISA (IgG, IgM) Alvarado et al., 2015b
58% (Yucatan) Mujeres con aborto espontaneo ELISA (IgG, IgM) y PCR Vado-Solis et al., 2012

ELISA (por sus siglas en inglés, enzyme-linked immunosorbent assay), IFA (por sus siglas en inglés, indirect fluorescent
antibody test), CLIA (por sus siglas en inglés, chemiluminescence enzyme immuno assay), PCR (por sus siglas en inglés,
Polimerase chain reaction)



En el caso de los cerdos (Sus scrofa domestica) ocurre lo mismo, existen amplias
variaciones entre las diferentes areas geograficas, un estudio en Espafia se reportd
una prevalencia de T. gondii del 16.6% (492/2970) con variaciones entre granjas que
van del 2.9% al 92.8% , este estudio se realizo en cerdos reproductores y de engorda
procedentes de granjas tecnificadas, empleando la prueba de aglutinacion
modificada (por sus siglas en inglés, MAT) (Garcia et al., 2011), en Estados Unidos
de Norteamérica, Dubey et al. (2012) utilizando las pruebas MAT y ELISA reportaron
una prevalencia del 90.9% en cerdos domeésticos criados de forma orgéanica; en
Sicilia, Italia se reporté una prevalencia del 10.4% (361/3472) en animales
finalizados, muestreados en rastro y analizados mediante una prueba ELISA para
IgG (Villari et al., 2009).

En México también existen reportes, en el estado de Durango, Alvarado-Esquivel
et al. (2011) reportaron mediante MAT una seroprevalencia de 12.7% vy
posteriormente en Oaxaca en 2012, Alvarado-Esquivel et al. (2012) reportaron una
seroprevalencia del 17.2% para T. gondii en cerdos (Sus scrofa domestica) de
traspatio mediante MAT, con variaciones en la seroprevalencia del 33.3% para la
zona del Istmo, del 16.7% para la Sierra Sur y del 14.6% para la zona de Papaloapan
(100-600 msnm). En el estado de Veracruz, Alvarado-Esquivel et al. (2014)
reportaron mediante MAT una prevalencia del 45.3% en cerdos (Sus scrofa
domestica) de traspatio provenientes de seis municipios (La Antigua, Medellin, Paso
de Ovejas, Soledad de Doblado, Ursulo Galvan, Veracruz). En el estado de Yucatan
Jiménez-Coello et al. (2013), reportaron una seroprevalencia (IgG) del 76% utilizando
una ELISA indirecta en muestras de cerdos de traspatio (Sus scrofa domestica) de la
localidad de Molas en la reserva ecoldgica de Cuxtal (selva baja caducifolia) y Ortega-
Pacheco et al. (2011), reportaron mediante la misma prueba una prevalencia del
94.5% en cerdos (Sus scrofa domestica) de engorda con 58 dias de edad en granjas

con altas poblaciones de gatos.

Los estudios en cerdos criollos (Sus scrofa) son escasos, en Espafia GOmez-

Laguna et al. (2011) trabajaron con el cerdo Ibérico (Sus scrofa) en explotaciones
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tecnificadas, obtuvieron una prevalencia del 27.12% utilizando una prueba de ELISA.
Por su parte Gauss et al. (2005) reportaron una prevalencia del 38.4% en cerdos
salvajes de Espafia (Sus scrofa) mediante la prueba MAT. En la peninsula de Malasia
se llevo a cabo un estudio similar, con cerdos salvajes (Sus scrofa), reportandose
una prevalencia del 100% mediante MAT (Puvanesuaran et al., 2013). En Corea
también se realizdé un estudio de seroprevalencia en cerdos salvajes (Sus scrofa)
obtenidos de la caceria, obteniéndose mediante ELISA una prevalencia del 25.1%
(Kang et al., 2013).

En América son aln mas escasos los estudios de prevalencia en cerdos criollos.
Fornazari et al., (2009) reportaron que en Brasil, encontraron que cerdos criollos de
granjas tecnificadas, demostraron una frecuencia del 4.6%, (IC 2.8-7.5), mediante la
prueba MAT. En México no hay trabajos publicados que sefialen la prevalencia de T.
gondii en las poblaciones de cerdos criollos (clasificados como céscate o pata de
mula, reportados como ya extintos por algunos autores; el cuino que se encuentra en
estado critico de extincion y el cerdo pelon el cual también se considera en peligro
de desaparecer) (IICA, 2010). El consumo de la carne de cerdo pelén mexicano ha
sido propuesto como una alternativa culinaria atractiva, escasa y bien remunerada,
por lo que ha llegado a tener en los ultimos afios mayor demanda tanto en México
como otros paises, siendo solicitadas las canales de estos animales principalmente
por restaurantes especializados (AMECC, comunicaciéon personal, 2014), sin
embargo la implicacion de T. gondii en salud publica y el desconocimiento del estatus
zoosanitario de estos cerdos pelones indican la necesidad de realizar investigaciones

epidemiologicas sobre esta zoonosis.

2.3. Agente etioldgico

El parasito T. gondii es un protozoario intracelular obligado que se clasifica como:
reino Protista, filo Apicomplexa, clase Conoidasida, Orden Eucoccidiorida, familia

Sarcocystidae, género Toxoplasma, especie gondii (Varela, 2001). T. gondii es



actualmente el Unico representante del género Toxoplasma (Webster, 2010). La
inespecificidad de especie por parte de este agente le confiere la capacidad de
infectar a una amplia gama de hospederos intermediarios, afectando a la mayoria de
los animales de sangre caliente (aves y mamiferos incluyendo al hombre), por lo que
es considerada como una zoonosis importante (Mufiiz & Mondragon, 2009; Ibarra et
al., 2009; Mufioz et al., 2011).

2.3.1. Variabilidad genética de T. gondii

El genoma de T. gondii es haploide excepto durante la division sexual en el
intestino del gato, donde la fusién de los gametos haploides dan lugar a cigotos
diploides. El genoma haploide completo contiene 14 cromosomas y 7793 genes, con
un tamafo total de 63, 495,144 pb (Dubey, 2010). Con base en la caracterizacion
molecular de muestras obtenidas de humanos y animales de Norte América y Europa,
se ha descrito la existencia de tres principales linajes clonales de T. gondii (I, 1l o IlI)
(Silva et al., 2014), aunque también existe una gran diversidad genética en animales
de vida libre, como se ha observado en trabajos realizados en Norte América y en
Sudamérica (Rivera & Mondragon, 2010; Jiang et al., 2013).

A pesar de que la diferencia en el genotipo de los tres linajes es menor al 1%,
esta diferencia repercute de manera importante en la virulencia del parasito (Su et
al., 2006). Las variantes de tipo | son las mas virulentas, tienen alta velocidad de
replicacion in vitro y reducida interconversion taquizoito-bradizoito, en ratones se
observa un 100% de letalidad sin importar la cantidad de parasitos inoculados. Las
del tipo Il son menos virulentas y facilmente se convierten de taquizoito a bradizoito,
mientras que las de tipo Ill son relativamente avirulentas y establecen infecciones
cronicas en animales y seres humanos (Dubey, 2010; Ibarra et al., 2009). En los
humanos algunos estudios reportan que las variantes del tipo | y Il estdn mayormente
asociadas con infecciones congénitas y con la toxoplasmosis ocular, las del tipo Il

se consideran muy raras en humanos. En individuos infectados con el virus de



inmunodeficiencia humana (VIH) se ha reportado una mayor infeccién con el linaje Il
(Montoya & Liesenfield, 2004).

2.3.2. Morfologia

T. gondii puede encontrarse en varias formas, los estadios sexuales son los
macrogametos y microgametos, estos ultimos con un flagelo bilobulado. Los estadios
sexuales Unicamente pueden encontrarse en los hospederos definitivos, es decir, en
todos los felinos, incluyendo al gato doméstico. Después de la reproduccion sexual
se forman los ooquistes, estructuras esféricas de 10 a 12 um de diametro, los cuales
esporulan en el ambiente, en este punto inician los estadios asexuales, estos
estadios son el esporozoito, el taquizoito y el bradizoito. Cuando los ooquistes
esporulan cada ooquiste contiene dos esporoquistes que poseen una forma
elipsoidal, estos a su vez, estan constituidos por cuatro esporozoitos que miden 2 x
6-8um. Debido a que se considera de mayor relevancia a las formas invasivas, los

estadios mejor descritos son el taquizoito y el bradizoito (Uribarren Berrueta, 2013).

2.3.2.1. Taquizoito

El taquizoito es la forma de T. gondii mas caracterizada debido a la facilidad para
mantenerlo en condiciones de cultivo celular, ademas corresponde a la forma asexual
infectiva altamente invasiva y de diseminacion tisular. Tiene una apariencia de arco
o0 media luna con un tamafio de 3 x 7 um y con una distribucién polarizada de sus
organelos citoplasmicos, de tal forma que se identifica un extremo apical y un extremo
posterior. Esta rodeado por un complejo de tres membranas (membrana plasmatica
y el complejo membranal interno) conocido como peliculo. Posee un ndcleo, una
Gnica mitocondria que tiene la caracteristica de convolucionar dentro del citoplasma
del taquizoito y alrededor del nicleo, aparato de Golgi y reticulo endoplasmico (figura
1). En la region apical se encuentran organelos relacionados con la motilidad, la

secrecion y la invasion celular, como son: el conoide (un organelo retractil



conformado al menos por a tubulina y que es activado durante la invasién), el anillo
polar anterior, las roptrias, los micronemos y los granulos densos. El citoesqueleto
del parasito esta constituido por 22 microtubulos subpeliculares que se encuentran
anclados al anillo polar anterior y que recorren en forma helicoidal 2/3 partes del
cuerpo del parasito. Asociada a los microtibulos se encuentra una red subpelicular
gue esta constituida por actina y proteinas asociadas a actina, como profilina y
miosina; se ha sugerido que la funcién de la red podria ser la de definir la forma del
parasito y determinar su motilidad. El movimiento por deslizamiento y la extrusion del
conoide son procesos dindmicos activados durante la invasion y que dependen del
citoesqueleto del parasito y de incrementos en los niveles de calcio citoplasmicos. La
replicacion conduce a la lisis celular y a la diseminacion de taquizoitos a diferentes
tejidos (Mufiiz & Mondragon, 2009; Uribarren Berrueta, 2013; Borbolla-Sala et al.,
2013).

2.3.2.2. Bradizoito

Son contenidos en quistes tisulares, de reproduccion lenta. Miden 1.5 pm x 7.0
pm y son morfolégicamente semejantes a los taquizoitos (figura 1). Dan lugar a
inmunidad no estéril y en condiciones de inmunocompromiso Sse reactivan y
diseminan como taquizoitos. Mediante estudios de bioluminiscencia se ha
demostrado que la conversion de taquizoitos en bradizoitos puede iniciar, in vivo, de
manera muy rapida (Borbolla-Sala et al., 2013; Muiiiz & Mondragon, 2009; Uribarren
Berrueta, 2013). Los quistes tisulares varian en forma y tamafo. Se ha observado
gue los quistes jovenes pueden medir 5 um de diametro y contener unos cuantos
bradizoitos, en ocasiones, tan pocos como 2 de ellos. Los quistes maduros miden en
promedio 70 ym y contienen unos 1000 bradizoitos. Presentan una delgada
membrana elastica, y pueden persistir en tejidos durante el resto de la vida del
hospedero (Dubey, 2010; Uribarren Berrueta, 2013).
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Figura 1. Diferencias morfologicas entre taquizoito (izquierda) y bradizoito (Derecha),

imagen basada en microscopia electrénica (Tomado de Dubey et al., 1998)
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Figura 2. Estadios de Toxoplasma gondii en sus fases extracelular, aguda y cronica
(Tomado de Dubey, 2010).
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2.4. Ciclo biolégico

El ciclo de vida de T. gondii se desarrolla en dos tipos de hospederos: el definitivo,
gue comprende a todos los felinos, incluido el gato domeéstico, y el intermediario, que
son todos los animales de sangre caliente (incluido el humano) (Figura 2).
Dependiendo del tipo de hospedero se puede llevar a cabo la replicacion sexual o
asexual (Giraldo, 2008). El ciclo de replicacion sexual inicia cuando algun felino
ingiere una presa infectada con quistes tisulares (forma infectiva que contiene al
bradizoito). Por accion de las enzimas digestivas intestinales se liberan las formas
infectivas del parasito que invaden a los enterocitos del intestino del felino (Mufiz &
Mondragon, 2009). En el intestino delgado se lleva a cabo la gametogénesis, la
fecundacion y la generacion del ooblasto, que da origen al ooquiste inmaduro (lbarra,
et al., 2009; Mufioz et al, 2011). El ooquiste es liberado en forma no esporulada a
través de las heces de los felinos por aproximadamente 7 a 21 dias y en el medio
ambiente bajo condiciones adecuadas de temperatura, humedad y oxigenacion
esporula en 2-3 dias produciendo en su interior 8 esporozoitos; el ooquiste asi
maduro se convierte en la forma infecciosa (Montoya & Liesenfeld, 2004; Mufiz &
Mondragén, 2009).

En condiciones Optimas el ooquiste puede permanecer viable hasta 18 meses en
tierra hUmeda o sobrevivir a temperaturas bajas y deshidratacion por periodos cortos.
En los hospederos intermediarios (y en los felinos fuera del intestino delgado) se lleva
a cabo la reproduccion asexual del parasito. La infeccion puede ocurrir por ingestion
de ooquistes esporulados o quistes tisulares presentes en tejidos de otros
hospederos intermediarios (Ibarra et al., 2009; Uribarren Berrueta, 2013). Una vez
ingeridos los ooquistes esporulados o los quistes tisulares, se liberan los esporozoitos
o los bradizoitos, respectivamente, los cuales invaden el epitelio intestinal, donde se
multiplican activamente en el interior de la célula y la ocupan dando un pseudoquiste
gue se rompe Yy libera los parasitos que invaden otras células (Mufioz et al., 2011;
OPS, 2013).
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Las células inicialmente invadidas son los macrofagos, alli se multiplican
rapidamente y son llamados taquizoitos y pasan de célula a célula. En la fase inicial
de la infeccion, la invasion celular se denomina ciclo proliferativo en donde ocurre la
multiplicacion rapida de los taquizoitos dentro de los macréfagos, por medio de la
reproduccion llamada endodiogenia, que consiste en la division del parasito en dos
dentro de la célula parasitaria madre. La diseminacién de los parésitos a los
diferentes 6rganos se hace por via sanguinea o linfatica llevados por los macréfagos,
linfocitos o granulocitos (Restrepo, 2007), en los cerdos se ha documentado la
preferencia por los sistemas nervioso, renal, hepatico y musculo esquelético (Taylo,
et al., 2007).

En la fase inicial de la infeccion se induce el desarrollo de la respuesta inmune
humoral y celular que es observable a los 7-10 dias post infeccién (Frontera-Carrion
et al., 2009). El desarrollo de la respuesta inmune, tanto celular como humoral,
ocasiona la diferenciacion de los taquizoitos en bradizoitos con la consecutiva
transformacion de la célula infectada en un quiste tisular, la formacion de quistes se
observa de 6 a 8 dias post infeccion (Dubey et al., 2010). Estos quistes tisulares que
contienen bradizoitos se localizan en todos los tejidos de los animales infectados y
representan una forma de diseminacion de la toxoplasmosis al consumir la carne

contaminada (Rivera & Mondragon, 2010).
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Figura 2. Ciclo biologico de Toxoplasma gondii (imagen basada en el trabajo de
Dubey, 2010)

2.5. Tropismo

El tropismo y la carga parasitaria de T. gondii varian dependiendo del tipo de
hospedero, su estado inmunolégico y del biotipo al que se haya expuesto. Entre los
animales productivos los cerdos son los que presentan la mayor carga parasitaria
seguidos por el ganado caprino, ovino y en menor medida el ganado bovino
(Opsteegh et al., 2010; Pérez et al., 2011).
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En los hospederos intermediarios se ha descrito una mayor predileccion de T. gondii
por el sistema nervioso central (SNC), observandose quistes tisulares en la mayoria
de las regiones del cerebro; sin embargo, algunos estudios sugieren que podria existir
un mayor tropismo hacia las areas de la amigdala del cerebro, en zonas asociadas
con el procesamiento del miedo (McConkey et al., 2013). Otras areas del SNC en las
gue se ha descrito tropismo son la corteza cerebral, el cerebelo, los bulbos olfatorios,
el coliculo, el diencéfalo y el tdlamo (McConkey et al., 2013, Dubey, 2010). Asi mismo,
también se ha documentado tropismo hacia diferentes tejidos, observandose la
presencia de T. gondii en el tejido cardiaco, tejido diafragmatico, el muasculo
esquelético, tejido lingual, pulmonar, hepatico, renal y esplénico (Jurankova et al.,
2014, Dubey, 2010).

En el cerdo, clasicamente se ha descrito un mayor tropismo hacia cerebro, lengua,
corazén y musculo esquelético (Lehmann et al., 2003; Pérez et al., 2011), algunos
autores sugieren que el tropismo en estos tejidos probablemente se debe a que en
éstos la respuesta inmune es limitada (Weiss & Kim, 2007). A pesar de lo ya
mencionado, en esta especie se pueden observar con frecuencia quistes tisulares en
diferentes tejidos (Lehmann et al., 2003; Pérez et al., 2011; Bayarri et al., 2012).
Algunos trabajos sugieren que la distribucion de los quistes tisulares en los tejidos
puede estar relacionada también con el biotipo de T. gondii con el que fueron
infectados los animales, asi como la dosis infectante y el tiempo transcurrido desde
la infeccion (Dadimoghaddam et al., 2014; Dubey, 2010). En el cerdo, se ha
observado que los principales biotipos asociados a la infeccidén con T. gondii son los
del tipo Il y Ill, sin embargo también se han descrito aislados con la combinacion de

los genotipos I, Il y 11l (Dubey, 2010).

2.6. Signos clinicos en los animales y en los humanos

La principal via de transmision de la toxoplasmosis hacia los humanos es por

consumo de agua y alimentos contaminados con ooquistes y principalmente por el
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consumo de carnes curadas o0 poco cocidas, a esta ultima se le ha atribuido un 30-
60% de todos los casos de toxoplasmosis adquirida (Jurankovda, 2013).

El espectro clinico de la enfermedad es muy variado y depende
fundamentalmente del estado inmunitario del huésped y del biotipo de Toxoplasma
al que se estuvo expuesto. En los humanos la toxoplasmosis puede manifestarse
basicamente en 5 formas, la asintomatica, la infeccion aguda, congénita, ocular y la
reactivacion clinica en individuos inmunocomprometidos (Ribera, 2013). La
toxoplasmosis congénita es la complicacibn mas significativa de la infeccion activa
(Paternina, 2004; Restrepo, 2007). La mayoria de las infecciones congénitas son
asintomaticas, aunque en algunos casos el nifio nace con la enfermedad aguda, en
donde se puede encontrar casos de hidrocefalia, lesiones oculares y viscerales. En
otros casos, la enfermedad se desarrolla después del nacimiento o queda latente por
mucho tiempo (Restrepo, 2007; Uribarren, 2013).

Generalmente la infeccion natural en los animales (no gestantes) trascurre en
forma asintomatica, pero en una primo infeccion durante la gestacion puede producir
muerte embrionaria, aborto, nacimiento de animales débiles o clinicamente normales
pero infectados. Mundialmente, T. gondii constituye la causa del 11-14% de los
abortos que ocurren en ovinos y caprinos. En bovinos por el contrario, la infeccion
por T. gondii no se considera causa frecuente de aborto y se presenta de forma
asintomatica. En caninos se considera como incidental, en donde la infeccién al igual
gue muchas otras especies que no pertenecen a la familia Felidae, es generalmente
subclinica, pero bajo determinadas condiciones se presentan signos clinicos,
predominando las manifestaciones respiratorias y neuromusculares. Los gatos aun
como hospederos definitivos cursan generalmente la infeccion de forma asintomatica,
incluso durante la eliminacion de ooquistes, sin embargo existen ocasiones en que
se presentan signos clinicos, principalmente respiratorios asociados a neumonia de
tipo intersticial, con disnea, letargia y anorexia, signos oculares (uveitis,

retinocoroiditis) o signos neuromusculares (Basso & Venturini, 2009; Dubey, 2010).
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En gatos también se ha descrito la infeccion intrauterina, es decir puede llevarse
a cabo la infeccion transplacentaria; los animales infectados de este modo
generalmente presentan signos mas severos; se ha reportado encefalitis, hepatitis,
ascitis, signos respiratorios y muerte perinatal o predestete (Basso & Venturini, 2009).
En el cerdo la infeccion cursa normalmente en forma subclinica, en animales adultos
se registra pérdida de peso, anorexia y fiebre, que normalmente desaparecen a la
tercera semana post infeccion sin importar la variante de T. gondii al que hayan sido
expuestos. Los cerdos se consideran una importante fuente de infeccion para
humanos debido a las cargas parasitarias encontradas en sus tejidos, comparados
con otros animales productivos (Basso & Venturini, 2009; Dubey, 2010).

2.7. Métodos de diagnostico para toxoplasmosis

El diagndstico clinico se basa en gran medida en los resultados de pruebas
seroldgicas que detecten anticuerpos especificos contra T. gondii. Tanto la
especificidad como la sensibilidad de estas pruebas dependen fundamentalmente de
los antigenos utilizados. La mayor parte de los estuches comerciales estan basados
en lisados de antigenos de Toxoplasma. Entre las pruebas seroldgicas mas utilizadas
estan: las técnicas de aglutinacion modificada (por sus siglas en inglés, MAT),
inmunofluorescencia, ELISA y Western blot para la deteccién de IgM e IgA (fase
aguda), IgE, e IgG (la cual indica si ha habido exposicién anterior), asi como para
determinar la avidez de IgG (se reconoce como avidez a la fuerza de afinidad que
existe entre la IgG especifica y el epitope de la proteina de T. gondii, esta afinidad
aumenta con el tiempo, lo que permite discriminar si la infeccion es reciente (< 4
meses), 0 antigua (> 4 meses) (Canales et al., 2010). Otros tipos de pruebas son los
examenes de gabinete como: la tomografia computarizada, resonancia magnética,
ultrasonido oftalmoldgico y las técnicas de biologia molecular como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y sus variantes, que se basan en la deteccién del
material genético de T. gondii (Dubey, 2010; Uribarren, 2013).
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Algunas secuencias utilizadas para el diagnéstico de T. gondii son las dirigidas
para el gen SAG-1 que es altamente conservado en las cepas de T. gondii, este gen
posee una uUnica copia en el genoma de T. gondii y sintetiza una proteina de
membrana (P-30) de 30 KDa que es considerada en taquizoitos como el antigeno
de superficie mas importante, ya que juega un papel determinante en la virulencia del
parasito (Wang & Yin, 2014). Al igual que SAG-1 se han empleado otros genes que
codifican proteinas de membrana en taquizoitos, como es el caso del gen SAG-2 (P-
22), el cual es utilizado principalmente para la caracterizacion y diferenciacion entre
los principales 3 genotipos de Toxoplasma gondii (I, I y 1ll) (Fazaeli & Ebrahimzadeh,
2007). Otras secuencias utilizadas son las del gen SAG-3 que permite la sintesis de
una proteina de membrana (denominada P-43) tanto en taquizoitos como bradizoitos,
y los genes GRA-4 y ROP-1 que son empleados principalmente en trabajos de
investigacion con la finalidad de utilizarlos para el diagnéstico serolégico de la
toxoplasmosis debido a que son altamente inmunogénicas (Aigner et al., 2010;
Opsteegh et al., 2010; Mohabati et al., 2013; Hernandez et al., 2014).

En lo que respecta a la estimaciéon de la carga parasitaria en tejidos, la deteccién
macroscopica de los taquizoitos o de los quistes tisulares no es comun de realizarse.
Puede hacerse en tejido encefalico, sin embargo es un procedimiento tedioso y que
debe ser realizado por personal con experiencia, y usualmente se hace en ratones o
félidos utilizados en bioensayos para aislamientos. En el caso de las especies con
una masa encefalica de mayor tamafio se utiliza la prueba de PCRc para determinar

la presencia y la cuantificacion de T. gondii (Bayarri et al., 2012).

Tanto la estimacion de la carga parasitaria como la deteccidn de los quistes tisulares
son muy dificiles en las especies de talla grande, aun cuando se incluyen los tejidos
de mayor preferencia del parasito (Bayarri et al., 2012). Dubey et al. (1996)
demostraron que en el cerdo, la deteccion de 1 taquizoito es posible mediante el
bioensayo a partir de 50g de tejido. Aunque se ha demostrado gran sensibilidad en
la deteccion de T. gondii mediante los bioensayos con animales, esta técnica ha

empezado a estar en desuso debido a que se requiere un gran numero de animales,
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resultando poco conveniente desde un punto de vista econémico y ético (Bayarri et
al., 2012). En este aspecto las técnicas de PCR han demostrado ser una buena
opcion para la detecciéon del material genético de T. gondii en los tejidos, siendo la
técnica de PCR en tiempo real (PCRc) la que permite la cuantificacion del parasito
en los mismos (Calderaro et al., 2006; Dubey, 2010; Uribarren, 2013; Jurankova et
al., 2014)

La sensibilidad y especificidad de las técnicas basadas en la PCR dependen en gran
medida de un apropiado método de purificacion del material genético desde las
muestras, de las caracteristicas de las secuencias de DNA elegidas para la
amplificacion y los parametros de la reaccion de amplificacion por si mismos (Switaj
et al., 2005; Soma, 2010; Alejos et al., 2014).

En el caso de T.gondii la distribucion no homogénea de los quistes tisulares en los
tejidos, reducen enormemente la sensibilidad de las pruebas de PCR, ya que se
emplean muestras pequefias de tejido (50mg maximo) en comparacion con los
bioensayos en animales, en los cuales se emplean de 50g a 100g en la inoculacion
en ratones o0 500g o mas cuando se realiza en gatos (Bayarri et al., 2012). Por tal
motivo se han desarrollado algunas metodologias para aumentar la capacidad de
deteccion de la prueba, como son el caso de la metodologia desarrollada por Dubey
(1998) para la concentracio