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RESUMEN

Cedillo Pelaez Carlos. Determinacion de genotipos de Toxoplasma gondii en fauna
silvestre en México. (Tutora Dra Maria Dolores Correa Beltran; Comité Tutoral MC
Fernando Gual Sill, Dr Fernando Constatino Casas).

Hasta hace unos afios, los aislamientos de T. gondii se consideraban clonas con
discreta diversidad genética, agrupandose dentro de uno de los tres linajes
predominantes denominados I, Il y Ill. La variabilidad genética entre las cepas se
consideraba baja, siendo del 1 % o menor, sin embargo, estudios recientes en
diferentes partes del mundo, han revelado una mayor variabilidad genética. En
fauna silvestre, estudios de genotipificacion se han realizado a partir de muestras
de animales terrestres y marinos, identificandose incluso en nutrias marinas, dos
nuevos genotipos denominados X y A, distintos a los genotipos predominantes. En
nuestro pais los estudios de genotipificacion son escasos, describiéndose en la
actualidad la presencia de genotipos | y Il circulando en gallinas de traspatio del
valle de México y genotipos Il y recombinantes en perros y gatos en el estado de
Durango. El objetivo de este trabajo fue determinar los genotipos de T. gondii que
circulan en animales de fauna silvestre en México. Se realizaron estudios de
necropsia y se revisaron los archivos de diagndstico de tres entidades que
contaban con antecedentes de diagndstico de toxoplasmosis en fauna silvestre,
recuperandose secciones de histopatologia e inmunohistoquimica (IHQ), cortes de
microscopia electronica (MET) y tejidos, de 29 casos sospechosos, pertenecientes
a 10 especies: mono ardilla, mono saraguato, Iémur, ledn africano, 0so negro,
canguro rojo, canguro gris, wallaby de Bennet, wallaby de Tammar y delfin del
atlantico. Las muestras recuperadas se reevaluaron por técnicas
anatomopatolégicas, observandose microscOpicamente lesiones asociadas a
toxoplasmosis, incluyendo miocarditis linfoplasmocitaria e histiocitica, neumonia
intersticial con edema pulmonar, enteritis necrética o linfoplasmocitaria; hepatitis,
esplenitis y linfadenitis necrética; encefalitis y meningoencefalitis linfoplasmocitaria
con cambios neuronales y gliales. Los tejidos evaluados presentaron taquizoitos,
pseudoquistes y quistes tisulares sugerentes de T. gondii. Por IHQ, 13 de 16
casos presentaron inmunopositividad a T. gondii, mientras que por MET, 4 casos
presentaron estructuras parasitarias compatibles. A partir de los 29 casos
sospechosos, se procesaron tejidos de 25 casos para la deteccién del genoma de
T. gondii por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), empleando iniciadores
para los genes B1l, GRA6 y SAGS3, resultando 12 casos positivos a uno o dos
genes. El DNA de un wallaby de Bennet amplificado por PCR con GRAG6, que
posterior a la digestion con la enzima Msel, se observo un patron de alelos
genotipo I, similar al de la cepa RH de referencia. El estudio de genotipificacion
llevado a cabo en esta especie, difiere con el Unico informe descrito en la literatura
cientifica a la fecha, siendo distinto a los genotipos determinados (genotipo Ill) en
tres wallabys de los Estados Unidos.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, genotipos, fauna silvestre, wallaby.
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ABSTRACT

Cedillo Pelaez Carlos. Determination of genotypes of Toxoplasma gondii in wild
animals in Mexico. (Tutor Dr Maria Dolores Correa Beltran; Tutoral Committe MC
Fernando Gual Sill, Dr Fernando Constatino Casas).

Until a few years ago, the isolates of T. gondii were considered discrete genetic
diversity with clones, grouped into one of three predominant lineages known as 1, I
and lll. The genetic variability between strains was considered low, 1% or less,
however, recent studies in new isolates from different parts of the world have
revealed a high genetic variability. Genotyping studies of wildlife have been made
from samples of marine and land animals, identifying in sea otters two new
genotypes called X and A, than genotypes predominate. In our country genotyping
studies are scarce, describing at present the presence of genotypes | and Il
circulate mainly in backyard chickens and genotypes Il y recombinants in dogs
and cats of the Durango state. The aim of this study was to determine the
genotypes of T. gondii circulating in wildlife animals in Mexico. Participating in
studies and necropsy records were reviewed for diagnosis of three entities that had
a history of diagnosis of toxoplasmosis in wild animals recovering lamella (HP e
IHQ), cuts of MET and tissues, of 29 suspected cases, 10 belong species: squirrel
monkey, saraguato monkey, lemur, African lion, black bear, red kangaroo, gray
kangaroo, wallaby of Bennet, wallaby of Tammar and Atlantic dolphin. The
samples recovered were re-evaluated by histopathological techniques,
microscopically observed lesions associated with toxoplasmosis, including
myocarditis lymphoplasmocytic and histiocytes, interstitial pneumonia with
pulmonary edema, or necrotic enteritis lymphoplasmocytic, hepatitis, splenitis and
necrotic lymphadenitis, encephalitis and meningoencephalitis limphoplasmocytic
with neuronal and glial changes. The evaluation showed taquizoitos tissues,
suggesting tissue cysts and pseudocysts of T. gondii. By IHQ, 13 of 16 cases
submitted to inmunopositividad T. gondii, whereas MET, 4 cases had parasitic
structures compatible. From the 29 suspected cases were processed tissues (both
fresh and formaldehyde) in 25 cases for the detection of the genome of T. gondii
by PCR using the B1 gene, GRA6 and SAG3, resulting in 12 positive cases, one or
two genes. The DNA of a wallaby of Bennet amplified GRA6, whose digestion with
the enzyme Msel, displayed a polymorphic pattern with allele genotype I, similar to
the reference strain RH. The genotyping study conducted in this species, differs
with the only report described in the literature to date, being identified genotype |,
unlike certain genotypes (genotype Ill) in three wallabys from the United States.

Keywords: Toxoplasma gondii, genotypes, wildlife, wallaby.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado con capacidad de
infectar a vertebrados de sangre caliente, incluyendo animales domésticos,
silvestres y al hombre (Green, 2000; Tenter et al, 2000; Fowler y Miller, 2003;
Ferguson, 2004; Hill et al, 2005; Saeij et al, 2005; Thiangtum et al, 2006; Fowler y
Miller, 2008; Kim y Weiss, 2008).

Su nombre se deriva de las palabras griegas toxon, que significa “arco” y
plasma, que significa “forma”, refiriendose a la forma arqueada del citoesqueleto
gue presenta la fase de taquizoito (Figura 1) (Black y Boothroyd, 2000; Rico-
Torres, 2005; Hill et al, 2005; Kim y Weiss, 2008).

La importancia médica y veterinaria de T. gondii radica en su capacidad de
producir aborto o enfermedad congénita en los huéspedes afectados. La
toxoplasmosis se considera una zoonosis de distribucion mundial, cuyo impacto ha
generado que sea el protozoario mayormente estudiado, existiendo a la fecha,
mas de 15000 publicaciones originales y mas de 500 revisiones en el tema (Dubey
y Beattie, 1988; Tenter et al, 2000).

1.2 Antecedentes historicos

Toxoplasma gondii fue descrito por primera vez en 1908 por Nicolle y
Manceaux, en bazo, higado y sangre de gondis (Ctenodactylus gundi), roedores
del Norte de Africa. En el mismo afio, Splendore descubrié el protozoario en
tejidos de conejos de laboratorio en Brasil y, Darling en Panam@, identifico quistes
tisulares en humanos, denominandolos como sarcosporidiosis en ese tiempo.
Nicolle y Manceux denominaron al género como Toxoplasma debido a la
morfologia que presentaban los protozoarios y gondii por el animal en el que lo
encontraron (Black y Boothroyd, 2000; Tenter et al, 2000; Fowler y Miller, 2003;
Rico-Torres, 2005; Correa et al, 2006; Sukthana, 2006; Kim y Weiss, 2008). Las

primeras descripciones de casos clinicos en humanos fueron en 1913 por



Figura 1. Taquizoitos de Toxoplasma gondii. Lavado peritoneal de ratdn, inoculado
con cepa de referencia RH, aprecidandose en el centro de la imagen cuatro estructuras
libres de aspecto “arqueado”. En la parte inferior y en el extremo superior izquierdo se
observan conglomerados de zoitos sin apreciarse morfologia definida.

Fuente: Héctor Luna Pastén y Rafael Lopez Rebosefio. Suspension de taquizoitos en
PBS, 400x. Laboratorio de Inmunologia Experimental, Instituto Nacional de Pediatria.



Castellani y en 1923 por Janku, quien tras el estudio postmortem de un nifio de 11
meses con microoftalmia e hidrocefalia, se identific6 al parasito en el ojo,
reconociéndose como el primer caso asociado a enfermedad congénita (Tenter et
al, 2000; Correa et al, 2006; Sukthana, 2006). En 1937, Wolf y Cowen informaron
el primer caso de toxoplasmosis diseminada como causa de muerte de un humano
adulto de 22 afios de edad, asi mismo, documentaron por primera vez el
mecanismo de transmision congénita (Tenter et al, 2000; Correa et al, 2006). En
1939 se describio la triada “clasica” de sintomas asociados a toxoplasmosis
congénita en humanos (retinocoroiditis, hidrocefalia y encefalitis seguida por
calcificaciones cerebrales). Entre 1940 y 1942 se identific6 a T. gondii como
agente causal de enfermedad aguda adquirida en humanos, describiéndose
cuadros de encefalitis en nifios y se reconocio su transmision vertical en personas
(Tenter et al, 2000; Sukthana, 2006).

En 1952 se reconocié a T. gondii como causante de linfadenopatia y
retinocoroiditis en humanos. Entre 1954 y 1956 se planteo la hipdtesis de
transmision horizontal a humanos a partir de la ingestion de carne mal cocida
conteniendo quistes tisulares. En 1958 el comité mixto de la Organizacion Mundial
de la Salud y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
Alimentacién (OMS/FAOQ) incluyeron a la toxoplasmosis como una zoonosis de
importancia en la salud publica (Tenter et al, 2000; Correa et al, 2006).

En 1970 Dubey y Frenkel describieron los estadios sexuales en el intestino
delgado de gatos, como parte del ciclo biolégico de dicho protozoario. Entre 1969
y 1972 se evidencié la participacion epidemiologica de los gatos en la
diseminacion de T. gondii en diferentes partes del mundo. En 1982 se documento
el primer caso de toxoplasmosis cerebral en un paciente con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y en 1984 se reconocié a T. gondii como
agente oportunista en pacientes con este sindrome. Entre 1995 y 1998, se
documenté un brote de toxoplasmosis aguda en humanos, afectando a 100
individuos de entre 6 y 83 afios, asociado al consumo de agua contaminada con

ooquistes de felinos silvestres (Tenter et al, 2000; Kim y Weiss, 2008).



1.3 Biologia

Toxoplasma gondii pertenece al Phylum Apicomplexa (protozoarios cuyo
estadio movil presenta complejo apical), Clase Sporozoasida, Subclase
Coccidiasina, Orden Eucoccidiorida y Familia Sarcocystidae; describiéndose
solamente una especie para el género (Montoya y Liesenfeld, 2004; Rico-Torres,
2005).

Este Phylum de protozoarios abarca mas de 5000 especies de parésitos
intracelulares obligados, donde se encuentran otros protozoarios responsables de
desarrollar enfermedad en animales y humanos, como son Plasmodium,
Neospora, Sarcocystis, Cryptosporidium, Babesia, Besnoitia, Hammondia,
Cyclospora, Theileria y Eimeria, entre otros (Gardiner et al, 1988; Sibley, 2003;
Khan et al; 2005; Saeij et al, 2005; Nishi et al, 2008).

Las diferentes cepas de T. gondii han sido ampliamente estudiadas y
descritas en la literatura cientifica, clasificandose, en un inicio, en tres genotipos o
linajes predominantes denominados I, Il y Ill, con base en estudios realizados a
partir de aislamientos en Europa y Norteamérica. Sin embargo, algunos estudios
recientes han demostrado la presencia de nuevos genotipos con caracteristicas
particulares en diversas partes del mundo. (Dardé, 2004; Saeij et al, 2005; Switaj
et al, 2005; Su et al, 2006; Dubey, Quirk et al, 2008; Dubey y Jones, 2008).

El establecimiento de los diferentes tipos de T. gondii se determind en un
principio, al estudiar sus caracteristicas biologicas in vivo e in vitro, como el
comportamiento en ratones y cultivo celular, manteniéndose dichos criterios
vigentes, empleados actualmente para determinar las cualidades de nuevos
aislamientos (Cuadro 1). El aislamiento tipo | se considera el mas virulento en
ratones (DL1go=1) y tiende a generar casos clinicos de toxoplasmosis humana. Los
aislamientos tipo 1l y Ill son considerados menos virulentos para ratones
(DL100=10%) y han sido aislados de humanos, animales domésticos y silvestres. Sin
embargo, la virulencia en ratones no evidencia una correlacién en la infeccién en

humanos y otros animales (Darde, 2004; Saeij et al, 2005; Su et al, 2006).



Cuadro 1. Resumen de algunas caracteristicas biolég icas y epidemiol6gicas
de los principales genotipos de  Toxoplasma gondii.

Tipo |
Aislamiento poco frecuente, 10% de las cepas de origen humano de Europa y EU.
Alta virulencia para ratones: muerte de todos los ratones inoculados
con menos de 10 taquizoitos.
In vitro: alto rango de multiplicacién, reduce la interconversion taquizoito- bradizoito.

Tipo Il
Comunmente aislado de humanos, ovinos, cerdos; 80% de las cepas
de origen de Europay EU.
No virulento para ratones: infeccion crénica con persistencia de quistes tisulares.
In vitro: bajo rango de multiplicacién, facilita la interconversién taquizoito- bradizoito y
formacion de quistes.

Tipo Ill, genotipos recombinantes y genotipos con a  lelos atipicos
Aislamientos raros originados en Europa y EU.
Aislamientos originados principalmente de animales silvestres y de cuadros de
enfermedad inusual en humanos.
Usualmente mas virulento para ratones que los tipo I

Tomado de: Darde ML. Genetic analisis of diversity in Toxoplasma gondii. Ann Ist Super
Sanita. 2004; 40 (1): 57-63.



1.4 Ciclo de vida y estructura de estadios de ~ Toxoplasma gondii

En el ciclo de vida de T. gondii los hospedadores definitivos corresponden a
la familia Felidae, mientras que los hospedadores intermediarios pueden ser todos
los animales de sangre caliente (Dubey, 1998; Tenter et al, 2000; Greene, 2000;
Fowler y Miller, 2003; Ajzenberg et al, 2005; Hill et al, 2005; Sedlak y Bartov4,
2006; Thiangtum et al, 2006; Fowler y Miller, 2008).

El ciclo comprende cuatro estadios infecciosos con aspectos particulares en
su biologia y estructura: taquizoito (etapa de multiplicacion rapida), bradizoito (en
quiste tisular, etapa de multiplicacion lenta), merozoito (estadio sexual intestinal) y
esporozoitos (en ooquistes). Los estadios de taquizoito y bradizoito se encuentran
generalmente dentro de tejidos de los hospedadores afectados, los merozoitos
exclusivamente se desarrollan durante la fase sexual en el epitelio intestinal de
felinos, mientras que los esporozoitos estan confinados dentro de ooquistes fuera
del hospedador (eliminados en las heces), cuya estructura les confiere una
extremada resistencia a las condiciones ambientales (Dubey, 1988; Dubey, 1998;
Greene, 2000; Ferguson, 2004; Hill et al, 2005; Correa et al, 2006).

El estadio de taquizoito caracteristicamente presenta forma de “media
luna”, llegando a medir 6.0 x 2.0 um aproximadamente, siendo similar su talla al
diametro de un eritrocito. El extremo anterior termina en forma de punta (complejo
apical) mientras que el extremo posterior presenta forma redondeada.
Externamente presenta una cubierta y en su interior contiene diferentes organelos
e inclusiones (Figura 2) incluyendo anillos apicales, anillos polares (1 y 2),
conoide, roptrias, micronemas, microporos, mitocondrias, microtabulos, reticulo
endoplasmico liso y rugoso, aparato de Golgi, ribosomas, microporos, nucleo con
acumulos de cromatina y nucleolo, granulos densos, granulos de amilopectina
(discretos o escasos) y apicoplasto (Dubey, Lindsay et al, 1998; Hill et al, 2005;
Nishi et al, 2008).

La cubierta externa o cuticula esta compuesta de tres membranas, la
primera denominada plasmalema y dos mas que se encuentran adheridas

formando el complejo membranoso interno (CMI). EI CMI es una estructura



Figura 2. Estructura de taquizoito de  Toxoplasma gondii. Microscopia electrénica de transmisién de un taquizoito
proveniente de exudado peritoneal de raton inoculado con la cepa VEG de T. gondii. El zoito se aprecia
intracelularmente dentro de la vacuola parasitofora (VP), exhibiendo diferentes organelos como son el conoide (Co),
micronemas (Mic), roptrias (Rop), aparato de Golgi (AG), nucleo (Nu) y nucleolo (Ncl), granulos densos (GD), cuerpos
lipidicos (CL) y granulos de amilopectina (Am). Ur-Pb, Barra: 1um.

Tomado y modificado de: Dubey JP, Lindsay DS, Speer CA. Clinical Microbiology Reviews. 1998; 11(2): 267-299.



continua a lo largo del protozoario, perdiendo esta caracteristica a nivel de los
microporos (ubicados lateralmente) y en el extremo posterior (poro posterior). El
complejo apical (CA) estd formado por los anillos apicales, anillos polares,
conoide, microtubulos (del conoide, subcuticulares e internos), modificaciones del
plasmalema y CMI (Figura 3). El anillo polar 1 es un plegamiento delgado
electrodenso del complejo membranoso interno ubicado en el borde anterior del
taquizoito, el cual rodea y delimita un cono truncado cilindrico (conoide), este a su
vez esta conformado por 6 a 8 microtubulos compactados (compuestos de a-
tubulina) dispuestos en espiral. El anillo polar 2 sirve de base a los microtubulos
del conoide, asi mismo, de él se originan 22 microtubulos subcuticulares,
corriendo a lo largo del zoito por debajo del complejo membranoso interno, hasta
su extremo posterior. En adicion, los protozoarios presentan dos microtibulos
internos que terminan a nivel del conoide. Los microtubulos son parecidos a un
cilindro disponiéndose en forma de espiral (Dubey, Lindsay et al, 1998; Patron et
al, 2005; Nishi et al, 2008).

El estadio de bradizoito difiere ligeramente en su morfologia con relacion al
taquizoito, siendo discretos los cambios estructurales (Figura 4). La principal
diferencia es la posicion del nudcleo, encontrandose en los bradizoitos en el
extremo posterior, mientras que los taquizoitos lo presentan localizado en el
centralmente. Asi mismo, los bradizoitos presentan de una a tres roptrias con
contenido electrodenso, el cual varia en densidad y aspecto (de contenido
homogéneo a reticular) de acuerdo a la longevidad de los zoitos, contienen
abundantes granulos de amilopectina (positivos a la tincion de acido peryodico de
Shift, PAS) y son méas delgados que los taquizoitos (7.0 x 1.5 um
aproximadamente) (Dubey, Lindsay et al, 1998; Hill et al, 2005).

Los bradizoitos generalmente se encuentran confinados dentro de una
estructura citoplasmatica denominada quiste tisular, que conforme se dividen y se
incrementa la cantidad de zoitos, el quiste aumenta de tamafio, llegando a medir
hasta 70 ym de didmetro cuando presentan forma esférica y hasta 100 ym de

largo cuando adquieren forma enlongada. Dichas estructuras inicialmente pueden
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Figura 3. Esquema del complejo apical de  Toxoplasma gondii.

Tomado y modificado de: Dubey JP, Lindsay DS, Speer CA. Clinical Microbiology
Reviews. 1998; 11(2): 267-299.
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Figura 4. Estructura de bradizoito de = Toxoplasma gondii. Microscopia electronica de
transmision de un bradizoito en el interior de un quiste tisular, proveniente de encéfalo de
raton inoculado con la cepa VEG de T. gondii. El zoito exhibe diferentes organelos y
estructuras como el conoide (Co), micronemas (Mic), roptrias (Rop), plasmalema (PM),
granulos de amilopectina (Am), mitocondria (Mi), apicoplasto (Apic), aparato de Golgi
(AG), centriolos (Ce) y nucleo (Nu). Ur-Pb, Barra: 1um.

Tomado y modificado de: Dubey JP, Lindsay DS, Speer CA. Clinical Microbiology
Reviews. 1998; 11(2): 267-299.
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resguardar uno o dos protozoarios, pero conforme transcurre el tiempo, se pueden
llegar a encontrar quistes con mas de 60 000 protozoarios. Los quistes tisulares
presentan una pared delgada (< 0.5 ym) y elastica, con afinidad débil a la tincion
de PAS y variable a las tinciones de plata (argirofilica) dependiendo de la técnica
empleada, indicativo de contener polisacaridos en su composicion, provenientes
tanto de la célula afectada como del parasito (Dubey, Lindsay et al,1998; Hill et al,
2005).

Cuando un hospedador definitivo (gatos o felinos silvestres) ingiere tejidos
con quistes tisulares (Figura 5), estos llegan al tracto digestivo y por la accion de
los jugos gastricos y enzimas proteoliticas del intestino, los bradizoitos se liberan a
la luz invadiendo el epitelio del intestino delgado. Ya en el interior de los
enterocitos, se lleva a cabo una primera multiplicacion asexual por endodiogenia,
la cual es una forma especializada de reproduccion generando dos progenies o
clonas a partir de su antecesor, formando los merozoitos. Los estadios de
merozoito se desarrollan a nivel del epitelio intestinal, generando cinco tipos
morfologicos diferentes, denominados A, B, C, D y E, teniendo diferencias
discretas con los taquizoitos. Miden de 5.8 x 2.9 ym aproximadamente, presentan
protrusiones de la cuticula, con escasos (tipos A, B, D y E) a abundantes (tipo C)
granulos de amilopectina, escasas roptrias de aspecto reticular (tipos A a D) a
electrondesas (tipo E), escasos micronemas y granulos densos, abundantes
cuerpos lipidicos, abundantes mitocondrias pequefias, nucleo y nucleolo
prominente. Los tipos C, D y E se pueden dividir por otra modalidad llamada
endopoliogenia, la cual es una forma especializada de reproduccion donde se
divide el nucleo en multiples fragmentos generando varias progenies. El conjunto
de merozoitos se denomina esquizontes, pudiendo estar presentes desde el tipo B
hasta el E, independiente del tipo de reproduccién que lleven a cabo. Al final de
estas divisiones asexuales, la ultima multiplicacion de parasitos (generaciones tipo
D o E) dainicio a la fase de division sexual dentro del ciclo de vida y exclusiva de

los hospederos definitivos, generando macro y microgamontes (gamontes
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Figura 5. Ciclo biolégico de  Toxoplasma gondii.

Tomado de: Correa D, Coballase UE, Cafiedo S, Rico TC. Toxoplasmosis. En: Flisser A
Pérez TR, editores. Aprendizaje de la parasitologia basado en problemas. Editores de

Textos Méxicanos. México, D.F., México. 2006: 355-367.
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femenino y masculino) (Dubey, Lindsay et al, 1998; Hill et al, 2005; Speer y Dubey,
2005).

Los gamontes femeninos o macrogamontes presentan forma subesférica,
con multiples microporos en su membrana y en su citoplasma con nucleo central
de gran tamafo, reticulo endoplasmico rugoso y liso, numerosas mitocondrias,
vesiculas de doble membrana, cuerpos adyacentes a la membrana tipo | y I, asi
como abundantes granulos PAS positivos en el citoplasma. Los gamontes
masculinos o microgamontes son de forma ovoide a elipsoidal, que durante la
microgametogenesis, su nucleo se fracciona en 10 a 21 nuevos nudcleos, cuyas
porciones se disponen a la periferia del gamonte generando protuberancias en su
cuticula, dando pauta a la formacion de los futuros microgametos; asi mismo, en
su citoplasma se pueden ver otros organelos y cuerpos de inclusion. Los
microgametos son estructuras de forma enlongada conteniendo principalmente
material nuclear y una mitocondria de gran tamafo, en su extremo anterior
presentan el perforatorium adyacente a los cuerpos basales, de donde emergen
dos flagelos proyectados hacia el extremo posterior (Dubey, Lindsay et al, 1998;
Hill et al, 2005; Speer y Dubey, 2005).

Cuando los microgametos fertilizan al microgameto maduro se genera el
cigoto, presentando un nucleo grande con nucleoplasma amorfo delimitado por
una membrana con algunos microporos. Conforme madura, el nacleo se divide
generando cuatro nuevos nucleos situados a la periferia del cigoto, a su vez,
durante esta etapa, se forma una segunda membrana. Después de la division del
citoplasma, se forman dos esporoblastos con dos nucleos cada uno, al mismo
tiempo se forma una segunda membrana limitante. Conforme continta la
maduracion de la estructura, los esporoblastos adquieren forma enlongada
formando los esporoquistes, y su membrana externa forma la pared del
esporoquiste. El ooquiste sin esporular mide de 10 a 12 pm de didmetro,
presentando forma esférica con dos capas o paredes bien definidas
independientes de la pared de los esporoquistes. La formacion de los esporozoitos

se lleva a cabo dentro de los esporoquistes conforme se alcanza la esporulacion
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en condiciones ambientales. El ooquiste esporulado mide de 11 a 13 pum de
diametro, su pared esta constituida por tres capas de diferente densidad,
conteniendo dos esporoquistes elipsoidales (8 x 6 um) y cada uno con cuatro
esporozoitos. Ultraestructuralmente los esporozoitos son similares a los
taquizoitos excepto que presentan mayor cantidad de micronemas, roptrias y
granulos de amilopectina (Dubey, Lindsay et al, 1998; Hill et al, 2005; Speer y
Dubey, 2005). El conjunto de estas divisiones asexuales y sexuales en los
enterocitos, representa el ciclo enteroepitelial dentro del ciclo biolégico. Conforme
los ooquistes maduran y crecen, generan la ruptura del enterocito afectado,
liberandose a la luz intestinal, los cuales se eliminaran posteriormente al ambiente
a través de las heces del hospedador como ooquistes no esporulados (Tenter et
al, 2000; Hill et al, 2005). La carga parasitaria de ooquistes generalmente llega a
millones durante el periodo en que se eliminan (Montoya, 2004; Saeij et al, 2005;
Fowler y Miller, 2008). Bajo condiciones de laboratorio, gatos infectados pueden
llegar a eliminar 500 millones de ooquistes aproximadamente. En condiciones
ambientales, se ha estimado que se pueden encontrar hasta 13 millones de
ooquistes por gramo de material fecal de felino infectado (Dubey, Jones et al,
2008).

En el exterior, los ooquistes esporulan al exponerse al aire y la humedad
durante uno a cinco dias, conteniendo dos esporoquistes, cada uno con cuatro
esporozoitos. La totalidad del ciclo enteroepitelial de T. gondii puede completarse
en el transcurso de 3 a 10 dias cuando se ingieren quistes tisulares (bradizoitos);
en el caso de la ingesta de taquizoitos, se excretan ooquistes a los 13 dias 0 mas
y cuando ingieren ooquistes, se eliminan estos a los 18 dias o0 mas (Dubey y
Beattie, 1988; Dubey, 2002; Hill, 2005; Greene, 2000; Correa, 2006).
Simultaneamente con el progreso del ciclo enteroepitelial, los bradizoitos también
pueden penetrar la lamina propia de la pared intestinal, multiplicandose como
taquizoitos. En el lapso de unas cuantas horas postinfeccién, T. gondii puede
diseminarse a tejidos extraintestinales, tanto por via linfatica como sanguinea
(Dubey y Beattie, 1988; Dubey, 1998; Hill et al, 2005).
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Cuando los hospedadores definitivos ingieren taquizoitos u ooquistes de
otros felinos, los protozoarios alcanzan el tracto intestinal y desarrollan el ciclo
enteroepitelial de forma similar a la ingesta de quistes tisulares (Dubey y Beatie,
1988; Black y Boothroyd, 2000).

En los hospedadores intermediarios, tras la ingestion de cualquiera de los
estadios infecciosos, éstos se diferencian a taquizoitos a nivel intestinal y
posteriormente se diseminan extraintestinalmente de forma similar a los
hospedadores definitivos, desarrollandose bajo dos fases de multiplicacion
asexual. En la primera fase, los taquizoitos se multiplican rapidamente por
endodiogenia, en células de mudltiples tejidos del hospedador, hasta alcanzar
varias generaciones y formar pseudoquistes. Los taquizoitos de ultima generacion
son los iniciadores de la segunda fase de desarrollo asexual, resultando en la
generacion de bradizoitos de multiplicaciéon lenta por endodiogenia, contenidos en
un quiste tisular. Los quistes tisulares predominan en el sistema nervioso central,
0jo, musculo cardiaco y esquelético; sin embargo, también es posible encontrarlos,
en menor cantidad, en 6érganos viscerales como higado, pulmén y rifion. Se
consideran a los quistes tisulares como el estadio final del ciclo de vida en los
huéspedes intermedios, con capacidad infecciosa inmediata, pudiendo persistir de
por vida en varios hospedadores. En hospederos intermedios, tras el desarrollo de
quistes tisulares, pueden transcurrir episodios largos de tiempo (meses o incluso
afnos) y romperse esporadicamente algunos quistes tisulares con la liberacion de
bradizoitos, los cuales se transforman nuevamente a taquizoitos teniendo la

capacidad de reinfectar diferentes tejidos. (Tenter et al, 2000; Hill et al, 2005).

1.5 Genoma, genotipos y genatipificacion

La biologia molecular contemporanea se ocupa principalmente de la
comprension de los mecanismos responsables de la transmision y expresion de la
informacion genética, que en ultimo termino determinan la estructura y funcion

celular (Cooper y Hausman, 2007).
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Se define como genoma a la totalidad de la informacion genética
perteneciente a una célula u organismo, en otras palabras, esta constituido por la
totalidad de genes que componen el DNA de dicho organismo, dispuestos dentro
de los cromosomas. Los genes son las unidades fisicas y funcionales de la
herencia, que transmiten la informacion de una generacion a otra,
correspondiendo habitualmente a un segmento de DNA que codifica para una
macromolécula (una sola proteina o un solo RNA) con funcién celular especifica.
Los cromosomas son las estructuras portadoras de los genes, consistentes en
moléculas largas de DNA y proteinas asociadas (Alberts et al, 2004; Cooper y
Hausman, 2007). El genotipo corresponde al conjunto especifico de alelos que
conforman el genoma de un individuo. Los alelos son las formas alternativas de un
gen gue se pueden presentar en un locus. Los locus corresponden al lugar de un
gen dentro del genoma (Alberts et al, 2004).

Khan y colaboradores (2005) estudiaron el genoma de T. gondii,
desarrollando un mapa genético (Figura 6) donde analizaron la segregacion de
marcadores polimorficos de DNA en progenies recombinantes (71 progenies) de
distintas cruzas de genotipos predominantes (tipo Il con 1l y tipo | con Ill),
analizandolas con 250 marcadores genéticos. Los resultados de dicho estudio
determinaron un mapa geonomico de T. gondii compuesto por 14 cromosomas,
mayor cantidad que los 11 cromosomas descritos en los trabajos de Sibley et al
(1992) y Su et al (2002). Los cromosomas determinados se denominaron la, Ib, Il
I, 1Iv, V, VI, Vlla, Vlib, VIII, 1X, X, XI y XII; teniendo un tamafo fisico de 61 645
498 pb y un tamafio genético de aproximadamente 592 cM.

Hasta hace unos afos, la mayoria de los aislamientos de T. gondii fueron
considerados clonas, con una discreta diversidad genética, derivandose la mayor
parte de la informacién a partir de humanos y animales, tanto enfermos o
aparentemente sanos dentro de un ciclo doméstico o urbano, provenientes de
Europa y Norteamérica, agrupandose en uno de los tres tipos genéticos o linajes
predominantes denominados I, Il y lll, con base en electroforesis de isoenzimas, el

polimorfismo de fragmentos de restriccibn (RFLP) del gen SAG2 (entre otros
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marcadores) y la tipificacion de microsatélites. La diferenciacion de genotipos o
genotipificacion ha sido estudiada también por otras técnicas como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), secuenciacibon de DNA y el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) de polipéptidos polimérficos de antigenos de granulos
densos, entre otros. La variabilidad genética entre las cepas se consideraba
relativamente baja, siendo del 1% o menor. Sin embargo, estudios recientes,
basados en nuevos marcadores para la caracterizacion de genotipos de nuevos
aislamientos en diferentes partes del mundo, han revelado una alta variabilidad
genética (Ajzenberg et al, 2002a; Ajzenberg et al, 2004; Darde, 2004; Saeijj et al,
2005; Switaj et al, 2005; Su et al, 2006; Dubey, Quirk et al, 2008; Dubey y Jones,
2008)

Los linajes presentan distribucion diversa en diferentes partes del mundo,
variando su patogenicidad en las diferentes especies afectadas. Algunos estudios
recientes en cepas aisladas de pacientes humanos en la Guinea Francesa y cepas
de gallinas de Brasil, sugieren un alto rango de transmision y cruzamiento, en
contraste con lo observado en aislamientos de pacientes humanos y animales
domeésticos en Norteamérica y Europa. En areas donde los sistemas de crianza de
ganado es reciente o extensivo (como Brasil o Africa) y el ciclo silvestre de T.
gondii ocurre entre felinos silvestres y una alta diversidad de huéspedes
intermediarios no domésticos (selva del Amazonas o Guayana Francesa), los
genotipos atipicos o recombinantes prevalecen, debido al intercambio genético y
la alta diversidad de variantes que se pueden generar. Sin embargo, también se
han encontrado en raras ocasiones cepas atipicas o recombinantes en Europa y
Estados Unidos, (Darde, 2004; Saeij et al, 2005; Su et al, 2006).

En la actualidad, gracias al estudio del genoma de T. gondii, Toxoplasma
Genome Map Database, (http://toxomap.wustl.edu/Toxo_Genetic_Map_Table.html), se han
descrito mas de 200 marcadores genéticos, facilitando su disposicion para
estudios de genotipificacion. Mas de 73 000 genes y secuencias expresadas se
encuentran disponibles en el Gen Bank y pueden ser analizadas a través de

paginas web del genoma de T. gondii (Darde, 2004).
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La diversidad de alelos detectados para la mayoria de estos marcadores es
bajo (2 a 4 alelos). Este es el caso para marcadores de isoenzimas, como el
sistema enzimético polimorfico 6 (aspartato aminotransferasa, glutation reductasa,
amilasa, glucosa fosfato isomerasa, fosfatasa &cida, propionil esterasa) que
presenta solo 2 o 3 isoformas en una poblacion de 83 aislamientos (Cuadro 2)
(Darde, 2004; Sundar et al, 2008)

De igual manera, esto aplica para la diversidad alélica detectada por PCR-
RFLP o por secuencia de copias sencillas de genes, como los genes que codifican
antigenos mayores (antigenos de superficie, granulos densos o antigenos de
roptrias), genes que codifican otros productos de T. gondii (a-tubulina, 3-tubulina,
actina, nucleosido trifosfatasa, DNA polimerasa-a) o genes con funcién no
conocida (850, L320, 62B, 226, C19, B1l) (Cuadro 2). Una proporcion de
polimorfismo alto es detectado por algunos microsatélites localizados en el intron
de genes conocidos (TUB2 codificando para B-tubulina, TgM-A codificando para
miosina-A) 0 en una secuencia expresada (EST W35487) (Darde, 2004).

La secuenciacion de DNA de diferentes aislamientos puede ser empleada
como un método de tipificacion para detectar polimorfismo de nucleétidos o
deleciones en diversos niveles de pares de bases (Darde, 2004; Sundar et al,
2008).

Dependiendo la metodologia empleada, un mismo marcador puede poner
en evidencia polimorfismo variable entre diversas cepas y distinguir entre los tres
tipos principales (Darde, 2004); sin embargo algunos autores han empleado para
genotipificacion de T. gondii (mediante PCR-RFLP), desde tres hasta once
marcadores, que dependiendo el origen de las cepas (por ejemplo Europa o
Sudameérica) y el hospedero afectado (humanos, gallinas, gatos o fauna silvestre),
en unas ocasiones distinguen entre los genotipos predominantes, mientras que en
otras solo se logra poner en evidencia diversos tipos recombinantes o atipicos
(Ajzenberg et al, 2002; Djurkovic-Djakovic et al, 2006; Miller, Miller et al, 2008;
Pena et al, 2008)
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Cuadro 2. Marcadores genotipicos y fenotipicos empl  eados en
estudios de diversidad genéticade  Toxoplasma gondii.

Marcadores fenotipicos o genéticos con bajo polimor fismo

Isoenzimas
Aspartato aminotransferasa, amilasa, propionil esterasa, glucosa fosfato
isomerasa, glutation reductasa, fosfatasa acida

Genes codificantes para antigenos mayores
Antigenos de superficie: SAG1, SAG2, SAG3, SAG4, MAG1, BSR4, SRS1,
SRS2, SRS3
Antigenos de organelos: GRAL, GRA2, GRAS3, GRA4, GRA6, ROP1
Nucleosido trifosfatasa: NTP

Otros genes con funcién conocida

Actina (ACT1), a-tubulina (TUB1), B-tubulina (TUB2), B10, Dihidrofolato
reductasa (FOL1), DNA polimerasa (POL1)

Genes con funcién desconocida
850, L328, 62B, 226, C19, B1

Microsatélites:
B-tubulina (TUBZ2), miosina-A (TgM-A), EST W35487

Marcadores genéticos con alto polimorfismo

Secuencias repetidas en el genoma:
BS, TGR, REP (elementos genéticos maviles)

Microsatélites
ESTs: N60608, N82375, N83021, N61191, AA519150
Loci: M6, M33, M48, M95, M102, M163

Tomado de: Darde ML. Genetic analisis of diversity in Toxoplasma gondii. Ann Ist Super
Sanita. 2004; 40 (1): 57-63.
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1.6 Patogenia

La patogenia de la infeccion por T. gondii en humanos como en animales
depende de diversos factores donde se incluyen la virulencia de la cepa, la dosis
infectante, el estadio del que se trate, el estatus inmunoldgico y la susceptibilidad
del hospedador involucrado, entre otros factores (Montoya y Liesenfeld, 2004; Hill
et al, 2005).

1.6.1 Invasion celular

Con el fin de comprender la capacidad de invasion celular de los estadios
infecciosos de T. gondii y como participan sus diferentes organelos, se describira
la invasion celular por el estadio de taquizoito.

La disposicion polarizada en la que se encuentran los diferentes organelos
y estructuras internas, permite a los taquizoitos moverse y desplazarse
activamente, para llevar a cabo la invasion de diferentes células nucleadas,
mediante eventos dependientes de calcio: 1) motilidad por deslizamiento (asi
como flexion, rotacion y adaptar forma ondulada) sin necesidad de otros medios
de locomocion como los cilios, flagelos o pseudopodos; 2) extrusion del conoide y
3) secrecidn de productos a partir de diferentes organelos (micronemas, roptrias y
granulos densos) (Dubey, 1998; Sibley, 2003).

La invasion celular por parte de T. gondii es un evento esencial para la
sobrevivencia, replicacion y manipulacion de la célula hospedera; siendo
dependiente del complejo apical y del contenido de organelos secretores que
favorecen el contacto, anclaje, penetracion, formacion de la vacuola parasitofora
(VP) y biogénesis de organelos. La invasion inicia cuando el pardsito hace
contacto con la célula del hospedador y logra desplazarse sobre su superficie
(Figura 7). El mecanismo de locomocién es manejado por el parasito a través del
complejo apical (considerado como un sistema motor intracuticular de actina-
miosina), el cual estd intimamente relacionado con el complejo membranoso
interno y las proteinas de adhesion transmembranosa secretadas por los

micronemas. Los micronemas son organelos que descargan su contenido por la
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Adherencia del taquizoito por la accion del
contenido de los micronemas

Secrecion del contenido (proteinas) de las roptrias
Entrada del parasito por el efecto de rotacion del
-\ A conoide: motor de actina-miosina

Formacién de la vacuola parasitofora (VP)
Las proteinas de los micronemas se delimitan al
exterior sin tener contacto con la VP

El parasito en la VP secreta el contenido de los
granulos densos, favoreciendo la adquisicion de
nutrientes y regulando el trafico de proteinas

La VP se delimita por mitocondrias y reticulo
endoplasmico de la célula hospedadora

Las proteinas de los micronemas se eliminan al
medio

Figura 7. Etapas de invasion celular de  Toxoplasma gondii. En la imagen se resumen
las etapas de invasion celular, siendo un proceso rapido y dinamico, orquestado por la
secuencia de la secrecién del contenido de los micronemas (rojo), roptrias (naranja) y
granulos densos (azul), aunado a la accién del conoide, la formacién de la vacuola
parasitofora, concluyendo con la manipulacién y control de la célula afectada.

Tomado y modificado de: Kim K. Role of proteases in host cell invasion by Toxoplasma
gondii and other Apicomplexa. Acta Tropica. 2004; 91: 69-81.
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fusion de la porcion final del extremo apical con la membrana plasmatica de la
célula del hospedero. La secrecién de proteinas ocurre continuamente conforme el
parasito se desliza sobre la superficie, cubriendo la membrana celular del
hospedador y el plasmalema parasitario. Una vez que se logra un ambiente
adecuado para la invasion, el parasito libera una descarga secuencial del
contenido de otros organelos secretores para mediar su entrada a la célula
(Carruthers, 1999; Carruthers, 2002; Sibley, 2003; Kim, 2004; Muiiz et al, 2005;
Patrén et al, 2005; Carruthers, 2006; Bradley y Sibley, 2007; Dubremetz, 2007;
Boothroyd y Dubremetz, 2008; Kim y Weiss, 2008; Laliberte y Carruthers, 2008).
En el primer evento, el contenido de los micronemas se congrega en la
superficie anterior del parasito, ligando receptores del hospedador y mediando la
adherencia apical. Inmediatamente después de este evento, el contenido de
roptrias (segunda clase de organelos de secrecion) es extruido a través del
conducto apical que se forma, movilizando a la superficie por lo menos tres
diferentes proteinas secretadas de las roptrias (Figura 7), que se asocian con
proteinas de los micronemas, a nivel del punto de unidbn en movimiento constante,
aposicionando estrechamente las membranas plasmaticas de la célula del
hospedador y la del parasito. Con el movimiento rotatorio constante y la accion
secretoria, el zoito presiona la membrana plasmatica de la célula hasta lograr
penetrarla y formar la VP. Las proteinas y lipidos de las roptrias son inyectados al
interior de la célula del hospedador y una vez dentro, se reconfiguran formando
pequefias vesiculas (evacuolas) que se fusionan con la VP, favoreciendo la
entrada del paréasito a la célula del hospedador. EI movimiento rotatorio excluye la
mayoria de los componentes de la superficie, siendo pieza clave de la estrategia
de sobrevivencia evitando la acidificacion y fusion con los sistemas endociticos y
lisosomales. Minutos después de la penetracion del parasito, la tercera clase de
organelos de secrecion llamados granulos densos, vierte su contenido proteinaceo
al interior (Figura 7), modificando las condiciones de la VP, participando en la
adquisicion de nutrientes y considerandose también como reguladores del trafico
de proteinas (Carruthers, 1999; Carruthers, 2002; Sibley, 2003; Kim, 2004; Mufiz
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et al, 2005; Nopal-Guerrero et al, 2005; Carruthers, 2006; Bradley y Sibley, 2007;
Boothroyd y Dubremetz, 2008; Kim y Weiss, 2008; Laliberte y Carruthers, 2008).

Después de entrar, el taquizoito mantiene su forma arqueada o puede
adquirir forma ovoide, quedando delimitado en la VP con la formacion de un
sistema membranoso tubulovesicular interno, confiriéndole estabilidad y proteccién
contra los mecanismos de defensa del hospedero. Dentro de la célula afectada el
taquizoito se multiplica asexualmente por repetidas divisiones (endodiogenia)
(Figura 8), hasta que la célula queda repleta de parasitos. Los protozoarios
raramente se dividen simultaneamente, por lo que la progenie se dispone
aleatoriamente sin algun arreglo en particular, sin embargo, en ocasiones se
dividen sincronizadamente disponiéndose en forma de rosetas (Dubey y Beattie,
1988; Hill et al, 2005; Correa et al, 2006; Carruthers, 2006; Kim y Weiss, 2008;
Laliberte y Carruthers, 2008).

Independientemente de coordinar la secrecion de una serie de sustancias
para la invasion celular, estabilidad dentro de la VP, mantenimiento de nutrientes y
eludir los mecanismos de defensa del hospedero, los taquizoitos tiene la
capacidad de evitar la muerte celular de las células afectadas por apoptosis,
mediante la inactivacion de las vias intrinsecas y extrinsecas: inhibicion del
apoptosoma y caspasas 3, 8 y 9; incremento del Bcl-2, Bfl-1, Bcl-xL y Mcl-1;
decremento del Bax y Bad entre otras sustancias (Fernandez-Presas; 2000; Kim et
al, 2006; Carmen, 2007; Kim y Weiss, 2008; Laliberte y Carruthers, 2008).

1.6.2 Relacién Parésito-Hospedador

Toxoplasma gondii usualmente parasita al hospedador, definitivo e
intermediario, sin producir enfermedad clinica, siendo poco frecuentes los casos
clinicos severos. Independiente del tipo de estadio con el que se infecte, ya sea
por la ingestion de carne infectada con quistes tisulares o por alimento
contaminado con ooquistes, al alcanzar la luz intestinal tanto los bradizoitos como
esporozoitos, penetran las células epiteliales multiplicandose dentro de las

primeras 24 horas postinfeccion, generando multiples taquizoitos. Estos se
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Figura 8. Division por endodiogenia de  Toxoplasma gondii. La imagen representa
diferentes etapas durante la division de taquizoitos (secciones longitudinales) generando
nuevas clonas a partir de un zoito antecesor. En la imagen A se observa el taquizoito en
interfase, presentandose las estructuras subcelulares como se distribuyen habitualmente:
conoide (lineas negras), complejo membranoso interno (CMI, linea verde claro), roptrias
(turquesa), micronemas (lavanda), granulos densos (azul), apicoplasto (rosa),
mitocondria (rojo), aparato de Golgi (dorado) y nucleo (gris), rodeado por reticulo
endoplasmico (amarillo claro). Al iniciar la divisién (B), se empieza a formar en el interior
del taquizoito el CMI (verde fuerte) de las futuras células hijas, al mismo tiempo que el
apicoplasto y el aparato de Golgi se dividen y el nlcleo se empieza a bifurcar. El aspecto
granular de las roptrias (célula madre) indica la fragmentacion de su contenido y su
sintesis de novo en las roptrias de las células hijas. En C, el CMI de las células hijas se
forma casi en su totalidad, emergiendo la formacién de dos nuevos zoitos, adquiriendo el
CMI de la célula madre, fraccionandose por completo el ndcleo y redistribuyéndose el
resto de las estructuras subcelulares.

Tomado y modificado de: Nishi M, Hu K, Murray JM, Roos DS. Organellar dynamics

during the cell cycle of Toxoplasma gondii. Journal of Cell Science. 2008; 121: 1559-
1568.
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diseminan a linfonodos mesentéricos y después a traveés de vasos linfaticos y
sanguineos, alcanzan diferentes O6rganos, multiplicandose virtualmente en
cualquier célula del cuerpo del hospedero. El cuadro clinico es determinado por la
extension del dafio en los tejidos afectados y las lesiones necroticas son causadas
por el crecimiento intracelular de los taquizoitos, acompafiado por una respuesta
inflamatoria franca. Los taquizoitos proliferan indiscriminadamente en cualquier
célula nucleada y se diseminan a cualquier tejido del hospedador, incrementando
la densidad parasitaria. El hospedador puede morir por un cuadro de
toxoplasmosis aguda debido a las lesiones necréticas de intestino y linfonodos
mesentericos, aunado a la lesidén en otros tejidos, sin embargo, en la mayoria de
los casos, el hospedero se recupera adquiriendo inmunidad con la aparicién de
anticuerpos humorales (Dubey y Beattie, 1988; Ferguson, 2004; Hill et al, 2005).
La infeccion en un individuo inmunocompetente estimula una respuesta
innata seguida de una adaptativa humoral y celular que restringe el crecimiento
parasitario, por lo que la infeccién puede pasar inadvertida y autolimitante. En la
fase aguda hay produccion de anticuerpos de clase IgM e IgA, que alcanzan su
maximo nivel a las dos o tres semanas y posteriormente decaen. Algunas
observaciones recientes indican que los anticuerpos IgM pueden durar hasta dos
afos, por lo que su presencia no siempre se liga a la fase aguda de la infeccion
(Figura 9). La IgG aparece dos o tres semanas después de la IgM, y alcanza su
concentracion maxima dos meses mas tarde, persistiendo en bajos niveles de por
vida, manteniéndose la parasitosis por los quistes tisulares (Correa et al, 2006).
Todas las formas extracelulares del parasito son afectadas directamente
por los anticuerpos, pero no las formas intracelulares tras la formacion de los
quistes tisulares (alrededor de la tercera semana postinfeccion), los cuales se
localizan en sistema nervioso y muscular principalmente, donde pueden persistir

por varios afios (Dubey y Beattie, 1988; Hill et al, 2005).
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Figura 9. Respuesta de anticuerpos especificos ante una primo-infeccién por Toxoplasma gondii. Al inicio de la
infeccion los primeros anticuerpos en aparecer son los de clase IgM (linea roja) e IgA (linea azul), desapareciendo a
los tres o cuatro meses postinfeccion, aunque actualmente se sabe que en cierta proporcién de casos, es posible
detectar anticuerpos IgM hasta los dos afios 0 mas (lineas naranjas punteadas). En la fase aguda de la infeccién, tras
incrementarse la produccién de los primeros anticuerpos, los de clase IgG (linea amarilla) se empiezan a formar,
siendo de baja avidez. Conforme la infeccidn tiende a la cronicidad, los anticuerpos IgG alcanzan su titulo mas alto
manteniéndose estables y con avidez alta.

Tomado y mofificado de: Correa D, Coballase UE, Cafiedo SlI, Rico TC. Toxoplasmosis. En: Flisser A, Pérez TR,
editores. Aprendizaje de la parasitologia basado en problemas. Editores de Textos Mexicanos. México, D.F., México.
2006: 355-367.



1.7 Infeccion por T. gondii y genotipos relacionados

1.7.1 Toxoplasmosis en humanos

T. gondii es un protozoario prevalente en la mayoria de las zonas del
mundo y se considera que mas de un tercio de la poblacion mundial se encuentra
infectada cronicamente por este parasito. La prevalencia en humanos depende de
la localizacion geografica, oscilando entre el 15 y 85 % de la poblacion adulta. En
Estados Unidos y el Reino Unido se estima una prevalencia en personas del 16 al
40%, mientras que en Centro y Sudamérica, asi como el resto de Europa, la
prevalencia alcanza del 50 al 80% (Tenter et al, 2000; Dubey, 2004; Ajzenberg et
al, 2004; Ajzenberg et al, 2005; Su et al, 2006).

Las infecciones humanas son causadas principalmente por la ingestion de
carne no cocida conteniendo quistes tisulares viables o por la ingesta de alimentos
0 agua contaminada con ooquistes. La mayoria de los individuos se infectan
inadvertidamente, por lo que no puede ser establecida la ruta especifica de
transmision en la mayoria de los casos (Dubey, 2004; Montoya y Liesenfeld, 2004;
Su et al, 2006). La transmisién de T. gondii asociada a, transplante de érganos, es
una fuente potencial de causa de enfermedad en pacientes receptores
seronegativos con transplante de corazén, pulmoén, rifion, higado y péncreas.
Pacientes seropositivos a T. gondii que son sometidos a este tipo de
intervenciones quirdrgicas, pueden desarrollar la reactivacion de una infeccion
latente (Montoya y Liesenfeld, 2004). Taquizoitos de T. gondii han sido
encontrados en leche de varios huéspedes intermediarios (ovinos, cabras y
vacas), asi como, en otros fluidos corporales incluyendo sangre, saliva, esputo,
orina, lagrimas y semen (Tenter et al, 2000).

En nifios y adultos inmunocompetentes, la infeccion es usualmente
asintomatica; sin embargo, en un porcentaje bajo de los casos se puede llegar a
presentar linfadenopatia cervical u occipital, fiebre, fatiga, dolor muscular, dolor de
garganta, rigidez de cuello, cefalea y anorexia, entre otros signos. Asi mismo, se

han descrito cuadros clinicos con desarrollo de corioretinitis o0 presentacion
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pulmonar (Montoya y Liesenfeld, 2004; Ajzenberg et al, 2005; Hill et al, 2005; Su et
al, 2006; Correa et al, 2006).

Los aislamientos tipo Il son los mas predominantes (alrededor del 80%) en
casos de toxoplasmosis sintomatica y en menor proporcion en casos
asintomaticos y asociados a consumo de carne (bovino, ovino, cerdo o ave), en
Europa y Estados Unidos. Sin embargo otros estudios sugieren que aislamientos
tipo | o recombinantes de tipos | y Ill, son mas probables de causar toxoplasmosis
clinica (Darde, 2004; Dubey y Jones, 2008).

En pacientes inmunocomprometidos la reactivacion de infecciones latentes
pueden generar encefalitis clinica mortal, siendo la toxoplasmosis la primera causa
de muerte en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Los
pacientes pueden presentar cefalea, somnolencia, desorientacién, cambio en los
reflejos, hemiparesis, convulsiones e incluso caer en estado de coma, siendo la
lesion predominante en el encéfalo focos de necrosis localizados principalmente a
nivel del talamo (Dubey, 2004; Ajzenberg et al, 2005; Hill et al, 2005; Su et al,
2006). El estudio de genotipos en pacientes inmunocomprometidos llevado a cabo
por Howe y colaboradores (1997) basado en el analisis de un locus (SAG2, PCR-
RFLP), determind al genotipo Il como el mas predominante (75%) en casos de
toxoplasmosis cerebral y extracerebral, en pacientes con SIDA y con otras
entidades (linfoma, transplante de 6rganos). Ferreira y colaboradores (2008)
evaluaron 87 cepas de T. gondii aisladas de pacientes con toxoplasmosis cerebral
y SIDA, en el estado de Sao Paulo, Brasil. A partir de muestras de sangre y liquido
cefalorraquideo, se llevaron a cabo estudios de PCR empleando cuatro
marcadores (5°-SAG2, 3-SAG2, SAG3 y GRAG6), cuyos productos de
amplificacion se digirieron posteriormente con enzimas de restriccion (PCR-RFLP)
resultando 40 pacientes (46%) infectados con aislamientos tipo I, cuatro (4%) con
tipo Ill, 13 (15%) con cepas polimorficas, seis (6.8%) pacientes con cepas que
presentaban alelos tipo | o Il y 15 (17%) con cepas que no pudieron ser

identificadas con los marcadores empleados.
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La infeccibn congénita puede ocurrir posterior a la infeccion materna
durante la gestacion. La frecuencia y gravedad dependen del periodo del
embarazo en el cual se infecta la madre. La infeccion durante el primer trimestre
de gestacion se transmite en baja frecuencia al embridén en desarrollo (2 al 15% de
los casos), pero si se presenta, generalmente se desencadena aborto. Durante el
segundo trimestre, la tasa de transmision vertical aumenta y los fetos infectados
suelen nacer prematuramente o con problemas clinicos severos, incluyendo
cuadro neurolégico prominente con secuelas graves (meningoencefalitis
granulomatosa con hipertension intracraneana, hidrocefalia secundaria a
ependimitis y ventriculitis y calcificaciones cerebrales difusas). En el tercer
trimestre de gestacion, la tasa de transmision madre-hijo es de 50 a 80% pero la
mayoria de los bebés nacen asintomaticos y a término. Sin embargo, se pueden
presentar posteriormente secuelas neuroldgicas, oftalmoldgicas o auditivas en un
tiempo que puede ser de tres meses a 20 afios (Dubey, 2004; Su et al, 2006;
Correa et al, 2006). La toxoplasmosis congénita es la principal fuente de
aislamientos en humanos, aislandose el parasito a partir de fluido amnidtico,
placenta, sangre de cordon umbilical y de tejidos de fetos abortados. El genotipo
predominante ha sido el tipo Il, encontrandose bajo diferentes aspectos de la
enfermedad congénita: infeccion mortal, afeccién neuro-ocular grave, corioretinitis
o infeccion latente. El principal factor que condiciona la severidad de la infeccion
congeénita implica el periodo de gestacion en el que se infecta la madre y/o el
producto. Sin embargo, se ha visto que cepas tipo Il pueden ser no virulentas para
ratones y muy patdégenas para fetos humanos, y de igual manera, estas cepas se
han encontrado en casos latentes o asintomaticos. Cepas tipo | o atipicas han sido
aisladas también de casos de toxoplasmosis congénita, generando usualmente
casos clinicos severos (Darde, 2004).

A la fecha hay poca informacion sobre la diversidad genética de los
aislamientos de T. gondii circulando en la poblacion humana en general. La
informacion generada tiene que ser evaluada con precaucion, considerando con

cautela la relacion del genotipo con el hospedador afectado y el desarrollo de
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enfermedad. En Brasil, cepas atipicas de gallinas y gatos sin signos clinicos, son
virulentas para ratones, con comportamiento similar al de aislamientos de casos

clinicos en humanos (Dubey y Jones, 2008).

1.7.2 Toxoplasmosis en animales domeésticos

En muchos animales domeésticos, T. gondii puede desencadenar
enfermedad clinica grave y causar pérdidas econOmicas importantes,
principalmente en ovinos y caprinos por muerte embrionaria y reabsorcion del
producto, muerte fetal, momificacion, abortos (Figura 10), mortinatos y muerte
neonatal. Los ovinos son particularmente susceptibles a la infeccién por T. gondii,
siendo su presentacion de distribucion mundial. Ademas de la transmisién
congeénita, los ovinos se pueden infectar a partir de la ingestion de ooquistes,
siendo suficiente ingerir 20 ooquistes aproximadamente para desarrollar una
infeccidn franca (Owen y Trees, 1999; Dubey, 2004).

Se han descrito brotes de toxoplasmosis en cerdos en varios paises,
causando cuadros de neumonia, miocarditis, encefalitis y necrosis placentaria, con
alta mortalidad en animales jovenes. Asi mismo, se han presentado brotes
esporadicos y diseminados en liebres, aves y otros animales domésticos. (Dubey,
2004; Hill et al, 2005).

En animales de compafiia, posterior a la infeccion por el virus de moquillo
canino, se puede presentar toxoplasmosis sistémica mortal en perros
inmunosuprimidos y en el caso de los gatos posterior a la infeccion por diferentes
retrovirus (Hill et al, 2005). Toxoplasmosis cutdnea también ha sido descrita en
estas especies, presentandose nddulos solitarios o multiples, con o sin ulceras,
con la posibilidad de desarrollar toxoplasmosis sistémica si cursan bajo alguna
condicion de inmunosupresion, ya sea por enfermedad o tratamiento (Anfray et al,
2005).

En los animales domésticos, genotipos de T. gondii se han determinado en

gallinas de América, Europa, Africa y Asia; gatos de Brasil, Colombia y China;
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Figura 10. Aborto ovino asociado a toxoplasmosis co ngénita.

Fuente: Carlos Cedillo Pelaez, Departamento de Patologia, FMVZ de la UNAM.
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perros de Brasil, Colombia, Vietham y Sri Lanka; cerdos de Japon y Brasil y en
ovinos de Estados Unidos e Inglaterra, principalmente (Dubey y Quirk, 2008).

Owen y Trees (1999) estudiaron el genotipo de T. gondii en abortos de
ovinos del Reino Unido, evaluando muestras de placenta (cotiledones) mediante
PCR-RFLP empleando el marcador SAG2. El andlisis de los 13 casos estudiados
determiné el genotipo Il en todas las muestras evaluadas.

Mondragon y colaboradores (1998) analizaron 43 aislamientos de T. gondii
provenientes de cerdos, usando el marcador SAG2, determinando al genotipo Il
como el mas comun, sin embargo, varios aislamientos fueron identificado como
tipo 11l (16.3% de los casos). Zakimi et al (2006) evaluaron 91 linfonodos de cerdos
provenientes de Okinawa, Japon, los cuales presentaban cambios de tipo
hemorragico o necrotico sugerentes de toxoplasmosis. Los tejidos fueron
evaluados por microscopia Optica para la deteccion de los parasitos y por PCR
para la deteccion de DNA del protozoario usando el gen SAG2, resultando 54 y 57
muestras positivas a T. gondii, respectivamente. Posteriormente, mediante PCR-
RFLP y secuenciacion del gen GRA6, 29 muestras pudieron genotipificarse
resultando 13 tipo | (44.8%), 14 tipo 1l (48.3%) y 2 tipo Il (6.9%).

En el caso de las gallinas, es la especie doméstica donde mas se ha
estudiado la distribucion y variacion genética de T. gondii. Lehmann vy
colaboradores (2006) analizaron la estructura poblacional de T. gondii de 275
aislamientos provenientes de gallinas de traspatio de cuatro continentes, mediante
el analisis de siete loci polimorficos, incluyendo un microsatélite y cinco loci de
segmentos cortos repetitivos (STR), asi como el marcador SAG2. Los resultados
revelaron discreta diversidad genética entre las poblaciones de Eurasia, Africa y
Norteamérica, pero gran diferencia entre estas y Sudamérica. Las poblaciones de
Norteamérica fueron notablemente similares con las de Eurasia y Africa,
independiente de las distancias entre las regiones.

Actualmente, se contindan estudiando los genotipos en este tipo de aves,
habiendo sido analizados (empleando de uno a once marcadores genéticos) a la

fecha, mas de 631 aislamientos provenientes de 29 paises (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Genotipos de Toxoplasma gondii aislados a partir de gallinas.

Continente Pais y afio Cantidad de aislamientos Genotipo (s) Referencia
América Brasil (Sao Paula), 2002 25 'yl Dubey, Graham et al, 2002
Brasil (Rio de Janeira), 2003 48 I, Iy RE Dubey, Graham et al, 2003
Brasil (Parana), 2003 13 Al Dubey, Navarro et al, 2003
Argentina, 2003 9 [y 1l Dubey, Venturini et al, 2003
Estados Unidos, 2003 22 I, 1y ND Dubey, Graham et al, 2003
Mexico, 2004 6 'yl Dubey, Morales et al, 2004
Peru, 2004 10 'yl Dubey, Levy et al, 2004
Colombia, 2005 24 [y 1l Dubey, Gomez-Marin et al, 2005
Granada, 2005 44 I,y RE Dubey, Bhaiyat et al, 2005
Guatemala, 2005 8 |y 1 Dubey, Lapez et al, 2005
Venezuela, 2005 13 Iy 1l Dubey, Lenhart et al, 2005
Argentina, 2005 17 [y 1l Dubey, Marcel et al, 2005
Brasil (Amazonas), 2006 24 Iy 1l Dubey, Gennan et al, 2006
Chile, 2006 22 [y 1l Dubey, Patitucci et al, 2006
Costa Rica, 2006 32 I,y RE Dubey, Su et al, 2006
Micaragua, 2006 47 LI, RE y AT Dubey, Sundar et al, 2006
Brasil (Para y
Rio Grande do Sul), 2007 34 AT Dubey, Sundar et al, 2007
Guyana, 2007 35 I, RE y AT Dubey, Applewhaite et al, 2007
Estados Unidos, 2008 12 Il Dubey, Webb et al, 2008
Europa Austria, 2005 67 Il Dubey, Edelhofer et al, 2005
Portugal, 2006 16 I, 'y ND Dubey, Vianna et al, 2006
ltalia, 2008 3 [yl Dubey, Huong et al, 2008
Polonia, 2008 2 AT Dubey, Huong et al, 2008

RE, recombinantes; ND, no determinados; AT, atipicos.



GE

Cuadro 3. Genotipos de Toxoplasma gondii aislados a partir de gallinas (Continuacion).

Continente Pais y afio Cantidad de aislamientos Genotipo Referencia
Africa Egipto, 2003 21 [ 1y 1l Dubey, Graham et al, 2003
Mali, 2005 5 Iyl Dubey, Karhemere et al, 2005
Kenia, 2005 1 Il Dubey, Karhemere et al, 2005
Burkina Faso, 2005 1 Il Dubey, Karhemere et al, 2005
Republica Democratica
del Congo, 2005 10 [0yl Dubey, Karhemere et al, 2005
Sri Lanka, 2005 11 Iyl Dubey, Rajapakse et al, 2005
Ghana, 2006 2 RE y AT Dubey, Huong ef al, 2008
Uganda 19 LI, RE y AT Lindstrém, Sundar, 2008
Asia India, 2003 7 [yl Sreekumar, Graham et al, 2003
Israel, 2004 19 Iyl Dubey, Salant et al, 2004
Indonesia, 2008 1 RE Dubey, Huong et al, 2008
Vietnam 1 AT Dubey, Huong et al, 2008

RE, recombinantes; ND, no determinados; AT, atipicos.



En gatos y perros, se han iniciado estudios similares al de las gallinas,
prevaleciendo genotipos atipicos y recombinantes en 32 aislamientos de gatos y
73 de perros (Dubey, Su et al, 2006; Dubey, Zhu et al, 2007; da Silva et al, 2005;
Dubey, Cortes-Vecino et al, 2007; Dubey, Gennari et al, 2007; Dubey, Huong et al,
2007; Dubey, Rajapakse et al, 2007).

1.7.3 Toxoplasmosis en fauna silvestre

En fauna silvestre, la toxoplasmosis se ha descrito de forma clinica o
subclinica en una amplia gamma de hospedadores, tanto en animales carnivoros
o herbivoros, en cautiverio o en vida libre, asi como en mamiferos (terrestres y
marinos) y aves. Algunas taxa presentan aparente resistencia a la enfermedad
como los primates del viejo mundo, mientras que otras se consideran susceptibles
como los marsupiales australianos, donde por lo general conlleva a la muerte de
los animales afectados. Asi mismo, existen informes sobre la presentacién de
brotes esporadicos de enfermedad en diferentes grupos de animales silvestres, sin
la presencia de un factor inmunosupresor como tal (Fowler y Miller, 2003; Dubey,
2004; Hill, 2005).

En los animales silvestres, la toxoplasmosis se puede llegar a presentar de
forma particular en ciertas familias, con curso y afeccion variable de érganos o
sistemas, generando cuadros clinicos diversos, por ejemplo toxoplasmosis aguda
en primates de nuevo mundo y wallabies (Dietz et al, 1997, Epiphanio et al, 2000;
Basso et al, 2007;), toxoplasmosis diseminada en suricatas y lémures (Juan-Salles
et al, 1997; Spencer et al, 2004), toxoplasmosis ocular en mustélidos y aves
(Dubey, 2002a; Burns et al, 2003), toxoplasmosis crénica en canguros y zorrillos
(Dubey y Beattie, 1988), toxoplasmosis cerebral en mamiferos marinos (Dubey,
Zarnke et al, 2003; Miller, Miller et al, 2004; Thomas et al, 2007) y toxoplasmosis
congénita en cérvidos (Dubey, Lewis, 2002; Lindsay et al, 2005; Dubey,
Velmurugan et al, 2008). Sin embargo, dichas presentaciones no son

predominantes de cada familia de animales afectados, pudiéndose presentar otros
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cuadros clinicos en las mismas especies 0 bien incluso desarrollar cuadros
asintomaticos y presentarse mortalidad asociada a otra etiologia.

En los Estados Unidos y en algunos paises de Europa, un porcentaje
significativo de aves rapaces, 0so0s, cérvidos, canidos silvestres, felinos,
mapaches, mustélidos, zarigiieyas y cerdos silvestres son seropositivos a T. gondii
(Cuadro 4), lograndose aislamientos en diferentes especies. Toxoplasmosis mortal
ha sido diagnosticada en animales remitidos para estudio de necropsia con
diagnostico diferencial de rabia, asi mismo, se han descrito varios casos con
presentacion concomitante con infeccidn por el virus de moquillo canino (Fowler y
Miller, 2003; Hill et al, 2005).

Dubey, Graham y colaboradores (2004), evaluaron sueros de animales
silvestres de Estados Unidos para la deteccion anticuerpos contra T. gondii y
posteriormente realizaron aislamiento de animales seropositivos. El parasito fue
aislado en 21 de 34 venados cola blanca (Odocoileus virginianus), 7 de 29
mapaches (Procion lotor), 5 de 6 gatos monteses (Lynx rufus), un zorro gris
(Urocyon cinereoargenteus), un zorro rojo (Vulpes vulpes), un coyote (Canis
latrans) y de varios 0sos negros (Ursus americanus). Se han detectado quistes
tisulares de T. gondii en carne de venado, liebre, cerdos silvestres, canguros,
0so0s, caribu y otros cervidos, siendo una fuente potencial de transmision para
humanos. En Québec, Canada, se diagnostico seroprevalencia en linces (44%) y
gatos montes (40%) de vida libre (Fowler y Miller, 2003; Tenter et al, 2000; Hill et
al, 2004).

Sedlak y Bartola (2006), evaluaron muestras serolégicas de 556 animales
representativos de 4 ordenes, 14 familias y 114 especies o subespecies, para la
determinacion de anticuerpos contra T. gondii y N. caninum. La seroprevalencia de
T. gondii para todas las especies de mamiferos evaluados fue de 34.7% (193 de
556 animales) y la seropositividad fue en 72 de 114 especies evaluadas. Se
aprecio6 alta prevalencia en las familias hyaenidae, mustelidae, ursidae y viveridae

de la orden carnivora, encontrandose los titulos mas altos en gatos de pallas. Se
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Cuadro 4. Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en carnivoros silvestres.

Especie Seroprevalencia Pais

Oso negro (Ursus americanus) 15-84% Estados Unidos
Oso pardo (Ursus arctos) 18-25% Estados Unidos

3% Dinamarca
24.8% Checoslovaquia
Mink (Mustela vison) 54.2% Estados Unidos

66% Reino Unido
Mapache (Procyon lotor) 13-70% Estados Unidos
Coyote (Canis latrans) 26-62% Estados Unidos
Zorra roja (Vulpes vulpes) 85.9-90% Estados Unidos
Zorra gris (Urocyon cinereoargenteus) 25-75.3% Estados Unidos
Zorrillos (Mephitis mephitis) 50% Estados Unidos
Tlacuaches (Didelphys marsupiales) 13% Estados Unidos

Tomado de: Hill, DE, Chirukandoth S, Dubey JP. Biological and epidemiology of
Toxoplasma gondii in man and animals. Animal Health Research Rev. 2004; 6(1): 41-61.
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encontraron anticuerpos contra T. gondii en 89.7% de animales carnivoros, 45.5%
de primates, 32.6% de perissodactyla y 22.4% de artidactyla (Cuadros 5y 6).

Toxoplasmosis clinica ha sido diagnosticada raramente en felinos de vida
libre, presentandose la mayoria de los casos en zoologicos: leones (Panthera leo)
de 4 a 6 meses en Nigeria; en Felis manul de 6 afos del zooldgico de Milwaukee y
en un colonia en el zoolégico de California, Estados Unidos; en un gato montés de
una semana y otro de 6 meses de edad en Estados Unidos; en un chita (Acinonyx
jubatus) de 9 meses en Sudéfrica; entre otros. Ooquistes de T. gondii han sido
descritos en Prionailurus iriomotensis infectados naturalmente, en jaguares
(Panthera onca), en ocelotes (Felis pardalis), en chitas y en gato montés (Lynx
rufus) (Hill et al, 2004).

En marsupiales, la toxoplasmosis es una de las enfermedades mas
comunes que afectan a macropodos australianos bajo condiciones de cautiverio,
siendo descrita su presentacion en wallabies y canguros de zooldgicos de
diferentes partes del mundo. En vida libre, se ha informado la enfermedad clinica
en Thylogale billardiellii y M. rufogriseus que habitaban zonas empleadas para el
pastoreo de ovinos. La contaminacion de las praderas con ooquistes de T. gondii a
partir de felinos domeésticos y silvestres, se considera la principal causa de
transmisién a marsupiales (Dubey, Ott-Joslin et al, 1998; Hill et al, 2004).

La presentacion de la toxoplasmosis no se limita a organismos terrestres,
sino también abarca organismos con habitat marino. Migaki y colaboradores
(1977) describen toxoplasmosis en el corazén y estbmago de un ledn marino
(Zalophus californianus), bajo condiciones de cautiverio. Holshuh et al (1985)
encontro T. gondii en lobos marinos (Callorhinus ursinus) que cursaron y murieron
por cuadro de encefalitis. Lambourn y colaboradores (2001) describen prevalencia
seroldgica de 7.6% en focas (Phoca vitulina) expuestas naturalmente en las costas
de Washington, Estados Unidos. Toxoplasmosis ha sido diagnosticada en delfin
del Atlantico o nariz de botella (Tursiops truncatus) en Canada y Estados Unidos;
en dos delfines (Stenella coeruleoalba) de Espafia y en un delfin listado (Stenella
longirostris) de Estados Unidos (Inskeep et al, 1990; Hill et al, 2004).
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Cuadro 5. Deteccion de anticuerpos contra Toxoplasma gondii en animales de zoolégico
(por orden y familia) de la Republica Checa.

Animales Animales - Animales Animales
Orden evaluados positivos (%) Familia evaluados positivos (%)
Primates 22 10 (45.5) Cercopithecidae 11 2(18.2)
Hominidae 11 8(72.7)
Carnivora 87 78 (89.7) Canidae 32 28 (87.7)
Felidae 41 38 (92.7)
Hyaenidae 3 3 (100)
Mustelidae 2 2 (100)
Otariidae 2 0
Ursidae 5 5 (100)
Vivirridae 2 2 (100)
Perissodactyla 46 15 (32.6) Equidae 46 15 (32.6)
Artiodactyla 401 90 (224) Bovidae 265 53 (20.0)
Camelidae 19 5(26.3)
Cervidae 110 30 (27.3)
Suidae 7 2(28.6)

Tomado y modificado de: Sedlak K, Bartova E. Seroprevalencia of antibodies to Meospora caninum and Toxoplasma gondii in
zoo animals. Veterinary Parasitology. 2006; 136; 223-231.



Cuadro 6. Deteccion de anticuerpos contra
zooldgico (por especie) de la Republica Checa.

Toxoplasma gondii en animales de

Orden y familia Especie o subespecie Anlr_n_ales ango de
positivos titulos
Primates
Cercopithecidae Barbary macaque (Macaca sylvanus) 2/10 1:640
Hominidae Gorila (Gorilla gorilla) 4/5 1:320-1:1280
Chimpancé (Pan troglodytes) 1/1 1:80
Orangutan (Pongo pygmaceus) 3/5 1:320-1:640
Carnivora
Canidae Dingo (Canis lupus dingo) 1/2 1:160
Lobo eurasiatico (C. lupus lupus) 10/10 1:40-1:80
Perro salvaje africano (Lycaon pictus) 6/9 1:40-1:80
Fennec (Vulpes zerda) 2/2 1:320-1:2560
Felidae Chita (Acinonyx jubatus) 13/15 1:320-1:5120
Jaguarundi (Herpailurus yaguarundi) 1/1 1:5120
Ocelote (Leopardos pardales) 1/1 1:320
Serval (Leptailurus serval) 1/1 1:320
Lince eurasiatico (Lynx lynx) 2/2 1:2560-1:20480
Manul o gato de Pallas (Otocolobus manul) 2/2 1:5120-1:40960
Ledn africano (Panthera leo) 2/2 1:40-1:80
Leon asiatico (P. |. goojratensis) 2/2 1:640-1:1280
Jaguar (P. onca) 1/1 1:160
Tigre siberiano (P. tigris altaica) 2/2 1:160-1:1280
Tigre de Sumatra (P. t. sumatrae) 6/6 1:160-1:10240
Tigre de Bengala (P. t. tigris) 1/1 1:160
Hyanidae Hiena café (Parahyaena brunnea) 3/3 1:320-1280
Musteliadae Marta pescadora (Martes pennanti) 2/2 1:320-1:640
Ursidae Panda rojo (Ailurus fulgens) 1/1 1:2560
Oso negro (Ursus americanus) 3/3 1:80-1:320
Oso polar (U. maritinus) 1/1 1:320
Perissodactyla
Equidae Cebra de Grant (Equus burchellii boehmi) 4/4 1:40-1:160
Cebra de Grevy (E. b. chapmanni) 1/3 1:40
Artiodactyla
Bovidae Blesbok (Damaliscus pygargus phillipsi) 3/11 1:60-1:320
Oryx de Arabia (Oryx dammah) 1/9 1:320
Oryx Gemsbok (Oryx gazella) 1/6 1:320
Antilope lechwe (Kobus leche) 217 1:40-1:80
Blacbuck (Antilope cervicapra) 2/9 1:40
Cabra montés (Oreamnos americanus) 2/3 1:80-1:320
Thar del Himalaya (Hemitragus jemlahicus) 6/13 1:80-1:320
Borrego cimarron (Ovis canadensis) 2/3 1:80-1:320
Bharal (Pseudois nayaur) 3/5 1:80-1:160
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Cuadro 6. Deteccion de anticuerpos contra  Toxoplasma gondii en animales de
zooldgico (por especie) de la Republica Checa (Cont  inuacion).

Orden y familia Especie o subespecie Anlr_n_ales Rgngo de
positivos titulos
Artiodactyla
Bovidae Bisonte americano (Bison bison) 6/9 1:80-1:320
(continua) Bisonte europeo (Bison bonasus) 4/4 1:160-1:2560
Yak (B. mutus f. grunniens) 4/10 1:320-1:640
Bufalo africano (Syncerus caffer caffer) 1/5 1:80
Bufalo acuatico (Bubalus arnee f. bubalis) 1/4 1:640
Antilope Nyala (Tragelaphus angasii) 3/10 1:40-1:5120
Camelidae Camello (Camelus ferus f. bactrianus) 1/10 1:160
Guanaco (Lama guanicoe) 1/2 1:80
Llama (L. glama) 1/3 1:1280
Alpaca (L. pacos) 1/3 1:320
Vicugna (Vicugna vicugna) 1/1 1:80
Cervidae Muntiaco de Reeves (Muntiacus reevesi) 3/6 1:320-1:640
Ciervo de Thorold (Cervus albirostris) 317 1:160-1:320
Ciervo moteado (C. alfredi) 1/3 1:160
Elk de Manitoba (C. e. manitobensis) 7114 1:40-1:160
Alce (Alces alces) 8/13 1:160-1:2560
Caribu (Ranginfer tarandus) 1/9 1:80
Corzo (Capreolus capreolus) 2/4 1:80-1:320

Tomado y modificado de: Sedlak K, Bartova E. Seroprevalencia of antibodies to
Neospora caninum and Toxoplasma gondii in zoo animals. Veterinary Parasitology. 2006;
136: 223-231.
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En nutrias marinas (Enhydra lutris nereis), la toxoplasmosis se considera
una causa significante de encefalitis (Hill, 2004). Miller y colaboradores (2002,
2004) documentaron alta prevalencia de infeccion (42-62%) en este tipo de
animales, a lo largo de diferentes zonas de la costa del Pacifico de los Estados
Unidos. Sin embargo, en otro estudio, T. gondii fue considerado como causa de
muerte en solo 3 de 37 casos (27 casos de California y 12 de Washington),
teniendo participacion incidental en los otros 34 animales afectados, descritos en
el estudio. (Dubey y Jones, 2008).

Estudios de genotipificacibn en fauna silvestre, se han realizado en
animales terrestres (Cuadro 7) y mamiferos marinos (Cuadro 8), efectuados
principalmente en Norteamérica y en otras regiones de América: Colombia,
Guayana Francesa y Costa Rica; e incluso en regiones remotas como en el Artico,
en el archipiélago de Shalvard, Noruega.

En los ultimos afos, a partir de aislamientos en nutrias marinas de las
costas de California y Washington, Estados Unidos, se han descrito dos nuevos
genotipos denominados X y A (con variaciones genéticas en alelos de los genes
B1, SAG1 y GRAG, entre otros marcadores), distintos a los genotipos |, Il y Ill. En
estos mamiferos marinos, los aislamientos correspondieron a 26 del tipo X, 19 tipo
II, 14 tipo A y 12 recombinantes, sin evidenciarse los tipos I, Il o atipicos (Cole et
al, 2000; Miller et al, 2004; Conrad et al, 2005; Sundar et al, 2008).

1.8 Diagnostico

El diagnostico de T. gondii se puede establecer mediante métodos
seroldgicos, anatomopatoldgicos, bioldgicos y moleculares, siendo recomendable
emplear mas de una prueba de laboratorio y llevar a cabo un diagnostico integral,
con el fin de tener la mayor cantidad de elementos para la toma de decisiones
clinicas y de tratamiento, asi como recomendaciones y medidas para su
prevencion en otros hospedadores potencialmente expuestos. En cualquiera de

las presentaciones de toxoplasmosis, los signos clinicos no son especificos de
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Cuadro 7. Genotipos de Toxoplasma gondii aislados a partir de fauna silvestre (terrestre) y animales ferales.

Pais y afio

Especie

Cantidad de
aislamientos

Genotipo (s)

Referencias

Canada, 1998

Estados Unidos,
2004

Estados Unidos,
2004

Colombia, 2006

Estados Unidos,
2007

Estados Unidos,
2007

Puma de Isla Vancouver
(Felis concolor vancouverensis)

Mapache (Procyon lotor)
Coyote (Canis latrans)
Zorra gris (Urocyon sp)

Zorro rojo (Vulpes vulpes)
Gato montés (Lynx rufus)
Venado cola blanca (Odocoileus
virginianus)

Oso negro (Ursus americanus)

Zarrillo (Mephitis sp)
Ganso (Branta canadensis)
Laori (Eos cyanagenia)
Gato (Felis domesticus)

Mosquero (Myarchus cephalotes)
Zarigueya (Didelphys marsupialis)

Mapache (Procyon lotor)
Coyote
Zorrillo (Mephitis sp)

Pdjaro carpintero
(Melanerpes carolinus)

— P

— Oy

Atipico

Ly
I
I
I
I

I
LIy I

Il y recombinantes
Il y recombinantes
Recombinante

Aramini et al, 1988
Suetal, 2006

Dubey, Graham
et al, 2004

Dubey, Parnell et al,
2004

Gallego et al, 2006

Dubey, Sundar et al,
2007

Gerhold y Yabsley,
2007
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Cuadro 7. Genotipos de Toxoplasma gondii aislados a partir de fauna silvestre (terrestre) y animales ferales
(Continuacion).

Pais y afio

Especie

Cantidad de
aislamientos

Genotipo (s)

Referencias

Canada, 2008

Estados Unidos,
2008

Guayana
Francesa, 2008

Svalbard, 2008

Estados Unidos,
2008

Mapache (Procyon lator)
Zarrillo (Mephitis sp)
Oso negro (Ursus americanus)
Puma (Felis concolor)
Gato (Felis domesticus)

Venado cola blanca
(Odocoileus virginianus)

Jaguar (Panthera onca)

Zorro del Artico (Vulpes lagopus)

Puma (Fuma concalar)
Gato mantés (Lynx rufus)
Gato (Felis domesticus)
Zorro rojo (Vulpes vulpes)
MNutria de rio (Lontra sp)

M) — —& & &

M L L2 B N

Atipico
Atipico
Recombinante
Atipico
[y 1l

I, Il y recombinantes

Atipico

[y X
Xy recombinantes
[yl
I, X v recombinantes
I

Dubey, Quirk et al,
2008

Dubey, Velmuguran
et al, 2008

Demar et al, 2008

Prestrud et al, 2008

Miller, Miller et al,
2008




Cuadro 8. Genotipos de Toxoplasma gondii aislados a partir de mamiferos marinos.

Pais y afio Especie a(?i':lr;mﬁties Genotipo (s) Referencia
Estadgao%mdﬂs, MNutria marina (Enhydra lutris nereis) 13 Il v recombinantes Cole et al, 2000
Estados Unidos, : , : : Miller, Grigg et al,

2004 Mutria marina (Enhydra lutris nereis) 35 Iy X 2004
Costa Rica, 2007  Delffin listado (Stenella cosruleoalba) 1 I Dubey, '""z‘ggif,'es et al,
Estados Unidos, . . . . Miller, Conrad et al,
2008 MNutria marina (Enhydra lutris nereis) 1 X 2008
Estados Unidos, : : : : I, A, Xy Sundar, Cole et al,
2008 MNutria marina (Enhydra lutris nereis) 34 recombinantes 5008
Estados Unidos, Delfin del Atlantico : Dubey, Fairet al,
2008 (Tursiops truncatus) 3 II'y recombinante 2008

o



una infeccion como tal, siendo necesario llevar cabo pruebas de laboratorio (Hill y
Dubey, 2002).

1.8.1 Serologia

Las pruebas serolégicas para la demostracion especifica de anticuerpos
contra T. gondii, son las primeras técnicas a emplear para detectar la infeccion,
tanto en humanos como animales domeésticos y silvestres. Debido a la persistencia
por gran tiempo de los quistes tisulares, la deteccion de anticuerpos contra T.
gondii es sugerente de infeccion. El panel de pruebas serolégicas incluyen la
prueba de Sabin y Feldman, las pruebas de aglutinacion, la inmunofluorescencia,
las pruebas de ELISA y el western blot (WB). Sin embargo, el hallazgo de
anticuerpos en suero indica que el hospedador fue infectado en alguna ocasiéon a
lo largo de su vida, sin poderse asociar directamente con la signologia clinica que
se presente, debido a que en algunos hospedadores pueden persistir titulos
elevados de anticuerpos por meses después de la infeccion, recomendandose
recolectar una segunda muestra con una diferencia de tres a cuatro semanas para
establecer una variacion en la cantidad de anticuerpos circulantes. Un incremento
en el titulo de anticuerpos en la segunda muestra es indicativa de una infeccion
aguda (Montoya, 2002; Rico-Torres, 2005; Correa et al, 2006; Fowler y Miller,
2008).

1.8.2 Anatomopatologia

La pruebas y técnicas anatomopatologicas requieren ser llevadas a cabo
por personal capacitado y con experiencia en el reconocimiento de lesiones por
parasitos Apicomplexa, siendo la inmunohistoquimica la prueba que generalmente
permite distinguir a T. gondii de los demas diagndsticos diferenciales (Neospora
spp, Besnoitia sp y Sarcocystis spp principalmente). Las lesiones desarrolladas
por la infeccion de T. gondii se pueden presentar de forma similar tanto en

humanos como en animales, siendo el patron general, lesiones de tipo necroticas
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en los tejidos afectados. La identificacion de alguno de los estadios infecciosos de
T. gondii es la clave para poder emitir un diagnostico anatomopatoldgico certero.

Macroscopicamente, durante el estudio postmortem, las lesiones que se
llegan a presentar no son especificas de una infeccion por T. gondii, debiéndose
tomar con reserva los cambios encontrados y recolectar muestras de diferentes
tejidos para realizar pruebas complementarias. Las lesiones se pueden encontrar
en varios organos incluyendo pulmones, sistema linfoide, corazén, musculo
esquelético, higado, pancreas, 0jo, intestino y sistema nervioso central (Fowler y
Millar, 2003).

En humanos, las lesiones macroscopicas que se detectan con mayor
frecuencia en el sistema nervioso central de pacientes inmunocomprometidos son
la necrosis y abscesos corticales, mientras que en la enfermedad congénita son la
hidrocefalia, retinocoroiditis y la linfadenopatia cervical (Hill et al, 2005; Rico-
Torres, 2005; Correa et al, 2006).

En animales domésticos y silvestres, durante el estudio postmortem, las
alteraciones pulmonares son los hallazgos encontrados con mayor frecuencia,
presentandose gran variedad de patrones, incluyendo edema pulmonar, focos
necréticos multifocales, neumonia hemorragica 0 neumonia intersticial. En
animales con signologia nerviosa, los cambios son limitados a congestién y edema
cerebral, hemorragias y/o discretos infartos cerebrales. Otros hallazgos comunes
son esplenomegalia, linfadenomegalia; efusion pleural, pericardica y peritoneal;
adrenalitis y necrosis renal cortical. En caso de aborto, en rumiantes y cérvidos
principalmente, los cotiledones de la placenta pueden llegar a presentar focos
necroticos blanquecinos (Fowler y Miller, 2003; Hill et al, 2005)

Microscopicamente, la demostracion de taquizoitos en secciones de tejidos
(biopsia o tejido recolectado a la necropsia) o extendidos de liquidos corporales
(liquido cefalorraquideo, amnidético o de lavado broncoalveolar) permite establecer
el diagnaostico de una infeccion aguda. En los cortes histolégicos generalmente las
estructuras parasitarias presentan forma redondeada u oval, mientras que en los

extendidos se pueden encontrar las formas caracteristicas arqueadas (Figura 11).
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Figura 11. Identificacion microscopica de taqu izoitos de Toxoplasma gondii.

A) Citologia de liquido cefalorraquideo apreciandose zoitos extracelulares; Hemacolor. B)
Corte histolégico de intestino delgado (lamina propia), observandose zoitos en divisién
(flechas); HE. C) Inmunopositividad de taquizoitos por IHQ; CAB-peroxidasa. D)
Inmunofluorescencia de taquizoitos en divisién, citoplasma marcado con anti-SAG1
(verde) y nicleo marcado con anti-ENO2 (rojo).

Tomado de:

A) Brogi E, Cibas ES. Microbiology and Infectious Disease. Am J Clin Pathol. 2000; 114
951-955.

B) Dubey JP, Pas A. Veterinary Parasitology. 2008; 153: 147-151.

C) Thomas NJ et al. Journal of Comparative Pathology. 2007; 137: 102-121.

D) Ferguson DJP. International Journal for Parasitology. 2004; 34: 347-360.
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La presencia de quistes tisulares (Figura 12) conteniendo bradizoitos sin
respuesta inflamatoria son indicativos de infeccion crénica, sin embargo, en los
casos de reactivacion, la presencia de necrosis, degeneracion celular, acimulos
de microglia, infiltrado mononuclear perivascular y meningitis son cambios
generalmente presentes. Las lesiones pulmonares se caracterizan por neumonia
intersticial difusa con engrosamiento de septos alveolares y focos aleatorios de
necrosis en alvéolos, bronquiolos y vasos sanguineos. En higado y otros 6rganos
parenquimatosos, los focos de necrosis coagulativa pueden prevalecer
multifocalmente con diferente grado de infiltracion de células inflamatorias (Fowler
y Miller, 2003; McGavin, 2007).

La técnica de inmunohistoquimica (complejo avidina-biotina peroxidasa)
empleando diferentes antisueros policlonales o monoclonales, permite identificar
los diferentes estadios infecciosos, confirmando el diagnostico histopatoldgico
(Figura 11) (Fowler y Miller, 2003; McGavin, 2007; Maxie, 2007).

1.8.3 Pruebas bioldgicas

Toxoplasmosis gondii puede ser aislado de casos clinicos tanto in vitro
(cultivo celular) como in vivo (inoculacién en ratones), a partir de muestras de
secreciones, excreciones, fluidos corporales, biopsias y tejido con lesiones
macroscoépicas tomadas a la necropsia (Hill y Dubey, 2002). Las células Vero o
cultivos de fibroblastos pueden ser empleados para el aislamiento de los parasitos,
teniendo division y propagacion de estos en un lapso de 6 a 8 dias, con la posible
formacion caracteristica de “rosetas” producidas por la divisidn sincronizada de
estos parasitos. Para el aislamiento in vivo, los ratones son los organismos que se
emplean con mayor frecuencia, infectdndose subcutanea o intraperitonealmente
con macerado o fluido de las muestras sospechosas. Dependiendo de la virulencia
del aislamiento, el raton puede desarrollar una infeccion aguda con abundante
carga parasitaria de taquizoitos en 8 a 12 dias, o bien, desarrollar infeccidn
cronica con baja o nula mortalidad y formacion de quistes tisulares principalmente

en sistema nervioso central (Montoya, 2002; Rico-Torres, 2005).
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Figura 12. Identificacion microscépica de quistes t isulares conteniendo bradizoitos

de Toxoplasma gondii. Cortes histoldgicos de encéfalo, observandose un quiste tisular
(A) con bradizoitos sin definir su morfologia y otro de mayor tamafio (B) con bradizoitos
enlongados bien definidos; HE. C) Inmunopositividad de bradizoitos por
inmunohistoquimica; CAB-peroxidasa. D) Inmunofluorescencia de quiste tisular estando
marcada su pared con AbCC2 (rojo) y el citoplasma de los bradizoitos con anti-BAG1

(verde).
Tomado de:

A) y B) Thomas NJ et al. Journal of Comparative Pathology. 2007; 137: 102-121.
C) y D) Ferguson DJP. International Journal for Parasitology. 2004; 34: 347-360.
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1.8.4 Biologia molecular

Los métodos moleculares o basados en el analisis de DNA han permitido
complementar la identificacion y diagnostico de diferentes agentes infecciosos,
superando los problemas generados al aplicar los métodos convencionales para el
diagnéstico de parasitos, principalmente los protozoarios (Singh, 1997; Cooper y
Hausman, 2007).

La reaccion en cadena de la polimersas (PCR) es una tecnica que permite
generar millones de copias de DNA a partir de una regién especifica del genoma,
a través de sucesivos ciclos de amplificacion enzimética, es una de las técnicas
empleadas de rutina como técnica diagndstica, incluso en medicina veterinaria,
debido a su alta sensibilidad y especificidad. La PCR se ha utilizado para el
diagnostico de toxoplasmosis congeénita, ocular, cerebral, diseminada y cutanea.
La variedad de muestras que se pueden emplear permite incluso minimizar
procedimientos invasivos al poder evaluar diferentes fluidos corporales como el
liquido cefalorraquideo, humor vitreo y acuoso, liquido amniético, sangre (paquete
celular) e incluso liquido proveniente de lavados broncoalveolares, asi como
diversos tejidos, tanto en fresco, congelados o incluso en formol y parafina (Burg,
1989; Greer et al, 1994; Hyman et al, 1995; Singh, 1997; Montoya, 2002; Fowler y
Miller, 2003; Montoya et al, 2004; Anfray et al, 2005; Rico-Torres, 2005).

Como blanco de amplificacion generalmente se emplean genes altamente
conservados como el B1, SAG1 (P30) o DNA ribosomal, entre otros. En el caso
del gen B1, este se ha empleado extensamente tanto para investigacion como
para diagndéstico por presentar 35 copias dentro del genoma de T. gondii y por
estar ausente en las células de mamiferos (Hyman et al, 1995; Jones et al, 2000;
Montoya, 2002; Fowler y Miller, 2003; Montoya et al, 2004; Rico-Torres, 2005).
Existen diferentes variantes de PCR que conservan el mismo principio como son
la PCR anidada y semianidada con dos ciclos de amplificacion, la PCR en tiempo
real la cual es una técnica automatizada detectando los productos de amplificacion

por sondas marcadas con flourescencia y la PCR multiple que emplea sondas
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marcadas para distintos genes, emitiendo diferentes rangos de color en ensayos
multiples en una misma reaccion (Rico-Torres, 2005)

Estas técnicas pueden detectar una cantidad pequefia de DNA equivalente
al material genético de un taquizoito por muestra, sin requerir anticuerpos
especificos de especie como las técnicas seroldgicas. Sin embargo, la técnica
tiene limitaciones, dependientes del tipo y tamafio de muestra, tiempo de
almacenamiento del material de estudio y el protocolo de extraccion de DNA y
amplificacion empleados. Si el protozoario se encuentra localizado en discretas
regiones del tejido u 6rgano, existe la posibilidad de que no sea detectado por
PCR, siendo entonces menos sensible que las pruebas serologicas (Hyman et al,
1995; Jones et al, 2000; Montoya, 2002; Fowler y Miller, 2003; Montoya et al,
2004; Rico-Torres, 2005).

El empleo de estudios de RFLP para el analisis del DNA de T. gondii se
considera actualmente otra herramienta diagnostica que permite caracterizar el
DNA amplificado, tras definirse patrones unicos con esta metodologia. En el caso
del genoma de T. gondii, el analisis mediante RFLP permite identificar si el DNA
evaluado corresponde a alguno de los genotipos predominantes, genotipos
recombinantes e incluso variantes atipicas o particulares como son los genotipos
X 0 A, descritos en nutrias marinas. (Miller et al, 2004; Alberts et al, 2004; Sundar
et al, 2008). El método permite detectar variaciones menores en un gen,
incluyendo la variacion en la substitucion de una sola base dentro de la secuencia
de DNA (Singh et al, 1997).

El principio de la técnica (Figura 13) consiste en exponer el DNA
amplificado (previamente por PCR) con enzimas de restriccion, las cuales pueden
cortar la doble cadena de la molécula de DNA en puntos especificos definidos por
la secuencia de nucleétidos, produciendo asi fragmentos de DNA de diversos
tamafos. Los fragmentos que se producen, generalmente se visualizan por
electroforesis en gel (agarosa o poliacrilamida) y dependiendo la distribucién que

presenten pueden denotar un patron polimorfico particular de un genotipo, asi
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Amplificacion por PCR Producto amplificado:
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Figura 13. RFLP, digestion del gen GRA6 con Msel y electroforesis de los
productos obtenidos. La enzima de restriccion Msel corta el gen GRA6 (genotipo 1) en
dos sitios (lineas rojas) produciendo tres fragmentos de DNA. Estos fragmentos se
separan por electroforesis en gel de agarosa (1, MPM y 2, DNA digerido). Los fragmentos
migran hacia el electrodo positivo, desplazandose con mayor rapidez los de menor
tamano. Tras la electroforesis el DNA se tifie con bromuro de etidio, se visualizan en
transiluminador y se documentan con fotografia (instantanea o digital).

Tomado y modificado de: Cooper GM, Hausman RE. La célula. 3ra ed. Marban Libros
SL. Madrid, Espafia. 2007
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como deleciones o mutaciones en la secuencia del DNA analizado (Alberts et al,
2004; Cooper y Hausman, 2007)

1.9 Toxoplasmosis en México

En nuestro pais, se han realizado diferentes estudios a lo largo del tiempo,
para determinar la presencia de T. gondii en humanos, animales domésticos y
silvestres, siendo la mayoria de los estudios de tipo seroldgico, empleando
diferentes técnicas y con resultados variables en cada estado de la Republica.

Roch y Varela (1966) emplearon la técnica de Sabin y Feldman para
evaluar 14 869 sueros de humanos entre los afios de 1953 y 1965, detectando
seropositividad para T. gondii del 30%.

En 1976 el Instituto Mexicano del Seguro Social llevo a cabo una encuesta
seroepidemiologica nacional en 51 localidades urbanas de México, utilizando
inmunofluorescencia indirecta, describiendo seropositividad del 26%, siendo mas
elevada en las zonas costeras de ambos litorales del pais (Velasco et al, 1992).

Velasco y colaboradores (1992), en la encuesta nacional
seroepidemioldgica, estudiaron 29 935 sueros de humanos de todos el pais, con
un rango de edad de uno a 98 afos, detectando anticuerpos contra T. gondii
mediante inmunofluorescencia indirecta, encontrando seropositividad del 32%
(dilucion 1:16) y 19.5% (dilucion 1:128) en general en la Republica Mexicana
(Figura 14). Quintal y Navarrete (1975) detectaron seropositividad del 11.48%
mediante hemaglutinacion indirecta en el estado de Yucatan. Galvan-Ramirez y
colaboradores (2005) estudiaron muestras de suero de donadores de sangre con
un rango de edad de 17 a 57 afios, siendo el 76% mujeres; detectando en el 29%
de las muestras anticuerpos IgG anti-T. gondii y 13% con anticuerpos IgM.

En estudios realizados en el estado de Jalisco en mujeres embarazadas
para la deteccion de anticuerpos contra T. gondii, la seropositividad determinada
para IgM fue del 20.7% y para IgG del 34.9%. En un grupo de mujeres con
antecedentes de aborto, se detectaron en el 44.9% anticuerpos I1gG y el 33.3%

anticuerpos IgM (Ortiz-Alegria, 2004).
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Figura 14. Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en humanos en México (1992).

Tomado y modificado de: Velasco-Castrején O, Salvatierra-lzaba B, Valdespino JL, Sedano-Lara AM, Galindo-Virgen
S, Magos C et al. Seroepidemiologia de la Toxoplasmosis en México. Salud Publica México. 1992; 34 (2): 222-229.



Vela-Amieva et al (2005) llevaron a cabo un estudio piloto para determinar
la frecuencia de anticuerpos contra T. gondii en 1003 infantes de la ciudad de
México, siendo el 53.1% varones con un peso promedio de 3.116 kg. Las
muestras se evaluaron por ELISA de captura confirmadndose posteriormente por
western blot. Dos recién nacidos asintomaticos, uno de ellos prematuro,
presentaron anticuerpos IgM e IgG. Con base en los resultados obtenidos, los
autores sugieren una frecuencia aproximada de dos casos de toxoplasmosis
congeénita por cada 1000 nacimientos en la Ciudad de México.

Cafiedo-Solares et al (2008) determinaron diferentes subclases de
anticuerpos 1gG contra T. gondii en recién nacidos y sus madres. Las subclases
IgG1 (detectada en madres) y la IgG3 (en recién nacidos) fueron relacionadas con
problemas clinicos en resolucion; las subclases IgG2 e 1gG3 fueron detectadas en
bebés, asocidndose su presentacién a transmision vertical y la subclase 1gG4 se
detecté en madres o nifios con presentacion clinica de toxoplasmosis congénita.

Alvarado-Esquivel, Cruz-Magallanes et al (2008) estudiaron la presencia de
anticuerpos IgM e IgG en suero de personas adultas provenientes de tres
comunidades rurales del estado de Durango, por medio de ELISA. De 463
personas evaluadas, 110 (23.8%) presentaron anticuerpos IgG contra T. gondii,
diez de estas personas (2.2%) también presentaron anticuerpos IgM. La
prevalencia de anticuerpos IgG contra T. gondii vario en las tres comunidades de
14.8 a 35.8%. La prevalencia mas alta se observo en personas de alrededor de 70
afos con habitat pobre. La infeccion por T. gondii se asoci6 significativamente al
consumo de carne de ardilla y pavo.

Dubey, Morales y Lehmann (2004) evaluaron la prevalencia de T. gondii en
208 gallinas (Gallus domesticus) de México, encontrandose positividad en 13
(6.2%) de ellas. De las 13 gallinas seropositivas, se recolectd sangre, corazoén y
encéfalo para aislamiento en ratones, aislandose T. gondii de 6 gallinas. Los 6
aislamientos fueron avirulentos para ratones. La genotipificacion de los
aislamientos de gallinas de T. gondii usando el locus SAG2 indicaron 5 como tipo

[Il'y uno como tipo I.
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Figueroa-Castillo y colaboradores (2006) determinaron anticuerpos contra
T. gondii en muestras de suero de conejos provenientes de tres granjas, por medio
de ELISA. De 286 animales evaluados se detectaron anticuerpos en 77 de ellos
(26.9%). La prevalencia encontrada fue similar a la descrita en otros paises.
Estudios de seroprevalencia en gatos domésticos (Figura 15) se han
realizado en diferentes estados de la Republica Mexicana. En Guadalajara,
Galvan-Ramirez et al (1999) detectaron la presencia de anticuerpos contra T.
gondii en gatos y sus propietarios para determinar si habia alguna relacion entre la
infeccidn por T. gondii y propietarios que tuvieran gatos infectados. De 59 gatos
evaluados por ELISA, 24 animales presentaron anticuerpos IgG, IgM e IgA,
mientras que 38 propietarios (64%) presentaron anticuerpos IgG contra T. gondii.
Los autores concluyeron que la cohabitacibn con animales alimentados con
visceras y bajo control en la eliminacion de las heces de los felinos, contribuyen
como factores de riesgo para favorecer la infeccion por T. gondii. En Colima, se
evaluaron sueros de 80 gatos domésticos de diferentes zonas de la ciudad para la
deteccion de anticuerpos IgG contra T. gondii mediante la prueba de ELISA,
encontrandose una seroprevalencia de 28.8%, con una mayor prevalencia
significativa en las zonas del centro y sur (33.8%) en comparacion con la zona
norte (6.6%) (Garcia-Méarquez, 2007). En Durango, la deteccion de anticuerpos en
suero de 105 gatos domésticos empleando la técnica de aglutinacién modificada,
evidencié una seroprevalencia del 21% (Alvarado-Esquivel et al, 2007). Besné-
Mérida y colaboradores (2008) determinaron la frecuencia de anticuerpos IgG
contra T. gondii en gatos de la ciudad de México, evaluando muestras de suero de
169 animales de 16 municipios, mediante ELISA indirecta. Se encontraron 37
(21.8%) animales seropostivos con un incremento en la frecuencia relacionada
con la edad, sugiriendo una activa transmisién dentro de un ambiente urbano.
Estudios de seroprevalencia en rumiantes se representan en la figura 16.
Vidal-Hernandez (1996) detect6 anticuerpos contra T. gondii a partir de
suero de wallaby de cuello rojo (Macropus rufogriseus) de diversas edades,

compartiendo el mismo albergue, alimentacibn y manejo. Se evaluaron doce
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Figura 15. Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en gatos en México.




09

Ovinos
Puebla-
Veracruz 83%
Caballero et al

2007

Ovinos \
San Luis Potosi 39%
Garcia- Vazquez ef al
1980 ‘

Ovinos
Guanajuato 20%
Garcia-Vazquez et al

1990
Bovinos 12%, Cabras 3% Ovinos
Morelos Morelos 55% ]
Garcia-Vazquez et al  Garcia-Vazquez et al Bovinos
1993 1090 Tabasco 28%
Martinez-Gémez et al
1992

Figura 16. Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en rumiantes en México.



sueros mediante fijacion de complemento, siendo todos positivos. 21 meses
después del estudio, se presenté mortalidad en el grupo de animales, los cuales
tenian signologia nerviosa, respiratoria y/o digestiva, confirmandose por
histopatologia la presencia de estructuras parasitarias.

Kikuchi y colaboradores (2004), estudiaron la seroprevalencia de T. gondii
en 438 muestras de pumas (Felis concolor) y 58 de gatos monteses (Lynx rufus),
en libertad y cautiverio, procedentes del norte, centro y Sudamérica. De los
animales procedentes de México se encontrd seroprevalencia en ambas especies:
2 de 12 pumas y 4 de 6 gatos monteses (16.7 y 66.6% respectivamente), siendo
discreta la cantidad de animales de los que se tomaron muestras en el pais para
dicho estudio.

Suzan y Ceballos (2005) estudiaron el papel de mamiferos en la
prevalencia de enfermedades infecciosas en animales silvestres. A partir de
muestras de suero de animales silvestres y ferales de dos éareas naturales
protegidas dentro de los limites de la ciudad de México, se detectaron anticuerpos
contra tres agentes infecciosos incluyendo T. gondii. Un total de 68 individuos
fueron capturados incluyendo tlacuaches (Didelphys virginiana), cacomixtles
(Bassariscus astutus), zorrillos (Spilogale gracilis), comadrejas (Mustela frenata),
ardillas (Spermophilus variegatus y Sciurus aureogaster), gatos (Felis catus) y
perros (Canis familiaris) ferales. La seroprevalencia para T. gondii fue del 23.9%,
sin haber diferencia significativa entre la prevalencia de ambas zonas. Los perros
y gatos ferales fueron los que presentaron mayor seroprevalencia (67%) para T.
gondii en comparacion con el resto de los animales.

Espinosa y Morales (2006) describen un brote de toxoplasmosis en una
colonia de monos ardilla (Saimiri sciureus) de Guadalajara, Jalisco; afectando en
un lapso de tres semanas a 23 de 25 animales (92%), muriendo 16 de ellos (64%)
con signos clinicos y cambios patoldgicos similares, asociados a infeccion por T.
gondii.

Entre las principales causas de la pérdida de la diversidad en México se

encuentran la destruccion de habitats, el cambio de uso de suelo, la
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sobreexplotacion de recursos, la recolecta y caza ilegal de especies, la ganaderia
extensiva y la presentacion de enfermedades infecciosas, entre otros factores
(Suzan-Azpiri, 1998).

Las crecientes condiciones del deterioro ambiental y el incremento de las
enfermedades zoondticas emergentes y reemergentes requieren el desarrollo de
programas sistematicos de evaluacion de la diversidad de agentes infecciosos en
todos los ecosistemas y lugares donde exista la interaccion de animales
domeésticos, silvestres y seres humanos, tanto en vida libre como en cautiverio,
con el fin de encaminar estudios para la detecciéon y prevencién de posibles
epizootias y epidemias que puedan comprometer la diversidad bioldgica en el pais
y su repercusion en la salud publica (Suzan-Azpiri, 1998; Macpherson, 2005).

En afios recientes, las diferentes alternativas en pruebas de laboratorio
inclyendo las tecnicas de biologia molecular, se han empleado de forma amplia
para determinar la frecuencia de un agente infeccioso en un momento
determinado en una poblacion humana o de animales, tanto en cautiverio como de
vida libre. La determinacion sistematica de anticuerpos o estudio de genotipos de
T. gondii en diferentes hospedadores ubicados en distintas regiones del pais,
épocas del afio, o en un entorno rural o urbano, favorecen un mejor conocimiento
de la dinamica de un proceso infeccioso, si el agente es endémico o epidémico, su
situacion en una regién, asi como su incidencia y prevalencia, e incluso su
filogenia y participacion en el desarrollo de casos clinicos. Los resultados de estos
estudios pueden aportar informacion para sugerir medidas de conservacion y
prevencion, siendo necesario estudiar de manera detallada las implicaciones de
las enfermedades a través del tiempo y sus consecuencias a nivel comunitario
(Suzan-Azpiri, 1998; Macpherson, 2005; Correa et al, 2006).
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2. JUSTIFICACION

Los estudios seroldgicos para la deteccion de Toxoplasma gondii realizados
en el pais tanto en animales como en humanos, indican la interaccion con dicho
parasito desde décadas pasadas, que aunado a estudios moleculares y de
genotipificacion recientes, se ha podido determinar por lo menos, la circulacion de
dos linajes predominantes (I y Ill) y recombinantes en animales domésticos. La
descripcion de estos linajes en estas especies, aunado a las recientes
publicaciones de diversidad de cepas en Centro y Sudamérica, permiten plantear
la posibilidad de que los tres linajes de T. gondii asi como cepas recombinantes y
atipicas, pudieran estar circulando en el pais en diferentes especies animales,
tanto domeésticas como fauna silvestre, En estas ultimas especies, los estudios
relacionados son escasos, tanto en animales en cautiverio como en vida libre.

El estudio de los genotipos circulantes de T. gondii en fauna silvestre,
permitira un mejor entendimiento del comportamiento bioldégico de dicho
protozoario en la amplia gamma de hospedadores en los que se pueda presentar,
su frecuencia en dichas especies, su capacidad para producir enfermedad en
animales en cautiverio y silvestres, establecer la posible relacion del linaje con el
desarrollo de lesion y la especie afectada, asi como su papel en la transmision a
los animales domeésticos y al hombre. De igual forma, permitird generar un punto
de partida para la identificacion adecuada de esta entidad, medidas de control y
manejo de la misma o de animales infectados cronicamente (en cautiverio y vida
libre), factores que favorecen su dispersion y su impacto en ecosistemas y zonas

protegidas.
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3. HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA

Existen los linajes | y 1l de Toxoplasma gondii en fauna silvestre en México.

HIPOTESIS ALTERNA
Existen diferentes linajes de Toxoplasma gondii asi como cepas
recombinantes y atipicas en fauna silvestre en México.

4. OBJETIVO

OBJETIVO GENERAL
Determinar los genotipos presentes de Toxoplasma gondii en animales de

fauna silvestre en México.

OBJETIVO ESPECIFICO

Describir las lesiones asociadas a la infeccion por los genotipos de
Toxoplasma gondii en animales de fauna silvestre de diferentes 6rdenes en
México.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Tipo de estudio
El trabajo de investigacion desarrollado fue retroprolectivo-prospectivo,

transversal, comparativo y descriptivo.

5.2 Estrategia general

Se recuperaron casos de fauna silvestre de diferentes entidades
diagnosticados como sugerentes o compatibles con toxoplasmosis, confirmandose
primeramente por anatomopatologia y posteriormente por biologia molecular. Se
obtuvo el DNA de T. gondii y se analizo por RFLP para determinar los posibles

genotipos circulantes en este tipo de especies (Figura 17).

5.3 Entidades de donde se obtuvo el material de est  udio

Las muestras para realizar el trabajo de investigacion se obtuvieron de
diferentes laboratorios de diagnostico (entidades) donde se contaba con
antecedentes de diagndstico de toxoplasmosis en fauna silvestre, los cuales
fueron el Departamento de Patologia (DP) de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), el
Zoologico de Guadalajara (ZG) y la Direccion General de Zooldgicos y Vida
Silvestre (DGZVS) del Gobierno del Distrito Federal , que contempla el Zoolbgico

de Chapultepec, el Zooldgico de San Juan Aragén y el Zoolégico de los Coyotes.
5.4 Seleccion y evaluacion del material de estudio
5.4.1 Seleccidén retrospectiva de casos sospechosos 0 compatibles con
toxoplasmosis.

Se revisaron los registros de diagnostico de las entidades mencionadas,

considerandose como criterios de seleccion de primera instancia, casos que
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Seleccion retrospectiva
de casos de fauna
silvestre

Estudios de necropsia
de animales de fauna
silvestre

Recuperacion y procesamiento
de material a evaluar

Aplicacion de criterios
anatomopatolégicos

Confirmacién de casos
sospechosos o compatibles
con toxoplasmosis

Recuperacion de tejidos
fijados en formol y en
refrigeracion de estudios de
necropsia

Extraccion de DNA 'y
amplificacién por PCR

Aplicacion de criterios de
biologia molecular

Confirmacion de casos
compatibles con toxoplasmosis

Genotipificacién
por PCR-RFLP

Figura 17. Estrategia general del estudio.

genatipificacion por PCR-RFLP.

Secuencia de la recuperacién de casos de
toxoplasmosis en fauna silvestre para su confirmacién anatomopatologica y molecular, y
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tuvieran referido diagnostico anatomopatoldégico de toxoplasmosis (aguda,
diseminada, crénica o congénita), sospecha de toxoplasmosis o lesiones con
presencia de estructuras parasitarias sugerentes de parasitos apicomplexa. Como
segunda alternativa, con base en la literatura cientifica, se seleccionaron casos de
animales donde se han descrito lesiones asociadas a toxoplasmosis: animales
susceptibles (primates de nuevo mundo y marsupiales australianos), felinos como
huéspedes definitivos (ledn africano, tigre de bengala, tigre de Sumatra, pantera,
jaguar, ocelote, etc.) y otros carnivoros (0so americano, lobo gris mexicano, etc.).
Como ultima opcién, se seleccionaron animales cuyo diagnéstico morfolégico
fuera de lesiones que pudieran ser diagnéstico diferencial de infeccion por T.
gondii: encefalitis o meningoencefalitis linfoplasmocitaria (no supurativa),
neumonia intersticial y edema pulmonar, aborto o enfermedad congénita en
neonatos (rumiantes y cérvidos).

Del DP de la FMVZ de la UNAM, se revisaron los registros de la Seccion de
Patologia entre los afios 2005 a 2007 y de la Unidad de Microscopia Electronica
(UME) entre los aflos 1993 a 2007. De la DGZVS, se revisaron los registros de
diagnostico del Laboratorio de Patologia (LP) entre los afios 1999 a 2008. Del ZG,
se remitieron 12 casos con diagnostico anatomopatolégico de toxoplasmosis,
diagnosticados entre los afios 2000 a 2008.

De los casos considerados sospechosos o compatibles, asi como de los
casos remitidos del ZG, se registraron los datos del animal estudiado incluyendo
nombre comun y cientifico, género, edad, tipo de espécimen remitido para el
estudio (cadaver, organo, tejido o material procesado). De igual manera, se
registraron los datos del remitente, lugar de procedencia y la fecha (afio) en que
se realizo el estudio postmortem.

5.4.2 Recuperacion de laminillas y cortes de micros copia electronica de
casos seleccionados
De los casos seleccionados del DP y de la DGZVS, se recuperaron de los

archivos de diagnéstico, las laminillas que se emplearon para la emision de
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resultados de cada caso, tanto de histopatologia (HP) como de
inmunohistoquimica (IHQ). En los casos donde no se contaba con las laminillas,
se realizaron nuevos cortes a partir de los bloques de parafina originales o por la
inclusion de nuevas secciones de tejido preservadas en formalina amortiguada,
procesadas con la metodologia de rutina para histopatologia.

En el caso de microscopia electronica de transmision (MET), se
recuperaron los cortes semifinos montados en portaobjetos convencionales y los

cortes finos en rejillas de cobre.

5.4.3 Criterios de revision y confirmacion de casos seleccionados

Una vez recuperadas las laminillas o rejillas con cortes finos, se volvié a
revisar por triplicado el material recuperado (todos los cortes histologicos de cada
caso) para la confirmacion, modificacion del diagnostico o descarte del caso
evaluado, con base en los criterios descritos por Lindsay y Dubey (1989), Gardiner
et al (1998), Cheville (1999), Fowler y Miller (2003), Hill et al (2004), King et al
(2005), Maxie (2007) y McGavin (2008) para el diagnostico microscopico de
toxoplasmosis en alguna de sus presentaciones. Se consider6 como caso
sospechoso por HP, aquellos casos que presentaron lesiones en uno o mas
aparatos y sistemas afectados, clasificando las lesiones de acuerdo a su tipo,
grado y distribucion (Cuadro 9) con o sin la presencia de estructuras compatibles
con parasitos apicomplexa (taquizoitos, pseudoquistes o quistes tisulares). Para
IHQ, se consider6 como caso positivo la presencia de pseudoquistes o quistes
tisulares con inmunopositividad marcada y definida, tanto para los zoitos como
para la pared de la estructura delimitante. En MET se consideraron como casos
positivos, aquellos donde en el tejido se apreciara de forma definida estructuras
parasitarias con caracteristicas ultraestructurales propias de taquizoitos o
bradizoitos de T. gondii (Cuadro 10).

Los casos que presentaran lesiones y/o presencia de estructuras

parasitarias, aunado a positividad por IHQ o MET de los zoitos en cualquiera de
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Cuadro 9. Criterios para clasificacion de lesiones microscopicas.

Criterio Tipos

Necrético (N)
Inflamatorio: supurativa (1S), linfoplasmocitario (IL),
Tipo cambio granulomatoso (IG)
Hemorragica (H)
Sin lesiones (SL)

Grado Leve (+), Moderado (++), Severo (+++),

Local (Lo), Multifocal (Mul)
Extension Multifocal coalescente (MulC)
Segmentaria (S), Difusa (D)

Tomado de: King JM, Roth JL, Dodd DC, Newson ME. The necropsy book. Charles Louis
Davis, DVM Foundation Publisher. lllinois USA. 2005.

Cuadro 10. Criterios para la identificacion ultraes  tructural de taquizoitos o
bradizoitos de Toxoplasma gondii.

Criterio Caracteristicas

Morfologia unicelular Arqueada alargada o corta, oval o piriforme

Presencia de conoide, roptrias, micronemas,
Organelos granulos densos, reticulo endoplasmico liso y rugoso,
aparato de Golgi, mitocondrias, microporos y nucleo.

Parasitos contenidos en quiste tisular

Quiste tisular de pared delgada continua definida

Pseudoquiste o Parasitos contenidos en estructura vacuolar
vacuola parasitofora de pared delgada con una a tres capas hien definidas
Tomado de:

Dubey JP, Lindsay DS, Speer CA. Structures of Toxoplasma gondii tachyzoites,
bradyzoites and sporozoites and biology and development of tissue cyst. Clinical
Microbiology Reviews. 1998; 11(2): 267-299 y Cheville NF. Ultrastructural pathology: an
introduction to interpretation. Ames, lowa State University. USA. 1999.
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los estadios infectantes, se consideraron como casos compatibles o positivos de

toxoplasmosis por anatomopatologia.

5.4.4 Recuperacion de tejidos en formaldehido de ca  sos seleccionados para
estudios de biologia molecular

De los casos donde se confirmé o revalor6 el diagnéstico de toxoplasmosis,
se recuperaron los tejidos en formaldehido que presentaron lesiones sugerentes
(casos sospechosos) o compatibles con infeccion por T. gondii. Posteriormente,
los tejidos fijados en formaldehido fueron remitidos al Laboratorio de Inmunologia
Experimental (LIE) del Instituto Nacional de Pediatria (INP), procesandose con la
metodologia propuesta (ver seccion de técnicas de laboratorio) para PCR y PCR-
RFLP. De cada caso remitido se incluyeron secciones de uno o mas tejidos
incluyendo corazon, pulmoén, estbmago, intestino, higado, bazo, linfonodo, rifion
y/o encéfalo.

Del total de casos sospechosos o compatibles con toxoplasmosis
recuperados, cuatro casos contaban con diagnostico de IHQ, seleccionandose
tejidos de otros 12 casos con lesiones representativas de toxoplasmosis,
remitiéndose los bloques de parafina al laboratorio de inmunohistoquimica (LIHQ)
del DP para llevar a cabo el complejo avidina-biotina peroxidasa en las secciones
de tejido seleccionadas. Los casos remitidos incluian secciones de tejidos de
corazon, pulmon, higado, pancreas, estomago, intestino delgado, bazo, linfonodo,

rifidn y encéfalo.

5.4.5 Recoleccion de muestras de estudios postmorte  m.

De julio a noviembre de 2008, a partir de la mortalidad remitida para su
estudio postmortem en el LP de la DGZVS, se particip6 en el estudio de necropsia
de casos sospechosos de toxoplasmosis, selecciondandose con base en los
mismos criterios aplicados para la seleccion de los casos retrospectivos. Asi
mismo, se participd en el estudio de necropsia de dos casos en monos ardilla,

efectuados en el DP de la FMVZ de la UNAM previamente en el afio de 2006.
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En cada caso, se recolectaron muestras representativas de diferentes
tejidos para estudios anatomopatolégicos y/o moleculares. La metodologia del
estudio postmortem y la recoleccion de tejidos se describe en la seccion de

técnicas de laboratorio.

5.5 Técnicas de laboratorio

Las técnicas anatomopatoldgicas empleadas para evaluar y determinar los
casos sospechosos o compatibles fueron el estudio de necropsia, HP, IHQ y/o
MET (en los casos que fue posible); mientras que las de biologia molecular para la
deteccion del genoma de T. gondii, se empléo la técnica de PCR a patrtir de tejido
en fresco y tejido conservado en formalina amortiguada y para genotipificacion se
utilizo la técnica de PCR-RFLP.

5.5.1 Necropsia

Los animales que fueron remitidos para estudio postmortem, se les practico
el estudio sistematico de necropsia con base en lo descrito en los manuales de
técnicas de necropsia para animales domeésticos de Aluja y Constantino (2002),
King et al (2005) y de fauna silvestre (Cooper, 2002; Cooper, y Cooper, 2007),
realizando las modificaciones recomendadas para cada familia u orden de
animales a estudiar. EI examen de necropsia se llevo a cabo en la sala de
necropsias del DP de la FMVZ, UNAM y en la sala de necropsias del LP de la
DGZVS.

Para cada cadaver evaluado, se inspecciond externamente la piel, el pelo o
las plumas y los orificios naturales. Posteriormente se realiz6 una incision por linea
media separando la piel y se procedié a evaluar el tejido subcutaneo. Se continu6
la diseccion de los tejidos exponiendo la cavidad oral y la region orofaringea. Se
separ0 el esternon cortando las uniones costocondrales en el caso de los
mamiferos, asi como seccionando los musculos pectorales en el caso de la aves;

en ambos casos se continué cortando los musculos de la cavidad abdominal y
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celomica respectivamente. Se expusieron los 6rganos de las cavidades, los cuales
se revisaron in situ y posteriormente se extrajeron para su revision individual. Una
vez retirados los o6rganos de las cavidades, éstos se disecaron y se revisaron
macroscopicamente con base en lo referido por King et al (2005), describiendo las
lesiones presentes, su localizacién, tamafio, extension, cantidad, forma,
consistencia y color.

Durante los estudios de necropsia, se recolectaron muestras
representativas de diferentes aparatos y sistemas de tejidos de mamiferos,
incluyendo secciones de pulmdn, corazén (ventriculos y septo interventricular),
estomago, intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon), intestino grueso (ciego y
colon), higado, pancreas, bazo, linfonodos, rifién, encéfalo y ojo; en el caso de las
aves, ademéas de los tejidos referidos para los mamiferos se recolectaron
secciones de faringe, sacos aéreos, proventriculo, molleja y cloaca.

Para HP e IHQ, de los érganos parenquimatosos se recolectaron secciones
de tejido de 1.0 a 4.0 cm de largo y ancho por 0.5 cm de grosor; mientras que de
los 6rganos tubulares se recolectaron secciones de 0.5 a 2.0 cm de largo con
exposicion de la mucosa. Ambos tipos de muestras se fijaron por inmersién en
formalina amortiguada al 10% (pH 7.2), por 24 horas a temperatura ambiente. Una
vez fijados los tejidos se remitieron para su procesamiento a los laboratorios de
histopatologia del DP de la FMVZ, UNAM y del LP de la DGZVS, respectivamente.

Para MET, se recolectaron fragmentos de tejido de 1 a 3 cm® de pulmén,
corazon (miocardio), higado, bazo, linfonodo y encéfalo, fijandose por inmersion
en glutaraldehido al 2.5% (pH 7.4, 0.1M), por 2 a 6 horas a 4°C. En los casos
donde el tejido se fij6 previamente en formalina amortiguada, secciones de los
organos se recuperaron lavandose con solucion amortiguadora de cacodilatos,
fraccionandose y refijdndose con la misma metodologia antes descrita. Una vez
fijadas las muestras, se remitieron para su procesamiento a la UME del DP de la
FMVZ, UNAM.

Para PCR y PCR-RFLP, se recolectaron secciones de tejido 4.0 x 2.0 x 0.5

cm de diferentes 6rganos incluyendo pulmén, corazén (ventriculos), higado, bazo,
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linfonodo y encéfalo. Los tejidos recolectados se depositaron en tubos tipo Falcon
de 50 ml manteniéndose a 4°C hasta su remision al LIE del INP, en un lapso no

mayor de 48 horas.

5.5.2 Histopatologia

Para la evaluacién microscépica de los tejidos, €stos se procesaron con la
técnica de rutina para histopatologia, con base en lo descrito por Heffess y Mullick
(1995). Una vez fijados los tejidos, se cortaron secciones de 0.3 a 0.5 cm de
grosor y se incluyeron en casetes de plastico, depositdndose para su
procesamiento automatizado en un histoquinete convencional (Leica). Los tejidos
incluidos se deshidrataron con serie ascendente de etanoles (80, 95 y 100%),
alcohol absoluto-xileno (relacion 1:1) y posteriormente se depositaron en dos
cambios xilol y uno final en parafina. Después de la primera exposicion en
parafina, los tejidos se retiraron del casete y se incluyeron en el fondo de un molde
metalico o en el mismo casete y se embebieron en parafina liquida, dejando
solidificar a temperatura ambiente o en refrigeracion a 4°C, por 15 a 40 minutos.
Una vez procesados los tejidos y solidificada la parafina, se cortaron secciones
con un microtomo estandar (Leica), de 5 a 7 um de grosor. Los cortes se
extendieron en bafio de flotacion, se recuperaron montandose en portaobjetos
convencionales y se colocaron en platina caliente (37 a 40°C) para su
desparafinacion. Finalmente los cortes histoldgicos se tifieron con hematoxilina y

eosina (HE), para su posterior revisién por microscopia éptica convencional.

5.5.3 Inmunohistoquimica

Para la identificacion especifica y morfolégica de taquizoitos, pseudoquistes
0 quistes tisulares de T. gondii en los tejidos afectados, se empleo la técnica de
inmunohistoquimica con el método de deteccion complejo avidina-biotina
peroxidasa, con base en lo referido por Lindsay y Dubey (1989), Heffess y Mullick
(1995) y Ramos-Vara (2005). Como testigo positivo se emplearon secciones de

tejido pulmonar de mono ardilla (Saimiri sp), en las cuales se identificd
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previamente la presencia de taquizoitos y pseudoquistes de T. gondii con la
misma técnica. Como testigo negativo se emplearon secciones del mismo tejido,
sustituyendo el anticuerpo primario con agua destilada.

De cada tejido a evaluar, se realizaron de 2 a 3 cortes seriados de 5 um de
grosor con un microtomo estandar. Los cortes se colocaron en laminillas tratadas
previamente con Poli-L-Lisina (Sigma, Chemical Company) y posteriormente se
desparafinaron con calor y con dos lavados de xilol. Los residuos de xilol se
eliminaron con alcohol absoluto, se inhibi6 la peroxidasa de las secciones de tejido
con peroxido de hidrogeno y se rehidrataron con serie descendente de etanoles
(96, 80 y 70%) y agua destilada. Para la recuperacion antigénica los tejidos se
trataron con pronasa (Sigma-Aldrich) al 1.0%, lavandose con agua destilada y
solucion amortiguadora TRIS (pH 7.6, 0.05 M). Se bloquearon la avidina y biotina
endogenas con soluciones comerciales (Zymed, Cat.: 95-6543B) en camara
humeda (37°C), asi como los sitios de adherencia inespecifica de los anticuerpos
1rio y 2rio con suero de conejo no inmune (Sigma-Aldrich) al 5%.

Posteriormente para cada seccion de tejido, se aplicd antisuero policlonal
comercial anti-Toxoplasma gondii de origen caprino (VMRD Cat.210-70-TOXO)
como anticuerpo 1rio y anticuerpo biotinilado 1gG de ratdén anti-cabra (Biocare
Medical, Ref: MG610H) como anticuerpo 2rio. Finalmente se aplico
estreptoavidina comercial (HRP-Streptavidin, Zymed 95-6143). Cada uno de los
anticuerpos y la estreptoavidina se incub6 en cAmara hiumeda a 37°C.

Para determinar la presencia o ausencia de antigeno en los tejidos, a cada
corte se agregd solucion comercial de revelado compuesta por cromdgeno
(aminoetilcarbazol) (3B, AEC chromogen solution, Zymed 95-6143), solucion
amortiguadora de la reaccién (3A, AEC substrate buffer, Zymed 95-6143) y
peroxido de hidroégeno (3C, AEC substrate solution, Zymed 95-6143) al 0.6%.
Tras agregar la solucién reveladora, se observo la reaccion del colorante por
microscopia optica (2 a 3 min aproximadamente) hasta que vir0 y se detuvo la

reaccion colocando la laminilla en agua destilada. Los cortes se contrastaron con
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hematoxilina de Meyer, se lavaron con agua destilada y solucion TRIS,
cubriéndose con cubreobjetos convencionales.

Las laminillas de HP e IHQ se revisaron en un microscopio optico Zeiss
Axiostar plus, documentandose representativamente las zonas evaluadas de cada

corte con una camara digital (Power Shot A640, Canon) integrada al equipo.

5.5.4 Microscopia electronica

Para la identificacion ultraestructural de taquizoitos y bradizoitos de T.
gondii, a partir de casos previamente diagnosticados por HP y/o IHQ, se
procesaron tejidos mediante microscopia electronica de transmision, con base en
la metodologia descrita por Hunter (1993), Hayat (2000), Vazquez y Echeverria
(2000) y Cedillo (2006).

Los tejidos una vez fijados se colocaron en caja de petri con parafina dental
como soporte, agregando de 2 a 3 ml de solucion amortiguadora de cacodilatos
para mantener su hidratacion y de los bordes periféricos de cada tejido se cortaron
de 4 a 5 fragmentos de 2 a 3 mm?, depositandose por separado en tubos tipo
vacutainer con 3.0 ml de la misma soluciébn amortiguadora para su lavado y
eliminacion de residuos de la solucion fijadora.

Una vez lavadas las muestras, se posfijaron con 2 ml de OsO, al 1%, se
deshidrataron con serie ascendente de etanoles (50, 70, 80, 96, 100, 100 y 100%),
se expusieron a solucion intermediadora (oxido de propileno), se preincluyeron
con mezcla de resina-oxido (relacién 2:1 y 1:1) y finalmente se incluyeron en
resinas epoxicas (EMbed 812, Electron Microscopy Sciences, EMS 14120). Ya
procesadas las muestras, se realizaron cortes semifinos de 150 a 180 nm de
grosor, montandose en portaobjetos convencional y tifiéndose con azul de
Toluidina mediante la metodologia de rutina y se revisaron por microscopia
convencional (mismo equipo empleado para las laminillas de HP e IHQ);
posteriormente se efectuaron cortes finos de 70 a 80 nm de grosor, montandose
en rejillas de cobre de 200 mesh y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato

de plomo. Los cortes semifinos y finos se realizaron con apoyo de un
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ultramicrotomo (Reichert Ultracut E). Los cortes finos una vez contrastados se
revisaron en un microscopio electronico de transmision Zeiss EM 900 (a 50 kv)
con la metodologia de rutina empleada en la UME del DP de la FMVZ de la
UNAM.

5.55PCR

De cada caso a evaluar, se seleccionaron uno o mas tejidos (en fresco o
fijados formalina amortiguada) para la extraccion y amplificacion de DNA, con
base en lo descrito por Hyman (1995), Jones et al (2000), Fan y Gulley (2001), Shi
et al (2002), Cao et al (2003), Gillis (2003), Wastling y Mattsson (2003), Shi et al
(2004), Coura et al (2005), Rico-Torres (2005) y Sanchez (2006); donde
previamente se habian confirmado por HP y/o IHQ, lesiones y estructuras
parasitarias (taquizoitos, pseudoquistes o0 quistes tisulares) compatibles con T.
gondii. Los Organos seleccionados incluyeron secciones de corazén, pulmoén,
higado, bazo, linfonodo y/o encéfalo (corteza-hipocampo, tdlamo, mesencéfalo,
puente o cerebelo).

Para la amplificacion de DNA de T. gondii por PCR se emplearon los genes
B1 mediante una PCR semianidada y los genes GRA6 y SAG3 con una PCR

convencional.

Extraccion de DNA a partir de tejidos en formalina amortiguada.

De cada 6rgano evaluado, se corté 200 mg de tejido, se maceré en mortero
con 1 ml de solucion PBS, se transfirié el macerado a un microtubo de 1.5 mly se
lavaron con la misma soluciéon (5 lavados con 1 ml de solucion PBS en cada
lavado) para eliminar los residuos de fijador. Posteriormente se centrifugd a 3000
rpm por 5 minutos, se elimind la solucién PBS y el tejido se resuspendié en 1300
pl de solucion comercial de lisis celular (Puregene Cell Lysis Solution, GENTRA,
Cat. D-50K?2). El tejido se calentd en termoblock (Boekel Scientific) por una hora a
65°C y transcurrido el tiempo se agregd 50 pl de proteinasa K (20 mg/ml) (Sigma,
Cat. 39450-01-6), dejandose incubar a 55°C durante toda la noche.
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Una vez lisado el tejido, se calenté el microtubo a 95°C por 10 minutos para
inactivacion de la proteinasa K, dejandose enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente el contenido se transfirid por separado a un tubo tipo Conrning de
15 ml, agregando 1 ml de solucibn comercial de precipitacion de proteinas
(Puregene Protein Precipitation solution, GENTRA, Cat. D-50K3), se mezcl6 en
vortex y se centrifugd a 4000 rpm por 10 min. Se recuper6 el liquido y se transfirio
a un nuevo tubo, agregando 2 ml de isopropanol (Sigma, Cat. 19516-500ML) para
la precipitacion de DNA, se mezcldé generosamente por inversion 20 veces Yy se
mantuvo a -20°C por 48 horas.

Transcurrido el tiempo, el tubo se centrifugd a 3500 rpm por 10 minutos, se
eliminé la solucion por decantacién y se agregaron 2 ml de etanol frio al 70%, se
mezclé en vortex y posteriormente se centrifugd a 3500 rpm por 10 min. Se
decantd el etanol y el tubo se invirtid dejandolo secar sobre papel absorbente por
un lapso de 30 a 40 minutos. Una vez evaporado el etanol, el boton de material
formado en el fondo del tubo se hidraté con 100 pl de solucién de hidratacion
comercial (Puregene DNA Hydration Solution, GENTRA, Cat. D-50K4),
transfiiendo posteriormente el DNA hidratado a microtubo de 1.5 ml,

almacenandose a -20°C hasta su empleo.

Extraccion de DNA a patrtir de tejidos en fresco

De los érganos recolectados durante el estudio postmortem, se corté 200
mg de cada tejido, se macerd en mortero con 1300 pl de solucion comercial de
lisis celular y posteriormente el tejido macerado se transfirié a microtubo de 1.5 ml.
El tejido se calent6 en termoblock por una hora a 65°C y transcurrido el tiempo se
agregaron 15 pl de proteinasa K (20 mg/ml), dejandose incubar a 55°C por toda la
noche. El resto del proceso se continu6 de forma similar a lo descrito en la
metodologia para la extraccion de DNA de tejidos en formalina amortiguada, a
excepcion de la precipitacion de DNA con isopropanol, donde después de mezclar
generosamente por inversion, los tejidos se continuaron procesando con la etapa

de exposicion a etanol, sin mantenerse en isopropanol a -20°C por 48 horas.
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Cuantificacion y pureza de DNA

La concentracion y pureza de DNA se determind mediante
espectofotometria convencional (DU650 Beckman Coulter), diluyendo el DNA de
cada muestra en agua desionizada a una relaciéon 1:125, leyendo en microcubeta
de cuarzo las longitudes de onda a 260 nm (absorbancia para acidos nucleicos) y
280 nm (absorbancia para proteinas).

La concentracion de DNA extraido se calculé con base en la siguiente
formula: [ ] de DNA (ug/ul)= OD2go x 125 x 50; donde “ODyg" €s el promedio de
las absorbancias a 260 nm, “125” es el factor de dilucion de la muestra y “50” el
factor de lectura del equipo. La pureza del DNA extraido se calcul6é con base en la
siguiente formula: pureza de DNA= ODg0:OD>go. El radio de pureza de DNA se
establecio entre 1.7 a 2.0, valores por debajo de 1.7 se consideraron como
contaminacion con proteinas, mientras que valores por encima de 2.0 se

consideraron como contaminacion por RNA.

Amplificacion del DNA

El DNA extraido de los diferentes tejidos en fresco y formalina amortiguada,
se evaluaron mediante PCR para la amplificacién de los genes B1, GRA6 o SAG3.
Para el gen B1, se llevé a cabo una PCR semianidada empleando los iniciadores
TM1, TM2 y TMS3, con base en lo descrito por Rico (2005), los cuales amplifican
una region de 619 y 362 pb respectivamente, del mencionado gen. Para el gen
GRAG6, se emplearon los iniciadores GRA6-F1 y GRA6-R1x, amplificando un
producto de 344 pb, mientras que para el gen SAG3, se emplearon los iniciadores
P43S1 y P43AS1, amplificando un producto de 311 pb (Cuadro 11). Para los
genes GRA6 y SAG3 se empled la metodologia descrita por Su et al (2006).
Todos los oligonucledtidos se sintetizaron en el Laboratorio de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia de la UNAM vy fueron verificados por el programa
NCBI/BLAST. Como control positivo T. gondii se emplearon diluciones de DNA de
las cepas de referencia RH y Wiktor, como control negativo se empleé agua
desionizada.
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6.

Cuadro 11. Iniciadores empleados para la amplificacion de DNA (PCR) de Toxoplasma gondiiy
enzimas de digestion utilizadas para genotipificaciéon (RFLP).

Cromosoma Marcador Iniciadores Ta(?;g}ﬁo Ergsz;]Tca;g: Referencia
Xl SAG3 P43551: CAACTCTCACCATTCCACCCC 311 Neil Su ef al, 2006

P43AS1: GCGCGTTGTTAGACAAGACA




Para la primera parte de la PCR semianidada, las condiciones de la mezcla
maestra fueron las siguientes: para un volumen final de 50 yl se emplearon 5.0 pl
de amortiguador de PCR (10x PCR Gold Buffer, Roche), 5.0 yl de MgCI2 (25 mM,
Roche), 1.0 yl de dNTP’s mix (10 mM, Roche), 3.0 uyl de cada oligonucleétido
(TM1 y TM2, dilucion 1:50, 400 pmol), 1.5 yl de DMSO (Dimetil sulfoxido, 5%,
SIGMA), 0.5 ul de Taq polimerasa (5 U/pl Ampli Tag Gold, Roche) y 1.0 pg/ul de
cada DNA a evaluar. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador de gradiente
(Veriti, Applied Biosystem) con un paso inicial de desnaturalizacion de 95°C por 3
minutos y 40 ciclos con desnaturalizacion (94°C por 30 segundos), alineamiento
(65°C por 60 segundos) y extension (72°C por 60 segundos), concluyendo con una
elongacién final a 72°C por 10 minutos. Una vez terminados los ciclos, las
muestras se mantuvieron a 4°C en el interior del equipo y posteriormente se
almacenaron a -20°C hasta su empleo. La segunda parte de la PCR semianidada
incluyé una nueva amplificacion con el mismo protocolo antes descrito, con las
siguientes modificaciones: para la mezcla maestra los oligonucleotidos empleados
fueron el TM2 y TM3 (mismas concentraciones) y como templado de DNA se
empleé 1.0 pl del DNA amplificado durante la primera parte de la PCR
semianidada. Para la reaccion en el termociclador se mantuvieron condiciones
similares, modificando solamente la temperatura de alineamiento a 55°C por 60
segundos.

Para los genes GRA6 y SAG3 las condiciones de la mezcla maestra fueron
similares que para la primera parte de la PCR semianidada para el gen B1,
sustituyendo los iniciadores para cada gen respectivamente, empleandose a una
dilucion 1:20 de una concentracion base a 400 pmol. La reaccion en el
termociclador fue similar a la empleada en ambos ciclos de la PCR semianidada,
manejandose una temperatura de alineamiento de 60°C por 60 segundos para
ambos genes. En los casos donde no se visualizaban productos de amplificacion o
las bandas obtenidas eran muy tenues, se considerd reamplificar el DNA de cada
gen, empleando las mismas condiciones que la PCR convencional, tomando como

templado de DNA 1.0 pl del amplificado original de cada gen.
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Visualizacién de productos de amplificaciéon

Los productos de amplificacion se visualizaron por electroforesis (camara
horizontal; Biorad) en gel de azarosa (Gibco) al 1% con bromuro de etidio (0.5
mg/1.0 ml, Invitrogen), observandose en un transiluminador (Herolab) con luz

ultravioleta y documentandose digitalmente con software comercial.

Casos positivos por biologia molecular

Se consideré como 6rgano positivo por biologia molecular, aquellos tejidos
que amplificaron con bandas tenues o bien definidas, para uno o méas genes.
Como caso positivo, se considerd la amplificacion de por lo menos un tejido, con

cualquiera de los genes evaluados.

5.5.6 PCR-RFLP

Para identificar el genotipo en cada caso confirmado por PCR, el
polimorfismo de cada locus fue analizado por los patrones generados por el RFLP,
a partir de los productos de amplificacion de los genes GRA6 y SAG3, con base
en la metodologia descrita por Su et al (2006).

Digestion del DNA genodmico con enzimas de restriccion

Los productos de amplificacion de los genes GRA6 y SAG3 fueron digeridos
con las enzimas Msel y Ncil, respectivamente (Cuadro 11). Para el marcador
GRAG, la reaccion de digestion incluyo para un volumen final de 50 pl: 5.0 pl de
DNA amplificado por PCR, 5.0 yl de solucion amortiguadora de digestion (NEB2
10x), 0.5 ul de BSA (10 mg/ml), 1.0 pl de la enzima Msel (10U/ul) y el volumen
restante de agua desionizada. Para el marcador SAG3, la reaccion incluyé: 5.0 pl
de DNA amplificado por PCR, 5.0 upl de solucion amortiguadora de digestion
(NEB4 10x), 0.5 pyl de BSA (10 mg/ml), 0.5 pl de la enzima Ncil (20U/ul) y el
volumen restante de agua desionizada. La reaccion de digestion para ambos

marcadores se incubd a 37°C en termoblock durante toda la noche. Como
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controles positivos se incluyeron productos de amplificacion de diluciones de DNA
de las cepas de referencia RH y Wiktor y como control negativo se empleé agua
desionizada sustituyendo el DNA a digerir.

Visualizacion de productos de digestion

Los productos de digestion se visualizaron de forma similar a lo descrito
para los productos de amplificacion por PCR, modificando solamente la
concentracion del gel de agarosa al 3%.
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6. RESULTADOS

6.1 Seleccion del material de estudio

De los registros y archivo de diagndstico de las tres entidades
(Departamento de Patologia, Direcciéon General de Zooldgicos y Vida Silvestre y
Zoologico de Guadalajara), asi como los estudios de necropsia realizados durante
el periodo mencionado, se seleccionaron 222 casos de animales de fauna silvestre
pertenecientes a 6 Ordenes, 16 familias y 36 especies (incluyendo carnivoros,
herbivoros, primates del nuevo y viejo mundo, marsupiales australianos y
americanos, mamiferos marinos y aves), con base en los criterios mencionados
anteriormente. De los casos seleccionados, 71 presentaban lesiones o diagndstico

sugerente de infeccion por parasitos apicomplexa.

6.2 Anatomopatologia

De los 222 casos revisados, se participé en 15 necropsias de mamiferos y
aves llevadas a cabo en el DP de la FMVZ, UNAM y en el LP de la DGZVS. De los
71 casos con lesiones referidas o diagnoéstico sugerente de infeccion, se
recuperaron las laminillas o generaron nuevos cortes de 56 casos,
considerandose 29 casos como sospechosos (Cuadro 12) y de estos, 13 casos
fueron compatibles con toxoplasmosis por anatomopatologia, con base en los

criterios anatomopatoldgicos establecidos.

6.2.1 Necropsia y hallazgos macroscopicos

De los 15 casos evaluados postmortem, en 13 de ellos se presentaron
lesiones asociadas a entidades de tipo nutricional, fisico-traumaticas o infecciosas
(bacterianas o micaoticas), presentdndose solamente en dos monos ardilla (Saimiri
sciureus), lesiones macroscoépicas sugerentes de infeccion por T. gondii.

En ambos primates se presento condicién corporal regular y el pelo hirsuto

(Figura 18), las fosas nasales y cavidad oral tenian liquido espumoso
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Cuadro 12. Casos seleccionados sospechosos de toxoplasmosis, diagnosticados entre los afios 1999 a 2008.

r'::c;'sie Entidad Nombre comun Nombre cientifico Edad Genero Dlai:':::t:::ti':g:mn ’;:cn;;i

1 FMVZ, UNAM Delfin del Atlantico (Tursiops truncatus) Cria NR Toxoplasmosis intestinal 2003

FMVZ, UNAM Mono ardilla (Saimiri sciureus) Adulto Macho Toxoplasmosis aguda 2006
3 FMVZ, UNAM Mono ardilla (Saimiri sciureus) Adulto Hembra Toxoplasmosis aguda 2006
4 FIMVZ, UNAM Cangura (Macropus spp) MR Machao Meumonia 2007
] DGZVS Wallaby (Macropus spp) 5 afios Macho Sindrome paraneoplasico 2000
6 DGZVS Wallaby (Macropus spp) Adulto Macho NR 2001
T DGZVS Wallaby (Macropus spp) Adulta Hembra NR 2001
8 DGZVS Wallaby de Bennet  (Macropus rufogriseus) MR MR MR 2002
2] DGZVS Wallaby de Bennet  (Macropus rufogriseus) MR NR NR 2003
10 DGZVS Wallaby (Macropus spp) 3 afios Hembra Multifactorial 2005
11 DGZVS Wallaby (Macropus spp) MR NR MR 2007
12 DGZVS Wallaby de Tammar (Macropus eugenir) Adulto Macho Chogue neurogenico 2008
13 DGZVS Ledn africano (Panthera leo) 19 afics  Hembra Cuadro multiorganico 2008
14 DGZVS Canguro gris (Macropus giganteus) 5 afios Macho Insuficiencia cardiorespiratoria 2008
15 DGZVS Jso negro (Ursus americanus) 24 afios  Hembra Insuficiencia renal cronica 2008
16 DGZVS Wallaby (Macropus spp) 4 afios Macho Neumonia 2008
17 DGZVS Canguro gris (Macropus giganteus) MR NR NR 1999
18 G Mono saraguato (Alouatia spp) NR MR NR 2000
19 £G Mono ardilla (Saimiri sciureus) MR NR NR 2000
20 £ZG Mono ardilla (Saimiri sciureus) MR NR MR 2006
21 G Maono ardilla (Saimin sciureus) MR NR NR 2008
22 G Lémur (Lemur catta) MR NR NR 2008
23 ZG Lémur (Lemur catta) MR NR NR 2008
24 G Canguro rojo (Macropus rufus) NR NR NR 2007
25 G Canguro rojo (Macropus rufus) NR NR NR 2007
26 G Canguro rojo (Macropus rufus) MR MR MR 2007
27 ZG Canguro rojo (Macropus rufus) MR NR NR 2007
28 G Canguro rojo (Macropus rufus) MR NR MR 2007
29 G Canguro rojo {Macropus rufus) MR NR NR 2007

MR: datos no referidos



Figura 18. Necropsia de mono ardilla ( Saimiri sciureus). Aspecto macroscépico del
cadaver, presentando condicion corporal regular y pelo hirsuto.
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serosanguinolento en moderada cantidad. Al incidir la piel y separarla del cuerpo,
se aprecio escaso tejido subcutaneo de forma generalizada, los linfonodos de la
region orofaringea se encontraban aumentados de tamafio y a nivel de la faringe,
el liquido espumoso antes referido provenia de vias respiratorias. Los lobulos
pulmonares presentaban coloracion rosa difusa con zonas rojas aleatoriamente;
se encontraban aumentados de tamafo ligeramente, de aspecto brillante y los
septos interlobulillares eran evidentes (Figura 19). Al corte del parénquima se
aprecié salida de liquido espumoso serosanguinolento en abundante cantidad. El
higado tenia coloracion café ocre generalizada con patrén lobular incrementado
moderadamente, con presencia de focos blanquecinos multifocales en ligera
cantidad. Los linfonodos gastroesplénicos y mesentéricos asi como el bazo se
apreciaron aumentados de tamafo ligeramente, de color café rojizo oscuro. El
resto de los 6rganos de las cavidades no presentaron lesiones macroscopicas
evidentes. El diagnéstico postmortem emitido para ambos animales fue de
insuficiencia respiratoria por edema pulmonar generalizado.

De los casos remitidos del ZG, algunos oOrganos presentaron cambios
macroscopicos evidentes. Las secciones de pulmén de los 3 monos ardilla
presentaban separacion marcada de los septos interlobulillares y la superficie de
los tejidos fijados denotaba multiples zonas de color grisaceo, dando aspecto de
mosaico a nivel pleural. Secciones de parénquima hepatico de dos canguros rojos
presentaron en su superficie multiples puntos y zonas blanquecinas multifocales,
las cuales al corte del tejido, se extendian al interior del parénquima, dichos
cambios fueron sugerentes de zonas de necrosis multifocales de origen infeccioso.
En los tejidos recuperados de la DGZVS, se apreciaron discretos cambios
macroscopicos en sistema nervioso central de marsupiales. Algunas secciones
coronales de encéfalo a nivel del tdlamo, mesencéfalo y puente, presentaron
puntos de color café rojizo multifocales en sustancias blanca y gris, siendo

sugerentes de congestion y hemorragia perivascular multifocal (Figura 20).
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Figura 19. Edema pulmonar generalizado, necropsiad e mono ardilla ( Saimiri sciureus). Vista lateral de I6bulos
pulmonares del lado derecho, presentando coloraciéon rosa difusa con zonas rojas aleatoriamente, de aspecto
brillante y septos Interlobulillares notorios.



Figura 20. Cambios macroscopicos en sistema nervios o de marsupiales. Se
observan cortes coronales de encéfalo a nivel de cerebro medio (A) y tdlamo (B),
observandose tanto en sustancia gris como blanca, puntos de color café rojizo
(flechas) multifocales en las sustancias blanca y gris, sugerentes de congestion y
hemorragia perivascular multifocal.
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6.2.2 Hallazgos microscépicos

A partir de los 56 casos donde se obtuvieron cortes histologicos, las
laminillas fueron evaluados con base en la metodologia descrita para
confirmacién, modificacibon o descarte del diagndstico emitido. Los casos
evaluados microscépicamente incluyeron secciones histolégicas de corazon,
pulmén, estdmago, intestino delgado, intestino grueso, pancreas, higado, bazo,
linfonodos regionales, rifion y encéfalo (corteza, hipocampo, tAlamo, mesencéfalo,
puente y médula oblonga). Se descartaron 27 casos posteriores a su revision
histopatoldgica, tras confirmarse el diagnostico emitido previamente en cada
laboratorio. En ninguno de los casos descartados se apreciaron lesiones de tipo
necroticas con el patron de distribucion de infeccion por T. gondii o la presencia de
parasitos de la familia Apicomplexa.

Los 29 casos considerados sospechosos, presentaron alteraciones en
diferentes érganos, con grado y distribucion variable.

En el sistema cardiovascular, dos canguros rojos (Macropus rufus)
presentaron lesiones en corazon (Cuadro 13), observandose a nivel del miocardio
infiltrado linfoplasmocitario e histiocitico ligero multifocal, degeneracién y necrosis
de miofibrillas, asi como presencia de abundantes quistes tisulares (Figura 21).

En monos ardilla, mono saraguato (Alouatta spp), lémures (Lemur catta) y
canguros (Cuadro 13) se observé neumonia intersticial (exfoliativa o necrética) de
moderada a severa difusa con congestion y edema pulmonar. En todos los casos,
se apreciaron intracelularmente en neumocitos y macréfagos alveolares,
pseudoquistes con estructuras parasitarias en leve a abundante cantidad, asi
como taquizoitos fagocitados, tanto viables como en degeneracion (Figura 22).

En el sistema digestivo (Cuadro 14), se apreciaron a nivel de intestino
delgado, dos patrones de lesion tisular. EI primer patron se observé en un delfin
del Atlantico (Tursiops truncatus), apreciandose enteritis necrotica severa difusa
con presencia de abundantes estructuras parasitarias intracelulares en diferentes
estadios de division (Figura 23). El segundo patron se presentd en monos ardilla,

observandose enteritis linfoplasmocitaria de leve a moderada difusa, edema ligero
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Cuadro 13. Alteraciones microscopicas en corazdn y pulmén asociadas a toxoplasmosis.

Corazoén Pulmén
No de Especie D io
Caso P Mi diti egenergclgn Quistes Edemay Neumonia Taquizoitos y
locarditis y necrosis de tisulares congestion intersticial pseudoquistes
miofibrillas
2 Mono ardilla (-) (-) (-) (+++) (+++) (++)
3 Mono ardilla (-) (-) (-) (+++) (+++) (++)
4 Canguro ND ND ND (+++) (++4) (+++)
12 Wallaby de Tammar (-) (-) (-) (- (-) (-)
13 Ledn africano (-) {(-) (-) (+) (-) (-}
14 Canguro gris (-) (-) (-) (+) (-) (-)
15 Oso negro (-) (-) (-) (+) (-) (-)
16 Wallaby (-) (-) (-) (+) (-) (-)
18 Mono saraguato ND MND ND (++) (++) (+)
19 Mono ardilla (-) (-) (-) (+++) (+++) (++)
20 Mono ardilla (-) (-) (-) (+++) (+++) (++)
21 Mono ardilla (-) (-) (-) +++) +++) (+++)
22 Lemur (+) (-) (-) (++) (++) (+)
23 Lémur (-] (-) (-) (+) (+) (+)
24 Cangura rojo (+) (++) (+) (+++) (+++) (++)
25 Canguro rojo (++) (++) (++) (+++) (+++) (++)
26 Canguro rojo (-) {-) (-) (+++) (+++) (+++)
27 Canguro rojo ND ND ND (+++) (++4) (++)
28 Canguro rojo ND ND ND (+++) (++4) (++)
29 Canguro rojo ND ND ND (+++) (+++) (+++)

06

Grado de la lesidn o cantidad de estructuras parasitarias: (+) leve, (++), moderado, (+++) severo o abundante, { - ) negativo
ND: no determinado



Figura 21. Miocarditis linfoplasmocitario e histioc itico con presencia de quistes
tisulares de Toxoplasma gondii en canguro rojo ( Macropus rufus). Se aprecia
seccion de miocardio, presentando las miofibrillas degeneracion y necrosis con presencia
de quistes tisulares de diferentes tamafos (flecha), asi mismo se observa infiltrado
intersticial linfoplasmocitario y algunos macréfagos. HE, 400x.
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Figura 22. Neumonia intersticial con presenciade p  seudoquistes y taquizoitos de
Toxoplasma gondii fagocitados, en mono ardilla (  Saimiri sciureus). Detalle de la
pared alveolar (A) con presencia de un pseudoquiste (flecha) conteniendo taquizoitos
viables de aspecto redondeados y basofilicos, con delimitacién de su citoplasma. En el
recuadro (B) se aprecia un macréfago con taquizoitos en degeneracion fagocitados, los
cuales presentan aspecto redondeado, eosinofiliocos refringentes. HE, 1000x.
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difuso y descamacion epitelial leve segmentaria con presencia aleatoria de
estructuras parasitarias intra y extracelularmente (Figura 24).

Monos ardilla, mono saraguato, lémures y canguros (Cuadro 14)
presentaron hepatitis necrética con infiltrado linfoplasmocitario de leve a severo
multifocal con presencia en todos los casos de pseudoquistes intralesionales y
adyacentes a las zonas de necrosis, asi mismo, se observaron taquizoitos libres
en sinusoides hepaticos e intralesionales (Figuras 25y 26).

Los drganos linfoides incluyendo bazo y linfonodos, presentaron extensas
zonas de necrosis multifocal con congestion y hemorragias de los érganos, asi
como la presencia de pseudoquistes y taquizoitos libres en moderada a abundante
cantidad (Figura 27). Tambien se observé despoblacion linfoide y edema medular
moderado difuso en los casos de monos ardilla. Dichos cambios se apreciaron en
los mismos casos que presentaron lesiones pulmonares y hepéticas.

En el sistema nervioso central se apreciaron diferentes cambios de tipo
inflamatorio y degenerativo (Cuadro 15). En secciones de corteza, hipocampo,
talamo, mesencéfalo y puente de wallabys, monos ardilla, un ledn africano
(Panthera leo) y canguros, se observd degeneracidn, necrosis neuronal, satelitosis
y neuronofagia de leve a moderada multifocal. En sustancia blanca y gris de las
mismas regiones, se observaron focos y zonas de gliosis, asi como infiltrado
linfoplasmocitario perivascular en parénquima y meninges, siendo dichos cambios
de leves a moderados multifocales, prevaleciendo a nivel de encéfalo medio.
Zonas francas de necrosis multifocal se presentaron en la mayoria de los
marsupiales referidos, asi como presencia de quistes tisulares de diferentes
tamanfos, localizados adyacentes a las zonas de gliosis, inflamacion y necrosis
(Figura 28). Asi mismo, en algunas regiones se observaron quistes tisulares sin
presencia de respuesta celular. En un mono ardilla, se apreciaron cambios
degenerativos neuronales con gliosis ligera multifocal y presencia de
pseudoquistes en células ependimarias de ventriculos laterales (Figura 29) con

ligero infiltrado linfoplasmocitario zonal.
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Cuadro 14. Alteraciones microscopicas en intestino delgado e higado asociadas a toxoplasmosis.

Intestino delgado Higado
No de .
Especie N :
Caso Edemay Infiltrado ecrosis - Necrosis Infiltrado  Taquizoitos y
descamacion LP= mﬂ”:;:ﬂ::' Taquizoitos multifocal LP= pseudoquistes
1 Delfin del Atlantico (++) (++) (+++) (+++) ND ND MD
2 Mono ardilla (+) (+) (-) (+) (++) (++) (++)
3 Mono ardilla (+) (+) (-) (+) (++) (++) (++)
12 Wallaby de Tammar (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-)
13 Ledn africano (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-)
14 Canguro gris (+) (++) (-) (-) (-) (-) (-)
15 Oso negro (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-)
16 Wallaby (+) (++) (-) (-) (-) (-) (-)
18 Mono saraguato MND MD MD MND (++) (++) (++)
19 Mono ardilla (+) (+) (-) (-) (++) (++) (++)
20 Mono ardilla (+) (+) (-) (+) (++) (++) (++)
21 Mono ardilla (+) (+) (-) (+) (++) (++) (++)
22 Lémur (-) (+) (-) (-) (+) (+) (+)
23 Lémur ND ND ND ND (++) (+) (+)
24 Canguro rojo MND MND MD MND (-) (+) (-)
25 Canguro rojo (+) (+) (-) (-) (+) (+++) (+)
26 Cangura rojo (-) (-) (-) (-) (+)a(++) (+) (++)

v6

Grado de la lesidn o cantidad de estructuras parasitarias: (+) leve, (++), moderado, (+++) severo o abundante, ( - ) negativo.
MND: no determinado
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Figura 23. Enteritis necrotica severa difusa en del  fin del atlantico ( Tursiops truncatus). A) Vista panoramica de
seccion de intestino delgado presentando en la mucosa mayor celularidad y borde con material necroético (flecha), HE,
40x; B) Borde de mucosa con necrosis superficial (flecha) con infiltrado linfoplasmocitario y presencia de estructuras
parasitarias (circulo) intralesionales, H&E, 200x; C) Criptas intestinales con descamacion, infiltrado linfoplasmocitario y
estructuras parasitarias (circulos) sugerentes de Toxoplasma gondii, HE, 200x; D) Detalle de cripta intestinal con
estructuras parasitarias (flechas) intracelulares (2um de diametro aproximadamente) y otras de forma oval (circulo) de
mayor tamafio (10um de diametro aproximadamente), HE, 500x.
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Figura 24. Enteritis linfoplasmocitaria leve difusa con edema intersticial en mono ardilla ( Saimiri sciureus). Se
observan secciones de intestino (A y B) presentando la mucosa intestinal intacta con ligero infiltrado linfoplasmocitario
intersticial embebido en material eosinofilico claro (edema), algunos enterocitos presentan diferente afinidad tintorial
con protrusion hacia la luz de estructuras ovales y elongadas (flechas), sugerentes de parasitos Apicomplexa. HE,

400x.



Figura 25. Hepatitis necrotica severa zonal en mono ardilla ( Saimiri sciureus). Se
observa seccion de higado, presentando una zona extensa de necrosis coagulativa
delimitada por infiltrado linfoplasmocitario con presencia de estructuras parasitarias
intralesionales (flechas) sugerentes de Toxoplasma gondii; del lado izquierdo adyacente
a la zona de necrosis, los hepatocitos presentan vacuolizacion de su citoplasma
(degeneracion grasa), mientras que los del lado derecho morfolégicamente no presentan
alteraciones. HE, 400x.
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Figura 26. Invasion, proliferacion y diseminacion d e estructuras parasitarias sugerentes de taquizoito s de
Toxoplasma gondii en parénquima hepatico de mono ardilla ( Saimiri sciureus). A) Se observa en seccion de
parénquima hepético, hepatocito sin alteraciones morfologicas con presencia de estructuras parasitarias (flechas)
compatibles con taquizoitos de Toxoplasma gondii; B) Necrosis unicelular de hepatocito por acumulo y liberacion de
taquizoitos (flechas); C) Estructuras parasitarias (flechas) disemindndose a través de sinusoides hepaticos. HE, 1000x.



Figura 27. Atrofia linfoide esplénica con presencia de pseudoquiste de Toxoplasma
gondii en mono ardilla ( Saimiri sciuresus). Se aprecia seccion de bazo con presencia
de pseudoquiste (flecha), en los limites de la transicién de la disminucién de las células
linfoides. HE, 400x.
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Cuadro 15. Alteraciones microscopicas en sistema nervioso central asociadas a toxoplasmosis.

Degeneracion

No de E . . Satelitosis y Gliosi Infiltrado Infiltrado E dimiti Quistes
Caso specie y necrosis neuronocfagia losis perivascular meningeo PENCIMITS  ticulares
neurcnal
2 Mono ardilla (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)
3 Mono ardilla (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)
5 Wallaby (++) (++) (++) (++) (+) (-) (++)
6 Wallaby (++) (++) (++) (++) (+) (-) (+)
7 Wallaby (++) (++) (++) (++) a (+++) (+) (-) (+)
8 Wallaby de Bennet (+) (+) (+) (+) (++) (-) (++)
g Wallaby de Bennet (+) (+) -) (-) (-) (-) (-)
10 Wallaby (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-)
11 Wallaby (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-)
12 Wallaby de Tammar (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)
13 Ledn africano (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)
14 Canguro gris (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)
15 Oso negro (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)
16 Wallaby (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)
17 Canguro gris (+) (+) (+) (+) (-) (-) (++)
19 Mono ardilla (-) (-) (-) (-) (-) (+) (+)
20 Mono ardilla (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-)
21 Mono ardilla (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-)
22 Lémur (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-)
23 Lémur (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-)
25 Canguro rojo (+) (+) (-) (-) (-) (+) (-)
26 Canguro rojo (+) (+) (+) (-) (-) (-) (+)

00T

Grado de la lesion o cantidad de estructuras parasitarias: (+) leve, (++), moderado, (+++) severo o abundante, { - ) negativo.



TOT

- - » . A " :
L . ."-‘ . - .0. L 5 -
! % w N y
0% L e N G Srieeriedy, R O
- X J J i . o L] .n.. e sb* :&f' “ A 2
~ O e ) C Tawe®® - .
‘ - » By - L@ !
877 A o
‘ r ¥ .‘ . 0¥, C -
~ e - e L f
sep © LY
> ] \- B ¢ <
&’ ¢ 4 7 \ Iy e o v
" g .. ‘ g ¢ O s - .
% 3 &
- )
® i Yl « V3 o 40 5‘5 ¢
] e CSHNE@ | :&{ = | L)
. \ " 5" 'w;a- ‘ ‘. ’ & "; o
.' - - ‘ 40, N . -¢' *n ¥
A B o e‘ D X g

Figura 28. Cambios microscépicos en sistema nervios o central de marsupiales. A) Gliosis ligera focal en sustancia
gris, adyacente a neuronas con cambios degenerativos y satelitosis (flecha), HE, 700x; B) Perivasculitis
linfoplasmocitaria severa en sustancia blanca, HE, 400x; C) Quiste tisular con abundantes bradizoitos, intercalado entre
neuronas con cambios degenerativos, sin observarse respuesta glial o inflamatoria, HE, 1000x; D) Quiste tisular de
tamarfo pequefio, rodeado por células gliales, HE, 1000x.
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Figura 29. Ependimitis de plexos coroideos de ventr

iculos laterales con pseudoquistes de
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Toxoplasma gondii

en mono ardilla ( Saimiri sciuresus). A) Seccion panoramica de encéfalo medio, apreciandose parénquima cerebral
(PC) con vasos sanguineos, ventriculo lateral (VL) recubierto por células ependimarias y plexos coroideos de forma libre
en la luz ventricular (PIx), HE, 100x; B) Detalle de plexos apreciandose infiltrado de células inflamatorias compuesto por
linfocitos, macréfagos y escasa células plasmaticas, con presencia de pseudoquistes en células ependimarias (flecha),
HE, 400x; C) Detalle del pseudoquiste apreciandose abundantes taquizoitos de Toxoplasma gondii, HE, 1000x.



6.2.3 Inmunohistoquimica

Los 16 casos procesados para IHQ correspondieron a un delfin del
Atlantico, cuatro monos ardilla, dos |Iémures, cinco canguros y cuatro wallabys. De
los casos evaluados, en 13 de ellos, los tejidos presentaron inmunopositividad de
estructuras parasitarias (quistes tisulares, pseudoquistes o parasitos libres)
(Cuadro 16). Los 6rganos donde se apreciaron estructuras inmunopositivas fueron
corazon, pulmon, intestino delgado, higado, bazo, linfonodo o sistema nervioso
central (Figura 30). En algunos casos la inmunopositividad fue fuerte y definida,
tanto para la pared del quiste o pseudoquiste como para las estructuras
parasitarias como en el caso del delfin nariz de botella (Figura 31), mientras que
en otros casos fue parcial, tanto para la pared o zoitos, como en algunos casos de
marsupiales. Los 13 casos positivos por IHQ permitieron definir a los casos como

compatibles (positivos) con toxoplasmosis por anatomopatologia.

6.2.4 Microscopia electronica

Ultraestructuralmente se evaluaron cuatro casos positivos por IHQ,
apreciandose estructuras parasitarias compatibles con protozoarios de la familia
Apicomplexa, identificandose organelos y estructuras propias del Phylum:
complejo apical, conoide, micronemas, roptrias y granulos densos. En el caso del
delfin del Atlantico se evaluaron secciones de intestino delgado que presentaron
abundantes estructuras parasitarias en diferentes estadios de division, de forma
arqueada, oval o piriforme (Figura 32), observandose algunos estadios en
endodiogenia sincronizada. En los otros tres casos correspondientes a secciones
de pulmdn de dos monos ardilla y un canguro, se observaron taquizoitos de forma
oval a piriforme (Figura 33), tanto de forma libre como intracelularmente en

macroéfagos, neutrofilos y neumocitos (Figuras 34).
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Cuadro 16. Relacion de casos procesados para IHQ
con diferente grado de positividad.

l\éc;stée Especie Tejldosapr;o;::(sgados Resultado IHQ

1 Delfin del Atlantico X (+++)
2 Mono ardilla X (++)
3 Mono ardilla X (++)
4 Canguro X (++)
5 Wallaby X (+)

8 Wallaby de Bennet X (+)

9 Wallaby de Bennet X (-)

11 Wallaby X (-)

17 Canguro gris X (-)

20 Mono ardilla X (+++)
21 Mono ardilla X (++)
22 Lémur X (++)
23 Lémur X (++)
24 Canguro rojo X (++)
25 Canguro rojo X (++)
26 Canguro rojo X (++)

Intensidad de marcaje: positividad ligera o parcial (+), positividad moderada (++),
positividad fuerte y definida (+++), sin marcaje (negativo) ( -)
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Figura 30. Inmunohistoquimica positiva a  Toxoplasma gondii en diferentes tejidos
de distintas especies. A) Quiste tisular en seccion de miocardio de canguro rojo
(Macropus rufus) con inmunopositividad de bradizoitos y en su pared, 1000x; B)
Pseudoquiste en macréfago alveolar en pulmén de mono ardilla (Saimiri sciruresus) con
inmunopositividad completo de los taquizoitos, 400x; C) Taquizoitos libres con
inmunopositividad marcada, en submucosa de intestino delgado de mono ardilla (S.
sciureus), 1000x; D) Pseudoquistes en parénquima hepatico de lémur (Lemur catta),
presentando inmunopositividad difusa, 400x; E y F) quistes tisulares en marsupiales,
presentando inmunopositividad marcada e inmunopositividad parcial; 1000x. Todos los
tejidos fueron evaluados con el Complejo avidina biotina-peroxidasa (CAB-P).
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Figura 31. Inmunohistoquimica positiva a Toxoplasma gondii en intestino delgado de delfin del atlantico
(Tursiops truncatus). A) Seccion de intestino correspondiente a la figura 21, con diagnostico morfolégico de enteritis
necrética severa difusa, presentando abundantes estructuras parasitarias inmunopositivias distribuyéndose
aleatoriamente, CAB-P, 100x; B) Comparacién de dos criptas intestinales con y sin imunopositividad a las estructuras
parasitarias (flechas), CAB-P, 300x; 7) Cripta intestinal apreciandose estructuras parasitarias inmunopositivas, de forma
alargada arqueada (circulo) y de forma oval (flechas) de mayor tamafio, CAB-P, 600x.
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Figura 32. Identificacion ultraestructural de Toxoplasma gondii en intestino delgado de delfin del atlantico
(Tursiops truncatus). A) Corte semifino de mucosa intestinal apreciandose multiples estructuras parasitarias
intracelulares en diferentes estadios de divisién con diversos patrones morfolégicos: estructuras alargadas arqueadas,
de forma redondeada y piriforme (flechas), ovales unicelulares de diferentes tamafios, AT, 1000x; B) Vacuola
parasitofora (Vp) con taquizoitos en su interior apreciandose su conoide (Co), granulos densos (Gd), granulos de
amilopectina (Ga) y ndcleo (Nu), Ur-Pb, 8000x; C) Taquizoitos de forma alargada intracelulares sin apreciarse vacuola
parasitofora, con regular estado de preservacion, apreciandose algunos organelos como mitocondrias, nucleo y escasa
roptrias, Ur-Pb, 5000x.



Figura 33. Identificacion ultraestructural de taqui zoitos de Toxoplasma gondii en
diferentes animales. A) Taquizoitos de forma oval en el interior de un pseudoquiste,
localizados en neumocito de pared alveolar de mono ardilla (Saimiri sciureus), Ur-Pb,
12000x; B) Taquizoito en el interior de un neutréfilo viable, en parenquima pulmonar de
canguro rojo (Macropus rufus), Ur-Pb, 10000x; C y D) Taquizoitos en diferentes etapas
de endodiogenia en células inflamatorias de canguro rojo, apreciandose en la figura C, la
divisién de los zoitos con redistribucion de organelos dentro de la célula madre, en la
figura D, los zoitos se han desarrollado casi en su totalidad, adquiriendo por completo el
complejo membranoso de la célula madre, Ur-Pb, 17000x.
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zoitos de Toxoplasma gondii en parénquima pulmonar de

canguro rojo ( Macropus rufus). Se observa macréfago alveolar con cambios degenerativos (cromatina de aspecto
reticulado y perdida de organelos citoplasmaticos), presentado una vacuola parasitofora (Vp) con mdultiples taquizoitos

viables, encontrandose algunos de ellos en division (flecha), Ur-Pb, 6000x.

Figura 34. Identificacion ultraestructural de taqui



6.3 Biologia molecular

A partir de los casos clasificados como sospechosos, se procesaron
muestras para la extraccion y cuantificacion de DNA y posteriores pruebas
moleculares (PCR y PCR-RFLP) de diferentes tejidos recolectados durante los
estudios de necropsia de 5 casos Yy tejidos fijados en formaldehido
correspondientes a 20 casos (Cuadro 17), independiente de su condicion de

positivos 0 no a T. gondii por las técnicas anatomopatologicas.

6.3.1 PCR

De los 25 casos evaluados por PCR, 12 casos fueron positivos,
obteniéndose productos de amplificacion para los genes B1l, GRA6 o SAG3
(Cuadro 17). Para el gen B1, a partir de tejidos de un wallaby, las secciones de
corazon y encéfalo (tAlamo, mesencéfalo y puente), amplificaron para un producto
de 362 pb visualizdndose bandas tenues (Figura 35); del tejido pulmonar del leén
africano, se amplifico para el mismo gen, visualizandose también una banda tenue
(Figura 36). El resto de los tejidos evaluados de los otros casos resultaron
negativos para la amplificacion de DNA, tanto para el producto de 619 pb como el
de 362 pb.

Para el gen SAG3, productos de amplificacion de 311 pb, se obtuvieron de
secciones de corteza-hipocampo de marsupiales y de pulmén de monos ardilla,
0S0 negro y canguro (Figuras 37 y 38). Para el gen GRAG6, productos de
amplificacibn de 342 pb se obtuvieron de secciones de corteza-hipocampo y
puente de casos de wallabys y un canguro gris; también se obtuvieron productos
de amplificacién de secciones de pulmoén de monos ardilla y un canguro y del bazo
de otro wallaby (Figura 39). Para GRA6 y SAGS3, los productos de amplificacion se
visualizaron con bandas tenues, tanto en la primera corrida de PCR como en las
reamplificaciones. Solamente en uno de los casos (corteza-hipocampo de un
wallaby), la banda generada posterior a su reamplificacion fue gruesa y bien
definida para el gen GRAG6 (Figura 40).
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Cuadro 17. Relacidén de casos procesados para PCR y positivos
para alguno de los genes (B7, GRA6y SAG3) evaluados.

No. de . Tejidos procesados Resultado PCR
Ca-so Especie
En fresco En formaldehido B1 GRAG SAG3
2 Mono ardilla X (-) (+) (-)
3 Mono ardilla X (-) (+) (-)
4 Canguro X (-) (-) (-)
5 Wallaby X (-) (-) (+)
8 Wallaby de Bennet X (-) (+++) (+)
9 Wallaby de Bennet X (-) (+) (+)
10 Wallaby X (-) (-) (-)
11 Wallaby X (-) (+) (+)
12 Wallaby de Tammar X (+) (-) (-)
13 Leén africano X X (+) (-) (-)
14 Canguro gris X (-) (-) (-)
15 0so negro X (-) (-) (+)
16 Wallaby X (-) (+) (-)
17 Canguro gris X (-) (+) (-)
18 Mono saraguato X (-) (-) (-)
19 Mono ardilla X (-) (-) (-)
20 Mono ardilla X (-) (-) (-)
22 Lémur X (-) (-) (-)
23 Lémur X (-) (-) (-)
24 Canguro rojo X (-) (-) (-)
25 Canguro rojo X (-) (-) (-)
26 Canguro rojo X (-) (-) (-)
27 Canguro rojo X (-) (-) (-)
28 Canguro rojo X (-) (-) (-)
29 Canguro rojo X (-) (-) (+)

TTT

Intensidad de banda visualizada en gel de agarosa: tenue o difuminada (+), definida (+++), sin obervarse (negativo)( - ).



Corazén Talamo C(+) Wik C(+) RH

Corteza- Mesencéfalo C(-) H:0
Hipocampo

- <— 362 pb

Figura 35. PCR semianidada para la deteccion del ge n Bl de Toxoplasma gondii a
partir de muestras de wallaby de Tammar ( Macropus eugenii). Evaluacion de tejidos
en fresco: corazon y secciones de encéfalo. Carriles 1 a 8: marcador de peso molecular
100 pb (1), tejidos positivos (2, 4 y 5), tejido negativo (3), controles positivos DNA cepas
Wiktor (6) y RH (8), control negativo agua destilada (7). Gel de agarosa al 1%.

2072
1500

Corazén Pulmén & _- C(+) Wik

600 Corazon Higado C(-) H.0 C(+) RH

100

Figura 36. PCR semianidada para la deteccion del ge n Bl de Toxoplasma gondii a
partir de muestras de ledn africano ( Panthera leo). Evaluacion de tejidos en fresco:
corazén, pulmén, higado y bazo. Carriles 1 a 9: marcador de peso molecular 100 pb (1),
tejido positivo (4), tejidos negativos (2, 3, 5 y 6), control negativo agua destilada (7),
controles positivos DNA cepas Wiktor (8) y RH (9), Gel de agarosa al 1%.
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2072
1500

Corteza- Corteza- Pulmén C(+) RH
Hipocampo  Hipocampo

600 C(-) H.O

- <« 344pb

Corteza- Corteza-
Hipocampo Hipocampo

100

Figura 39. PCR para la amplificacion del gen GRA6 d e Toxoplasma gondii a partir
de muestras de wallabys ( Macropus spp), canguro gris ( Macropus giganteus) y
mono ardilla ( Saimiri sciureus). Evaluacién de tejidos en formaldehido: corteza e
hipocampo de marsupiales y pulmoén de mono ardilla. Carriles 1 a 7: marcador de peso
molecular 100 pb (1), tejido positivo de wallaby (2), tejidos negativos de wallabys (3 y 5),
tejido positivo de canguro (4), tejido positivo de mono ardilla (6), control negativo agua
destilada (7), control positivo DNA cepa RH (8). Gel de agarosa al 1%.
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Figura 40. PCR para la reamplificacién del gen GRA6  de Toxoplasma gondii a partir
de muestras de mono ardilla ( Saimiri sciureus) y wallaby de Bennet ( Macropus
rufogriseus). Evaluacién de tejidos en formaldehido: pulmén de mono ardilla y encéfalo
de wallaby de Bennet. Carriles 1 a 7: marcador de peso molecular 100 pb (1), tejido
negativo de mono ardilla (2), tejido positivo de wallaby de Bennet (3), control negativo
agua destilada (4), controles positivos DNA cepas RH (5 y 7) y Wiktor (6). Gel de agarosa
al 1%.
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Figura 37. PCR para la amplificacién del gen SAG3 d e Toxoplasma gondii. a partir
de muestras de o0so negro ( Ursus americanus), mono ardilla ( Saimiri sciureus) y
wallaby ( Macropus sp). Evaluacion de tejidos en fresco: encéfalo de o0so negro.
Evaluacién de tejidos en formaldehido: pulmén de mono ardilla y encéfalo de wallaby.
Carriles 1 a 7: marcador de peso molecular 100 pb (1), tejidos negativos de 0so negro (2
y 3), tejido negativo de mono ardilla (4), tejido positivo de wallaby (5), control positivo
DNA cepa RH (6), control negativo agua destilada (7). Gel de agarosa al 1%.
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Figura 38. PCR para la amplificacion del gen SAG3 d e Toxoplasma gondii. a partir
de muestras de canguros rojos ( Macropus rufus). Evaluacion de tejidos en
formaldehido: pulmén. Carriles 1 a 7: marcador de peso molecular 100 pb (1), tejidos
negativos de canguros rojos (2 y 3), tejido positivo de canguro rojo (4), control positivo
DNA cepa RH (6), control negativo agua destilada (7). Gel de agarosa al 1%.
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Los tejidos que presentaron bandas tenues o bien definidas se consideraron
como positivos a T. gondii por biologia molecular.

6.3.2 PCR-RFLP

Debido a la cantidad de DNA amplificado en los casos positivos para los
tres genes, obteniéndose bandas tenues en la mayoria de los tejidos evaluados,
solamente el DNA amplificado de corteza e hipocampo de un wallaby donde se
obtuvo una banda bien definida para el gen GRA6, se empled para su digestion
con la enzima de restriccion Mse |. La digestion del DNA evidencioé dos bandas de
280 y 85 pb aproximadamente, similares a las que presenté el control positivo

cepa RH, correspondiendo a alelos para el genotipo | (Figura 41).

6.4 Comparacion de casos sospechosos y positivos po r anatomopatologia
con casos positivos por biologia molecular.

De los 29 casos considerados sospechosos, 22 presentaron lesiones
sugerentes de infeccion por T. gondii, 13 fueron confirmados por IHQ y 4 por MET.
Solamente 4 casos fueron evaluados por HP, IHQ y MET.

La metodologia propuesta para la obtencion de DNA y amplificacion por
PCR para su posterior confirmacién molecular y genotipificacion, fue adecuada,
obteniéndose 12 casos positivos por PCR a partir de los 29 casos sospechosos,
proviniendo la mayoria de los casos a partir de muestras conservadas en
formaldehido que datan desde el afio 1999.

De los 19 casos con lesiones evaluadas por HP, solamente 7 fueron
positivos por PCR y 4 fueron a su vez, positivos por IHQ.

Los casos definidos como sospechosos y positivos por las técnicas
anatomopatolégicas se comparan con los resultados obtenidos por PCR, en el

cuadro 18.
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Figura 41. Patron de bandas obtenido por RFLP, post erior a la digestion del gen
GRA6 de Toxoplasma gondii con la enzima de restriccion  Msel. El producto de
reamplificacion con GRAG fue obtenido a partir de secciones de corteza e hipocampo de
wallaby (Macropus sp), correspondiente a la figura 36, visualizandose alelos para el
genotipo |, similares a los del control positivo cepa RH (genotipo 1). Carriles 1 a 8:
marcador de peso molecular 100 pb (1, 3, 5 y 8), DNA digerido de wallaby (2), DNA
digerido de control positivo cepa RH (4) genotipo |, DNA digerido de control positivo cepa
Wiktor (6) genotipo Il, control negativo agua destilada (7). Gel de agarosa al 3%.
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LTT

Cuadro 18. Comparacion de casos sospechosos y positivos por anatomopatologia a toxoplasmosis
y positivos por biclogia molecular.

NCDF;:: Especie Lesiones por HP IHQ MET PCR
1 Delfin del Atlantico (+++) [++4) [(++4) MO
2 Mono ardilla (+++) (++) [+++) (+)
3 Mono ardilla (+++) (++) [++4) (+)
4 Canguro (+++) (++) (++) (-)
5 Wallaby (+4) (+) (+)
6 Wallaby (+4) MDD MDD MO
7 Wallaby (+4) MO MO MD
8 Wallaby de Bennet +) (+) MO (++4)
9 Wallaby de Bennet (+) (-} MO (+)
10 Wallaby +) MDD MD (-]
11 Wallaby +) (-] MD (+)
12 Wallaby de Tammar (+) MO MD (+)
13 Ledn africano (+) MD MO (+)
14 Canguro gris (+) MO MD (-]
15 Oso negro (+) MND MO (+)
16 Wallaby (+) MO MD (+)
17 Canguro gris (++) (-) MDD (+)
18 Mono saraguato (+4) MO MD (-]
19 Mono ardilla (++4) MDD MO (-
20 Mono ardilla (++4) [(++4) MO (-]
21 Mono ardilla [+++) [++) MD MD
22 Lémur (+4) (++) MO (-]
23 Lémur (+) a (++) (++) MO (-]
24 Canguro rojo [(++4) (++) MO (-]
25 Canguro rojo (++4) (++) MO (-]
26 Canguro rojo (+++) (++) MD (-)
27 Canguro rojo (++4) MO MD (-]
28 Canguro rojo (+++) MD MO (-)
29 Canguro rojo (++4) ND MD (+)

Grado de |a lesién o intensidad de positividad: (+) leve, (++), moderado, (+++) marcada o abundante, ( - ) negativo.
MD: no determinado



7. DISCUSION

7.1 Animales evaluados durante el estudio

Los 222 casos seleccionados para su revision, pertenecian a 6 érdenes, 16
familias y 36 especies; mientras que los casos considerados sospechosos a
toxoplasmosis, incluyendo los casos positivos por anatomopatologia y biologia
molecular, correspondieron a 4 oOrdenes (primates, carnivora, marsupiala y
cetacea), 6 familias (cebidae, felidae, ursidae, macropodidae y delphinidae) y 10
especies: mono ardilla (Saimiri sciureus), mono saraguato (Alouatta spp), lemur
(Lemur catta), leén africano (Panthera leo), oso negro (Ursus americanus),
canguro rojo (Macropus rufus), canguro gris (Macropus giganteus), wallaby de
Bennet (Macropus rufogriseus), wallaby de Tammar (Macropus eugenii) y delfin
del Atlantico (Tursiops truncatus).

La presentacion de T. gondii en animales de zoolégico se considera de
interés particular para la medicina veterinaria y ciencias biologicas, debido a que
muchas especies de animales en cautiverio mueren por toxoplasmosis, siendo una
fuente de potencial de exposicion para nifios y personas mayores, a partir de la
eliminacion de ooquistes por felinos silvestres presentes en zooldgicos (Dubey y
Jones, 2008). Existen diversos informes sobre la seroprevalencia de T. gondii en
animales de zooldgico, siendo variable su presentacion, dependiendo el zoolbgico
y las especies evaluadas.

La prevalencia de T. gondii en felinos silvestres en cautiverio en Tailandia
fue evaluada a partir de muestras de 136 animales pertenecientes a 12 especies,
detectandose anticuerpos en el 15.4% (21 de 136 felinos) de los animales,
variando su presentacion dependiendo el origen, ya que en animales provenientes
de regiones de norte del pais fue del 0%, mientras que animales del sur
presentaron 23% de seroprevalencia (Thiangtum et al, 2006)

De Camps y colaboradores (2008) determinaron la seroprevalencia de
anticuerpos en felinos, macropodos y prosimios de 8 zooldgicos de los Estados

Unidos para determinar la seroprevalencia de T. gondii. 269 muestras
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pertenecientes a 14 especies de felinos, 6 especies de macropodos y 4 tipos de
prosimios, entre otros animales, fueron evaluadas detectandose anticuerpos en el
36.17% de los felinos, 62.0% de los macropodos y 16.21% de los prosimios.

En el presente trabajo no fue posible establecer la seroprevalencia de T.
gondii en los animales evaluados, sin embargo la presentacion de casos positivos
por anatomopatologia y biologia molecular permite considerar que la presentacion
de T. gondii en dos de las entidades (DGZVS y ZG) pudiera ser similar a la

descrita por otros autores.

7.2 Presentacion de lesiones

La evaluacion de los tejidos por técnicas anatomopatolégicas permitio
identificar lesiones asociadas a infeccion o reactivacion de estadios de T. gondii.
En el caso de los monos ardilla, lémures y canguros rojos, las lesiones se
presentaron en organos de la cavidad toracica y abdominal, sugiriendo cuadros de
toxoplasmosis aguda o diseminada, siendo la causa de muerte en estos casos.
Los cambios observados en tubo digestivo, sugieren como ruta de infeccion la via
digestiva con posterior diseminacién por via linfatica y sanguinea a érganos de la
cavidad abdominal y toracica, cuyo patrén de lesiones (neumonia intersticial;
hepatitis, linfadenitis y esplenitis necrotica, principalmente) aunado a la presencia
de taquizoitos libres, fagocitados y fomando pseudoquistes, sugieren un cuadro de
diseminacion masiva aguda con division parasitaria activa. En estos casos, la
presencia de estructuras parasitarias resultaron inmunopositivas por IHQ,
confirmandose los cambios microscopicos encontrados. Las alteraciones descritas
en el presente estudio son similares a lo referido por otros autores, con
variaciones ligeras en su grado y distribucion.

La toxoplasmosis aguda ha sido descrita en lemures de cola anillada,
monos ardilla, marmosetas y monos lanudos (Dubey y Jones, 2008). En la
mayoria de los casos, los animales mueren subitamente por toxoplasmosis
diseminada, presentando diferente grado de neumonia intersticial, hepatitis

necrotica, hiperplasia linfoide esplénica y de linfonodos, principalmente. Asi
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mismo, pueden presentar enteritis con necrosis de las células de la lamina propia
e inflamacién de linfonodos mesentéricos, sugiriendo estos cambios infeccion oral
por el consumo de alimento o agua contaminados con ooquistes (Inoue, 1997,
Espinosa-Aviles y Morales-Martinez, 2007; Dubey y Jones, 2008).

Epiphanio y colaboradores (2003) llevaron a cabo un estudio recapitulativo
sobre la patologia de T. gondii en primates del nuevo mundo en cautiverio,
revisando 33 casos de animales de las familia Callitrichidae y Cebidae de
diferentes zooldgicos de Brasil. Clinicamente, mas de la mitad de los animales
murieron sin presentar signos, mientras que el resto (43%) cursaron con cuadros
hiperagudos o agudos de enfermedad. Algunos de los signos referidos fueron
malestar, disnea, hipotermia, descarga nasal espumosa 0 serosanguinolento,
anorexia y emesis. La condicion corporal fue de buena, regular a pobre. Los
hallazgos postmortem mas comunes fueron congestion y edema pulmonar,
esplenomegalia y linfadenitis mesentérica; mientras que los hallazgos
histopatologicos mas frecuentes fueron hepatitis necrdtica multifocal, linfadenitis,
neumonia intersticial y esplenitis necrotica. En todos los casos, diferentes tejidos
resultaron inmunopositivos a la deteccion de estadios infecciosos de T. gondii.

En uno de los casos de un mono ardilla, ademas de presentar las lesiones
descritas en los otros primates, se observo la presencia de pseudoquistes en
células ependimarias de plexos coroideos de ventriculos laterales con respuesta
inflamatoria zonal, sin presentarse alteraciones en el parénquima nervioso. Dicho
hallazgo, permite elucubrar que la distribucion de taquizoitos por via sanguinea
puede alcanzar zonas remotas como sistema nervioso en una fase aguda de la
infeccidn, con posterior diseminacién al parénquima a través de la circulacion de
liquido cefalorraquideo. El hallazgo mencionado no ha sido documentado en
primates de nuevo mundo u otros animales de fauna silvestre en la literatura
cientifica.

La mayoria de los wallabys y canguros grises presentaron cambios
degenerativos e inflamatorios en sistema nervioso central (satelitosis,

neuronofagia, degeneracion y necrosis neuronal, encefalitis 0 meningoencefalitis
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linfoplasmocitaria principalmente), con o sin la presencia de quistes tisulares,
confirmados parcialmente por IHQ, debido a que en algunos casos donde se
observaron quistes tisulares por histopatologia, resultaron negativos por IHQ.
Probablemente esto se debid a la distribucion anatémica de los quistes tisulares
qgue generalmente se encuentran en menor cantidad que en casos con taquizoitos
y pseudoquistes en casos de presentacibn aguda con una mayor densidad
parasitaria, existiendo la posibilidad de que en los cortes evaluados por IHQ no se
presentaran quistes tisulares en la region evaluada.

Las alteraciones presentes en los marsupiales sugieren cuadros de
toxoplasmosis crénica con reactivacion de protozoarios, secundaria a la
presentacion de diferentes entidades primarias en cada caso, conllevando a la
mortalidad de los animales.

En la literatura cientifica existen mdultiples informes sobre toxoplasmosis
severa en wallabys y canguros en cautiverio de diferentes partes del mundo (Hill et
al, 2000; Dubey y Jones, 2008). Se considera que los marsupiales australianos
pertenecen a uno de lo grupos con alta susceptibilidad a la infeccién aguda por T.
gondii. Los animales pueden morir subitamente, con o sin la presentacion de
signos clinicos; asi mismo pueden presentar pérdida de la vision, diarrea y
diestres respiratoria. Las lesiones que generalmente se presentan postmortem son
neumonia, miocarditis, hepatitis, linfadenitis, esplenitis y meningoencefalitis,
causando mortalidad en la mayoria de los casos (Hill et al, 2000; Basso et al,
2007; Dubey y Jones, 2008).

Basso y colaboradores (2007) diagnosticaron toxoplasmosis mortal
generalizada en dos wallabys de Bennet en Argentina, muriendo los animales
subitamente. A ambos animales se les detectaron anticuerpos contra T. gondii
mediante aglutinacion modificada, presentando titulos de 1:800 o mayores.
Microscopicamente, se observaron estructuras parasitarias asociadas a
meningoencefalitis, hepatitis, miositis, miocarditis y enteritis, confirmandose por
IHQ. Toxoplasma gondii fue aislado por bioensayo en ratones y cultivo celular, a

partir de muestras de encéfalo. Con base en las lesiones intestinales, los autores
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consideraron la via oral como la ruta de infeccion. El resto de los macropodos con
los que convivian los animales estudiados, no desarrollaron enfermedad clinica
como tal, sugiriendo que la infeccién en estos animales pudiera ser asintomatica o
no mortal.

En el caso del delfin del Atlantico, el anico érgano evaluado fue el intestino
delgado; sin embargo, debido al grado y distribucion de las lesiones presentes
(enteritis necrotica severa difusa con positividad por IHQ) aunado al tipo de animal
en el que se presentd (cria de delfin), se consider6 como causa de muerte la
enteritis descrita asociada a la infeccion parasitaria. Los cambios observados en
esto caso no han sido descritos actualmente en delfines u otros cetaceos en la
literatura cientifica.

La toxoplasmosis se ha documentado en varias especies de mamiferos
marinos incluyendo nutrias marinas, pinipedos y cetaceos, generando cuadros de
meningoencefalitis, encefalitis, linfadenitis, enfermedad diseminada o congénita.
Se ha descrito la presencia de T. gondii u organismos parecidos en delfin listado
(Stenella coeruleoalba), delfin del Atlantico (Tursiops truncatus), delfin girador
(Stenella longirostris), delfin mular (Tursiops truncatus truncatus), delfin de Risso y
gris (Grampus griseus), entre otros (Dubey, Zarnke et al, 2003).

La descripcién de casos clinicos de toxoplasmosis en mamiferos marinos,
tanto en cautiverio como en vida libre, se ha incrementado en los ultimos afios, asi
Como su presentacion en especies no descritas anteriormente. La contaminacién
del lecho marino por aguas residuales se considera una de las principales fuentes
de diseminacion de este parasito, que favorecen el desarrollo de toxoplasmosis en
estas especies. Se ha descrito en la literatura cientifica, que los ooquistes
esporulados pueden sobrevivir en agua marina por periodos prolongados de
tiempo; asi mismo, diferentes mariscos y moluscos pueden filtrar y concentrar
ooquistes en suficiente cantidad como para poder infectar a un mamifero marino o
terrestre (Dubey, Zarnke et al, 2003; Dubey JP, Jones JL, 2008).
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7.3 Casos positivos por biologia molecular

Los tres marcadores empleados para la deteccion del genoma de T. gondii
permitieron diagnosticar 12 casos positivos por PCR a partir de muestras clinicas,
los cuales correspondieron a 7 especies de animales (monos ardilla, wallaby de
Tammar, wallaby de Bennet, canguro gris, canguro rojo, ledn africano y 0so
negro), obteniéndose productos de amplificacion de diferentes tejidos (corazon,
pulmén, bazo y encéfalo).

La metodologia propuesta para la busqueda de casos y su confirmacion
final por biologia molecular fue favorable en la mayoria de los casos, detectando
estadios infeccioso de T. gondii previamente por las técnicas anatomopatoldgicas
y posteriormente confirmando la presencia del genoma con uno o dos marcadores.

Las especies y tejidos que resultaron positivos por PCR concuerdan con los
descritos en la literatura cientifica; sin embargo, la mayoria de los estudios
realizados por otros autores; se basan primeramente en técnicas de aislamiento
(in vitro e in vivo) y posterior evaluacion molecular, siendo pocas las referencias
donde se documenta la deteccion a partir de muestras clinicas como en el
presente trabajo y de forma retrospectiva, dado que los casos positivos
corresponden a muestras de animales a los que se les practicd el estudio de
necropsia desde 1999 hasta 2008.

Hyman y colaboradores (1995) identificaron casos positivos a T. gondii en
animales domésticos (gato, perro, bovino y cobayo) y silvestres (cisne, halcon,
ardilla, canguro, wallaby, primates no humanos, leén marino y manati) mediante
PCR (empleando el gen B1), a partir de tejidos fijados en formaldehido y bloques
de parafina de animales. Los tejidos evaluados incluyeron secciones de encéfalo,
muasculo, bazo, pulmoén, ojo, glandula adrenal y secciones de tracto
gastrointestinal. En varios casos, las muestras se evaluaron en repetidas
ocasiones, dado la condicion en la que presentaban los tejidos.

Basso et al (2007) confirmaron la presencia del genoma de T. gondii por
PCR en tejidos de wallabys de Bennet con toxoplasmosis, posterior a su

aislamiento en ratones y cultivo celular, mediante la amplificacion del gen B1.
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Hurkova y Modry (2006) evaluaron 240 encéfalos de carnivoros silvestres para la
deteccion de T. gondii y otros paréasitos Apicomplexa, utilizando el gen B1 como
marcador, confirmando la presencia del gen en 4.9% (3 de 61) de los casos. En
Estados Unidos y Canada, a partir de muestras clinicas de fauna silvestre en vida
libre incluyendo mapaches, zorrillos, zorros, coyotes, linces, 0sos negros y pumas,
entre otros, se han logrado diversos aislamientos de T. gondii, confirmandose
molecularmente con uno (SAG2) o mas marcadores (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB,
GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1 y Apico) (Dubey, Parnell et al, 2004; Dubey,
Graham et al 2004; Dubey, Sundar et al, 2007; Dubey, Quirk, 2008).

Durante el desarrollo del estudio, llamo la atencion la distribucion de tejidos
positivos, dado que en ninguno de los casos se obtuvo amplificacion para los tres
genes (B1, GRA6 y SAG3): en dos de los casos solamente hubo amplificacién
para el gen Bl sin amplificar para GRA6 o SAG3, mientras que en otros la
amplificacién se obtuvo para GRA6 o SAG3 (7 casos) y solamente tres casos
amplificaron para GRA6 y SAG3.

Una explicacion a este patron observado seria asociada a la condicion de la
muestra y su procesamiento. En casos donde se presenta infeccion por T. gondii
con una carga parasitaria baja o discreta, la habilidad para detectar al parasito en
las muestras a evaluar, depende en gran parte de la estrategia propuesta para la
extraccion del DNA y amplificaciéon por PCR. Si el parasito se encuentra muy
disperso en los tejidos, se deberd recolectar y procesar mayor cantidad de
muestra de un érgano para asegurar su deteccion por PCR. Otra alternativa, es
tomar diferentes muestras del 6rgano a evaluar y hacer un homogenizado del
tejido, para incrementar las posibilidades de deteccién (Wastling y Mattsson,
2003). Durante el desarrollo del estudio, la recuperacion de tejidos fue limitada y
particular en algunos casos, obteniendo solamente una seccion de tejido para las
pruebas anatomopatoldgicas y moleculares en algunas ocasiones, mientras que
en otras, el 6rgano a evaluar era de gran tamafo (ejemplo, I6bulos pulmonares o
higado de o0so negro) sin poder recolectar tejido representativo para su analisis

molecular.
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La evaluacion por PCR de tejidos fijados en formaldehido o en bloque de
parafina generalmente presenta limitaciones, independientes a la metodologia
propuesta para solucionar dichas situaciones. Por ejemplo, el tiempo que dura el
tejido en la solucién fijadora y la calidad del fijador (longevidad y pureza de
reactivos) influyen directamente en la integridad del DNA y la amplificacion de
productos mayores de 1000 pb. Los tejidos fijados por un lapso de hasta 16 afos
en formalina amortiguada, pueden ser amplificados para un producto de 250 pb
aproximadamente con una efectividad del 90%, mientras que productos de 950 pb
aproximadamente bajo las mismas condiciones de fijacion, solo pueden
amplificarse hasta los 5 afios postfijacion, con una efectividad menor del 20%
(Greer et al, 2008). Los tejidos evaluados durante el estudio, refieren fecha de
realizacion de los examenes postmortem desde 1999, sin conocerse las
condiciones de fijacion realizadas en dichas época y sin poder establecer con
certeza si este factor influyé directamente en la amplificacion de tejidos, que

previamente estaban confirmados por las técnicas anatomopatoldgicas.

7.4 Genotipos

Los casos positivos por PCR para los genes GRA6 y SAG3, dieron bandas
tenues en la mayoria de los tejidos evaluados, a excepcion del caso 8 de un
wallaby de Bennet (Macropus rufogriseus) de donde se extrajo el DNA de
secciones de corteza e hipocampo, en el que previamente se habian observado
abundantes quistes tisulares con respuesta inflamatoria y cambios neuronales
moderados, confirmandose con inmunohistoquimica positiva. EI DNA extraido
amplific6 una banda tenue para GRA6 en un inicio, pero al reamplificar con el
mismo gen, el producto de amplificacion obtenido generdé una banda definida con
el peso molecular correspondiente. Posteriormente, se procedio a su digestion con
la enzima de restriccion Msel, evidenciandose alelos para un patrén de
polimorfismo tipo I, similar al de la cepa de referencia RH, la cual es una cepa

virulenta para ratones, genotipo I.
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Dubey y Crutchley (2008) caracterizaron genéticamente tres aislamientos
de T. gondii provenientes de un wallaby de Tammar (M. eugenii) y dos wallabys de
Bennet (M. rufogriseus). El primer animal presentaba pobre condicién corporal
asociada a parasitosis intestinal, mientras que los otros 2 animales cursaron con
cuadro clinico neurolégico y ocular. Durante la necropsia de los animales, se
recolectaron muestras de sistema nervioso central para aislamiento en ratones.
Microscopicamente, los wallabys de Bennet presentaron en el encéfalo gliosis
moderada e infiltrado inflamatorio perivascular mononuclear, sin observarse
quistes tisulares o taquizoitos por HE o por IHQ. Se obtuvieron tres aislamientos
en ratones, los cuales no manifestaron signologia clinica, considerandose los
aislamientos como no virulentos para ratones. Los tejidos de los ratones
inoculados se procesaron para la extraccion de DNA y posterior genotipificacion
por PCR-RFLP, empleando el marcador SAG2, resultando los tres aislamientos
como genotipo 1l

Los datos obtenidos por los autores antes mencionados son similares al
caso en el que se logré determinar su genotipo en este trabajo, en cuestion a la
especie en la que se presentd (wallaby de Bennet) y las lesiones en sistema
nervioso; sin embargo los genotipos caracterizados tras el bioensayo en ratones
de los tres animales referidos caracterizados como tipo lll, son diferentes al
genotipo | determinado en este estudio.

De los demas casos que resultaron positivos para PCR, no fue posible
reamplificar bandas bien definidas para llevar a cabo el estudio de RFLP. Sin
embargo, retomando el patrén de distribuciéon de muestras amplificadas por PCR,
existe la posibilidad de que el conjunto de muestras que amplificaran para un gen
y no para otro (ejemplo, positivo para GRA6 y negativo para SAG3), presentaran
un polimorfismo diferente, que no permitiera la unién de los iniciadores en la
region que se pretendia amplificar. Esta posibilidad, sugiere que algunos de los
casos positivos pudieran ser genotipos recombinantes o atipicos, los cuales ya
han sido descritos en la literatura en estas especies, particularmente en
Norteameérica.
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8. CONCLUSIONES

A partir de muestras clinicas de sistema nervioso central fijadas en
formaldehido de un wallaby de Bennet (Macropus rufogriseus), se caracterizé
genéticamente el aislamiento de DNA de Toxoplasma gondii como genotipo I,
mediante PCR-RFLP, cumpliéndose el objetivo general del estudio vy
confirmandose la hipétesis nula, sobre la presentacién de este tipo genético en
animales de fauna silvestre en cautiverio en México, por lo menos desde el afio
2002, fecha en la que se hizo el estudio postmortem del marsupial referido. El
estudio de genotipificacion llevado a cabo en esta especie, difiere con el Unico
informe descrito en la literatura cientifica a la fecha, siendo el genotipo |
identificado, distinto a los genotipos determinados (genotipo IIl) en tres wallabys
de los Estados Unidos (Dubey y Crutchley, 2008).

Las secciones de encéfalo de donde se obtuvo el DNA y posteriormente se
llevd a cabo la caracterizacion genética, fueron evaluadas microscopicamente,
identificAndose cambios de tipo inflamatorio y degenerativo con presencia de
quistes tisulares, los cuales se corroboraron con inmunopositividad de las
estructuras parasitarias por inmunoshitoquimica. Estos hallazgos, permiten
establecer que el genotipo identificado fue virulento para la especie afectada,

desencadenando una respuesta inflamatoria posterior a su reactivacion.
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