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Resumen

El objetivo del trabajo fue realizar una caracterizacién epidemiologica de la
toxoplasmosis felina en establos lecheros del Complejo Agropecuario e Industrial
de Tizayuca (CAIT), Hidalgo. Se obtuvo sangre de 70 gatos (22 sin duefio y 48
con duefio), para determinar anticuerpos IgG contra T. gondii mediante ELISA
indirecto. Los animales seropositivos fueron eutanasiados y se tomaron muestras
para histopatologia, aislamiento del parasito e identificacion molecular. En cada
unidad de produccion se aplicé un cuestionario para determinar algunas
caracteristicas de tenencia de los animales. Se encontraron 12 (17.1%) animales
serolégicamente positivos (7 sin duefio y 5 con duefio). No se encontraron
diferencias significativas en cuanto a la edad ni al género, se encontr6 como
posible factor de riesgo para la infeccion con T. gondii incluir comida cruda en la
dieta del gato (p=0.03, RM= 21.2, IC 1.8-536.2). Microscopicamente no se
encontraron lesiones sugerentes a infeccion por T. gondii; sin embargo, se
encontré Sarcocystis spp en musculo estriado esquelético del diafragma de un
gato y en 3 gatos se encontrd Aelurostrongylus abstrusus en pulmén. De cinco
tejidos positivos por PCR en tiempo real al marcador molecular B1 de T.gondii, por
PCR punto final solo amplificaron productos en dos de los gatos. En cerebro del
gato 48 para los marcadores B1 y SAG3, y en diafragma para el marcador de
secuencias repetidas en tandem. En el gato 21 solo amplificé en corazon para el
marcador de secuencias repetidas en tandem. Se caracterizaron genéticamente
dos muestras, una de cerebro del gato 48, realizada a partir del marcador SAG3,
esto sugiere que presenta alelos para el genotipo I. La segunda muestra
genotipificada corresponde al aislamiento en un ratén inoculado con cerebro del
gato 49, en donde se observo un patrén de alelos sugerentes al genotipo Ill. Se
logré el aislamiento del parasito a partir del cerebro del gato 49, subsecuente de
un segundo pase en ratones Balb/C.

Se considera importante abundar en el conocimiento de los tipos de cepas
existentes en esa region mediante la realizacién de un estudio de genotipificacion
de Toxoplasma gondii en gatos doméstico.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, gato, ELISA indirecto, genotipos



Abstract

The objective of the study was to perform an epidemiological characterization of
feline toxoplasmosis in dairy farms of the Agricultural and Industrial Complex of
Tizayuca, Hidalgo in Mexico. A total of 70 cat blood samples (22 without and 48
with an owner respectively), were obtained from, each cat to determine IgG
antibodies against T. gondii by indirect ELISA. In each production unit a
guestionnaire was used to determine some characteristics of tenure animals.
Overall there were 12 (17.1%) positive animals (7 without and 5 with owner). There
were no statistical differences in terms of age or gender. A possible risk factor for
infection with Toxoplasma gondii in cats was found: including a raw food diet (p=
0.03, RM= 21.2, IC 1.8 — 536.2).Microscopically no lesions suggesting T. gondii.
However in one cat Sarcocystis spp were identified in diaphragm), and
Aelurostrongylus abstrusus was found in lungs of 3 cats. Five tissue specimens
resulted positives to T.gondii B1 marker by real time-PCR). Endpoint PCR-
amplified products were obtained: in brain of cat 48, using the B1 and SAG3
markers and in diaphragm of cat 48) using for the tandem repeat sequences
marker, whereas in heart tissue of cat 21, only the tandem repeat sequences
marker was amplified. It was possible to genetically characterize two samples, one
corresponding to the SAG3 marker amplicon obtained from, brain of cat 48
suggesting alleles for genotype |I. The second genotyping corresponds to the
isolate obtained from a mouse inoculated with brain of cat 49, showing a pattern
suggesting alleles 11l genotype. T.gondii isolation was successfully obtained from
brain tissue of cat 49, after a second passage in Balb/C mice. It is considered
important to elaborate on the knowledge for the types of strains found in the region
by conducting a genotyping study of T. gondii in domestic cats.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, cat, ELISA indirect, genotypes
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1. Introduccion

1.1 Definicion

Toxoplasma gondii (T. gondii) es un protozoario intracelular obligado, pertenece al
Phylum Apicomplexa, clase Sporozoasida, subclase Coccidiasina, orden
Eimeriorina y familia Toxoplasmatida y hasta el momento, es la Unica especie
descrita para el género. Este Phylum abarca mas de 5000 especies de parasitos
intracelulares obligados, muchos de ellos importantes en medicina veterinaria y
humana como Plasmodium, Neospora, Cryptosporidium, Babesia, Cyclospora,
Isospora y Eimeria (Montoya y Liesenfeld, 2004; Bowman, 2004). Toxoplasma
gondii afecta a animales de sangre caliente, donde los miembros de la familia
Felidae actian como hospederos definitivos, como hospederos intermediarios se
han encontrado alrededor de 300 especies de mamiferos, incluido el ser humano,
los mismos felinos, ademas de 30 especies de aves. Este parasito puede llegar a
causar abortos y enfermedades congénitas en los hospederos intermediarios, lo
que hace que T. gondii tenga importancia en medicina veterinaria y humana
(Dubey, 1998; Dolores et al., 2005; Tenter et al., 2000).

1.2 Estadios del desarrollo

Este protozoario presenta principalmente tres estadios diferentes dentro de su
ciclo de vida: taquizoitos, bradizoitos y ooquistes entre otras. (Dubey, 2005). Los
taquizoitos miden aproximadamente 2 x 6 um. Se caracterizan por reproducirse
rapidamente, diseminando la infeccién y provocando dafio tisular. Durante la
infeccibn aguda se pueden llegar a observar en sangre. Son intracelulares
obligados e infectan a cualquier célula nucleada, formando vacuolas parasitéforas
en donde se multiplican provocando la liberacion de los taquizoitos o bien dar

lugar a quistes tisulares (Figura 1) (Dubey, 2005; Dubey, 1998).



Los bradizoitos estdn contenidos dentro de quistes tisulares, reproduciéndose
lentamente. Los quistes tisulares (Figura 1) son formas de resistencia que llegan a
alcanzar un tamafio entre 60 a 100 um, dependiendo del tejido donde se localicen.
Los tejidos mas afectados son el sistema nervioso central (SNC) y el tejido
muscular (corazén y musculo estriado esquelético), donde persisten en forma
latente toda la vida, pero en condiciones de inmunodepresién se reactivan, se
transforman a taquizoitos y se diseminan (Dubey y Beattie, 1988; Hill y Dubey,
2002). Los ooquistes miden de 11 a 13 um de diametro y son eliminados (hasta 10
millones en un solo dia) por un periodo de una a tres semanas en las heces de los
felinos. En el momento en que se eliminan son ooquistes no esporulados; sin
embargo, en condiciones favorables del medio ambiente como temperatura y
humedad alcanzan su estado infectivo en un periodo de 24 a 48 horas posteriores
a su eliminacion. Cada ooquiste esporulado (Figura 1), contiene dos esporoquistes
con cuatro esporozoitos cada uno. Esta forma del parasito puede infectar a todos
los vertebrados de sangre caliente y esta relacionada con diferentes brotes
epidemioldgicos en humanos (Dubey y Beattie, 1988; Dubey, 1998; Bowman,
2004).



(B)
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Figura 1. Estadios de Toxoplasma gondii. A) Taquizoitos obtenidos mediante lavado peritoneal de
raton inoculado con la cepa Me49. B) Citologia de liquido cefalorraquideo, en donde se observan
taquizoitos. C) Impronta de encéfalo de ratdén inoculado con cerebro de gato seropositivo a T.
gondii, en donde se aprecia un quiste tisular. Laboratorio de Inmunologia Experimental, Instituto
Nacional de Pediatria. D) Ooquiste esporulado: Pared del ooquiste (flecha grande), dos
espoquistes (puntas de las flechas), esporozoitos (flechas pequefias). Tomado de Dubey et al.,
1998.



1.3 Ciclo bioldgico

Cuando el hospedador definitivo (gatos o felinos silvestres) ingiere tejidos con
quistes tisulares, estos llegan al tracto digestivo y por la acciéon 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, Dy E.

Los tipos C, D y E se pueden dividir por otra modalidad llamada endopoliogenia, la
cual es una forma especializada de reproduccién donde se divide el nucleo con
multiples fragmentos generando varios progenies. El conjunto de merozoitos se
denominan 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 multiplicacién de parasitos (generaciones tipo D E)
da inicio en la fase de division sexual dentro del ciclo de vida y exclusiva de los
hospederos definitivos, generando un macro y microgametos (Linsdsay et al,
1998; Hill et al, 2005; Speer y Dubey, 2005). Cuando los microgametos fertilizan al
microgameto maduro se genera el cigoto, presentando un ndcleo grande con
nucleoplasma amorfo delimitado por una membrana con algunos microporos.
Conforme madura, el nucleo se divide generando cuatro nuevos ndcleos situados
a la periferia del cigoto, a su vez, durante esta etapa, se forma dos esporoblatos
con dos nucleos cada uno, al mismo tiempo se forma una segunda membrana
limitante. Conforme continua la maduracion de la estructura, los esporoblasto
adquieren forma elongada formando los esporoquistes y su membrana externa
forma la pared del esporoquiste. La formacion de los esporozoitos se lleva a cabo
dentro de los esporoquistes conforme alcanza la esporulacibn en condiciones

ambientales favorables.



El conjunto de estas divisiones asexuales y sexuales en los enterocitos,
representan 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 la heces del hospedador como ooquiste no esporulado (Tenter et al,
200; Hill et al, 2005). La carga parasitaria de ooquistes generalmente llega a
millones durante el periodo que se eliminan (Montoya, 2004; 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 (Jones et al,
2008). Cuando los hospederos 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 hospederos intermediarios, tras la
ingestion de cualquiera de los estadios infecciosos, estos se diferencian a
taquizoitos a nivel intestinal u posteriormente se diseminan extraintestinalmente de
forma similar a los hospederos definitivos, desarrollandose bajo dos fases de
multiplicacion asexual. En la primera fase, los taquizoitos se multiplican
rapidamente por endodiogenia, en células de mdultiples tejidos del hospedador,
hasta alcanzar varias generaciones y formar pseudoquistes. Los taquizoitos de
dltima generacion son los iniciadores de la segunda fase de desarrollo asexual,
resultando en la generacion de bradizoitos de multiplicacion lenta por
endodiogenia, contenidos en un quiste tisular. Los quistes tisulares predominan en
el sistema nervioso central, ojo, musculo cardiaco y esquelético, sin embargo,
también es posible encontrarlos, en menor cantidad, en 6rganos viscerales como
higado, pulmoén y rifidn (Figura 2). Se consideran a los quistes tisulares como el
estadio final del ciclo de vida en los hospederos intermediarios, con capacidad

infecciosa inmediata, pudiendo persistir de por vida en varios hospederos.



En hospederos intermediarios, tras el desarrollo de quistes tisulares, pueden
transcurrir episodios largos de tiempo (meses 0 incluso afos) 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).
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Figura 2. Ciclo bioldgico de Toxoplasma gondii. Tomado de Hunter and Sibley. 2012

1.4 Importancia en la salud publica

El parasito afecta a mas de la tercera parte de la poblacion mundial; sin embargo,
la seroprevalencia de la enfermedad en las poblaciones humanas varia
ampliamente, desde 15 hasta 85% dependiendo de la region geografica y de
factores como la edad y los hébitos culturales (Tenter et al., 2000).



La enfermedad clinica es inusual, pero existen grupos de riesgo que pueden
desarrollar la enfermedad como son mujeres embarazadas e individuos en estado
de inmunosupresion, tales como pacientes con trasplantes de Organos, o
pacientes con VIH. En ocasiones, las personas sin inmunodeficiencia aparente
pueden desarrollar la enfermedad caracterizada por un malestar general, fiebre, y
linfoadenopatia (Bowie et al., 1997).

1.5 Transmision

La principal via de transmision de la toxoplasmosis es la oral. Los gatos
contaminan el suelo, depdsitos de agua, pastos, forrajes, jardines, cultivos de
frutas y vegetales con ooquistes esporulados contenidos en sus heces al ser
ingeridos por algun hospedero, puede adquirir la infeccion. Otra forma de
transmision es por el consumo de carne cruda o mal cocida contaminada con
quistes tisulares.

También se ha descrito la transmision del parasito (taquizoito) por el consumo de
leche cruda de borrega, cabra y vaca, y por trasplante de 6rganos, siendo estas
ltimas poco frecuentes (Dubey, 2005; Tenter et al., 2000). Otra via de transmisién
es la que ocurre durante el embarazo, ya que los taquizoitos tienen la capacidad
de llegar al feto a través de la placenta (Tenter et al., 2000).

Esta via es importante debido al impacto que produce T. gondii en mujeres s o
hembras gestantes provocando abortos o bien por los dafios que puede ocasionar
en sus productos como coriorretinitis, encefalitis, hepatomegalia, linfadenitis e
hidrocefalia. En mujeres se ha observado que conforme transcurre la gestacion, el
riesgo de transmision aumenta, pero el dafio al embrién/feto disminuye (Galvan et
al., 2001; Correa et al., 2007).



1.6 Factores de riesgo asociados a lainfeccion por T. gondii

Dentro de los principales factores de riesgo asociados a la infeccion en gatos se
han identificado incluir carne cruda en la alimentacion o sobras de comida, la
edad, asi como sus habitos de caza.

En los seres humanos, el cohabitar con gatos infectados con el parasito, la falta de
control e higiene en los areneros, el consumo de carne insuficientemente cocida, o
no desinfectar frutas y verduras son factores de riesgo para adquirir esta
parasitosis (Castillo et al., 2012; Sung et al., 2013; Galvan et al., 1999; Besné et
al., 2008).

1.7 Toxoplasmosis en gatos

La frecuencia de la toxoplasmosis en gatos varia entre paises, principalmente por
las condiciones climéticas, culturales, asi como por la técnica empleada para su
identificacion. En un trabajo realizado por Wang et al., (2012), en gatos sin duefio
reportaron una prevalencia de 17.2% (25/145) en Shangai, China. En Espafa,
Mird et al.,, (2004), determinaron 25.5% (56/220) de seroprevalencia en gatos
domésticos, mientras que en gatos sin duefio fue de 36.9% (117/317) por
inmunoflourescencia indirecta.

En dos estudios realizados en Japon, uno por Nogami et al., (1998) y otro por
Maruyama et al. (1998), donde utilizaron una prueba modificada de aglutinacion en
latex, reportaron una prevalencia de anticuerpos de 6% y 8.7%, respectivamente.
En un trabajo realizado por Sharif, et al., (2009) en gatos sin duefio de Iran,
obtuvieron una frecuencia de 40% (40/100) por aglutinacién en latex. Ovalle et al.,
(2000), en Valdivia, Chile encontraron una frecuencia de 33% (32/97) analizados
mediante la prueba de inmunoflourescencia indirecta mientras que en Sao Paulo,
Brasil, Pena et al., (2005), encontraron un 35.4% (84/237) de positividad usando la

prueba modificada de aglutinacion.



En México existen pocos estudios acerca de la frecuencia de este parasito en
gatos algunos reportan frecuencias desde 21% hasta 90% realizados en distintas

entidades del pais (Figura 3; Guevara, 1986; Mufiz, 1993; Galvan et al., 1999;
Besné et al., 2008; Castillo-Morales 2012).

Mérida 30%
(Castillo-Morales et al, 2012)
Durango 21.0%
(Esquivel-Alvarado et al,
2007)

salisco 70.2% 5, __ !
(Galvan Ramirez et al, 1999) /&_\‘ ]!

Colima 28.8%
(Garcia Marquez et al, 2008)
Distrito Federal 21.8%
(Besné Mérida et al. 2008)

Figura 3. Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en gatos en México. Tomado y modificado de:

Determinacién de genotipos de Toxoplasma gondii en fauna Silvestre. FMVZ. UNAM. Cedillo-
Pelaez, 2009. Tesis de maestria.

1.8 Patogenia

La infeccion por T. gondii tanto en humanos como en animales esta condicionada
por diversos factores como la via de transmision, la virulencia de la cepa, la dosis
infectante, el estadio del parasito, el estatus inmunoldgico y la susceptibilidad del
hospederos, entre otros; dependiendo de estos factores se presentaran las

lesiones y la signologia clinica (Krauss, 2003; Montaya et al., 2004; Hill et al.,
2005).



El parasito tiene la capacidad de infectar cualquier célula nucleada de un
organismo. Durante el proceso de invasion participan varios organelos del parasito
como el complejo apical constituido por anillos polares, conoide, roptrias y
microtubulos y micronemas.

Funcionalmente el complejo apical se relaciona con la adherencia e invasion de
las células del hospedero. El conoide posee una funcién perforadora y las roptrias
y micronemas secretan proteinas que facilitan la penetracion celular,
indispensable para la supervivencia del parésito (Alexander et al., 2004; Dubey et
al., 1998; Mufiz et al.,, 2009). La descarga inicial de las proteinas de las
micronemas (proteinas MIC) permite la adhesion y el movimiento por
deslizamiento del parasito sobre la membrana de la célula diana como un evento
necesario para la invasion.

Posteriormente se secreta el contenido de las roptrias (proteinas ROP) sobre la
membrana de su célula hospedera, con la formacién de una unién "movil" entre las
membranas plasmaticas de la célula hospedera y del parasito y la generacion de
una horadacion de menos de 1 um por la cual el taquizoito se internaliza mediante
movimientos tipo tornillo (Figura 4).

Al mismo tiempo que el parasito penetra en su célula hospedera, se va generando
una invaginacion de la membrana celular compuesta principalmente por elementos
de la membrana plasmatica (esencialmente lipidos) y por algunos componentes
secretados por el parasito, formando al final una estructura denominada vacuola

parasitéfora (Alexander et al., 2004; Dubey et al., 1998).
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Figura 4. Etapas del proceso de invasion celular de Toxoplasma gondii. 1) Adhesion y
deslizamiento 2) Extrusién del conoide y secreccién de proteinas de roptrias y micronemas 3)
Internalizacién y formacién de vacuola parasitéfora. Tomado de: Bang. 2012.

1.9 Genética de Toxoplasma gondii

Los primeros estudios de caracterizacion genética realizados para T. gondii,
mostraron una escasa diversidad genética, menor del 1%, (Dardé, 2004).
Posteriormente, el analisis de aislamientos provenientes de América del Norte y
Europa, reveld la existencia de una estructura poblacional clonal, con tres
genotipos principales denominados I, Il y Ill (Howe et al., 1997). El genotipo | es
virulento en ratones, causante de los casos clinicos de toxoplasmosis en humanos
e in vitro presentan un alto rango de multiplicacion. El genotipo Il es menos
virulento para los ratones, es comunmente aislado de humanos, ovinos y cerdos, y
los genotipos Ill son principalmente aislados de fauna silvestre (Dardé, 2004). Sin
embargo, mientras la clonalidad predomina en América del Norte y Europa, un
muestreo adicional de un amplio rango de localizaciones, sugiere que cepas de
otras regiones tienen una mayor diversidad genética (Ajzenberg et al., 2004).

De esta forma América del Sur muestra una diversidad genética Unica, con
presencia de genotipos que no pertenecen a los linajes clonales y son diferentes
desde el punto de vista biolégico y genético (Ajzenberg et al., 2004; Lehmann et
al., 2004; Lehmann et al., 2006; Dubey et al., 2007; Pena et al., 2008; Sibley et al.,
2009).
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Estos genotipos se designan como atipicos y representan del 5 al 10 % de los
aislamientos. De forma general, se aislan de hospederos que habitan en &reas
geograficas remotas o pacientes con una presentacion clinica inusual (Darde,
1996; Grigg et al., 2001).

Para Africa, los estudios concernientes a la genotipificacion de T. gondii son
escasos y al principio mostraron un predominio de cepas clonales, similar a
Europa y América del Norte (Velmurugan et al., 2008). Estudios posteriores,
muestran la circulacién de cepas relacionadas desde el punto de vista genético
con aislamientos provenientes de América Central y América del Sur, pasando
algo similar en México (Mercier et al., 2010).

Todo esto en conjunto juega un papel importante por las implicaciones que puede
tener la estructura poblacional del parasito en la transmision, inmunogenicidad y la
patogénia de la enfermedad (Khan et al., 2005; Sibley et al., 2009; Su et al., 2006;
Rajendran et al., 2012).

Respecto a los trabajos realizados en cuanto a diversidad genética en México son
escasos, (Cuadro 1) se mencionan los trabajos de genotipificacion que se han

realizado en el pais.

Cuadro 1. Genotipos de Toxoplasma gondii descritos en México (PCR-RFLP)

Especie Estado Genotipo
Becerro Hidalgo I
Gato DF I
Gato Colima 1]
Raton Colima I
Wallaby DF I

Mono ardilla | DF [
Mono ardilla | DF |
Gallina DF 11

Perro Durango | Recombinante
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Gato Durango | Recombinante
Gato Durango | Recombinante
Paloma Durango Atipica
Puma Durango Atipica
Perro DF I
Humanos DF I

1.10 Diagnéstico

Para el diagnéstico de la toxoplasmosis se pueden utilizar distintos tipos de
técnicas seroldgicas, anatomopatologicas, biolégicas y moleculares, para lo cual
se pueden utilizar muestras como suero, plasma, saliva, leche, lagrimas asi como
liqguido cefalorraquideo, amniético, ocular y tejidos. Cabe mencionar que el
diagnostico de la toxoplasmosis no puede ser establecido por medios clinicos
Gnicamente, 0 bien por un examen patologico general, ya que los sintomas y el
cuadro post-mortem se parecen al de otras enfermedades, por lo cual es

recomendable utilizar mas de una técnica (Dubey, 2010).

1.10.1 Aislamiento

Toxoplasma gondii puede ser aislado de casos clinicos tanto in vitro (cultivo
celular) como in vivo (inoculacion en ratones), a partir de muestras de secreciones,
excreciones de fluidos corporales, biopsias y tejidos con lesiones macroscopicas
tomadas durante la necropsia. Las células Vero o cultivos de fibroblastos pueden
ser empleados para el aislamiento de los parasitos teniendo propagacion de éstos
en un lapso de 6 a 8 dias (OIE, 2010).

Para el aislamiento in vivo, los ratones son los animales que se emplean con
mayor frecuencia, los cuales son infectados por via subcutanea o intraperitoneal

con macerado o fluido de las muestras sospechosas.
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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 puede desarrollar una infeccion crénica con baja o nula mortalidad vy
formacion de quistes tisulares principalmente en sistema nervioso central
(Montoya et al., 2004; Rico-Torres et al., 2005).

1.10.2 Inmunoensayo ligado a enzima (ELISA)

La técnica se basa en la union de un antigeno a una base soélida y sobre él se
incuban muestras de suero para la deteccidon de anticuerpos especificos contra
algun agente infeccioso. Para identificar la union de los anticuerpos con el
antigeno, se utiliza un segundo anticuerpo conjugado a una enzima. El segundo
anticuerpo conserva la capacidad de unién especifica al primero mientras que la
enzima es capaz de catalizar una reaccion, en la cual el sustrato se transforma en
un producto de color. Las enzimas mas utilizadas son la peroxidasa de rabano, la
fosfatasa alcalina y la [p-galactosidasa, debido a su estabilidad y a la
reproducibilidad de los resultados. El sustrato para la peroxidasa de rabano es el
perdxido de hidrégeno, que al ser reducido da un productos incoloro, por lo que al
adicionarse cromogenos que al oxidarse en la reaccién enzimética desarrollan
color. De éstos, la mas utilizada es la ortofenilendiamina, que contindia en forma
soluble después de ser oxidada (Medina et al., 2001; Martinez et al., 1996).

El hallazgo de anticuerpos en suero indica que el hospederos fue infectado en
algun momento de su vida, sin poder existir alguna asociacién directamente con la
signologia clinica presente debido a que en algunos hospederos se pueden
persistir titulos elevados de anticuerpos meses después de la infeccion,
recomendandose asi recolectar una segunda muestra con una diferencia de tres a
cuatro semanas para establecer una variaciébn en la cantidad de anticuerpos
circulantes. Un aumento en el titulo de anticuerpos en la segunda muestra es

indicativo de una infeccién aguda (Montoya et al., 2004).
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1.10.3 Anatomopatologia

Para este tipo de técnica se requiere personal capacitado y con experiencia en el
reconocimiento de las lesiones provocadas por estos parasitos Apicomplexa. La
inmunohistoquimica permite distinguir a T. gondii de los demd&s diagnésticos
diferenciales como Neospora spp, Besnoitia sp y Sarcocystis spp. Las lesiones
desarrolladas debido a la infeccion por T. gondii se pueden presentar de forma
similar tanto en seres humanos como en animales, siendo el patrén general,
lesiones de tipo necrotico. Durante el examen post-mortem no se presentan
lesiones especificas de una infeccion por T. gondii, se debe tomar con reserva los
cambios encontrados y recolectar muestras de diferentes tejidos para realizar
pruebas complementarias. Las lesiones se encuentran principalmente en pulmon,
sistema linfoide, corazén, masculo esquelético, higado, pancreas, bazo y sistema
nervioso central (Fowler y Miller, 2008).

En los cortes histoldgicos las estructuras parasitarias generalmente presentan una
forma redondeada u oval. La presencia de quistes tisulares con bradizoitos sin
respuesta inflamatoria es indicativo de infeccién cronica; sin embargo, en los
casos de reactivacion, la presencia de necrosis, degeneracion celular, cimulos de
microglia, infiltrado mononuclear perivascular son cambios presentes. Las lesiones
pulmonares se caracterizan por una nheumonia intersticial difusa con
engrosamiento de los septos alveolares, proliferacion de neumocitos tipo Il y focos
aleatorios de necrosis en alvéolos, bronquiolos y vasos sanguineos (Fowler y
Miller, 2008; McGavin, 2007). En higado y otros 6érganos parenquimatosos, los
focos de necrosis coagulativa pueden prevalecer multifocalmente con diferentes
grados de infiltracién de células inflamatorias (Fowler y Miller, 2003; McGavin,
2007).
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1.10.4 Biologia molecular

En la actualidad, las técnicas moleculares que utilizan la tecnologia de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), constituyen herramientas importantes en el
diagnoéstico de diversos patdgenos, sensibilidad y reproducibilidad, que pueden
aplicarse a una variedad de muestras provenientes de animales o seres humanos
(Contini et al., 2005; Calderaro et al., 2006). La PCR permite generar millones de
copias de ADN a partir de una region especifica del genoma a través de ciclos
sucesivos de amplificacion enzimatica (Montoya et al, 2004; Rico-Torres, 2005).
Existen diversas variantes de PCR que conservan el mismo principio como son la
PCR anidada y semianidada, la PCR en tiempo real, es una técnica automatizada
gue detecta productos de amplificacion por sondas marcadas con fluorescencia y
la PCR multiplex que utiliza diferentes sondas marcadas para distintos genes,
emitiendo diferentes rangos de color en ensayos multiples en una misma reaccion
(Rico-Torres, 2005).

Para el diagndstico de T. gondii pueden ser empleados diversos marcadores; uno
de los mas frecuentes es el gen Bl, ya que esta secuencia se repite
aproximadamente 35 veces en el genoma del parasito y esta ausente en las
células de mamiferos. Otro marcador empleado es SAG1 (P30), que codifica para
el antigeno de superficie mas importante del parasito (Hyman et al., 1995; Jones
et al., 2000; Rico-Torres, 2005). Existen diversas variantes de PCR que conservan
el mismo principio como son la PCR anidada y semianidada, la PCR en tiempo
real,(una técnica automatizada que detecta productos de amplificacién por sondas
marcadas con fluorescencia), y la PCR multiplex que utiliza diferentes sondas
marcadas para distintos genes, emitiendo diferentes rangos de color en ensayos
multiples en una misma reaccién (Rico-Torres, 2005). En el afilo 2000 Homan et
al., 2010 identificaron una secuencia de 529 pb que se repite mas de 300 veces en
el genoma de T. gondii. Aunque algunos trabajos comparativos muestran que esta
secuencia tiene mayor sensibilidad diagnéstica que el gen B1, otros obtienen

sensibilidades similares o inferiores.
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La técnica de Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimorfica (RFLP),
constituye una estrategia eficiente para realizar la genotipificacion de T. gondii.
(Singh et al., 1997). El principio de la técnica se basa en la habilidad de las
endonucleasas de restriccion para reconocer secuencias de ADN especificas y
realizar la digestion enzimatica de éstas. Los resultados posteriores a la digestion
enzimatica se analizan a través de una electroforesis en gel de agarosa.

La observacion de patrones de bandas diferentes, en funcion del polimorfismo de
cada marcador, permite establecer la diferenciacion de los genotipos del parasito
(Sibley y Boothroyd, 1992; Howe y Sibley, 1995). Su simplicidad, su costo
relativamente bajo la convierten en la herramienta preferida para la caracterizacion

de T. gondii en estudios epidemiolégicos (Su et al., 2006; Sung et al., 2013).

2. Justificacion

En México existen pocos trabajos acerca de la prevalencia de T. gondii y factores
de riesgo asociados con gatos domeésticos. Los pocos estudios que existen
reportan una frecuencia que va desde el 21% hasta el 90%. T. gondii es un
patdbgeno zoondtico, cuyo hospedador definitivo es el gato o miembros de su
familia, en los que se realiza la fase sexual del parasito, por lo que cobra
importancia a nivel de salud publica y veterinaria. Al no existir antecedentes de
esta parasitosis en gatos en el Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca,
Hidalgo, el cual tiene condiciones que propician el mantenimiento del ciclo
bioldgico, se considerd pertinente determinar algunos aspectos epidemiolégicos
de esta parasitosis en la zona, para correlacionarlos con sus hallazgos en las
poblaciones estudiadas. Este hecho adquiere mayor relevancia en lugares donde
la convivencia de gatos y seres humanos u otras especies es estrecha, situacion
gue se presenta particularmente en el Complejo Agroindustrial de Tizayuca,
Hidalgo, donde la coexistencia de bovinos, perros, gatos, humanos, y otras
especies como ratones, hace necesaria una valoracion epidemiologica en este

lugar.
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Ademas, se considera importante contribuir y abundar en el conocimiento de los
tipos de cepas existentes en esa region mediante la realizacion de un estudio de
genotipificacion de T. gondii en gatos domeésticos y ver si existe una relacion entre

el genotipo de cepa con las lesiones observadas.

3. Hipotesis
La presencia de factores de riesgo como la edad, género y tipo de alimentacion de
los gatos del Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca, favorece la

prevalencia de toxoplasmosis felina.

4. Objetivos
Objetivo general
Caracterizar epidemiolégicamente la toxoplasmosis felina en hatos lecheros del

Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca (CAIT), Hidalgo.

Objetivos especificos
o Describir la poblacion humana y felina de los establos del CAIT, por medio
de la aplicacion de encuestas.
o Determinar posibles factores de riesgo de la toxoplasmosis a través de la
aplicacion de encuestas.
o Establecer el diagnostico de la toxoplasmosis en gatos del Complejo
Agropecuario e Industrial de Tizayuca, Hidalgo a través de ELISA, PCR,

aislamiento e histopatologia.

5. Material y métodos

5.1 Tipo de estudio: transversal, prospectivo y observacional
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5.2 Lugar de estudio

El Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca, Hidalgo (CAIT) esta ubicado a
los 19° 51’ 25” de latitud norte y 98° 50’ 8” de longitud oeste. Tiene una extension
de 220 hectareas que albergan 120 establos especializados en produccion de
leche, con aproximadamente 16,000 vacas lecheras y 6,000 becerras para recria
(Monroy 1999).

5.3 Georreferenciacion de los establos

Se obtuvieron las coordenadas geogréaficas en cada establo de la cuenca lechera,
utilizando un equipo de sistema de posicién global GPS (por sus siglas en inglés
"Global Positioning System"), marca GPSmap, modelo 76 CSx.

5.4 Determinacion de la poblacién humana y de animales (gatos y perros)
por establo

A través de la aplicacién de una encuesta se determin6 el nimero de personas,
perros y gatos por establo. Asimismo se determinaron algunas caracteristicas
como si son mascotas o0 son animales sin duefio, edad, género y tipo de
alimentacion proporcionada. La aplicacidon del cuestionario se realizé de Octubre a
Diciembre de 2012.

5.5 Andlisis de datos
La asociacion de la seropositividad con los factores de riesgo se determiné
mediante la prueba de razén de momios (RM) con intervalos de confianza (IC) al

95%, usando el programa de cémputo Epi INFO 2000.

5.6 Criterios de inclusion y exclusion
Inclusién: gatos habitantes del CAIT, mayores de 3 meses de edad, con el
consentimiento previo de los propietarios del establo. Exclusién: hembras

gestantes o en etapa de lactacion.

19



5.7 Obtencidon de muestras

Se recolectaron muestras de gatos con y sin duefio. Los primeros fueron
atrapados mediante la sujecion de los propietarios, mientras que para atrapar a los
segundos se colocaron jaulas tipo tomahawk en los establos donde hubo
referencia de estos animales. Ambos tipos de animales fueron tranquilizados con
xilacina, via intramuscular.

Después de 10 minutos de administrado el tranquilizante, a cada gato se le
punciono la vena cefélica con una aguja de calibre 22 6 23, previo rasurado y
desinfeccién de la zona. Se extrajo aproximadamente 1 mL de sangre, se dejé
coagular y luego se separé el suero por centrifugacién a 2500 rpm, durante 15
minutos, el cual se almacend a -20°C hasta su andlisis.

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Inmunologia Experimental
del Instituto Nacional de Pediatria (INP).

6. Diagnostico de Toxoplasmosis

6.1 ELISA

Los sueros obtenidos fueron procesados mediante un ELISA indirecto, (modificado
de Besné y et al., 2008 (Anexo IlI) para determinar anticuerpos IgG contra el
pardsito. El punto de corte se obtuvo al sumar la media mas tres veces la

desviacion estandar de los valores de absorbancia de los gatos negativos.

6.2 Eutanasia y necropsia de gatos: aquellos individuos positivos, fueron
eutanasiados conforme a la NOM-033-ZO0-1995, siempre con el consentimiento
previo del encargado o duefio del establo.

Se inicio con la tranquilizacion, mediante la aplicacion de xilacina intramuscular y
se eutanasiaron con una sobredosis de pentobarbital sédico administrado via
intracardiaca. La necropsia se realiz6 de acuerdo a lo referido por Aluja y
Constantino (2002), se recolectaron muestras de cerebro, corazon, diafragma,

musculo esquelético, pulmon, bazo e higado.
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6.3 Histopatologia: las muestras destinadas a histopatologia se colocaron en
frascos de plastico con formalina al 10%, amortiguada con fosfatos, en una
relacion 1:10 (muestra-formalina) de un tamafio promedio de 2 cm por lado. Los
frascos se identificaron consecutivamente, con los datos de cada gato: la edad
aproximada del gato y sexo.

Una vez fijados los tejidos, se cortaron en secciones de 0.3 a 0.5 cm de grosor y
se incluyeron en casetes de plastico, y se depositaron en un histoquinete
convencional (Leica) para su procesamiento automatizado. El procesamiento de
las muestras bioldgicas, se bas6 en la técnica histolégica de rutina descrita por
Heffess y Mullick (1995).

6.4 Biologia molecular

6.4.1 Extraccion de ADN:

Se extrajo el ADN de porciones de cerebro, corazon y diafragma, se sigui6 el
protocolo previamente descrito (Homan et al., 2000; Rico-Torres, 2005). De cada
organo evaluado, se pesaron 200 mg de tejido, se maceré en un mortero y
posteriormente fueron procesadas para la extraccion de ADN, utilizando un kit
comercial GENTRAR, se siguieron las indicaciones del proveedor, con algunas

modificaciones realizadas por Cedillo-Pelaez (2009), (Anexo II).

6.4.2 Cuantificacion y pureza del ADN:

Para determinar la concentraciéon y pureza del ADN se utilizd un nadodrop
spectrophotometer ND-1000.

La pureza del ADN se establecié entre 1.7 y 2.0, valores por debajo de 1.7 se
consideraron muestras contaminadas con proteinas, mientras que valores por

encima de 2.0 se consideraron como contaminacién con ARN.
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6.4.3 Amplificacion del ADN

Para realizar el diagnostico molecular de T. gondii, el ADN extraido de los

diferentes tejidos se evalué por PCR en tiempo real, utilizando como blanco de

amplificacion el gen Bl (62 pb), mientras que para la PCR en punto final se

utilizaron los marcadores B1 (362 pb), B1 (619 pb), secuencia repetida en tandem
(529 pb), GRA6 (344 PB), GRA6 (779 PB), SAG2 (546 pb), SAG3 (225 pb) y
BTUB (411 pb).

Los iniciadores utilizados se sintetizaron en el laboratorio de Biologia Molecular del

Instituto de Fisiologia de la UNAM. Las secuencias de los iniciadores y el tamafio

del producto esperado se muestran en el Cuadro 2, asi como las temperaturas

para la PCR de cada uno de los marcadores utilizados.

Cuadro 2. Iniciadores utilizados para la amplificacion del ADN (PCR) de T. gondii

Marcador Iniciadores Ta(r;g)no Temperatura | Referencia
TM1: 5-GAGAGGTCCGCCCCCCAAG Rico-Torres
B1 619 pb
TM2: 5-CTGCTGGTGCGACGGGAGTG E500 2005
TM2:5-CTGCTGGTGCGACGGGAGTG Rico-Torres
B1 362 pb
TM3:5-CAGGAGTTGGATTTTTGTAGA 2006
Secuencia | TOX4:CGCTGCAGGGAGGAAGACGAA
repetida AGTTG 529 pb 55°C Homan et al
P TOX5:CGCTGCAGACACAGTGCATCT P 2000
en tandem
GGATT
GRAB-F1: TTTCCGAGCAGGTGACCT Su et al
GRA6 344 pb 60°C 2006
R1x:TCGCCGAAGAGTTGACATAG
P43S1:CAACTCTCACCATTCCACCC
SAG3 | P43AS1:GCGCGTTGTTAGACAAGACA | 311 pb 60°C S;Oeég"'

Btb-R:TTGTAGGAACACCCGGACGC

La especificidad de los iniciadores fue verificada mediante un analisis de

homologia utilizando la aplicacion BLAST (http//:www.ncbi.org/BLAST).
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Para la PCR en tiempo real, las condiciones de la mezcla maestra fueron en un
volumen de 10 pl: 5 pl de master mix (10X PCR Gold Buffer, Roche), 0.5 pul de
oligo + sonda (Roche), 2.5 ul de ADN desconocido (Roche), 1.0 ul de Exo (10X)
IPC, 0.2 pl de (50X) IPC y 0.8 ul de agua. Como testigo positivo de la prueba se
uso6 el ADN gendmico de T. gondii de las cepas RH y ME49; como testigo negativo
se utilizdé agua desionizada que sustituyo al ADN. Las condiciones de amplificacion
fueron 60°C durante 30 segundos (lectura pre-PCR), 50°C durante 2 minutos,
95°C durante 10 minutos (activacion y desactivacion de la enzima uracil-N-
glicosilasa), 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto (amplificacion de
62 pb del gen B1 de T. gondii), 60°C durante 30 segundos (lectura post-PCR).
Para la reaccion de PCR punto final, las condiciones de la mezcla maestra fueron
en un volumen de 50 pl: 5 pl de amortiguador de PCR (10X PCR Gold
Buffer,Roche), 5.0 ul de MgCl, (25 mM, Roche), 1.0 pl de dNTP’s mix (10 mM,
Roche), 3.0 pl de cada iniciador, 1.5 ul de DMS 5% (Sigma), 0.5 pl de Tag
polimerasa (5 U/ ul Ampli Taqg Gold Roche) y 1 ug/ pl de cada ADN a evaluar y el
resto de agua inyectable. Como testigos positivos de la prueba se us6 el ADN
gendmico de T. gondii de las cepas RH y ME49 y como testigo negativo se utilizé
agua desionizada que sustituyo al ADN.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacién a 95°C
por 3 minutos, y 40 ciclos con desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos alineamiento
a 65°C, 60 segundos (dependiendo del iniciador utilizado), una extension a 72°C,
60 segundos, para terminar con una elongacion final a 72°C, por 10 minutos.

Los productos de amplificacion se visualizaron por electroforesis (camara
horizontal; Biorad) en un gel de agarosa al 1.5% (Invitrogen) con bromuro de
etidio, se observd en un transiluminador (Herolab) con luz ultravioleta y se
documenté con una camara digital marca Olympus. Se consider6 como caso
positivo a aquellos tejidos que amplificaron bandas bien definidas respecto al

producto esperado en cualquiera de los marcadores utilizados.
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6.5 PCR-RFLP

Las muestras positivas que amplificaron en PCR tiempo real, se sometieron a un
analisis PCR-RFLP, con la finalidad de identificar el genotipo del patdgeno.

A partir de los productos de amplificacion del gen SAG3 se llevd a cabo la
digestion con la enzima Ncil. La reaccion de digestion se realiz6 en un volumen
final de 50 pl: la reaccion incluy6 20 ul del producto del amplicén, 5 pl de solucion
amortiguadora de digestion (NBE4 10X), 0.5 ul de BSA (10 mg/ml), 0.5 ul de la
enzima Ncil (20 U/ pl) y el volumen restante de agua inyectable (Cedillo- Pelaez,
2009; Su et al., 2006).

Para el gen GRAG, la reaccién de digestion se realiz6 en un volumen final de 50 pl:
5 uL de ADN amplificado por PCR, 5 uL de solucion amortiguadora de digestiéon
(NEB2 10x), 0.5 pyL de BSA (10 mg/ml), 1 uL de la enzima Msel (10U/uL) y el
volumen restante de agua inyectable. La reaccion para ambos marcadores se
incubo a 37°C, en un termoblock durante toda la noche (Cedillo- Pelaez, 2009).

Como controles positivos se incluyeron productos de amplificaciéon de diluciones
de ADN de las cepas de referencia RH y ME49 y como control negativo se emple6
agua inyectable sustituyendo el ADN a digerir (Cedillo-Peldez, 2009; Su et al.,
2006). 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 3.5%.
6.6 Bioensayo

6.6.1 Aislamiento en ratones Balb/c

Se tomaron aproximadamente 10 g de cerebro, corazén y diafragma de cada gato.
Las o6rganos fueron colocados en una caja petri por separado, y se les agregé 2 mi
de PBS estéril, se maceraron perfectamente con el émbolo de una jeringa, y una
vez obtenido el macerado de cada uno de los tejidos, se inocul6 1 mL a ratones
Balb/C via intraperitoneal, utilizando un total de 15 animales entre 3 y 4 semanas
de edad.
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Los ratones se mantuvieron en observaciéon durante dos meses hasta que
mostraran seroconversion o signos clinicos de la enfermedad (Chavez-
Cris6stomo, 2010).

6.6.2 Obtencidn de lavado peritoneal

A los 7 dias postinoculacion se realizé un lavado peritoneal a cada raton inoculado
para determinar la presencia de taquizoitos. Si durante estos siete dias algun
raton aparecia muerto, se siguio el mismo procedimiento. Del lavado se tom6 una
gota para ser observada al microscopio, y determinar si existian estructuras

compatibles con taquizoitos (Chavez-Cris6stomo, 2010).

6.6.3 Determinacion de anticuerpos contra T. gondii en ratones

Se obtuvo una muestra de sangre del seno orbital de los ratones inoculados cada
semana (dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42) para detectar anticuerpos séricos de clase
IgG e IgM contra el parasito por medio de un ELISA indirecto, y determinar si los

ratones inoculados seroconvirtieron.

6.6.4 Necropsia

Los ratones que seroconviertieron para algunas de las dos inmunoglobulinas,
fueron eutanasiados por dislocamiento cervical. Se realiz6 la necropsia con base
en lo descrito por Aluja y Constantino (2002), se recolectaron de forma aséptica
muestras de diferentes 6rganos como cerebro, corazon, diafragma, pulmon,
higado y bazo.

Con una fraccién de ellos se realizaron improntas de los mismos, para determinar
la presencia de quistes tisulares compatibles con T. gondii y otra parte de la
muestra se preservd en congelacidon hasta su procesamiento para biologia
molecular. Del raton donde se observaron los quistes tisulares se hizo un
macerado de cerebro y otro de mezcla de érganos (corazoén, diafragma, higado,
bazo y pulmén), para inocular a 2 ratones Balb/C y 2 C57BL6 RAG2" con dos
volumenes: 150 y 200 pl.
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7. Resultados

Se obtuvieron 70 muestras de suero de gatos, 48 de ellos tenian duefio y 22 eran
sin duefio. Del total de gatos, 12 (17.1%), resultaron positivos a T. gondii. En los
gatos sin duefio la frecuencia fue de 31.8% (7/22), mientras que en los gatos con
duefio fue de 10.4% (5/48).

7.1 Caracterizacion epidemiolégica

Con relacion a las encuestas se encontré lo siguiente:

7.1.1 Poblacion humana:
Se registraron 712 personas que habitan en el Complejo Agropecuario e Industrial
de Tizayuca, de las cuales 348 (48.8%) son hombres y 364 (51.2%) son mujeres.

7.1.2 Tenencia de mascotas y presencia de ratas:

En total 88 establos fueron incluidos en el estudio; en 32 de ellos, los habitantes
mencionaron tener a un perro (36.3%) y en 29 (32.9%) a un gato como mascotas.
En 23 (26%) establos mencionaron tener ambos tipos de animales, y Unicamente
en 4 (4.5%) no hubo mascotas (Figura 5). En 42 (34%) establos se sefial6 que
habian gatos sin duefio (Figura 6). Cabe sefalar que en 56 establos (63.6%)

mencionaron tener el problema de la presencia de ratas (Figura 7).

7.1.3 Determinacion de toxoplasmosis y factores de riesgo:

Con la informacion obtenida se identificaron aquellos posibles factores de riesgo
presentes en el CAIT, los cuales se describen a continuacion:

Se observé una mayor frecuencia de anticuerpos contra T. gondii en el grupo de
gatos sin duefio que aquellos que si lo tenian (Figura 8). Sin embargo no se
encontraron diferencias significativas entre ellos (p =0.24), Cuadro 3.

Con relacion al género, 43 (61.4%) gatos fueron hembras y 27 (38.6%) machos.
La frecuencia de anticuerpos fue mayor en los machos (29.6%) que en los

hembras (9.3%); sin embargo la diferencia no fue significativa (P= 0.35) Cuadro 4.
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Por edad, se conformaron 3 grupos: el primer grupo correspondié a los gatos
menores de 6 meses, segundo grupo a los felinos juveniles (6 a 12 meses) y en el
tercer grupo se incluyeron gatos adultos (mayores a 12 meses), de acuerdo con lo
propuesto por Gyorkea (2011). En el grupo 2 se encontraron 4 gatos (18.1%)
presentaron anticuerpos contra el parasito, mientras que en el grupo 3 se
detectaron 8 (19.0%) individuos (Cuadro 5).

De acuerdo con el tipo de alimentacion que reciben los gatos, el 17.1% eran
alimentados con carne y/o visceras crudas, el 28.6% eran alimentados con sobras
de comida y el 20% eran alimentados exclusivamente con una dieta comercial. Al
comparar a los animales que comen carne cruda con respecto a los que no lo
hacen, la frecuencia de anticuerpos contra T. gondii fue mayor en los gatos del
primer grupo, que en los que no se incluia este tipo de alimento (P < 0.01), con
una razén de momios de 21.2 (IC 95%=1.8-556.2) Cuadro 6.

7.2 Necropsia y hallazgos macroscépicos

De los animales positivos, solo se realizaron necropsias en cinco gatos (Felis
catus), 3 hembras y 2 machos. Los cambios mas relevantes se observaron en la
cavidad toracica (l6bulos pulmonares) en uno de los gatos, en donde se
observaron zonas de color rojo multifocales, mientras que en tres de ellos el
parénquima pulmonar mostré multiples ndédulos superficiales subpleurales de color
grisdceo (Figura 9). El resto de los 6rganos de esta cavidad, asi como cavidades

abdominal y la craneana no presentaron cambios patolégicos aparentes.
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Figura 9. En el parénquima pulmonar, se observaron nddulos superficiales subpleurales (**) de

color grisaceo.

7.3 Hallazgos microscopicos:
De los 5 gatos que fueron eutanasiados se tomaron muestras de los tejidos ya

mencionados encontrando los siguientes parasitos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Resultados histopatolégicos en gatos del Complejo Agropecuario e
Industrial de Tizayuca, Hidalgo.

ID | Cerebro | Corazén Diafragma Pulmon Bazo | Higado
7 - - Sarcocystis spp - - -
Aelurostrongylus
11 - - - - -
abstrusus
21 - - - - - -
Aelurostrongylus
48 - - - - -
abstrusus
49 i ] i Aelurostrongylus i i

abstrusus

Se revisaron secciones de musculo esquelético (cuadriceps femoral) y diafragma
en donde se apreci6 que el sarcoplasma de las fibras musculares tenia
abundantes quistes parasitarios ovales, los cuales presentaban una pared
eosinofilica definida y que contenian mudltiples estructuras compatibles con
bradizoitos del género Sarcocystis spp. (Figura 10).

En el tejido pulmonar de tres gatos se observé que la luz de los alvéolos contenia
abundante exudado inflamatorio compuesto por numerosos linfocitos y células
plasmaticas, menor cantidad de macrofagos y células epitelioides, asi como
escasas células gigantes multinucleadas, dichas células rodeaban numerosas
estructuras parasitarias larvarias compatibles con Aelurostrongylus abstrusus,
ademas de hipertrofia de las glandulas peribronquiales, hipertrofia de la
musculatura lisa de las paredes de bronquiolos e hiperplasia muscular en las
arterias musculares. El diagnéstico morfolégico fue: Neumonia granulomatosa
difusa severa crénica ocasionada por parasitos nematodos sugerentes a

Aelurostrongylus abstrusus (A. abstrusus) (Figura 11).
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Pulmoén

Células epitelioides

Célula
gigante
Glandulas
peribronauiales

Figura 10. Quiste tisular de Sarcocystis spp. Figura 11. Espacios alveolares con larvas de
en diafragma. HE. 400X A. abstrusus en pulmén. HE.400X

Inmunohistoquimica para T. gondii

Con el fin de confirmar que los quistes tisulares antes descritos pudieran
corresponder a T. gondii, se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica mediante el
complejo biotina-peroxidasa, utilizando un antisuero policlonal anti-T. gondii de
origen caprino. Se evaluaron secciones de tejido muscular, en donde se
observaron quistes tisulares, y se compararon con secciones de tejidos de ratén
inoculado con T. gondii como control positivo (Figura 12 A).

Al terminar la prueba, la seccion de raton fue inmunopositiva, mientras que el
quiste tisular en la seccion de muasculo del gato en cuestion, resultd negativo
(Figura 12 C).
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Higado, ratén inoculado
con T. gondii

/
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Musculo de gato

C

Musculo de gato

Figura 12. Inmunohistoquimica para la deteccidon de Toxoplasma gondii. A) Seccién de higado de
ratén inoculado con. T. gondii, 1000X, observandose multiples estructuras inmunopositivas a T.
gondii (flechas). B) Seccién de tejido muscular de gato sin areas de inmunopositividad (control

negativo). C) Seccion de tejido muscular de gato sin observarse areas de inmunopositividad

(muestra problema)

7.4 Biologia molecular

7.5 PCR en tiempo real

Se procesaron 14 tejidos (de 5 gatos), de los cuales 5 fueron positivos para el
marcador B1 (Cuadro 8). Una vez identificados los tejidos positivos por esta

técnica fueron procesadas por los marcadores moleculares descritos en la

metodologia.
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Cuadro 8. Deteccion del gen B1 de Toxoplasma gondii en 6rganos de gatos

seropositivos del CAIT de Tizayuca Hidalgo, por PCR en tiempo real

D Organo PCR en tiempo D Organo PCR en tiempo
real real
Corazon NEGATIVO Corazon NEGATIVO
7 Diafragma NEGATIVO 48 |Diafragma POSITIVO
Cerebro NEGATIVO Cerebro POSITIVO
11 Diafragma NEGATIVO Corazon NEGATIVO
Corazon POSITIVO 49 |Diafragma| NEGATIVO
Cerebro NEGATIVO Cerebro POSITIVO
21 Diafragma NEGATIVO
Corazén POSITIVO

ID: Identificacién del gato

7.6 PCR punto final de los tejidos de gatos

De los 14 casos evaluados, 5 casos fueron positivos, se obtuvieron productos de

amplificacion para los genes B1l, SAG3 y para las secuencias repetidas en

tandem. En el ADN extraido del cerebro del gato 49 (G49), el gen B1 amplificd un

producto de 362 pb, visualizandose una banda tenue pero bien definida (Figura

13), el resto de los tejidos fueron negativos para este marcador.
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Figura 13. PCR punto final para la deteccion del gen Bl de 362 pares de bases (pb) de
Toxoplasma gondii. Marcador de peso molecular (MPM) 100 pb. Carril 1: G11 (corazén), carril 2:
G21 (corazon), carril 3: G48 (cerebro), carril 4:G48 (diafragma), carril 5: G49 (cerebro), carril 6:
control positivo (RH), carril 7: control positivo (ME49), carril 8: agua destilada. Gel de agarosa al

1.5%
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Para el marcador SAG3, en el corazon del G21 y el diafragma del G48 se visualizé

una banda (Figura 14), de un peso esperado 311 pb, y otra banda por arriba de

este peso.

Figura 14. PCR punto final para la deteccién del gen SAG3 de 311 pares de bases (pb) de
Toxoplasma gondii. Carril 1: G11 (corazon), carril 2: G21 (corazdn), carril 3: G48 (cerebro), carril
4:G48 (diafragma), carril 5: G49 (cerebro), carril 6: control positivo (RH), carril 7: control positivo

(MEA49), carril 8: agua destilada. Gel de agarosa al 1.5%
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En el caso de la secuencia repetida en tandem, en el corazén del G21 y en el
diafragma del G48, amplificaron para un producto de 529 pb, se visualizaron

bandas tenues pero bien definidas (Figura 15).

Figura 15. PCR punto final para la deteccién de secuencia repetida en tAindem de 529 pares de
bases (pb) de Toxoplasma gondii. Carril 1: G11 (corazoén), carril 2: G21 (corazon), carril 3: G48
(diafragma), carril 4: control positivo (RH), carril 5: control positivo (ME49), carril 6: agua destilada.

Gel de agarosa al 1.5%
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Con respecto a los tejidos de gatos analizados, en el G7, los tejidos analizados
fueron negativos tanto en PCR tiempo real, asi como para los marcadores de PCR
punto final. En 5 tejidos (4 gatos) fueron positivos a PCR en tiempo real, de estos
solo el cerebro del G48 fue positivo al marcador SAG3, presentando dos bandas
extras una del peso esperado de 311 pb y la segunda de 430 pb. El corazon de
G21 fue positivo para el marcador de secuencias repetidas en tandem,
observandose dos bandas extras la primera fue de 529 pb que es del tamafio del
producto esperado y la segunda de 120 pb, mismas bandas se obtuvieron para el
diafragma del G48, con respecto al G49, amplifico cerebro para el marcador B1 de
362 pb (Cuadro 9).

Cuadro 9. Resultados moleculares en tejidos de gatos del Complejo Agropecuario

e Industrial de Tizayuca, Hidalgo.

Identificacién de la muestra
Marcador G7 Gl1 Gz21 G48 G49
Corazon | Corazon | Cerebro | Diafragma | Cerebro
B1 (62 pb) - + + + + +
B1 (619 pb) - - - - - -
B1 (362 pb) - - - - - +
+ 311
SAG3 (311 pb) - - - pb, - -
430 p
Secuencias - +529 pb +529 pb
repetidas ) - 120 pb ND 120 pb -
(529 pb)
B Banda del producto esperado ND: No se determiné

G7 (gato 7) eliminado porque en tiempo real todas las muestras fueron negativas

7.7 Determinacién de anticuerpos contra T. gondii en ratones
De los bioensayos, unicamente un raton inoculado con cerebro y corazon del gato

49 seroconvirtio para alguna de las dos inmunoglobulinas (Figura: 16 y 17).
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7.8 Necropsia

Los ratones que fueron positivos para algunas de las inmunoglobulinas, se
eutanasiaron y de los tejidos obtenidos, se realiz6 impronta de cada uno de ellos,
con la finalidad de observar quistes tisulares del parasito, Unicamente en el raton
inoculado con homogenizado de cerebro, del gato 49 se pudo observar quistes

tisulares de T. gondii. (Figura 18).

Figura 18. Quiste tisular en cerebro de ratén Balb/C, inoculado con cerebro de gato 49

Se logr6 el aislamiento del parésito a partir del tejido de cerebro del G49, a partir
de un segundo pase en ratones Balb/C, donde se identificaron figuras parasitarias

en forma de media luna, compatibles con (taquizoitos), en el lavado peritoneal.

7.9 PCR punto final del raton inoculado con cerebro del gato 49

De los tejidos del raton inoculado con cerebro del gato 49, se realizé la
amplificacion para el marcador GRA6. Unicamente los tejidos de cerebro, corazon
y pulmén fueron positivos, mientras que el bazo y el higado fueron negativos para
este marcador (Figura 19).
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Figura 19. PCR punto final para la deteccion del gen GRA6 de 344 pares de bases (pb) de
Toxoplasma gondii a partir de tejidos de raton. Carriles 1: impronta de cerebro, carril 2: cerebro,
carril 3: corazon, carril 4: pulmon, carril 5: bazo, carril 6: higado, carril 7: RH, carril 8: ME49, carril 9:
agua destilada. Gel de agarosa al 1.5%
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7.10 PCR-RFLP

Se logr6é caracterizar genéticamente a dos muestras. La primera de ellas
corresponde al cerebro del gato 48, realizada a partir de la amplificacion del gen
SAGS3, el cual fue digerido con la enzima Ncil. La digestion del ADN evidencio tres
bandas de 60, 100, 150 pb, asi como una banda extra de 420 pb, la cual es
sugerente de la que presenté el control positivo de la cepa RH, que correspondio a
alelos para el genotipo | (Figura 20).

~ Cerebro

v

Figura 20. RFLP del gen SAG3 de Toxoplasma gondii del gato 48. La digestidon del producto de
PCR se realizé con la enzima de restriccion NCil. Después de la digestion se obtuvo un patrén de
tres bandas para las cepas tipo I, ADN sin digerir para las de tipo Il y un patrén de dos bandas para
las tipo Ill, como se muestra en la imagen de la derecha. Tomado y modificado de Su et al., 2006.

Gel de agarosa al 3.5%
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La segunda tipificacion corresponde al aislamiento del raton inoculado con cerebro
del gato 49, la digestion se realizé a partir del marcador GRAG, se observaron dos
bandas una de 70 pb y 170 pb semejantes al patrén de alelos del genotipo Il
(Figura 21).

_—

Impronta Corazon
cerebro

Cerebro Pulmén
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Figura 21. RFLP del gen GRA6 de Toxoplasma gondii, a partir de tejidos de raton. La digestién del
producto de PCR se realiz6 con la enzima de restriccion Mse |. Después de la digestion se obtiene
un patron de dos bandas para las cepas tipo |, ADN sin digerir para las tipos Il y un patron de dos
bandas para las tipo Ill, como se muestra en la imagen de la derecha. Tomado y modificado de Su
et al., 2006. Todas las muestras fueron digeridas, el patron mostrado corresponde a una cepa tipo

Ill. Gel de agarosa al 3.5%
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8. Discusion

Los felinos son los Unicos hospederos en los que se desarrolla la fase sexual del
ciclo del parasito y donde se producen los ooquistes, por lo que su presencia es
esencial en el ciclo biolégico de este protozoo (Jones y Dubey, 2010).

El 17% de los gatos analizados (12/70) presentaron anticuerpos IgG contra T.
gondii. Este valor es menor a lo reportado en otros estados de la Republica
Mexicana, que van del 21% al 70%, lo cual puede explicarse debido a las técnicas
utilizadas (ELISA y la PCR), tipo de gato (con duefio y sin duefio), ademas de
factores como: edad, sexo, alimento proporcionado, clima, asi como la presencia
de plagas (Esquivel- Alvarado et al., 2007; Galvan et al., 1999; Garcia-Marquez et
al., 2008; Besné-Mérida et al., 2008 y Castillo-Morales et a., 2012; Gyorke et al.,
2011).

Asimismo los resultados del presente estudio coinciden con el planteamiento de
Dubey (2010), quien indica que la seroprevalencia de T. gondii en cualquier
especie varia segun el area geogréfica analizada, siendo mayor en climas calidos
y zonas bajas y humedas, en comparacion con climas frios y zonas montafiosas y
secas; lo cual tiene relacién con las condiciones ambientales que favorecen la
esporulacion y la supervivencia de los ooquistes. Mientras que en Tizayuca
generalmente el clima es mas seco, con lluvias Unicamente en verano, lo cual no
son condiciones tan favorables para permitir la esporulacién de los ooquistes. Con
respecto a la frecuencia de seropositividad encontrada entre gatos con duefio y sin
duefio, la mayor frecuencia se encontré en el segundo grupo, lo cual puede
deberse al estilo de vida del animal; este tipo de gatos al tener acceso al exterior,
tienen una mayor probabilidad de cazar, algunos hospederos intermediarios (aves
y ratones) con quistes tisulares del parasito (Lappin, 2010; Gyorke et al., 2011).

El hecho de no haber observado diferencias por género en los gatos, sugiere que
ambos son susceptibles a la infeccién por el parasito (Fernandez et al., 1995;
Lucas et al., 1999).
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Respecto a la edad, el hecho de haber encontrado una mayor positividad en los
gatos adultos puede deberse a que con la edad se incremente la posibilidad de
contacto con algunos de los estadios de T. gondii (Lucas et al., 1999 y Castillo-
Morales et al., 2012).

Es importante sefialar que los gatos sin duefio fueron mas susceptibles a
infectarse con el parasito dado que principalmente se alimentan de presas vivas,
lo cual es importante por la convivencia que presentan no solo con los gatos con
duefio, sino también con otro tipo de animales, ademas del ser humano (Chavez-
Criséstomo, et al., 2010).

En trabajos similares se ha reportado que gatos que consumian carne o visceras
crudas tenian mayores niveles de anticuerpos comparandolos con aquellos que
tenian una alimentacion basada en alimento comercial, ya que en dichos tejidos es
posible la presencia de quistes, principalmente en sistema nervioso central,
musculo estriado esquelético y cardiaco, y algunos otros 6rganos que
generalmente se proporcionan como comida a los gatos (Lucas et al., 1999;
Gyo6Crke et al., 2011 y Besné et al., 2008).

Con respecto a la no deteccion de lesiones macroscopicas sugerentes de T. gondii
durante la necropsia, incluyendo a los gatos con diagndéstico confirmado de PCR,
puede ser debido a que la infeccion por el parasito depende en gran medida del
sistema inmune del hospedero, el cual debe de ser capaz de controlar al parésito,
a pesar de los mecanismos de evasion con los que cuenta (Barrs et al., 2006;
Jokelainen et al., 2012 y Ha-Young et al., 2009).

En relacién a la ausencia de lesiones histopatoldgicas existen trabajos donde se
informa que en secciones de tejidos teflidos por HE no se observaron quistes
tisulares de T. gondii, debido a que puede existir poca cantidad de los parasitos
para poder ser observados, o bien las lesiones pueden ser muy pequefias, las
cuales pueden pasar inadvertidas, mismos resultados se han descritos en ovejas y
cabras (Silvia et al., 2013; Jokelainen et al., 2012).
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Otra razdn es que durante la necropsia, se pueden obtener muestras de tejido que
no tengan quistes, lo cual también ha sido reportado por Gallego et al., 2006.

En un trabajo realizado en Transilvania para determinar los parasitos mas
frecuentes en gatos y la asociacion con factores de riesgo, se encontré0 que
Toxocara cati (20.3%) fue uno de los mas frecuentes, mientras que T. gondii/H.
hammondi (1.2%), Sarcocystis spp. (1%), tuvieron una escasa frecuencia, cabe
destacar que este estudio se realizd en condiciones semirurales, donde los gatos
tienen acceso al exterior y, pueden cazar algunos de los hospederos
intermediarios de los parasitos, ademas de la poca o nula ausencia de
desparasitaciones en los gatos (Mircean et al, 2010), situacién similar a la de los
gatos del presente estudio. De los 5 gatos eutanasiados, en uno de ellos se
encontré Sarcocystis spp, que pertenece al Phylum Apicomplexa con afinidad
tejido muscular (Dubey et al., 2000). Del total de gatos en 4 de ellos se encontré A.
abstrusus el cual es un nematodo, cuyos hospederos intermediarios son los
caracoles y las babosas (Pérez et al., 2012).

En el pais existen cuatro reportes de aislamientos en gatos, los genotipos
encontrados corresponden a los tipo |, lll y recombinantes (Besné-Mérida et al.,
2008; Dubey et al., 2009).

En relacién a los resultados del aislamiento, el porcentaje de positivos fue menor a
lo que se reporta en la literatura, dado que de 15 ratones inoculados solo en 1 se
pudo lograr aislar al parasito, lo que representa el 6%, mientras que Dubey., 1995
obtuvo el 14.3% y Montoya et al., 2009 encontraron un 64%, ya que ellos utilizaron
10 y 5 g de tejido respectivamente, mientras que en este trabajo se inocularon 100

ul (equivalente a 3000 ug).
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Otra posibilidad de haber obtenido un porcentaje, bajo de aislamientos, fue la
técnica empleada al momento de la inoculacion, dado que a la hora de realizar la
inoculacién las muestras no fueron digeridas con pepsina o bien tripsina, como lo
sefalan algunos protocolos, aqui el Unico método utilizado fue la de maceracion
del tejido o simplemente puede deberse a que la porcion inoculada en los ratones,
no llevara quistes tisulares (Gallego et al, 2006; Besné et al, 2010; Montoya et al,
2009).

Es importante sefialar que del total de ratones que fueron inoculados, ninguno
murié a causa de la infeccion, los Unicos signos clinicos que presentaron fue pelo
hirsuto, decaimiento, los cuales son inespecificos del parasito, debiéndose al
manejo al momento de inocularlos, por lo que el presente estudio concuerda con
otros trabajos en donde se han infectado ratones con T. gondii, permaneciendo
clinicamente sanos, dado que el tejido inoculado no llevaba quistes tisulares o
bien que al ser una cepa no virulenta el sistema inmune del ratén, logra controlarla
(Dubey, 1992; Canada et al., 2002).

Al respecto aquellos animales que fueron positivos por serologia, no se encontrd
relacion entre los resultados de esta y PCR, ya que no todos los tejidos de los
gatos fueron positivos por biologia molecular. ElI hecho de ser animales
seropositivos no garantiza que se pueda aislar el ADN parasitario a partir de algan
tejido dado el tamafio microscopico de los quistes tisulares y al tamafio de la
muestra analizada (Gallego, 2006). Existen estudios, donde se ha observado una
mayor afinidad por musculo esquelético, seguido de tejido nervioso, cuyos
resultados concuerdan con lo obtenido en el trabajo dado que del total de tejidos
analizados, 3 fueron positivos en diafragma y 2 en cerebro (Dubey et al., 2006).
Respecto a que por PCR en tiempo real, se pudieron detectar mayor cantidad de
tejidos positivos en comparacion con la PCR en punto final, se debe a que la
primera tiene una sensibilidad analitica del 98% comparandola con otras técnicas,
mientras que la PCR convencional permite detectar el ADN de 10 taquizoitos, la

PCR en tiempo real, detecta el ADN de un taquizoito (Priya et al., 2002).
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También se observé durante el estudio, que las muestras que resultaban positivas
para algun gen no mostraron amplificacion de otros marcadores. En este caso en
las muestras donde solo se amplificé el gen B1 y ningan otro, puede deberse en
parte, al niumero de copias (35) del gen B1 presentes en el genoma de T. gondii
(Hyman et al., 1995), se conoce que cuando la secuencia molde se presenta en
multiples copias en el genoma, la sensibilidad analitica del ensayo se incrementa
(Weiss, 1995).

Si el parasito se encuentra muy disperso en los tejidos se debera recolectar y
procesar mayor cantidad de muestra de un érgano para asegurar su deteccion por
PCR o bien otra alternativa es tomar diferentes muestras del 6rgano a evaluar y
hacer un homogenizado del tejido, para incrementar las posibilidades de deteccién
por ejemplo, en el procesamiento del corazon del gato se utilizé exclusivamente
una porcién del apice y otra de un ventriculo para que en conjunto se obtuvieran
aproximadamente 300 mg de tejido (Wastling et al., 2003).

Otro de los marcadores utilizados fue el de las secuencias repetidas en tandem,
que permitid identificar un mayor nimero de muestras positivas comparandolo
con los otros marcadores utilizados, esto se explica dado que las secuencias
repetidas en tAndem, estan 200 a 300 veces en el genoma de T. gondii teniendo
una mayor sensibilidad que el B1 (Homan et al, 2000), aumentando la
probabilidad de deteccion en las muestras que llegan a tener el ADN del parasito.
En el trabajo se pudo observar que para algunos marcadores si hubo
amplificacion, mientras que para otros no la hubo, o se obtuvieron bandas por
encima o por debajo del peso molecular esperado, esto podria deberse a que la
cepa aislada no es una cepa tipica, por lo que se especula que presenta cambios
en las secuencias de este gen y por lo tanto, los iniciadores usados no pudieron
hibridar con la secuencia que posee este gen en particular de esta cepa aislada
(Besné et al; 2008). Para comprobarlo es necesario realizar la caracterizacion

genética del T. gondii a partir del aislado y que actualmente se mantiene en el INP.
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9. Conclusiones

La presencia de Toxoplasma gondii en los gatos del Complejo Agropecuario e
Industrial de Tizayuca, trae consigo un riesgo potencial de infeccién para todos
los posibles hospederos, ya sean intermediarios o definitivos, exponiendo al ser

humano a una zoonosis.

El principal factor de riesgo determinado fue el asociado a gatos alimentados con

una dieta que incluyera carne y/o visceras crudas.

Se logré obtener un aislado de Toxoplasma gondii, a partir de ratones Balb/c, el

cual presenté un genotipo tipo Il para el marcador GRAG.

Los gatos de la cuenca lechera presentaron infecciones con Sarcocystis spp y

Aelurostrongylus abstrusus.
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10. Perspectivas
Es importante considerar y estudiar la presencia de la toxoplasmosis en otros

animales como los bovinos, perros y fauna silvestre, sin dejar a un lado a la
poblaciéon humana (hospederos intermediarios), por la convivencia con el gato

(hospedero definitivo).

De los aislados obtenidos se podran realizar las secuenciaciones

correspondientes y compararlas con las reportadas en las diferentes especies.
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11. Anexos

ANEXOS [: Preparacion de soluciones

Soluciéon amortiguadora de carbonatos (15 mM, pH: 9.6)

= 1.59 g de carbonato de sodio (Na,CO3) mas 1.26 g de bicarbonato de sodio
(NaHCO3)

= Disolver los carbonatos en 800 ml de agua destilada

= Ajustar el pH a 9.6, se afora a 1000 ml

= Mantenera4°C

PB 10X

» Se pesan 2.62 g de Fosfato de sodio monobasico monohidratado (NaH,PO4
H,O) mas 11.5 g de Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na;HPO,), se disuelve
en 200 ml de agua destilada

= Se afora a 1000 ml

PBS 1X
= Se pesan 8.75 g de cloruro de sodio y se disuelve en 100 ml de PB 10X

» Se afora a 1000 ml de agua destilada y se ajustaelpH a 7.2

Solucién amortiquadora de lavado (PBS-Tween 20 al 0.05%)
= Medir 500 pL de Tween 20
= Diluir en 1000 mL de PBS 1X, ajustar el pH 7.2

=  Mantener a 4°C
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Solucion de cromégeno sustrato (ELISA) para peroxidasa

» Afadir 5 ml de acido citrico (0.1 M) y 5 ml de citrato de sodio (0.1 M)

= Se agrega 5 mg de orto-fenilendiamina (OPD)

= Adicionar 4 pl de H,0,

NOTA: La solucion se prepara inmediatamente antes de usarla (maximo de 30

minutos).

Solucion de formalina neutra al 10% tamponada
Procedimiento:
= Se colocan 500 mL de agua destilada
» Posteriormente se agregan los 4 g de fosfato monobasico
= Se agregan 50 mL de la formalina
= Agregar 6.5 g de fosfato dibasico mas el resto de agua destilada

= Adicionar 50 mL de la formalina restante
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ANEXOS II: Técnicas de laboratorio

A) ELISA indirecto gato (tomado y modificado de Besné y et al. 2008).

Los pozos de la placa se sensibilizan con extracto crudo de Toxoplasma gondii
a una concentracion de 2 pg/uL, diluido en solucion de carbonatos (pH:9)

De la mezcla adicionar 100 uL/pozo a las placas de ELISA

Incubar durante toda la noche a 4°C

Se lava la placa por 5 veces con PBS- Tween 0.05%

Cada pozo se bloguea con 200 uL albumina sérica bovina (BSA) al 1% y se
incuba a 37 °C durante 30 minutos

Se lava la placa por 5 veces con PBS- Tween 0.05%

Se adiciona el suero problema, diluido 1:200 en PBS-Tween 0.05%, agregando
100 uL/pozo

Se incuba durante 2 horas a 37°C

Se lava la placa por 5 veces con PBS- Tween 0.05%

Se adiciona el conjugado anti-lgG de gato, diluido 1:10,000 en PBS-Tween
0.05%, agregando 100 uL/pozo

Se incuba durante 2 horas a 37°C

Se lava la placa por 5 veces con PBS- Tween 0.05%

Se agregan 100 pL por pozo del cromdgeno-sustrato para peroxidasa (acido
citrico, citrato de sodio y OPD, y H202)

Se deja incubar en la oscuridad, no por mas de 30 minutos

Se agregan 50 pL por pozo de una solucion de acido sulfurico 2N

Se realiza la lectura en un espectrofotometro para ELISA a 490 nm
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ELISA indirecto raton (tomado y modificado de Besné et al, 2008).
Se sensibiliza los pozos de la placa con extracto crudo de Toxoplasma gondii a
una concentracion de 2 pg/uL, diluido en solucion amortiguadora de
carbonatos (pH 9)
De la mezcla adicionar 100 yL/pozo a las placas de ELISA
Incubar durante toda la noche a 4°C
Se lava la placa por 5 veces con PBS- Tween 0.05%
Cada pozo se bloquea con 200 uL albumina sérica bovina (BSA) al 1% y se
incuba a 37 °C durante 30 minutos
Se lava la placa por 5 veces con PBS- Tween 0.05%
Se adiciona el suero problema, para el caso de 1gG:1:250, IgM:1:50 diluido en
PBS-Tween 0.05%, agregando 100 uL/pozo
Se incuba durante 2 horas a 37°C
Se lava la placa por 5 veces con PBS- Tween 0.05%
Se adiciona el conjugado, anti-IgG a una diluciéon de 1:1000, anti-IlgM:1:500
diluido en PBS-Tween 0.05%, agregando 100 pL/pozo
Se incuba durante 2 horas a 37°C
Se lava la placa por 5 veces con PBS- Tween 0.05%
Se agregan 100 pL por pozo del cromégeno-sustrato para peroxidasa (acido
citrico, citrato de sodio y OPD, y H202)
Se deja incubar en la oscuridad, no por mas de 30 minutos
Se agregan 50 pL por pozo de una solucién de acido sulfurico 2N

Se realiza la lectura en un espectrofotometro para ELISA a 490 nm
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Extraccion de ADN
Se pesan 200 mg de cada tejido, el cual se coloca en un mortero para
macerar muy bien el tejido
La mezcla se trasfiere a un tubo eppendorf 1.5 m, donde se coloca 1.5 mL
de solucion de lisis celular
Se agrega la solucién se mezcla, y los tubos se colocan en el termoblock a
65 °C, durante una hora, pasado el tiempo, se retiran del termoblock y se
dejan enfriar a temperatura ambiente por unos 5 min
Mientras tanto se ajusta la temperatura del termoblock a 55 °C, los tubos
gue se retiran del termoblock se le agregan 10 pL de proteinasa K (20
mg/ml), y se deja incubando toda la noche
Al otro dia se sacan los tubos eppendorf, y el contenido se transfiere a
tubos falcon de 15 mL, a los cuales se le agregan 2 mL de solucion
precipitadora de proteinas, se mezcla perfectamente y se meten a
centrifugar a 4000 rpm durante 10 min
Transcurrido el tiempo, se recupera el sobrenadante y se trasfiere a un
nuevo tubo de 15 mL, agregando 2 mL de isopropanol y se agita por
inmersién (20 veces)
Se centrifugan a 4000 rpm durante 10 min, pasado el tiempo se sacan los
tubos y decantas cuidadosamente de una sola intencion
Posteriormente se agregan 2 mL de etanol al 70% frio, para lavar el boton
de ADN, se vuelve a centrifugar 4000 rpm durante 10 min, es muy
importante decantar con mucho cuidado y dejas tus tubos secando por una
hora.
Finalmente se agregan 100 uL de solucién hidratadora, y se congelan -20

°C hasta su posterior uso
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Lista de cuadros

Cuadro 3. Frecuencia de anticuerpos IgG anti-T.gondii en gatos con y sin duefio

del Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca, Hidalgo

Tipo Numero |Positivos RM (95%) P
Con duefio 47 5 (10.6%)
: ~ 1.58 (0.4-5.6 0.24
Sin duefio 23 7 (30.4%) ( )

Cuadro 4. Frecuencia de anticuerpos IgG anti-T.gondii por género en gatos del

Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca, Hidalgo

Género NUumero |Positivos RM IC (95%) P
Machos 27 8 (29.6%)

0.76 (0.20-2.82 0.35
Hembras 43 4 (9.3%) ( )

Cuadro 5. Relacién de seropositividad por edad de anticuerpos contra T. gondii

en gatos del Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca, Hidalgo

Rango de edad (afios) Numero de gatos Positivos (%)
Grupo 1: 2 a 6 meses 0 (0%)
Grupo 2: 6 a 12 meses 22 4 (18.1%)
Grupo 3:>12 meses-10 afos 42 8 (19.0%)
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Cuadro 6. Tipo de dieta proporcionada a los gatos (con duefio) y su relacion con

la seropositividad a anticuerpos contra T.gondii en el Complejo Agropecuario e

Industrial de Tizayuca, Hidalgo.

. v — 5

T!po de | NUumero de | Positivos (%) OR IC (95%) p

alimento | gatos (%)

Grupo | 13 (27%) 5 (10.4%) 21.2(1.8-556.2) 0.08

Grupo Il | 21 (43.7%) 1 (2.0%) 0.2(0.0-2.2) 0.1
0 (0%)

Grupo Il | 14 (29.1%) 0(0-2.2) 0.1

Grupo |: gatos que dentro de su dieta se incluia carne y/o comida con visceras crudas

Grupo llI: gatos que dentro de su dieta se incluian sobras de comida casera u otro tipo de

alimento, excepto comida cruda

Grupo lll: gatos de alimentados exclusivamente con una dieta comercial (croquetas y/o

enlatado)
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Lista de figuras

100 0 100 200 Meters

Figura 5. Distribucién de mascotas en el Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca.
Hidalgo (2013).
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Figura 6. Distribucion de la poblacién de gatos en el Complejo Agropecuario e Industrial
de Tizayuca. Hidalgo (2013).
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Figura 7. Presencia de ratas en establos, en el Complejo Agropecuario e Industrial de
Tizayuca. Hidalgo (2013).
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Figura 8. Establos con gatos positivos a ELISA, en el Complejo Agropecuario e Industrial
de Tizayuca. Hidalgo (2013).
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Figura 16. Cinética de anticuerpos IgM contra T. gondii de ratones inoculados con

organos de un gato seropositivo (G49).
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Figura 17. Cinética de anticuerpos IgG contra T. gondii de ratones inoculados con

organos de un gato seropositivo (G49)
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