Universidad Nacional

uuu /7 /7 .
Auténoma de México
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

Deteccion de ADN de Toxocara canis en
sangre de conejos infectados
experimentalmente

T E S I S
Que para obtener el titulo de:

Médico Veterinario Zootecnista

Presenta:
Francisco Rosales Chanes

Asesor: Dr. Fernando Alba Hurtado
Coasesor: Dr. Marco Antonio Munoz Guzman

Cuautitlan Izcalli, Edo. de México. 2015



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

ASUNTO:' VOTO APROBATORIO

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ

DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE h o WL

ATN: M. en A. ISMAEL HERNANDEZ MAURICIO

Jefe del Departamento de Eximenes

Profesionales de la FES Cunutitlin.

Con base en el Reglamenio General de Exémenes, y la Direccion de la Facultad, nos permilimos
comunica a usted que revisamos La Tesis:

Deteceidn de ADMN de Toxocara canls en sangre da conejos inf 5 o 8

Qe presenta el pasante: FRANCISCO ROSALES CHANES
Con nimero de cuenta: 40801887-8 para oblener el Titulo de: Médico Veterinario Zootecnista

Considerando que dicho trabajo redne los requisitos necesarios para ser dizcutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiante, olorgamaos nuasiro VOTO APROBATORIO.,

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautilan [zealll, Méx, a 12 de marzo de 2015,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE M. &n C. Juan Pabla Mariiner Labal %
VOCAL Dr. Famando Alba Huriado 4@, ﬁ}'
SECRETARIO D Mgusl Angel Comeio Corlits J— VT -
A

ler SUPLENTE  MV.Z Meiitn Lera Rocha

2do SUPLENTE. M.Y.Z Elnisa Chino Roserio ,ﬁ‘

MNOTH: Lid sincdalss supléntes esthn abligodos & giresentarse @l dia y hora del Exanien Pral&dional |4 127).
Er caso de que algdn miembro del jurado no pueda asiste al puams. pralesional deberd dar ovise poar anticipado al departamento
[Art LIT REF|

el Ve



DEDICATORIA

A todos aquellos que fueron, son y serdn parte de lo mejor de mi, porque [os
quiero mucho, y sé ustedes me quieren con la misma intensidad.

A mi madre, Yolanda Chanes Zamora

Por darme la vida, por abrigarme, por protegerme, por educarme, por todo
tu amor incondicional; tu fuervza, y tu amor me han sabido dirigir por la
vida y me han dado las armas que necesito. Quisiera compensarte por todo
lo que me has dado hasta ahova, pero no existe en el universo algo tan
inmensamente valioso que se le compare. Me siento ovgulloso de ser tu
unico hijo, Te quiero Yulis,

A mi padre, Francisco Rosales Gonzdlez

Por el apoyo que me has brindado, no solo en la escuela, sino en la vida; por
los momentos en los que convivimos, que a pesar de ser breves, he
aprendido con tu ejemplo a ser un hombre trabajador, honesto y honrado.

Te quiero papd.

A mi abuela, Cira Zamora Arcos (QEPD)

Por tu infinito amor incondicional, por ser una segunda madre, pov ser
una mujer fuerte, inteligente y protectora que nos amo a sus hijos y nietos
a pesar de todo y nos mantuvo unidos. Te admiro y te quiero, nos haces
mucha fala.

A mi amada familia Chanes Zamora
Mis tios Fernando, Noé, Silvia, Rosalia, José Luis, Paty, Norma,
Aurora y Paulo.
Mis primos Reyna, Mayra, ‘Ulises, José Luis, Cintia, Dulce y mi
sobrina Adeneri.

Porque somos una gran familia unida, ustedes me han guiado, me han
enseriado, he compartido momentos especiales, felices y tristes y no nos
hemos dejado vencer ante las adversidades. Este trabajo también es de
ustedes.



A mis muy queridas amigas y colegas
Aidee, Lucy, Lupita, Damaris, Marylu, Lety, Angie, Laura Yy
Katy.

Quienes conoct alguna vez en un salon o laboratorio de la facultad y desde
ese dia volvernos inseparables para estudiar, jugar, bromear, echar relajo
y sobre todo aprender de otras especies. Las quiero.

A mi amiga Rosy y la familia Leon Barragan.
Que a pesar de la gran distancia geogrdfica que mos separa, seguimos
siendo los mejores amigos. Los quiero.

A Robbin Isaac, Cinder Grisita, Fevangeline Manuela III, Sandy y
Rayito
Anubis, Bruno, Manuela I, Bastet, Goro, Mijari, Pechdn, Goldy

V a todos los seres que no hablan humano, pero les pude comprender con el
lenguaje del alma. Ellos me inspivaron para elegir, iniciar, continuar y
terminar esta preciosa carrvera. Va por ustedes, mascotas queridas.

Francisco Rosales Chanes

“Quiero dominar el mundo. Cada vez que alcanzo la cima de un pico
descubro otro al que quievo subir. Es como si no pudiera parar. Quizd
deberia descansar y admirar el paisaje, pero no puedo. Tengo que seguir.
¢Por qué? No lo se”

Madonna



AGRADECIMIENTOS

A la omnipotente fuerza creadora vy transformadora

A la Universidad Nacional Autonoma de México y a mi querida
Facultad de Estudios Superiores Cuautitldan.

A mi familia y todos mis amigos.

A los doctores Fernando Alba Hurtado y Marco Antonio Murioz
Guzmdn, por asesorarme y guiarme en la realizacion de esta tesis.

A Ivan Pérez Luna, quien me enseiio las técnicas ttiles para
desarrollar y concluir este trabajo.

A mis comparieros y amigos del laboratorio 1, Lucy, Aidee, Mario y
Lorena, etcétera.

Al técnico académico M. en C. Cesar Cuenca Verde, por el apoyo
técnico brindado a este trabajo.

A los médicos Roberto y Estela, por integrarme en el equipo de
trabajo de La Huella, con Isaac y Coco, y dejar que adquiriera
experiencia.

A los conejos.
Este trabajo fue financiado por el Programa de Apoyo a Proyectos

de Investigacion e Innovacion Tecnologica (PAPIIT), proyectos IN-
215314 e IN-216913 de la UNAMAS



INDICE

INDICE. ... oo, I
INDICE DE FIGURAS......ouuiiii e 1
RESUMEN . .. e 1
INTRODUCCION. ...ttt e, 2
MORFOLOGIA. ..ottt e, 2
CICLO BIOLOGICO.......oeieeeeeeeee e 3
EPIDEMIOLOGIA. .. ..o, 5
PATOGENI A . 5
SEMIOLOGIA. ..., 6
TOXOCARIOSIS EN HUMANOS. ... 6
DIAGNOSTICO DE LA TOXOCARIOSIS.......coooiiiiiiiiiieeee e 8
JUSTIFICACION. ... ..o, 12
HIPOTESIS. ..., 13
OBUETIVOS . . i 14
MATERIAL Y METODOS......cuuiiiiieeeee e 15
LUGAR DE RALIZACION. ..ot 15
ANIMALES EXPERIMENTALES. ... 15
OBTENCION DE GUSANOS ADULTOS DE T. €anis...........ccccceeeunn.... 15
OBTENCION Y CULTIVO DE HUEVOS DE T. €Canis........ccccceeeeeeennnne, 15
DISENO EXPERIMENTAL. .....ouuuiiiiiiie e 16
MONITOREQ DE INFECCION. .......iiiiiiiiiiiee e, 16

MODIFICACION Y ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE KNOTT
PARA LA CONCENTRACION DE LARVAS DE T. canis DE LA SANGRE



EXTRACCION DE ADN GENOMICO (ADNG)...eeveeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeens 17

ESTANDARIZACION DE LAPCR......ccoiiiiiiiiiiiiiiee e, 18
RESULTADOS . ... e 19
DISCUSION. ...ttt 24
CONCLUSION. ...t 27
BIBLIOGRAFIA. ...t 28



INDICE DE CUADROS Y FIGURAS

Cuadro 1: Nombre y secuencia de los iniciadores utilizados para la amplificacién
del fragmento ITS-2 de Toxocara Canis............c.cooeveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieaane 18

FIGURA 1: Ciclo biologico de Toxocara Canis..............cueuieieiiiiiiiiiiiiiiainanans 4

FIGURA 2: Lesiones hemorragicas observadas en el dia 20 pos-infeccion en
pulmones de conejos infectados con 5000 huevos larvados de Toxocara
CANUS. ... et e 20

FIGURA 3: Promedio (£DS) del numero de larvas recuperadas en los sedimentos
de las muestras de sangre obtenidos por la técnica de Knott modificada

FIGURA 4: Amplificacién por PCR del fragmento ITS-2 de Toxocara canis a partir
de ADN extraido de sedimentos obtenidos por técnica modificada de Knott con
diferentes concentraciones larvarias...............coooiiiiii e, 22

FIGURA 5: Amplificacion por PCR del fragmento ITS-2 de Toxocara canis a partir
de muestras (negativas) de sangre (procesadas por técnica modificada de Knott)
de conejos infectados experimentalmente con T. canis..................ccccoeveeinnn. 23



RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue estandarizar una técnica para la concentracion
de larvas de T. canis presentes en sangre para su deteccion molecular en
conejos infectados con el parasito. Se Infectaron 35 conejos Nueva Zelanda con
huevos larvados de T. canis y se sacrificaron grupos de cinco a diferentes
tiempos post-infeccién, 3, 5 10, 20, 30 y 60 dias, se tomaron muestras de pulmon
e higado y se realizaron digestiones artificiales para la busqueda de larvas,
ademas se observaron las lesiones macroscopicas en los érganos mas afectados.
La sangre obtenida fue procesada por una técnica de Knott modificada para
evaluar la concentracion de larvas de T. canis. De los concentrados obtenidos se
extrajo el ADN total para la realizacion de la PCR. La infeccion con T. canis
produjo lesiones hemorragicas en pulmones e higado de los conejos infectados.
Las muestras de pulmén e higado de todos los conejos infectados fueron positivos
a la presencia de larvas de T. canis en la digestién artificial. Durante la
estandarizaciéon de la técnica de Knott modificada se logré la sedimentacion y el
conteo de larvas de T. canis a partir de sangre de conejos con 100, 50, 25 y 10
larvas/mL. Los cebadores YY1/NC2 amplificaron los productos esperados (330 pb)
de las muestras de 100, 50 y 25 larvas/mL asi como de gusanos adultos y larvas
de T. canis, sin embargo, no se obtuvieron amplificados positivos en ninguna
muestra de sangre obtenida de los conejos infectados. Estos resultados mostraron
la eficiencia de la modificacién de la técnica de Knott para la recuperacion de
larvas de T. canis en muestras de sangre sin alterar el DNA del parasito para su
deteccion molecular. La falta de deteccion molecular del parasito en las muestras
de sangre de los conejos infectados posiblemente fue debido a una baja

concentracion larvaria en las muestras, menos de 25 larvas/mL.



INTRODUCCION

La Toxocariosis es una enfermedad parasitaria causada por la presencia y accion
del nematodo Toxocara canis, caracterizada por disturbios entéricos en el
hospedador definitivo, asi como los sindromes de Larva migrans visceral (LMV),
Larva migrans ocular (LMO) vy toxocariosis encubierta en hospedadores
paraténicos, principalmente el humano, provocados por la segunda fase del

estado larvario del parasito (Quiroz, 2003).

Es una de las mas importantes enfermedades parasitarias de perros y otros
canidos ya que su distribucion geografica es cosmopolita; en México es el
helminto mas comun (Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2011). Las infecciones
masivas por T. canis provocan molestias abdominales intensas en los cachorros
lactantes, pues los vermes se enmarafian formando nudos, provocando la muerte
por ruptura u obstruccion del intestino. El aspecto de mayor importancia es su
caracter zoondtico, la infeccion en el humano es por la ingestion de huevos
embrionados infectantes. Los nifios pequefios estan especialmente expuestos
cuando juegan con tierra contaminada o cuando tienen contacto corporal estrecho
con perros que llevan adheridos a su pelaje huevos infectantes de Toxocara
(Overgaauw, 1997).

Morfologia

T. canis es un ascarido que se encuentra en el duodeno de canidos jovenes
durante sus primeros tres meses de vida. Tiene coloracién blanquecina, los
machos adultos miden de 4 a 10 cm y las hembras hasta 18 cm de longitud,
presenta tres labios en el extremo anterior y un bulbo esofagico glandular
localizado en la unién del eséfago e intestino, posee aletas cervicales que le dan
aspecto de punta de flecha. Una hembra puede producir hasta 200,000 huevos al
dia, éstos son esféricos, oscuros, de superficie irregular, de 75 a 90 micrémetros
(Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2011; Beck, 2010).



Ciclo bioldgico

El ciclo de T. canis es complejo y varia dependiendo de la edad del hospedador
definitivo y de la posible intervencion de hospedadores paraténicos. Inicia con la
eliminaciéon de huevos en el excremento de cachorros parasitados que bajo
condiciones 6ptimas de humedad, temperatura y oxigeno, desarrolla la larva 2 (L2)
pasiva, la cual es la fase infectante. La infeccion ocurre cuando los perros, los
humanos u otros hospedadores susceptibles ingieren huevos larvados, la eclosion
de las L2 es en el duodeno, ahi la larva atraviesa la pared intestinal (Schacher,
1957, Webster 1958b).

En los cachorros menores de tres meses, las larvas pasan por via linfatica o
sanguinea, a nodos linfaticos o al higado, continian hacia corazén y pulmones, la
mayoria pasa por bronquios, traquea y faringe y es deglutida (Webster, 1958b). La
muda para el tercer estado larvario es en pulmén, traquea y esofago. En el
intestino se realiza la siguiente muda, que da a lugar a la cuarta larva, que crece
hasta convertirse en adulto, copula y de 4 a 5 semanas después los huevos son

eliminados en las heces (Webster, 1958a).

En perros adultos y hospedadores paraténicos, las larvas que llegan a los
pulmones regresan al corazén y se distribuyen a través de la circulacion
sanguinea (migraciéon somatica), llegando principalmente al musculo estriado,
higado, pulmones, rifiones y cerebro donde permanecen en estado de hipobiosis
como larvas somaticas infectantes por afios, hasta que mueren o se calcifican. En
el humano, siendo hospedador paraténico, la migracion somatica incluye la
circulacion de larvas por el torrente sanguineo (Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman,
2011).

En las perras, las larvas somaticas hipobidticas que puedan estar presentes en
sus tejidos, se reactivan y movilizan hacia la placenta y glandula mamaria,
produciéndose de esta forma la infeccién intrauterina de los cachorros,
produciendo infecciones perinatales y ocasionando que la perra se re-infecte con

la materia fecal de sus cachorros, cuando estos nacen, debido a los habitos de
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limpieza. En la perra lactante, la eliminacion de larvas por calostro y leche se inicia
inmediatamente después del parto. Los cachorros continuamente se reinfectan
con las larvas a través de la ingestion de calostro y leche, este modo de infeccion
no implica migracion compleja, pues las larvas se desarrollan directamente hasta

adultos en el intestino (Lloyd et al., 1983).

Las larvas migran a diversos 6rganos,
donde su desarrollo queda suspendido.
Liberacidon de las (Sindromes de LMV, LMO o TE)

larvas en el
intestino

En perras prefadas las larvas
se pueden reactivar y producir
/ infecciones intestinales en

los cachorros

Perros de mas
de 5 semanas
no preriadas)

¢

'8\ Larvas liberadas Circulatorio - Pulmones -

: ; MR - el instastino Arbol bronquial- esofago
' Af
Humanos

\

Adultos en la
luz intestinal
Cachoros de
menos 5 semanas \ 9

‘ Huevos liberados
‘ con las heces

v

Ingestion
de huevos

embrionarios
con larva

Figura 1. Ciclo biolégico de Toxocara canis. Fuente: CDC cdc.gov/dpdx/



Epidemiologia

La toxocariosis es una de las helmintiasis intestinales mas frecuentes de perros
en el mundo y con alta prevalencia, por lo que la mayoria de los perros cachorros
recién nacidos estan infestados con Toxocara canis (Cordero et al., 1999; Quiroz,
2003). La contaminacion se debe a los perros callejeros o caseros que al salir a la
calle y defecar, contaminan un area determinada con huevos o estadios larvarios
de parasitos. Los parques publicos que tienen un acceso sin control de los perros
y los gatos son la fuente importante de infeccion para humanos. Especialmente los
ninos menores de 5 afnos de edad, por sus habitos de juego, se llevan tierra a la
boca de manera accidental, esto aunado a la presencia de cachorros y el contacto
estrecho con ellos, puede llevar a la ingesta de miles de huevos. Otra razén por la
que la prevalencia de T. canis sea tan alta, es su alto poder bidtico (200,000
huevos por hembra por dia), si se considera que un cachorro puede albergar
varias decenas de parasitos, el medio en el que vive puede quedar contaminado
con millones de huevos (Dada et al.,1979; Stewart et al., 1986; Esparza-Lozano,
2004).

Patogenia

En los cachorros, las fases adultas en el intestino se alimentan de contenido
intestinal por lo que compiten con el hospedador por los nutrientes y dependiendo
del numero pueden producir diferentes grados de desnutricion; también provocan
irritacion en la luz intestinal, que genera tanto la disminucion en la absorcion de
nutrientes, asi como diarrea y vomito en algunos cachorros. Ademas ejercen una

accién mecanica en el intestino que obstruye el flujo normal de este érgano.

En los hospedadores paraténicos y accidentales como el humano, la migracién
larvaria tiene un efecto traumatico sobre los 6rganos y tejidos por los cuales estas
larvas transitan, principalmente se afectan el higado, pulmoén, rifidn, muasculo y

cerebro. La presencia de la larva produce ruptura de capilares y alveolos en



pulmones, accién expoliatriz hematofaga, histéfaga y de liquidos tisulares, accion
mecanica por obstruccion de vasos capilares sanguineos y linfaticos, y un efecto
proinflamatorio dado principalmente por los antigenos de excrecion-secrecion de
la larva de T. canis (AgESTc), caracterizado por formacion de granulomas con
inflitrado eosinofilico que ademas contiene neutrdfilos, linfocitos, histocitos

epiteloides y células gigantes (Quiroz, 2003).

Semiologia

Los cachorros con infecciones moderadas o leves no presentan manifestaciones
clinicas aparentes, sin embargo la migracién de larvas en infecciones intensas
pueden provocar signos respiratorios como tos, taquipnea y flujo nasal. Los signos
nerviosos como incoordinacion o convulsiones ocasionalmente observados en
cachorros pueden ser debidos al paso de las larvas por el cerebro (Kassai, 2002;
Quiroz, 2003).

Toxocariosis en humanos

En el humano se han descrito algunas formas de manifestacién clinica, omo el
sindrome de Larva Migrans Visceral (LMV), Larva Migrans Ocular (LMO) y

toxocariosis encubierta (TE).

El cuadro de LMV fue reportado por primera vez en la década de los 50’s cuando
la L2 de T. canis fue encontrada e identificada en los tejidos de varios nifios
(Beaver 1952). Clinicamente, la gravedad de la enfermedad varia segun el numero
de huevos larvados ingeridos, la duracién de la infeccion, la presencia de larvas en
lugares criticos y otros factores aun no entendidos (Beaver et al., 1986). La
mayoria de las infecciones humanas por T. canis cursan asintomaticamente o con

signos muy leves (Bass et al., 1989).

Las lesiones en los érganos pueden ser de tipo agudo o crénico. Los principales

organos afectados son el higado, pulmén y rifdn. Estas lesiones pueden verse
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con o sin la presencia de la larva y esto sugiere la importancia de los productos
antigénicos liberados por la larva en los tejidos. La lesion cronica caracteristica es
el granuloma, en el cual puede verse una gran infiltracion por células
mononucleares, fibroblastos y eosindfilos, asi como la presencia de fibrosis
alrededor de la lesion con trazas de calcificacion en el centro que en algunos

casos puede ser extensa (Parson et al., 1986).

Se han descrito cuentas leucocitarias de 30,000 a 100,000 por mm?® y con una
elevacion de un 50 a 90 % del nivel de eosindfilos con respecto al normal (Limaye
et al, 1990). En casos mas graves se reportan historias de pica, fiebre,
hepatomegalia, hiperglobulinemia y dolor abdominal. La mayoria de los pacientes

se recuperan y solo algunos llegan a morir (Beaver et al., 1986).

La presencia y el dano producido por larvas de T. canis en el ojo caracterizan a la
LMO. Este sindrome fue descrito por primera vez por Wilder en 1950, quien
encontro larvas de T. canis en 24 de 46 pseudogliomas en ojos enucleados por
endoftalmitis con aparente retinoblastoma (Wilder, 1950; Glickman et al., 1979). La
LMO se observa generalmente en ausencia de otros signos y sintomas de LMV,
(Schantz et al., 1979; Glickman, 1987). La invasion de larvas a las estructuras del
ojo produce lesiones de gravedad con pérdida de visién, generalmente unilateral.
En la fase aguda aparecen endoftalmitis y uveitis, y en la crénica, granulomas del
polo posterior con fibrosis; en la mayoria de casos, hay ausencia de otros signos o

sintomas (Magnaval; 2001).

La infeccién por T. canis raramente resulta en enfermedad ocular y sistémica al
mismo tiempo; estas diferencias clinicas y epidemiologicas entre LMV y LMO

pueden estar relacionadas con la dosis ingerida en el organismo (Morales, 1999).

La TE permanece sin diagnosticar frecuentemente pero puede ocurrir
comunmente. Se caracteriza por sintomas y signos no especificos no incluidos
dentro de las categorias LMV, LMO. La TE parece depender en menor grado de la
reaccion local a las larvas de T. canis pero son varios 6rganos incluidos en la

respuesta inmunopatolégica del hospedador. Los érganos predispuestos pueden



diferir en los diferentes individuos y debido a esto la expresion clinica de la TE
varia ampliamente. Se puede presentar compromiso pulmonar como asma,

bronquitis aguda, neumonia, con o sin sindrome de Loeffler (Buijs et al., 1994).

Los pacientes que padecen asma y presentan anticuerpos IgE e IgG anti-Toxocara
son considerados como casos de toxocariosis, también pueden presentarse
afecciones dérmicas como urticaria y prurito, infadenopatia, miositis y sindrome
pseudoreumatico como artralgia y artritis eosinofilica y linfocitica, dolor abdominal,
sindrome de irritacion intestinal, vasculitis sistémica y equimosis (Soliz-Antezana,
2009).

Diagnostico de latoxocariosis

El diagndstico de la toxocariosis canina es relativamente sencillo mediante la
observacion de huevos en heces por medio de técnicas de flotacion y faust y la
expulsion de gusanos con el vomito, y heces. A la necropsia se observan lesiones
en higado, pulmén y rifones; con presencia de nematodos adultos en intestino
delgado. Signos clinicos, acompanados de una eosinofilia intensa, aumento de
lactato deshidrogenasa lactica y transaminasa alcalina en las primeras semanas
de vida (Quiroz, 2003).

En los seres humanos, los signos clinicos y resultados asociados con LMV y LMO
son inespecificos y pueden sefalar otras de causas posibles de infeccidon. Debido
a que las larvas de T. canis no completan su ciclo biolégico en humanos, nunca se
pueden encontrar huevos en las heces, por lo que no es posible dar un
diagndstico por medio de examenes coproparasitoscépicos, ademas, la biopsia
puede no tener éxito o estar contraindicada. Por consiguiente, en la practica el
diagnostico presuntivo puede  basarse en signos clinicos, resultados de
laboratorio, historia de geofagia y convivencia con perros, principalmente
cachorros. En exdmenes de laboratorio se encuentra comunmente leucocitosis

con predominio de eosindfilos. La confirmacion del diagndstico debe realizarse con



la busqueda de anticuerpos especificos en el suero a través de pruebas

seroldgicas (Huntley, 1965).

Para el inmunodiagnodstico se han empleado multiples pruebas que incluyen
fijacion de  complemento, inmunodifusion,  hemoaglutinacién  directa,
inmunofluorescencia, y radioinmunoensayo. Estas pruebas varian en sensibilidad
y especificidad, principalmente por diferencias en el estado del antigeno
parasitario empleado (adulto o larva, somaticos o de excrecion-secrecion), la
definicion del titulo diagnostico y las modificaciones en las técnicas del laboratorio
(Morales, 1999; Glickman, 1981).

Las larvas de T. canis producen una serie de glicoproteinas, que son reconocidas
antigénicamente y se conocen como antigenos de secrecidon-excrecion (AgSETc),
estos antigenos aparentemente varian de acuerdo a las diversas condiciones
fisiologicas del nematodo y forman parte de la envoltura externa del mismo
(Maizels et al., 1984; Page et al, 1992) La mejor eleccion para el serodiagndstico
de las diferentes formas de toxocariosis se basa en el uso inicial de pruebas de
ELISA empleando AgESTc, después de cualquier resultado positivo,

posteriormente, debe ser probado por Western Blot (Magnaval, 1991).

La prueba de ELISA ha sido desarrollada y esta dirigida principalmente para la
deteccion de anticuerpos IgG anti-Toxocara con una sensibilidad que varia entre
80 y 100% y una especificidad del 90-95%. Estos indicadores pueden variar segun
la regidn geografica, en paises tropicales donde existen zonas endémicas de otras
helminitiasis y problemas de poliparasitismo, las reacciones cruzadas suelen ser
mas frecuentes y, por lo tanto, se obtienen falsos positivos con mas frecuencia
(Magnaval y col., 2001; Finstener y col., 2007; Fu, 2014).

La técnica de Western Blot supera a las pruebas utilizadas convencionalmente en
cuanto a sensibilidad y especificidad, ademas permite la realizacion de estudios
seroepidemioldgicos en las diferentes regiones donde esta parasitosis es un
problema de salud publica. Por Western blot se han determinado dos patrones de

AgESTc que son reconocidos por sueros humanos a los que se les llam6é LMW



(Low Molecular Weight, bajo peso molecular) y HMW (High Molecular Weigth, alto
peso molecular), estos grupos fueron correlacionados con una prueba de ELISA
ampliamente usada para el diagnéstico de toxocariasis, resultando el WB una
prueba mas especifica con la que es posible reducir el margen de error del
diagndstico. En el patron de HMW formado por bandas de 200, 147 y 132 kD hay
mayor reaccion cruzada con otros helmintos, mientras que la fraccion LMW
formada por bandas de 24, 28, 30 y 35 kD es mas especifica para el género

Toxocara (Magnaval et al, 1991).

Sin embargo, se ha demostrado que los AQESTc pueden cruzar con antigenos de
otros nematodos como: Anisakis simplex, Taenia solium, Strongyloides sp,
Fasciola hepatica, metacestodo de Echinococcus granulosus, Toxascaris leonina,
Schistosoma sp y Oncocerca sp y dar falsos positivos.(Magnaval et al., 2001;
Perteguer y col., 2003).

La reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase chain reaction, PCR) es una
técnica que permite una rapida seleccion, aislamiento, amplificacién y
secuenciacion de ADN de pequenas cantidades de tejido; un fragmento especifico
de ADN es seleccionado de un genoma complejo y se amplifica enzimaticamente
in vitro, el ADN gendmico de doble cadena es desnaturalizado por calor,
reduciendo posteriormente la temperatura para permitir que los cebadores
especificos se acoplen con sus secuencias complementarias, sobre las hebras
opuestas del ADN, catalizando por una enzima polimerasa; los productos
resultantes son de doble cadena y el procedimiento se repite varias veces. La
secuencia especifica de ADN es replicada por un factor de 2 en cada ciclo,
produciendo una amplificacion enorme del fragmento de ADN especifico original,
que esta disponible para su manipulacién posterior (Kassai, 2002). Es en general
una prueba de mayor sensibilidad y especificidad que las pruebas inmunoldgicas y
ha sido empleada para el diagndstico e identificacion de especies de protozoarios
como: Plasmodium, Leischmania, Toxoplasma (Weiss, 1995) y Trypanosoma
(Desquensnes and Davila, 2002), asi como algunos helmintos como: Trichinella
spiralis (Dupouy-Camet et al., 1991) y Onchocerca vulvulus (Meredith et al., 1991).
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Para la identificacion molecular de T. canis se ha empleado principalmente la
region de espaciador transcrito interno 1y 2 (ITS-1 e ITS-2) del ADN ribosomal,
utilizando técnicas como PCR convencional, PCR-RAPD y RFLP (Chen et al.,
2012). Algunos autores han logrado diferenciar exitosamente T. canis de T. cati 'y
T. leonina utilizando los cebadores Tcan1 y NC2 (Jacobs et al., 1997) o utilizando
los cebadores YY1y NC2 (Lie et al., 2007).

Aunque existen varios trabajos que reportan la identificacion especifica de T.
canis por técnicas moleculares, solo existe en la literatura un reporte de
identificacion molecular del parasito a partir de animales infectados. Boreka et al.
(2008) utilizando PCR convencional detectaron larvas de T. canis en tejido
hepatico de jerbos de Mongolia (Meriones unguiculatus) infectados con 1000
huevos del parasito, sin embargo los autores no reportaron amplificaciones

positivas a partir de otros 6rganos.

El ciclo biolégico de T. canis tiene fases en las que puede ser factible encontrar
larvas en la circulacidon sanguinea u otros liquidos corporales como el humor
acuoso, tomando en cuenta las dificultades antes mencionadas en las técnicas de
diagnostico seroldgico, es interesante explorar la posibilidad de una deteccion
molecular del parasito a partir de muestras sanguineas, lo anterior podria

contribuir al mejoramiento del diagndstico de la toxocariosis.

11



JUSTIFICACION

Debido a que las larvas de T. canis no completan su ciclo de vida en el humano y
otros hospedadores paraténicos, no es posible detectarlas mediante examenes
coproparasitoscopicos. Por lo tanto, para determinar la presencia del parasito, son
indispensables las pruebas de inmunodiagnéstico, como ELISA y Western Blot,
para detectar antigenos de secrecion-excrecion de T. canis. Sin embargo, estas
pruebas no presentan una especificidad y/o sensibilidad suficientes ya que hay

cruce antigénico con otros ascaridos, dando resultados falsos positivos.

La PCR es una técnica de mayor sensibilidad y especificidad, en la que se replica
una secuencia determinada de ADN para definir o diagnosticar la especie de un
organismo. Se ha logrado disefiar cebadores especificos para la secuencia ITS-2
de las especies de ascaridos, asi como de T. canis para poder detectarlos
mediante este procedimiento. Se han realizado estudios en donde ha sido posible
la deteccidn molecular del parasito en algunos tejidos como higado (Boreka et al.,
2008), sin embargo, no en todos los casos es posible el acceso a muestras
tisulares para la deteccion molecular. Las larvas de T. canis pasan por algunos
periodos por la circulacion sanguinea del hospedero paraténico, por lo que su
deteccidn en la sangre podria ser posible. Es por ello que en el presente estudio
se pretende detectar la secuencia de ADN especifico de T. canis en torrente
sanguineo, ya que esta ruta es el medio de transporte de las larvas de T. canis
siguen dentro de cualquier hospedador después de infectarse con ellas, lo anterior

podria ofrecer una herramienta util para el diagndstico.
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HIPOTESIS
Si las larvas de T. canis migran a través de la circulacion sanguinea, entonces es

posible amplificar por PCR un fragmento especifico del ADN de T. canis a partir de

sangre de conejos infectados experimentalmente con el parasito.
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OBJETIVOS

e Estandarizar la técnica de PCR para la amplificacion del segundo
espaciador interno transcrito (2" Internal Transcribed Spacer, ITS-2) de T.

canis.

e Detectar el fragmento de ITS-2 en muestras de sangre de conejos

infectados a con T. canis, obtenida en diferentes tiempos post-inoculacién.
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MATERIAL Y METODOS

Lugar de realizacion

La investigacidon se desarrolld en el laboratorio de Inmunologia y Biologia
Molecular de Parasitos de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la FES-
Cuautitlan, UNAM, campo 4, en el municipio de Cuautitlan Izcalli, Estado de
México. Los conejos fueron alojados en el area de corrales de Posgrado de la

misma Facultad.

Animales experimentales

Se utilizaron 35 conejos machos de la raza Nueva Zelanda de 70 dias de edad
con un peso promedio de 2 kg. Antes del experimento los animales fueron
adaptados a las condiciones experimentales y se mantuvieron en observacion
durante una semana. Cada conejo se coloco en una jaula individual de
aproximadamente 1 X 0.6 m con comedero de tolva y bebedero automatico, el
area de alojamiento se acondicioné con cortinas de plastico y se monitore6
diariamente la temperatura y humedad con un termometro ambiental. Los

animales se mantuvieron con alimento balanceado comercial y agua ad libitum.

Obtencidon de gusanos adultos de T. canis

Se realizaron necropsias a cachorros sacrificados en el antirrabico de Cuautitlan,
México. El intestino delgado fue incidido y fueron recolectados gusanos adultos de
T. canis. Los gusanos obtenidos se depositaron en un recipiente limpio, se lavaron
varias veces con agua, y se colocaron en solucién salina fisiolégica para su
transporte en refrigeracion al laboratorio, en donde fueron identificados vy
guardados hasta su utilizacion.
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Obtencidn y cultivo de huevos de T. canis.

La obtencion y cultivo de los huevos de ascaroideos se realizé modificando el
método de Oshima, (1961). Se procesaron por separado hembras de cada
especie en una caja de Petri con solucion salina, se realizé una incision para
obtener los huevos. Los restos de los parasitos fueron eliminados con un colador
fino, los huevos fueron lavados y resuspendidos en una solucién de formol al 2% e
incubados a temperatura ambiente durante 28 dias. La embrionacion de los

huevos fue monitoreada a partir de los 20 dias.

Disefio experimental

Los conejos fueron divididos en 7 grupos experimentales (n = 5). Cada grupo
experimental fue inoculado por sondeo esofagico con 5000 huevos larvados de T.
canis por conejo. En los dias 1, 3, 5, 10, 20, 30 y 60 post-inoculacion (p.i.) se
sacrificaron humanitariamente los conejos de cada grupo experimental bajo la
norma NOM-033-Z00-1995, se obtuvo por puncion intracardiaca sangre con
anticoagulante y se almacend a -80 °C hasta su utilizacion. Para monitorear la
infeccion de los animales se tomaron muestras de pulmén e higado y se realizaron
digestiones artificiales para la busqueda de larvas, ademas se observaron las
lesiones macroscopicas en los érganos mas afectados. La sangre obtenida fue
procesada por una técnica de Knott modificada para evaluar la concentracién de
larvas de T. canis. De los concentrados obtenidos se extrajo el DNA total para la

realizacion de la PCR.

Monitoreo de la infeccion

A la necropsia se inspeccionaron los érganos abdominales de todos los conejos
para la busqueda de lesiones macroscoépicas. Las muestras de higado y pulmén
colectadas de los conejos del dia 3 p.i. fueron seccionados finamente y colocados

en un tubo de ensaye con una solucion de pepsina al 1% en HCIl al 1% (pH 1.7)
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durante 24 horas, posteriormente los digeridos fueron observados al microscépio

para la deteccion de larvas.

Modificacion y estandarizacion de la técnica de Knott para la
concentracion de larvas de T. canis de la sangre

Se realizaron preparciones de 10, 25, 50 y 100 larvas de T. canis suspendidas en
1 mL de sangre de ovino para estandarizar la prueba. Para la concentracion de
las larvas, se mezclé 1 mL de sangre con larvas con 9 mL de una solucién de KCI
0.075 M y se incub6 durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente la mezcla se
homogeneizé lentamente para favorecer la hemdlisis y se centrifugé a 4000 rpm
por 10 minutos con el objeto de romper membranas eritrociticas y sedimentar las
larvas. El sedimento se lavd tres veces con solucion de KCI hasta obtener un
sobrenadante claro. El sedimento de tres repeticiones se observd bajo un
microscopio de campo claro para el conteo de larvas. Los sedimentos se

procesaron para la extraccion de ADN para las pruebas de PCR.

Extraccion del ADN genémico (ADNg)

El aislamiento del ADNg a partir de gusanos adultos y larvas de T. canis asi como
a los sedimentos obtenidos por la técnica de Knott modificada de las muestras de
sangre de los conejos infectados con T. canis, fue realizado utilizando el kit Wizard
Genomic DNA Purification y siguiendo el protocolo de Boreka et al., (2008) como
se describe: A cada paquete sedimentado inicialmente se le agregd 300 pl de
Solucion de lisis nuclear y 17 ul de proteinasa K, se homogeneizaron y se
incubaron a 56 °C por 10 horas, después a 37 °C por 30 minutos, en bafio maria y
finalmente se dejaron a temperatura ambiente por 5 minutos. Se agregd en cada
muestra 1.5 ul de RNAsa, 100 ul de solucion precipitadora de proteinas y se
homogeneizé por 20 segundos. Las muestras fueron centrifugadas a 16000 rpm
por 4 minutos, la fase liquida se transfirié a otro vial con 600 pl de isopropanol y se
homogeneizé lentamente. Después de una centrifugacion a 16000 rpm por 4
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minutos, la fase liquida fue desechada y al sedimento se homogeneizé en 600 pl
de Etanol al 70%. Las muestras fueron centrifugadas a 16000 rpm por 1 minuto y
se retird la fase liquida dejando el ADN sedimentado. Finalmente el ADN fue
resuspendido en 50 pl de solucién hidratadora de ADN a 63 °C por 1 hora. La
cantidad de ADN fue cuantificada por medio de un nanoespectofotometro (ND-
1000, Nanodrop®).

Estandarizacion de la PCR

La amplificacion de la region del ITS-2 de T. canis fue realizada de acuerdo al
método descrito por Jacobs et al., (1997) y modificado por Borecka et al. (2008)
como se describe: Para la mezcla de reaccion se usaron los siguientes
componentes: Buffer 12.5 pL, Primer YY1 0.5 uL, Primer NC2 0.5 pL, ADN de la
muestra 2 yL y agua libre de nucleasas 8 pL. El ciclo se establecié con las
siguientes condiciones: 98 °C por 30 segundos para desnaturalizacion, 56 °C por
30 segundos para el alineamiento y 74 °C para la extension, por 40 ciclos. En
cada ciclo de PCR se corrié un control negativo, con la mezcla de reaccion sin
ADN y como controles positivos, un tubo con ADN extraido de sedimentos de
sangre mezclada con 25 y 50 larvas de T. canis, y otro tubo con ADN de T. canis
adulto. La regioén ITS-2 fue amplificada a partir de 5 a 10 ng del ADN extraido de
los gusanos adultos o de las muestras de sangre de los conejos infectados
utilizando los cebadores YY1 (frontal) y NC2 (reverso). Los productos de la PCR
fueron separados en geles de agarosa al 2% por 30 minutos y tefidos con

GELRED® (Biotium Labs.), transiluminados y fotografiados para su estudio.

CEBADOR SECUENCIA REFERENCIA

YY1 (frontal) 5-CGGTGAGCTATGCTGGTGTG-3' | Li et al., 2007.

NC2 5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’ Lie et al., 2007; Jacobs et
(Reverso) al., 1997.

Cuadro1. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados para la amplificaciéon
del fragmento ITS-2 de Toxocara canis.
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RESULTADOS

La infeccion con T. canis produjo lesiones (hemorragias petequiales y equimosis)
en pulmones e higado de los conejos (figura 1). Las muestras de pulmén e higado
de todos los conejos infectados fueron positivos a la presencia de larvas de T.

canis en la digestion artificial.

Durante la estandarizacion de la técnica de Knott modificada y PCR, se logré
la sedimentacién y el conteo de larvas de T. canis a partir de sangre de conejos en
todas las concentraciones probadas: 100, 50, 25 y 10 larvas/mL (figura 2). De
estas, los cebadores YY1/NC2 amplificaron productos esperados (330 pb) de las
muestras de 100, 50 y 25 larvas/mL asi como del control positivo de T. canis

adulto (figura 3).

No se obtuvieron amplificados positivos de las muestras de sangre de los
conejos infectados en ningun dia p.i. las cuales fueron probadas siempre junto con
ADN del estandar de 50 larvas/mL y ADN de T. canis adulto como controles

positivos (figura 4).
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Figura 2. Lesiones hemorragicas observadas en el dia 20 post infeccion en
pulmones de conejos infectados con 5000 huevos larvados de Toxocara canis.
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Figura 4. Amplificacidn por PCR del fragmento ITS-2 de Toxocara canis a partir de ADN extraido de
sedimentos obtenidos por técnica modificada de Knott con diferentes concentraciones larvanas. Carril 1:
Marcadores de tamano molecular; Carmnl 2: control negativo; caml 3; 100 larvas de 1. canmisimL; caml 4; 50
larvas de T. canis/mL; carril 5: 25 larvas de T. canis/mL; carril 6: 10 larvas de T. canis'mL; carril 7: ADN de
T. canis adulto.
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Figura 5. Amplificacion por PCR del fragmento ITS-2 de Toxocara canis a partir de muestras (negativas) de
sangre (procesadas por técnica modificada de Knott) de conejos infectados expenmentaimente con [
canis. Carril 1: Marcadores de tamafio molecular; Carril 2: control negative; carril 3. muestra de sangre de
conejo 1; carril 4: - muestra de sangre de conejo 2; carril 5 : muestra de sangre de conejo 3; camil 6:
muesira de sangre de conejo 4; camil 7 muestra de sangre de conejo 5; caml 9. control 30 larvas/mL de
sangre ; carril 10: ADN de T. canis adulto.



DISCUSION

El diagndstico de la toxocariosis en humanos se realiza integrando los
antecedentes del paciente, su informacién clinica y pruebas de laboratorio como
ELISA y Western blot que demuestran de manera indirecta la presencia del
parasito. Algunos autores han descrito secuencias cebadoras para la deteccidn
molecular del fragmento ITS-2 de T. canis (Jacobs et al., 1997; Lie et al., 2007;
Boreka et al., 2008) y se ha logrado la amplificacion de este fragmento a partir de
higado de animales experimentales (Boreka et al., 2008). En este estudio se
estandarizé una técnica para la concentracion de larvas de T. canis presentes en
la sangre y se logro la amplificacion del fragmento ITS-2 del parasito a partir de
larvas adicionadas a sangre, sin embargo no se logré amplificar el fragmento a
partir de sangre de conejos infectados con el parasito, las causas posibles de esto

se discuten mas adelante.

La técnica de Knott se utiliza para la deteccién de microfilarias de Dirofilaria sp. en
sangre, se basa en la lisis de los eritrocitos de la muestra, la fijacion de las larvas
con formalina al 2%, su concentracién por centrifugacion y su visualizacion
adicionando azul de metileno (Kassai, 2002). En el presente estudio se modificd
esta técnica para concentrar larvas de T. canis presentes en la sangre, a
diferencia de la técnica original, no se fijaron las larvas con formalina porque esto
desnaturalizaria el ADN necesario para la deteccion molecular, por lo cual se usé
una solucién hipoténica de KCI (0.075M) para producir la lisis de eritrocitos,
posteriormente se utilizé la centrifugacion para la concentraciéon de larvas y ciclos
de resuspension-centrifugacion para su limpieza. El proceso anterior permitid
obtener un sedimento limpio de proteina contaminante (hemoglobina). Con esta
técnica modificada de Knott, se logré la recuperacion de larvas en muestras de
sangre mezclada con 100 y hasta 10 larvas/mL (figura 2), lo cual indic6 la alta
eficiencia de nuestra técnica para medir la concentracion de larvas de T. canis a

partir de sangre.
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Lie et al. (2007), describieron un par de secuencias cebadoras especificas para el
fragmento ITS-2 de T. canis, logrando diferenciarlo de T. cati, T. malaysiensis y
Toxascaris leonina. En este trabajo se utilizaron estas secuencias para la
deteccion de ADN a partir de larvas y adultos de T. canis y en los sedimentos de
las muestras de sangre mezclada con larvas del parasito. Se obtuvo en todos los
casos un amplificado esperado de 330 pb tal como lo describieron Lie et al.
(2007). Adicionalmente en otro estudio paralelo a este, se probo la especificidad
de dichos cebadores con extractos de Ascaris suum, A. lubricoides y Toxascaris
leonina, no encontrandose amplificados en estas especies (Pérez-Luna, 2012). Lo
anterior hizo patente la utilidad de estos cebadores en la deteccién especifica de
T. canis y demostré que la técnica de Knott no modifica el ADN del parasito

haciendo posible su deteccion.

A partir de los sedimentos obtenidos por la técnica de Knott modificada se logro la
amplificacion del fragmento ITS-2 de T. canis en muestras hasta con 25 larvas/mL
de sangre de conejo, sin embargo no se logré amplificar el fragmento a partir de
las muestras de sangre de los conejos infectados con 5000 huevos larvados de T.
canis. Existe un trabajo en la literatura que reporta la amplificacion de ADN de T.
canis en higado de jerbos infectados con el parasito y reportan una sensibilidad de
hasta 3.5 larvas por gramo de tejido (Borecka et al., 2008), es decir, en una
relacion equivalente (gramos/mililitros), la técnica descrita por Borecka et al.
(2008) es siete veces mas sensible. Pérez-Luna et al., (2014) utilizando los
cebadores YY1/NC2, logré amplificar el fragmento ITS-2 (330 pb) en cerebros de
conejo infectados con T. canis en el dia 30 y 60 p.i. Por otro lado la intensidad de
la infeccion en el modelo utilizado por ellos (jerbo) no fue la misma. Mientras que
en este estudio se infectd con 5000 larvas a conejos en promedio de 2 kg de peso
(2.5 huevos por gramo de peso vivo) ellos infectaron con 1000 huevos jerbos de
aproximadamente 200 gramos (5 huevos por gramo de peso vivo). Por otra parte,
la cantidad de larvas que pueden estar presentes en la sangre es mucho menor
que las que pueden estar presentes en el higado, mientras que Cho et al., (2007)
reportaron hasta 100 larvas en el higado de jerbos con infecciones de 1000
huevos larvados, Manhardt (1980) reporta 0.28 larvas/gramo de sangre de perros
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inyectados (vena cefalica) con 200 mil larvas de T. canis (datos calculados por el
autor del presente estudio). Lo anterior puede ser la principal causa de que no
haya sido posible la deteccidon molecular de larvas en la sangre de conejos
infectados experimentalmente. Estudios en donde se inyecten cantidades
conocidas de larvas directamente en circulacion sanguinea en modelos
experimentales podrian indicar de mejor manera el umbral de deteccion de T.

canis por PCR en la sangre.

Por ultimo, si se considera que los conejos estaban infectados porque se
detectaron larvas de T. canis en pulmén e higado y que en una tesis paralela
(Parral-Sanchez, 2012), usando estos mismos conejos se demostrd la presencia
de anticuerpos especificos antitoxocara. Entonces pese a la propuesta de que la
prueba de PCR puede ser efectiva para el diagnostico de la toxocariosis, se

demostrd que las pruebas inmunoldgicas resultan ser mas sensibles.
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CONCLUSION

Con la técnica de Knott modificada, se logré la recuperacion de larvas de T. canis

en muestras de sangre mezclada con 100 y hasta 10 larvas/mL.

Los cebadores YY1 y NC2 amplificaron especificamente el fragmento ITS-2 de T.
canis a partir de los concentrados de la técnica de Knott asi como de muestras de

larvas y adultos de T. canis.

La técnica de Knott modificada no alteré el ADN del parasito haciendo posible su

deteccion molecular por PCR.

No se logré la deteccidon molecular del fragmento a partir de las muestras de
sangre de los conejos infectados con T. canis quizd debido a una baja

concentracion larvaria.
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