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RESUMEN

DUARTE ROSAS VICTOR MANUEL. Seroprevalencia de Toxoplasma
gondii y factores de riesgo en 3 diferentes sistemas de
produccién en conejos (bajo la direccién de Juan Antonio
Figueroa Castillo, Marisela Juidrez Acevedo y Maria Dolores
Correa Beltréan)

El objetivo del presente trabajo fue determinar la
prevalencia de Toxoplasma gondii en tres granjas de conejo
de 1la raza Nueva Zelanda con diferentes grados de
tecnificacién e identificar los posibles factores de riesgo
asociados. A cada conejo se le extrajo sangre de la vena
marginal de la oreja y por medio del inmunoensayo
enzimatico ELISA se detectaron anticuerpos (IgG) anti T.
gondii. En cada granja se levantdé un informe escrito en
donde se registraron los factores de riesgo que pueden
asociarse con la transmisién de T. gondii. El porcentaje
global de conejos con serologia positiva a T. gondii fue de
26.9 y las granjas I, II y III de 18.7, 39.7, 33.3
respectivamente. En las granjas II y III se registrd la
presencia de gatos y moscas, aparte en la III se da forraje
fresco y en la I solo se encontraron moscas. Los resultados
sugieren que el conejo podria constituir un factor de
riesgo en la salud puiblica en México, por lo tanto se
recomienda cocer perfectamente su carne para el consumo y
en las granjas de produccién manejar las canales con

guantes.



Introduccidn

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular
obligado que se encuentra distribuido a nivel mundial, vy
gue virtualmente puede infectar a todos los mamiferos vy
aves (1,2). La primera descripcién de este pardsito fue
hecha en 1508, por Nicolle y Manceaux citados por Tenter
(3) en higado, bazo y sangre de roedores del norte de
Africa llamados Ctenodactilus gondii.

La importancia de 1la toxoplasmosis es médica vy
veterinaria; ademas de ser una enfermedad abortiva,
disminuye la calidad de wvida en pacientes inmuno-
comprometidos y tiene un gran potencial zoondético; debido a
esto, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS/FAO)
advierte reiteradamente sobre la necesidad de contar con
registros de prevalencia o estudios encaminados a dilucidar
las fuentes de infeccidén y las rutas de transmisidn
horizontal en el humano. Sin embargo, en pocos paises se
realizan monitoreos periédicos en el humano y menos aidn en
los animales domésticos (3,4).

La transmisién de T. gondii ocurre a través de tres
principales vias: (Figura 1)

e Horizontal, por ingestién de ooquistes esporulados que

contaminan los alimentos y el agua.



e Horizontal, por el consumo de tejidos crudos o
insuficientemente cocidos de huéspedes intermediarios
gue contengan quistes.

e Vertical, por la transmisidén de taquizoitos de forma
transplacentaria o en la 1leche materna (5,6,7,
8,9,10,11) .

Otras modalidades potenciales de transmisién incluyen
transfusién de sangre, transplante de o6rganos y saliva
(12,13). También se ha propuesto que las lombrices de
tierra, algunos invertebrados copréfagos, cucarachas vy
moscas pueden servir como medio de transporte mecanico de
los ooquistes (2,13).

Del parasito existen tres etapas infecciosas:
esporozoitos (contenidos en los ooquistes esporulados),
tagquizoitos (etapa de multiplicacién répida) y bradizoitos
(etapa de multiplicacién lenta). Los ooquistes se eliminan
en las heces de los felinos, en tanto que los taquizoitos y
bradizoitos se encuentran en los tejidos (5).

En cuanto al ciclo de vida del parasito este se divide
en dos fases: una enterocepitelial que ocurre en el huésped
definitivo y otra extraintestinal que sucede en muchos

tejidos de los huéspedes intermediarios (5).



Fase enteroepitelial

Esta fase sb6lo se efecta en el huésped definitivo. Se
piensa que la mayoria de los gatos se infectan por medio de
la ingestidén de huéspedes intermediarios infectados con
quistes tisulares. Las enzimas digestivas disuelven la
pared de estos dltimos y de ellos se liberan los
bradizoitos en el estémago y el intestino, los cuales
penetran en las células epiteliales del intestino delgado e
inician los cinco tipos de etapas sexuales predeterminadas
(A-E). Después de un nimero indeterminado de generaciones,
los merozoitos liberados del tipo D 6 E, forman gametocitos
que al diferenciarse originan gametos masculinos
(microgametos) y femeninos (macrogametos). Los microgametos
se liberan, fecundan a los macrogametos y forman wun
ooguiste (5) .

Los oogquistes sin esporular se eliminan en las heces,
son redondos u ovales y miden 10 x 12um. Un gato infectado
puede eliminar méds de 10 millones de ooquistes al medio
externo. Los ooquistes esporulan en 1 a 5 dias, dependiendo
de la temperatura y oxigenacién que reciban. Dentro de
ellos se encuentran dos esporocistos, cada uno con cuatro
esporozoitos, estos Ultimos tienen forma de platano, miden
8 X 2um y pueden sobrevivir en el ooquiste durante muchos

meses, aun bajo condiciones ambientales rigurosas (5).



La totalidad de la fase enteroepitelial en el gato se
puede completar en el transcurso de tres a diez dias
después de ingerir quistes o de 18 a 49 dias si se infecté

con ooquistes esporulados (5).

Fase extraintestinal

El desarrollo extraintestinal de T. gondii es el mismo
en todos los huéspedes. Después de ingerir los ooquistes
esporulados, se desenquistan y liberan a los esporozoitos
en la luz del intestino delgado, donde penetran hacia las
células intestinales incluyendo las de la lamina propia
(5), se dividen por endodiogenia (1,13) y se transforman en
taquizoitos; éstos tienen forma de media luna de 6 x 2um y
se multiplican casi en cualquier célula del cuerpo. Si se
rompen estas células, infectan a otras células; de lo
contrario los taquizoitos se multiplican de manera
intracelular durante un periodo indeterminado y finalmente
se enquistan (5).

Los quistes tisulares crecen dentro de las células y
contienen numerosos bradizoitos, gque se asemejan a los
taquizoitos en cuanto a su estructura excepto que son mas
delgados y el nicleo se encuentra en el extremo posterior
del parédsito. Biolégicamente, los bradizoitos difieren de

los taquizoitos porque pueden sobrevivir al proceso



digestivo en el estémago, en tanto que los udltimos suelen
destruirse (5).

El tamafio de los quistes tisulares varia de 15 a 60 um
y por lo general se ajusta a la forma de 1la célula
parasitada. Los quistes se forman en sistema nervioso,
misculos y &rganos viscerales, y tal vez persistan durante
toda la wvida del huésped. Muchos gatitos gque nacen de
madres infectadas con T. gondii durante la gestacién se
infectan en forma transplacentaria o en la lactancia (2,5).

Los guistes, también se transmiten por consumo de
carne, de huésped intermediario a huésped intermediario.

(1.2,3,5,6,7;8:9,10}.

Toxoplasma gondii en conejos

Splendore, en 1908 describidé por primera vez la
toxoplasmosis en el conejo doméstico (Oryctolagus
cuniculus) (7,14,15,16,17,18) . Posteriormente, Splendore vy
Bourret entre otros autores citados por Roch (19),
reportaron que la toxoplasmosis en conejos se presenta en
grandes epizootias, y gque la infeccién en esta especie
frecuentemente es aguda.

En condiciones experimentales, los conejos mueren de
forma aguda después de ingerir 1,000 ooquistes esporulados

(20) . Entre los signos clinicos registrados se encuentran;



perdida de peso, ataxia, fiebre (41°C), pelaje aspero,
deshidratacién, paralisis de miembros posteriores, tremores
musculares, conjuntivitis, rinitis con descargas
seropurulentas (1,14,16,18,21,22).

De los conejos infectados experimentalmente con T.
gondii por Varela, citado por Roch (19), el 100% muridé en
doce dias. En la necropsia, observaron lesiones de tipo
congestivo con focos hemorragicos en pulmones,
hepatomegalia, esplenomegalia, miocarditis, ulceraciones de
la mucosa del estébmago e intestino y peritonitis. Se
encontraron tagquizoitos y quistes en conjuntiva, cerebro,
pulmones, higado, bazo, corazén y exudado peritoneal, entre
otros o6rganos. Estos hallazgos coinciden en lo general con

los reportados por otros investigadores(12,21,23,24,25,26).

Aunque la infeccidén por T. gondii estid presente en las
granjas cuniculas en muchos paises, la presentacidén clinica
de la enfermedad es muy rara. Los animales seropositivos
alojan quistes en sus tejidos, pero la mayoria estén
clinicamente sanos. No obstante, la fase proliferativa
puede originar un cuadro clinico importante con una elevada
mortalidad, especialmente en conejas gestantes y lactantes

(21) .



Los alimentos como concentrados y forrajes frescos,
contaminados con heces de gato y que contienen ooguistes
esporulados, constituyen la principal fuente de infeccidn
para los conejos (21), aungue también existe 1la via
transplacentaria, a menudo letal para los embriones (1).
Otras formas por las que se puede infectar el conejo son la
presencia de vectores como cucarachas o moscas gque pueden
transportar los ooquistes esporulados, y el consumo de agua

contaminada con heces de gatos. (1,2,16,21)

Los conejos pueden transmitir T. gondii cuando son
comidos por otras especies (1), por esta via, el riesgo de
infeccién para el hombre se considera bajo, debido a que
generalmente la carne de conejo se consume bien cocida y
las formas infectantes no resisten el calor. Sin embargo,
el manejo de carne cruda, sangre y oOrganos de conejos
muertos por toxoplasmosis aguda también son factores de
riesgo para el hombre en las granjas de produccién.
Ishikawa citado por Sroka(14) describié casos de

toxoplasmosis transmitida del conejo al humano.

Para el diagnéstico se han implementado varios
procedimientos inmunolégicos, dentro de ellos la técnica de

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), ha demostrado



gran sensibilidad y especificidad, asi comoc la posibilidad

de analizar muchas muestras en poco tiempo. (27,28)

La seroprevalencia de toxoplasma en los conejos es
variable, en China se reportan del 2.4 al 8.3%, en Alemania
de 53%, en Estados Unidos del 22%, Repiblica Checa de un
53%, en Chile de 13%, en Egipto de 20% y en Francia de 6%
(3,14,15,16,29). Con respecto a México, no se encontraron
datos en la literatura consultada.

Dentro de las medidas de prevencién y control en las
explotaciones de conejos se han sefialado, las medidas
generales de higiene, eliminacién de fauna nociva como
gatos, aves e 1insectos, asi como realizar muestreos
rutinarios y eliminar a los animales positivos (3,18).

Debido a la importancia que tiene Toxoplasma gondii en
los conejos y a que puede ser un reservorio de infeccién
para el humano y otras especies, se consideré pertinente
determinar su prevalencia en conejares con diferentes
grados de tecnificacién e identificar los posibles factores

de riesgo asociados.



Hipotesis
La prevalencia de Toxoplasma gondii <cambia en

diferentes sistemas de produccién.
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Objetivo
Determinar la prevalencia de Toxoplasma gondii en
conejos bajo 3 sistemas de produccién diferentes e

identificar los posibles factores de riesgo asociados.



Material y métodos

El estudio se realizdé con conejos Nueva Zelanda de
tres granjas cuniculas con diferentes grados de
tecnificacién.

En la Granja I perteneciente a la Universidad Autdénoma
Chapingo, ubicada en Texcoco, Edo. de México, el grado de
tecnificacién es alto. Su sistema de produccién es de
bandas, se tiene un macho por cada 35 hembras, se usa
inseminacién artificial, los animales estan divididos por
grupos y las crias resultantes de estos se mandan a engorda
o bien sirven como reemplazos para el siguiente grupo.

La Granja II pertenece al Centro de Ensefianza,
Investigacién y Produccién Avicola (CEIEPA) de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Se ubica en
Tldhuac, D.F., tiene un menor grado de tecnificacidén que el
anterior, su sistema de produccién es de bandas, tiene un
macho por cada 10 hembras y se llega a manejar inseminacidn
artificial, todos divididos por grupos y las «crias
resultantes de éstos se mandan a engorda o bien sirven como
reemplazos para el siguiente grupo, se wusan jaulas
individuales para el pie de cria y en las jaulas de engorda
se meten las crias por camada.

La Granja III es particular, se localizé en San Lucas

el Alto, Puebla. El grado de tecnificacién es bajo. Su



sistema de produccién es con jaulas al descubierto ya gque
no cuenta con una nave, el pie de cria se ubica en jaulas
individuales y en la engorda se llegan a introducir 20 a 25
conejos de diferentes camadas en una jaula.

En la granja I se estudiaron 160 animales de una
poblacidén de 450, mientras que en las granjas II y III se
analizé a todo el pie de cria (n= 103 y n= 48
respectivamente) .

A cada conejo se le extrajo sangre de la vena marginal
de la oreja (30), se dejdé coagular en tubos estériles y
posteriormente se obtuvo el suero por centrifugacidén (1200
rpm/ 10 min); se identificaron las muestras Yy se
almacenaron a -20 C hasta su uso (31).

Se implemerito un inmunoensayo enzimatico (ELISA) para
detectar anticuerpos (IgG) anti T. gondii. El1 suero de 30
conejos nacidos en bioterio (libres de T. gondii) sirvié
como testigo negativo y como testigo positivo se utilizd el
suero de 20 conejos previamente diagnosticados mediante las

técnicas de inmunoelectroforesis y fijacién de complemento.



ELISA para la determinacién de anticuerpos (IgG) contra
Toxoplasma gondii

El antigeno se diluyé (4.5 pg/ml) en solucidn
amortiguadora de carbonatos pH 9.6 (sol.1"). La placa de
poliestireno se sensibilizdé con 100 pl/ pozo de la dilucidn
y se incubd a 4° durante toda la noche. El contenido de los
pozos se vertid y el exceso se secd sobre una gasa. La
placa se lavé 3 veces con 200 pl/pozo de la solucidén salina
de fosfatos (sol.2*) + Tween 20 (amortiguador de lavado
sol.3*) durante 5 min. Los sitios reactivos libres se
bloguearon con cantidad de 200pl de leche descremada al 5%
(sol. 4*) y la placa se incubdé a 37°C durante 30 min. La
placa se lavd con PBS-Tween 20 (sol.3*). Cada uno de los
sueros se diluyé (1/200) en PBS-Tween 20 (sol.3*) y se
agregaron 100ul/pozo. La placa se incubd a 37°C durante 2

horas. Se lavo la placa con PBS-Tween 20 (scl.3*). Se

agregaron 100ul del conjugado anti-IgG de conejo marcado
con peroxidasa diluido (1:500) en la sol. 3* y se incubaron
las placas a 37°C durante 2 horas. La placa se lavdé con
PBS-Tween 20 (sol.3*). Se adicionaron 100pul del substrato
dicloro orto- Phenylendiamina (OPD) diluido en solucién de
citratos (sol. 4%*). Se incubdé en la oscuridad durante 30

min. © antes si reaccionaba el control negativo. La
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reaccién se detuvo agregando 100ul/pozo de acido sulfirico
2N (sol. 5) y se determind la absorbancia en el lector de
ELISA a 490 nm. (31)

Para el criterio de positividad se calculé un punto de
corte (promedio de las absorbancias del grupo negativo + 3
d. estandar) el cual resultd ser de 0.118, por lo que los
sueros cuya absorbancia fue igual o mayor a este punto de

corte se consideraron positivos.

Identificacidén de los posibles factores de riesgo

En cada una de las granjas se realizdé una inspeccién
visual y se levantd un informe escrito. Ademas se aplicd un
cuestionario, donde se registraron los posibles factores de
riesgo que de acuerdo a la literatura puedan asociarse con

la transmisién de T. gondii (anexo I).

Analisis de los datos
Se calculdé el porcentaje de muestras positivas en cada
granja y se compard mediante la prueba de independencia

(ji- cuadrada). (32,33)

" Soluciones en el apéndice
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Resultados

El porcentaje global de conejos con serclogia positiva
a T. gondii fue de 26.9. El mayor porcentaje se observd en
la granja II (39.7), seguido por la granja III (33.3) y la
I (18.7), siendo los tres porcentajes estadisticamente
(P<0.001) diferentes entre si (cuadro 1).

En cuanto a los factores de riesgo, en la granja I
solo se registraron 2 (presencia de moscas y aserrin en el
nido) . En las granjas II y III, se observaron gatos dentro
del predio. En la granja III, ademas de los anteriores se
proporciocna alfalfa verde como alimento y no tienen tapete
sanitario. En las 3 granjas se entierran o incineran los
cadaveres y sus depdsitos de agua estan sellados (cuadro

2
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Discusidén

Los actuales sistemas de produccién de conejo en
jaulas y reiativo confinamiento en el gue se mantienen, no
permiten una alta exposicién a los estadios infectantes de
T. gondii. No obstante, Toxoplasma esta presente en granjas
cuniculas de varios paises. La seroprevalencia global
observada en la presente investigacidén (29.9%), fue mayor a
la reportada en Chile, China, Egipto y Francia pero
inferior a la registrada en Alemania y la Republica Checa
(3,14,15,16,29).

Estas diferencias entre paises y entre las granjas
examinadas en este estudio, pueden explicarse por la
diferente exposicién a factores de riesgo.

De las principales formas de transmisién de T. gondii;
consumo de qguistes, ooquistes, via transplacentaria o
lactogénica (1,21), se descarta que la primera ocurra en
las granjas cuniculas, debido fundamentalmente a que en su
dieta no se incluye carne o derivados (3).

Los gatos tienen un papel protagonista en la
transmisidén, ya que producen ooguistes y los eliminan en
sus heces (21). Dentro de 1las granjas II y III se
observaron gatos, en el almacén del alimento (granja II) o
sobre las jaulas de los conejos (granja III). En .estas

granjas se registraron las seroprevalencias mas altas



(39.7% y 33.3% respectivamente), mientras que en la granja
I donde no entran gatos fue de 18.7%.

La infeccidén por el consumo de ooquistes esporulados
es muy probable, ya que estos son diseminados por el aire,
corrientes de agua, moscas, cucarachas, lombrices e
insectos copréfagos y pueden contaminar el alimento o agua
(L,2,3,5,6,7,8,9,10,11), esto explicaria el alto porcentaje
(47%) de vegetarianos estrictos seropositivos a T. gondii
notificado por Hall(34). Dubey y Beattie (35) senalan
pasturas y granos como fuentes de infeccidén para el ganado
(rumiantes), mientras que Bowie et al. (11), apoyan la
posibilidad de transmisién a través del agua de la red
municipal.

El aserrin o paja utilizada en los nidos de las 3
granjas estudiadas, o la alfalfa que se proporciona en la
granja III, también podrian ser fuente de infeccién, debido
a que su procedencia y manejo antes de ingresar a la granja
es incierta.

Aungque no se pueden precisar, los datos sugieren que
en las granjas II y III existe una fuente de infeccidn
interna (gato) y otra externa (alimento, agua, alfalfa,
paja, aserrin), mientras que en la granja I la fuente de
infeccién es externa. Sin contemplar en ninguna de las

granjas la transmisién transplacentaria o lactogénica.
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Los resultados sugieren que el conejo podria
constituir en México un factor de riesgo en la salud
piblica, por lo tanto se recomienda cocer perfectamente su
carne para el consumo y en las granjas de produccidn
manejar las canales con guantes.

Se concluye que la seroprevalencia de T. gondii en las
granjas estudiadas puedo estar influenciada por la

presencia de gatos, moscas y el material del nido.
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Figura 1. Vias de transmision de T. gondii
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—® Transmisién horizontal por consumo de ooquistes
» Trasmisién horizontal por consumo de guistes
huéspedes intermediarios

» Trasmisién vertical por via trasplacentaria
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Cuadro 1. Porcentaje de conejos con serologia positiva a

Toxoplasma gondii mediante la técnica de ELISA

Granja Total de sueros No. de % de positivos
examinados positivos + error estandar
I 160 30 18.7 * + 0.03
II 78 31 39.7 % + 0.04
ITI 48 16 33.3 ¢ + 0.02
denotan diferencias estadisticamente

Literales distintas
significativas (P< 0.001)
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Cuadro 2. Factores de riesgo

Granja
Presencia de
gatos

Fauna nociva
Material del
nido

Alimento

Medidas de
seguridad
Disposicién
de cadaveres
Deposito de

agua sellado

No

Moscas

Aserrin

Concentrado
de marca

Vado y tapete
sanitario,
control de
personas

Se entierran
o incineran

II

Si

Moscas, aves,

Aserrin

Concentrado
de marca

Vado y tapete

sanitario,

control de

personas

Se entierran
o incineran

Si

I1T
Si
Moscas, aves,

Paja

Alfalfa y
concentrado
de marca
ninguna

Se entierran
o incineran
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ANEXO 1

Cuestionario para el encargado de granja
Instrucciones: marque la respuesta (s) correctal(s).
1.- ¢Entran gatos al predio? a) si____ b) No__

2.- ¢En donde?

3.- ¢(Ha observado actos de canibalismo entre conejos?
a) si b) No

4.- ¢En que grupos?

a) coneja- gazapos b) conejo- conejo
5.- ¢Qué fauna nociva hay en la explotacidn?
a) Aves_ b) cucarachas___ c¢) moscas____ d) roedores
e) gatos
6.- ¢Qué material usan en los nidos?
a) Paja___ b) aserrin c) wviruta
7.- ¢Qué hacen con los cadédveres de los conejos?
a) Incineran _ b) entierran c) composta
d) otro

8.- ¢Qué alimento dan en la granja?

a) Concentrado de marca b) dieta propia

c) alfalfa fresca d) otro
9.- ¢Medidas de bioseguridad son?
a) Vado sanitario b) tapete

c) control de fauna d) ninguna
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REPORTE DE OBSERVACIONES EN LA GRANJA

1.-¢Hay gatos en el predio?

2

5.

La fauna encontrada en la explotacién fue:
El material usado en los nidos es:
El alimento que se da a los conejos es:

Las medidas de seguridad son:

Otras observaciones:
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APENDICE DE SOLUCIONES UTILIZADAS EN LA TECNICA DE ELISA
Solucidén 1. Amortiguador de carbonatos pH 9.6
Pesar 3,18 g de carbonato de sodio mas 5.86 g de
bicarbonato de sodio.
Disolver los carbonatos en 800 ml de agua bidestilada.
Ajustar el pH a 9.6.
Aforar a 1000 ml
Mantener a 4°C
Solucidén 2. Solucidén salina de fosfatos (PBS)
Medir 800ml de agua destilada
Agregar 100 ml de PB 10X y 8,75 g de NaCl
Disolver las sales y ajustar el pH a 7.2
Aforar a 1000 ml con agua bidestilada
Guardar a 4°C
Solucidén 3. Amortiguador de lavado (PBS-Tween 10)
A un litro de PBS, afiadir 500 pl de Tween 20
Guardar a 4°C
Solucién 4 Solucién de bloqueo (leche descremada al 5%)
Pesar 5 g de leche descremada en polvo
Disolver en 100 ml de PBS-twen 20

Guardar a 20°C
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Solucién 5 Solucién de cromégeno/sustratc (ELISA) para
peroxidasa
Pesar 4 mg de orto-fenilendiamina
Afiadir 5 ml de &cido citrico 0.1 M y 5 ml de citrato
de sodio 0,1 M

Adicionar 4pl de agua oxigenada al 30%
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