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Prologo

La pandemia del covid-19, le recordd a la humanidad que
alrededor del 75% de las enfermedades infecciosas y parasitarias son de
origen zoonético, es decir, son transmitidas de los animales al hombre.
Una revisiéon de los agentes infecciosos y parasitarios muestra que
aproximadamente 120 especies de virus, 200 especies bacterianas, 120
especies de hongos y 200 especies de parasitos pueden infectar al hombre
en diferentes regiones geograficas del planeta, por lo tanto, se podria
estimar que de los 640 agentes infecciosos y parasitarios reconocidos que
infectan al hombre, 480 proceden de los animales domésticos y silvestres.

Toxoplasma gondii es un parasito que realiza su ciclo bioldgico
sexual y asexual en los felinos domésticos y silvestres, considerados por
esta razon, los hospederos definitivos, y el resto de los animales de sangre
caliente, incluyendo al hombre, son los hospederos intermediarios, se
pueden infectar y en ellos se realiza el ciclo de reproduccién asexual.

T. gondii, probablemente, es el parasito mas difundido en la
naturaleza y con mayor prevalencia en los humanos, pues cerca de un
tercio de la poblacién, es decir, unos 2.700 millones de personas estan
infectadas en el mundo, con mayores prevalencias entre 60% y 80% en
las regiones tropicales. Por lo anterior, la toxoplasmosis es considerada la
mayor zoonosis que afecta a los humanos.

Los origenes de la toxoplasmosis se remontan a los propios
origenes de los hominidos primitivos, la presencia de T. gondii hasta
ahora se ha verificado en restos humanos de 2000 afios de antigiiedad en
Suréfrica (Rifkin et al., 2020), lo que sugiere que esta zoonosis ya estaba
probablemente presente en el Holoceno, hace 12.000 afios, cuando los
humanos desarrollaron la agricultura y la domesticacion de animales. Sin
embargo, otros autores mediante estudios gendmicos han mostrado que



el Homo sapiens en el Pleistoceno tardio, hace menos de 200.000 afios, ya
era afectado por 25 agentes infecciosos y parasitarios, y que ademas de
bacterias y virus, estaba infectado por nematodos y cestodos intestinales
(Houldcroft & Underdown, 2016). Por lo anterior, no se puede descartar
que en el Pleistoceno el H. sapiens ya estuviera infectado con T. gondii
a partir de ooquistes de felinos selvaticos o bradizoitos en la carne de
hospederos intermediarios. Se espera la confirmacidon de T. gondii y
otros agentes infecciosos y parasitarios en el Pleistoceno mediante las
metodologias que utilizan la paleogendmica, la paleomicrobiologia y
paleoparasitologia.

La relacion pardsito-hospedero del H. sapiens con T. gondii llegd a
un equilibrio, de manera que, en la actualidad, la mayoria de los humanos
infectados son asintomaticos y solo aparece la enfermedad cuando
la persona presenta algun grado de inmunosupresién (bajo algunas
excepciones), originando la toxoplasmosis adquirida o cuando el parasito
es transmitido por via placentaria, dando origen a la toxoplasmosis
congénita.

La toxoplasmosis en humanos puede transcurrir con sindrome
febril, inflamacién de los ganglios, compromiso ocular, con lesiones de
la retina, que pueden comprometer la visién o producir ceguera. En
casos severos, la toxoplasmosis puede producir pericarditis, insuficiencia
ventilatoria e insuficiencia ventricular. En Colombia, Toxoplasma gondii
es la segunda causa mas comun de ceguera congénita y es el principal
agente causal de discapacidad visual en pacientes inmunocompetentes
(de la Torre et al., 2013; de la Torre et al., 2018).

La toxoplasmosis, por ser una enfermedad de origen zoondtico,
no se puede erradicar, porque el origen primario de la infeccién siempre
estara latente en los felinos y animales silvestres. A partir del surgimiento
de vacunas, en el futuro sera posible tener un mayor control de la
infeccién en los animales domésticos y en los humanos. Sin embargo, las
actividades de control son necesarias para disminuir la prevalencia de
la infeccidon humana, entre las cuales se destaca: el debido cuidado de
los gatos domésticos para evitar que se infecten y dispersen el parasito a
través de sus heces, el apropiado tratamiento de las aguas para consumo



humano y animal, el adecuado manejo de los alimentos, en especial las
legumbres, las frutas y las carnes destinadas al consumo humano, para
eliminar las formas del parasito presente en estas fuentes de infeccién.

Actualmente, nuevas enfermedades zoondticas estan emergiendo
como consecuencia de la pérdida de biodiversidad a nivel mundial, efecto
del cambio climatico y la deforestacién, de manera que enfermedades
virales, bacterianas, micdticas y parasitarias estdn pasando desde los
animales silvestres a los animales domésticos y al hombre. Por lo anterior,
se ha planteado un nuevo enfoque denominado “Una sola salud” para
estudiar el control y la vigilancia epidemiolédgica de las enfermedades
comunes a los animales y al hombre, en otras palabras, las zoonosis han
adquirido una especial importancia en la actualidad.

Por consiguiente, este libro recoge los resultados de varios
proyectos de investigacién, desarrollados en el Laboratorio de
Investigaciones en Parasitologia Tropical (LIPT), en la ciudad de Ibagué,
sobre la deteccidon molecular de Toxoplasma gondii en heces de gatos,
como fuente primaria de infeccién, en legumbres, frutas y carnes para
consumo humano, demostrando que las fuentes de infeccion son ubicuas,
siendo necesaria la toma de medidas de control, prevencién y educacién
de las comunidades para evitar la transmisidn del parasito en beneficio
de la salud publica.

13






Introduccion

La toxoplasmosis es considerada una de las infecciones
parasitarias olvidadas dentro de un grupo de cinco enfermedades
parasitarias que han sido blanco de la CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) para la accion en salud publica. En este grupo,
ademds de la toxoplasmosis, se encuentran la enfermedad de Chagas,
la cisticercosis, la toxocariasis y la trichomoniasis (CDC. Parasites
- Neglected Parasitic Infections (NPIs), 2016). La toxoplasmosis es
causada por Toxoplasma gondii (T. gondii), un parasito protozoario
del filo Apicomplexa que infecta a la mayoria de especies de sangre
caliente, incluyendo humanos (Almeria & Dubey, 2021; Centers for
Disease Control and Prevention [CDC], 2020) y, ademas, causa grandes
pérdidas econémicas en el sector pecuario (Ferra et al., 2015).

Los felinos juegan un papel importante en el ciclo de vida y la
epidemiologia de la toxoplasmosis, ya que son los huéspedes definitivos
gue expulsan en las heces ooquistes altamente resistentes a factores
medioambientales, lo que hace que este parasito presente una amplia
distribucidon geografica (Dubey et al., 2004; Pérez-Grisales et al., 2021;
Simon et al., 2017; Yang et al., 2015). La ingesta de alimentos o agua
contaminados con ooquistes esporulados, liberados en las heces de
gatos infectados, es la principal fuente de infeccidén para los animales de
produccion (Almeria & Dubey, 2021; Cruz-Quevedo et al., 2019; Guo et
al.,, 2017; Maharana et al., 2010; Ramos-Valencia & Vasquez-Arteaga,
2017). El humano puede ser infectado por los mismos medios que los
animales de produccién, sumandose a estos el consumo de carne cruda
o mal cocida de animales que contienen quistes tisulares. Es por esto que
el manejo de las cajas de arena para gatos sin la adecuada precaucién y
las cajas de arena en parques para nifios que podrian contener heces de
gatos y, por tanto, ooquistes de T. gondii los cuales pueden ser ingeridos
de manera accidental (Cruz-Quevedo et al., 2019; Dubey et al., 2011;
Simon et al., 2017; Yekkour et al., 2017; Zulpo et al., 2012).
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Se ha demostrado que la infeccién con Toxoplasma gondii es a
menudo mas alta en las zonas del mundo con altitudes mas bajas, que
tienen climas calidos y humedos, logrando llegar hasta un 95% de algunas
poblaciones humanas (CDC, 2018; de Wit et al., 2020; Giraldo-Ospina et
al., 2019). En Colombia, el Instituto Nacional de Salud en 1983 reporté
que el 47,71% de la poblacién general habia tenido contacto con el
parasito, hecho evidenciado mediante la deteccidon de anticuerpos IgG
anti-Toxoplasma, y fue la regién Caribe donde se reportaron los titulos
mas altos del pais. En este mismo estudio, la proporcion de individuos
positivos presentd aumento con la edad, pasando de 32% en los menores
de 10 afios a un 65,3% en adultos de 60 afios, esto se debe a que la
produccidn de este anticuerpo continlda durante toda la vida, una vez
adquirida la infeccién, y a mayor edad mayor posibilidad de infeccién
por la naturaleza tan diversa de las fuentes de contagio de este parasito
(Juliao-Ruiz et al., 1983).

La toxoplasmosis es una causa importante de morbilidad vy
mortalidad en individuos inmunodeprimidos y puede causar graves
problemas de salud en los adultos sanos (Barrios et al., 2012; Cortés
& Aguirre, 2018; Enriquez-Marulanda et al., 2017; Luft et al., 1993;
Montoya & Liesenfeld, 2004). Pese que en el humano la infeccién
crénica sintomdatica solo se desarrolla en un pequefio grupo de
personas, la mayoria presentan un estado latente asintomatico que
aparenta no tener riesgo directo a la salud fisica de su hospedero; sin
embargo, se ha asociado T. gondii a tasas de aumento de trastornos de
comportamiento, incluyendo el homicidio, suicidio y otras violencias
autodirigidas (Lester, 2012; Pedersen et al., 2012), ademads, ha sido
sindicado del aumento en la incidencia de la esquizofrenia y otras
enfermedades neuropsiquidtricas (Fabiani et al., 2013).

También se ha determinado que existe divergencia geografica
en la distribucién de las cepas de Toxoplasma (Morisset et al., 2008) y
gue la toxoplasmosis no es transmitida de persona a persona, excepto
en casos de trasmision de la madre al nifio (congénita o transmision
vertical) y transfusidon de sangre o trasplante de 6rgano. Los humanos
se pueden infectar principalmente por tres rutas de transmisién: I. Agua
o comida contaminada, Il. Animal — humano (zoonética) y lll. Madre a
nifio (congénitos), aparte de estas se pueden presentar casos raros como
accidentes en pruebas experimentales (Almeria & Dubey, 2021; CDC,
2018).
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En Colombia se han desarrollado algunos trabajos como veremos
mas adelante, que permiten el entendimiento de este pardsito en
convivencia con el ser humano y su importancia en la salud publica. En
Ibagué (Tolima), se han desarrollado tres estudios en el Laboratorio de
Investigaciones en Parasitologia Tropical de la Universidad del Tolima
(LIPT), estos fueron la base fundamental para la construccion del presente
documento, en el que se busca no solo concientizar a la comunidad,
sino ofrecer nueva informacidn sobre T. gondii y sus diversas vias de

transmision.
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Capitulo 1
Marco tedrico y antecedentes

1.1. Area de estudio

El departamento del Tolima se encuentra en el corazén de Colombia
y es paso obligado para multiples viajeros, cuya capital es la ciudad de
Ibagué, lugar donde se desarrolld el presente estudio, mas precisamente
en su casco urbano. Dicha ciudad se encuentra a 1.285 metros sobre el
nivel del mar con una temperatura media de 212C.

El drea municipal de Ibagué cubre 1.498 Km?, los cuales se
distribuyen en una zona montafiosa que se extiende por la cordillera
Central y una amplia zona plana conocida como la meseta de Ibagué,
limitada al norte con Anzoategui y Alvarado, al oriente con Piedras
y Coello, al sur con San Luis y Rovira, al occidente con Cajamarca vy los
departamentos de Quindio y Risaralda.

El area urbana esta dividida en 13 comunas (Figura 1) y 445 barrios
(Alcaldia Municipal de Ibagué, 2020). El 2,41% pertenece al area urbanay
97,59% al area rural, el drea rural estd integrada por 19 centros poblados
en 17 corregimientos y 140 veredas (Alcaldia Municipal de Ibagué, 2014,
2016, 2018).
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Figura 1. Area urbana de Ibagué.
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1.2. Toxoplasma gondii (T. gondii)

Han pasado poco mas de 100 anos desde el descubrimiento del
parasito T. gondii en 1908 por Nicolle y Manceaux, que lo encontraron
cuando trabajaban en el norte de Africa, y por Splendore en Brasil (Tenter
et al., 2000; Weiss & Dubey, 2009). T. gondii es un protozoario intracelular
obligado de distribucién mundial, que pertenece al filo Apicomplexa
(Ajzenberg et al., 2005). El nombre del género deriva del griego “toxon”,
que significa “arco”, refiriéndose a la forma de medialuna del organismo
(Figura 2) y la denominacién de especie se origind del nombre del roedor
del norte de Africa, Ctenodactylus gundi, a partir del cual se aislé este
parasito (Tabla 1) (Black & Boothroyd, 2000). Su identificacion fue seguida
rdpidamente por su reconocimiento como patégeno humano (Weiss &
Dubey, 2009).
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Figura 2. Organelos de Toxoplasma gondii.
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Tabla 1. Taxonomia de Toxoplasma gondii.

Dominio

Eucariota
Reino Protista
Super grupo SAR o Harosa
Super filo Alveolata
Filo Apicomplexa
Clase Sporozoasida
Subclase Coccidiasina
Orden Eimeriorina
Familia Toxoplasmatidae
Género Toxoplasma
Especie Toxoplasma gondii

(Nicolle & Manceaux, 1908)

Fuente: Los autores, basados en Adl & Needs Authors (2013) y Bahia-Olivera, Gdmez-Marin
& Shapiro (2017).



1.2.1. Formas de Toxoplasma gondii

T. gondii presenta tres formas caracteristicas conocidas como oo-
quiste, taquizoito y bradizoito (Figura 3).

Figura 3. Formas de T. gondii.

%%

Ooquiste sin esporular Ooquiste esporulado

Quiste tisular con bradizoitos Taquizoito

Fuente: Los autores, basados en Robert-Gangneux & Dardé (2012).

1.2.1.1. Ooquiste. Se encuentran en las heces de los gatos, tiene
forma esferoide, midiendo de 11-15 um por 9-11 um (Diaz et al., 2010).
Durante la infeccién aguda, varios millones de ooquistes se eliminan en
las heces de los gatos durante 7-21 dias después de una infeccién primaria
de los animales. La gran resistencia de la pared del ooquiste permite al
pardsito sobrevivir mds de un afio en el suelo cuando las condiciones
de humedad y temperatura (4-37°C) son favorables (Maleki et al., 2021;
Martin-Hernandez & Garcia-lzquierdo, 2003).

1.2.1.2. Esporozoito. La esporulacion de los ooquistes se produce
en el medioambiente durante los préximos 1y 5 dias o hasta 21, depen-
diendo de la aireacién y la temperatura, momento en el cual se vuelve
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infeccioso; cada ooquiste lleva en su interior dos esporoquistes y estos, a
su vez, cuentan con cuatro esporozoitos (Dubey & Lappin, 1998; Grandia
et al., 2013). Los esporozoitos miden 2 por 6-8 um con un nucleo subter-
minal y presentan abundantes micronemas, roptrias, granulos de amilo-
pectina y lipidos (Grandia et al., 2013; Jones & Dubey, 2010).

1.2.1.3. Taquizoito. Presentan entre 2-4um de ancho y 4-8 um
de largo, se trata de la forma diseminativa del pardsito capaz de invadir
cualquier tipo de célula de vertebrados, se multiplican por repetidas
endodiogenias dentro de la célula, que es un tipo de division especializada
en la cual se da lugar a dos células hijas dentro de su madre, y asi
sucesivamente hasta ocuparla, cuando la acumulacién es entre 64 y 128
taquizoitos la célula se lisa, liberando los taquizoitos que pueden invadir
otras células (Diaz et al., 2010; Robert-Gangneux & Dardé, 2012).

1.2.1.4. Bradizoito. Son morfolégicamente muy similares a los
taquizoitos, pero de replicacién mas lenta, formas que aparecen de 7
a 10 dias después de la infeccidn, se caracterizan por tener forma de
coma y estan rodeados de una verdadera membrana formando un
quiste, que parasitan diferentes tejidos del organismo, siendo el estado
letargico o inactivo en huéspedes inmunocompetentes, estas formas
de bradizoitos latentes estdn rodeadas por una pared de quistes rica
en carbohidratos dentro de la vacuola parasitéfora (Diaz et al., 2010;
Weiss & Dubey, 2009). Los quistes pequefios (jovenes) miden 5 um de
didmetro y contienen solo dos bradizoitos, y los quistes grandes (viejos)
contienen cientos de bradizoitos en su interior (Diaz et al., 2010).

1.2.2. Ciclo de vida

T. gondii posee un ciclo de vida tipico de parasitos coccidios que
viven en los tejidos, con fase sexual y asexual (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de vida de T. gondii.
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T. gondii se caracteriza por ser un organismo heteroxeno, es decir,
que su ciclo biolégico se puede desarrollar en dos o mds huéspedes,
ampliando su oportunidad de infeccion, lo que confiere su capacidad
de estar en diversos lugares del mundo, T. gondii presenta dos tipos
de reproduccién; sexual en su huésped definitivo y asexual en sus
huéspedes secundarios (Botero & Restrepo, 2012). Se debe agregar que
su ciclo bioldgico comprende tres fases: la enteroepitelial (en hospederos
definitivos), la extraintestinal (en hospederos intermediarios y definitivos)
y la esporogodnica, que ocurre en el medioambiente (Webster, 2010).

1.2.2.1. Fase sexual. Se produce exclusivamente en el huésped
definitivo, en este caso los miembros de la familia Felidae, se han
reportado cerca de 19 especies entre los géneros Felis, Oncifelis, Lynx,
Acinonyx y Panthera (Dubey, 20093; Igreja et al., 2021; Su et al., 2003); sin
embargo, T. gondii se encuentra ampliamente distribuido en Felis catus
Linnaeus, 1758 (gato comun). La fase sexual ocurre en el intestino de este,
dando como resultado la produccién de ooquistes que posteriormente
seran excretados al medio (Awobode et al., 2020; Grandia et al., 2013).
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Los felinos pueden llegar a ingerir de cualquier forma del parasito
y, asi, dentro de su intestino, se diferencian en microgametos masculinos
y macrogametos femeninos, cuya fecundacion da origen a la formacién de
un ooquiste diploide y no esporulado, que se elimina con las deyecciones
después de la formacion de una capa protectora (Dubey et al., 2004;
Martin-Herndndez & Garcia-lzquierdo, 2003).

Cuando un animal susceptible a la infeccion ingiere ooquistes
esporulados, los esporozoitos penetran en el revestimiento intestinal, se
vuelven taquizoitos y se establece una infeccién. Se ha demostrado que F.
catus puede actuar como hospedero intermediario, es decir, T. gondii puede
desarrollar tanto su ciclo sexual como el asexual en el gato comun (Maharana
et al., 2010; Montoya & Liesenfeld, 2004; Zamora-Vélez et al., 2020).

1.2.2.2. Fase asexual. Se lleva a cabo en hospederos
intermediarios donde se producen invasiones extraintestinales;
consiste en dos etapas distintas de crecimiento, dependiendo de si la
infeccion es en la fase aguda o crdnica. La etapa taquizoito implica el
rapido crecimiento de forma del pardsito que se encuentra en la fase
aguda de la toxoplasmosis, en esta fase se desarrolla un ciclo litico que
se diferencia en cinco pasos: unidn, invasién, formacidn de vacuolas,
replicacién y salida (Blader et al., 2016); entran en todas las células
nucleadas por penetracién activa y forman una vacuola citoplasmica,
después de la replicacidn repetida con un tiempo de generacién
de 6 a 8 h (in vitro) salen de la célula a infectar las células vecinas;
generalmente, después de 64 a 128 parasitos acumulados, las células
del huésped se rompen y los taquizoitos se diseminan a través del torrente
sanguineo e infectan muchos tejidos, incluidos el SNC, los ojos, el musculo
esquelético y cardiaco, y la placenta (Montoya & Liesenfeld, 2004; Radke &
White, 1998; Smith, 1995).

En el animal infectado, los taquizoitos se transforman en
bradizoitos bajo la presién de la respuesta inmune, formando
quistes tisulares; los quistes tisulares contienen cientos y miles de
bradizoitos y se forman dentro de las células del huésped, se encuentran
predominantemente en el sistema nervioso central y el tejido muscular,
donde pueden residir durante toda la vida del anfitrién. Los bradizoitos
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pueden liberarse a partir de quistes, transformarse nuevamente en
taquizoitos y provocar el recrudecimiento de la infeccién en pacientes
inmunocomprometidos (Black & Boothroyd, 2000; Kim, 2015; Weiss
& Dubey, 2009).

La reproduccion asexual se produce en una variedad de huéspedes
intermediarios y, por esto, es considerado el patégeno zoondtico mds
extendido en el mundo, ya que puede infectar practicamente a todas las
especies de animales de sangre caliente, incluyendo animales salvajes,
animales de la industria agropecuaria, mamiferos marinos y el humano
(Almeria & Dubey, 2021; Black & Boothroyd, 2000; Camossi et al., 2011;
Dubey, 2009b; Ferra et al., 2015; Maharana et al., 2010; Weiss & Dubey,
2009; Zrelli et al., 2021). Es considerado como uno de los patdgenos
eucariotas mas exitosos en cuanto al nimero de especies que sirven de
huésped y el porcentaje de animales que infecta alrededor del mundo (Su
et al., 2010).

1.3. Latoxoplasmosis

Es una zoonosis ampliamente distribuida que transcurre con
sintomas clinicos leves, no especificos, en la mayoria de los pacientes
humanosyanimales (Restrepo-Isaza, 2007).Se hadicho que esresponsable
de la pérdida de la visidon en al menos un 1% en el mundo y en Suramérica
hasta un 10% de las personas infectadas (Gomez-Marin et al., 2018), con
alta morbilidad de fetos y pacientes inmunosuprimidos; ademas de lo
anterior, ha ocasionado graves pérdidas econdmicas y productivas en el
sector agropecuario, debido a que puede ocasionar aborto espontaneo,
la reanudacion o la retencidn de la placenta, el nacimiento inanimado y el
nacimiento de jévenes débiles y demacrados en ovejas, cabras y cerdos
(Camossi et al., 2011; Ferra et al., 2015; Maharana et al., 2010; Meireles
et al., 2004; Zrelli et al., 2021).

1.3.1. Formas de transmision

Dependiendo de la forma en que se transmite esta puede ser
horizontal o vertical.
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1.3.1.1. Toxoplasmosis por transmision horizontal. Clasicamente,
el consumo de carne poco cocida se ha atribuido como el principal factor
de riesgo para la adquisiciéon de toxoplasmosis de manera horizontal,
debido a que en las carnes T. gondii se presenta en quistes tisulares que
contienen bradizoitosresistentesen ciertogradoaenzimasdigestivascomo
tripsinas y pepsinas (Almeria & Dubey, 2021; Lépez et al., 2005; Tenter et
al., 2000), ademas de lo anterior, se ha detectado la presencia de T. gondii
en leche de animales como ovejas, cabras y vacas (Camossi et al., 2011;
Jones & Dubey, 2012; Tenter et al., 2000). Por otra parte, los ooquistes
eliminados en las heces de gatos contaminan el medioambiente y estos
tienen una gran probabilidad de ser ingeridos junto con el agua o los
alimentos crudos, lo que representa una fuente de infeccidén para los
animales de sangre caliente (Awobode et al., 2020; Maleki et al., 2021;
Silva et al., 2014; Slifko et al., 2000; Weiss & Dubey, 2009; Wit et al.,
2020).

1.3.1.2. Toxoplasmosis transmision vertical. Se da por el paso
de los taquizoitos via transplacentaria, de la madre a su hijo durante el
embarazo, en esta, los taquizoitos son capaces de llegar al feto y ocasionar
danos en diferentes tejidos de diverso nivel, dependiendo del estado del
desarrollo en el cual se encuentre el feto (Tenter et al., 2000; Wang et al.,
2011).

1.3.2. Fuentes de transmision

La toxoplasmosis transmitida por alimentos (Almeria & Dubey,
2021; Luna et al., 2019), se considera una enfermedad parasitaria grave,
esta puede causar hasta el 20% de la carga de morbilidad de transmision
alimentaria y afecta a mas de 1 millén de personas cada aifo (OMS, 2012).
Veamos las diversas fuentes de transmision de T. gondii (Figura 5).

1.3.2.1. Consumo de carnes mal cocidas. Cualquier carne de
animales de sangre caliente se ha considerado una fuente importante
de infeccidén por T. gondii, puesto que tradicionalmente el consumo de
carne ha acompafiado la formacién de las civilizaciones en el mundo,
un ejemplo de ello, es que, en paises occidentales, el riesgo asociado
con el tipo de carne (cordero, cerdo y res, etc.) varia entre los paises
segun los hdabitos alimenticios (Robert-Gangneux & Dardé, 2012). En
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un estudio multicéntrico en Europa, se estimd que el consumo de carne
era responsable del 30 al 63% de los casos de infeccidn, mientras que
el contacto con el suelo representaba del 6 al 17% de los casos (Cook,
2000). Es importante resaltar que los quistes de tejido permanecen
infecciosos en canales refrigeradas (1 °C a 6 °C) o carne picada por hasta
tres semanas (Robert-Gangneux & Dardé, 2012).

El consumo de carne cruda o mal cocida ha sido un factor de riesgo
relevante (Almeria & Dubey, 2021; Lopez et al., 2005). En Colombia un
estudio realizado en la region del Eje cafetero demostré que el 53 % de
las muestras obtenidas fueron positivas para T. gondii, con predominio de
la carne de cerdo en Manizales (70 %), de la carne de bovinos (80 %) en
Armeniay de la carne de pollo (80 %) en Pereira (Lora-Suarez et al., 2007).
El factor de riesgo se ha asociado a la forma en que se crien los animales
para consumo y el contacto con felinos y redores (Ortega-Pacheco et al.,
2011). En consecuencia, la ausencia de adecuadas condiciones de higiene
en el sitio de sacrificio, de mantenimiento y crianza de los animales de
consumo humano genera la presencia del parasito en las carnes (Lora-
Sudrez et al., 2007). Otros alimentos, incluyendo la leche, pueden ser
una posible fuente de transmision al humano, debido a que se han
vinculado brotes de toxoplasmosis al consumo de leche cruda, como se
ha evidenciado en California (Sacks, 1982).

1.3.2.2. Frutasy hortalizas. También se consideran una fuente de
infeccidn para contraer toxoplasmosis, considerando que estas pueden
contaminarse con T. gondii en diferentes puntos de su produccién y ser
fuente de transmision al ser consumidas, mas aln no se conoce la eficacia
de la eliminacién de ooquistes mediante el lavado (Kniel et al., 2002). Un
ejemplo de ello es que personas con dieta vegetariana llegan a contraer
toxoplasmosis, infiriendo que la contaminacion de aguas u hortalizas por
ooquistes, o la manipulacién de tierra o plantas que estén en contacto con
excrementos de gato, pueden acarrear la contaminacion de los alimentos
crudos (Marques et al., 2020; Petersen et al., 2010; Rivera & Garcia,
2017). También experimentalmente, la textura de las frutas o verduras se
involucra en la fijacidén de los ooquistes de T. gondii, pueden adherirse a
las bayas, especialmente a las frambuesas (Kniel et al., 2002).
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1.3.2.3. Heces de felinos. Sin lugar a duda los felinos juegan un
papel importante dentro de todo el ciclo de transmisidn de la T. gondii;
puesto que los gatos infectados constituyen una de las fuentes de infeccion
mas cercana a los seres humanos, debido a que los gatos domésticos
coexisten en una estrecha asociacidn con la mayoria de los asentamientos
humanos en todo el mundo a través del tiempo (Liberg et al., 2000), y tanto
los gatos domésticos como silvestres contribuyen a la carga ambiental de
estos organismos, depositando sus ooquistes en diversos lugares (de Wit
et al., 2020; Dubey, 2009a) . Los felinos pueden llegar a eliminar millones
de ooquistes en sus heces, provocando que sea el principal eslabén de
la cadena epidemiolégica (Maleki et al., 2021; Pappas et al., 2009). Se
ha demostrado también, que hay un riesgo de seroconversion elevado en
los gatos, cuando hay predominio de gatos jévenes; de igual forma, se han
visto tasas seroldgicas mas altas en los gatos salvajes y en aquellos que vagan
libremente, que aquellos que conviven como mascotas (Jones & Dubey,
2012; Pérez et al., 2011; Silva et al., 2014; Weiss & Dubey, 2009). Acorde
con lo anterior, varias investigaciones concluyen que evitar que los gatos
deambulen libremente podria prevenir las infecciones por T. gondii al reducir
la contaminacién ambiental con este patégeno zoondtico (de Wit et al., 2020).

Existen diversos métodos para detectar la presencia de T. gondii
en heces de felinos, pero cada una tiene diversos niveles de sensibilidad,
como lo demuestra un estudio realizado en 2020, donde, la microscopia
detectd 7/200 (3,5%) ooquistes que se consideraron similares a T. gondii,
mientras por técnicas moleculares para detectar los genes B1y REP se
encontrd 17/200 (8,5%) muestras positivas para T. gondii, ademas, todas
las muestras que fueron microscépicamente positivas para ooquistes
similares a T. gondii también mostraron ser positivas por los genes Bl y
REP (Nasiru-Wana et al., 2020). Lo anterior confirma la importancia de
utilizar técnicas moleculares en el diagndstico del parasito (Igreja et al.,
2021).

1.3.2.4. Contaminacion del agua. La principal fuente de infecciéon
para los animales de produccion es a través de la ingesta de alimentos
0 agua contaminados con ooquistes esporulados, liberados en las
heces de gatos infectados (Pérez et al., 2011). Los ooquistes pueden
permanecer viables durante largos periodos de tiempo en el agua y
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pueden resistir la congelacidon y las temperaturas moderadamente
altas del agua; por otro lado, los quistes no son eliminados por los
tratamientos quimicos y fisicos que se aplican actualmente en las plantas
de potabilizacién (Bahia-Oliveira et al.,, 2003; Bahia-Olivera et al., 2017).

En un estudio realizado en Polonia, utilizando métodos
moleculares, Adamska en 2018 encontrdé que de 36 cuerpos de agua
superficiales naturales, 7 de estos presentaron T. gondii (19,4%). A su vez,
Sroka et al. (2006) por medio de exdmenes microscépicos y de PCR de
114 muestras de agua rurales, encontraron T. gondii en 15 (13,2%) y 31
(27,2%) de las muestras respectivamente.

En Colombia (Sincelejo, Sucre), un estudio de aguas reporta una
prevalencia del 58,6% de T. gondii, en las muestras evaluadas (Campo-
Portacio et al., 2021). Lo cual soporta lo reportado previamente por
Lépez et al. (2005), donde se asocidé un mayor riesgo de adquirir T. gondii
al consumir agua de grifo.

Ademas de lo anterior, se han encontrado reportes de animales
Marinosinfectados por T. gondii, mostrando la persistencia de este parasito
en multiples espacios y a largo plazo, incluso en diversos alimentos como
mariscos (Shapiro et al., 2019).

1.3.2.5. Contaminacidn del suelo. Entre otros factores que se
han postulado como riesgo de infeccidn de T. gondii estd el suelo, pues en
bajos niveles socioecondmicos, las malas condiciones sanitarias, contacto
con suelos y ocupaciones como la jardineria se han relacionado con la
infeccién con T. gondii; hay estudios como los realizados en Europa de
caracter multicéntrico, donde se hallo que del 6 al 17% de las infecciones
primarias en humanos se atribuyen a este factor de riesgo (Cook, 2000). Un
estudio de EE. UU. mostré que la deteccidon de anticuerpos contra T. gondii
fue dos veces mayor en una poblacién con una exposicién comun al suelo
contaminado (Patitucci et al., 2006); otro realizado en Polonia arrojé que
de 101 muestras de suelo de diferentes sitios se hallé ADN de T. gondii en 18
muestras (17,8%) (Lass et al., 2009).
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Se debe agregar también que, el riesgo de adquirir la infeccidn
después del contacto o ingestién de suelo es particularmente alto para
infantes, como es el caso de un estudio realizado en Brasil, donde se
aislaron ooquistes en hasta el 32% de los patios escolares (Santos et
al., 2010).

1.3.2.6. Trasplante de drganos. Los taquizoitos pueden invadir gran
parte de células nucleadas y generar quistes que se pueden encontrar en
practicamente cualquier érgano, por lo tanto, el trasplante de érganos sélidos
(SOT) llega a causar la transmision de toxoplasmosis a través de érganos que
contienen quistes desde un donante que adquirio la infeccidn en el pasado
y ciertos dérganos tienen mas probabilidades de albergar quistes que otros
(Gémez, 2004). También se han reportado casos de toxoplasmosis transmitida
por transfusiones de sangre o leucocitos y por accidentes del personal
que labora en los laboratorios (Montoya & Liesenfeld, 2004). También se
ha demostrado la presencia de T. gondii hasta en un 19,66% de donantes
positivos para el anticuerpo IgG de este protozoo (Stephen et al., 2017).

Figura 5. Fuentes de transmision de T. gondii para el humano.
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1.3.3. Sintomatologia de la toxoplasmosis

La infeccion transcurre en la mayoria de los casos en forma
asintomatica, solo entre 10 y 20 % de los casos son sintomaticos durante
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una infeccidén, sus principales sintomas incluyen fiebre, dolor de cabeza,
mialgia, cuello rigido, dolor en los ojos, dolor de garganta, linfadenitis,
coriorretinitis y raramente miocarditis o miositis (Dubey, 2009a; Hill
& Dubey, 2002; Montoya & Liesenfeld, 2004; Restrepo-lsaza, 2007).
Sin embargo, diferentes pacientes presentan diferentes sintomas vy
afectaciones, como mostraremos a continuacion:

1.3.3.1. En el feto (toxoplasmosis congénita). Las lesiones
ocasionadas por la enfermedad al feto varian dependiendo del momento
en el cual se da lainfeccidn, pudiendo ir desde bajo coeficiente intelectual,
retinocoroiditis, hidrocefalia, calcificacién intracerebral, aspecto de nifio
prematuro, hepatoesplenomegalia, ictericia, neumonitis, miocarditis
y otros; hasta aborto espontaneo y muerte del neonato. Una infeccién
temprana durante el embarazo implica el desarrollo de dafios mas severos
al feto (Hernandez-Cortazar, Acosta-Viana, Guzman-Marin et al., 2016b;
Tenter et al., 2000; Wang et al., 2011).

1.3.3.2. Enpersonasinmunocompetentes. Lainmunidad controla
la infeccidn inicial y el pardsito permanece en las células formando los
quistes tisulares y alli permanecen indefinidamente, sin embargo, hay
reportes de toxoplasmosis en pacientesinmunocompetentes como el caso
de una mujer de 59 aios, la cual presentaba neumonia no especificada y,
bajo un estudio de mayor profundidad, se encontrd que presentaba quistes
de T. gondii en sus pulmones (Shen et al., 2015) o el caso de un joven de
15 afios con sindrome nefrdtico (Barrios et al., 2012). Para Colombia se
ha reportado el caso de una mujer en el departamento del Chocd, de
72 afios e inmunocompetente, que presentd una toxoplasmosis aguda
diseminada fatal (Cortés & Aguirre, 2018). Ademas de esto, T. gondii se
ha asociado a el aumento en tasas de trastornos de comportamiento
humano como: aumento en la incidencia del alzhéimer, la esquizofrenia
y otras enfermedades neuropsiquidtricas (Fabiani et al., 2013; Torres et
al., 2018), el homicidio, suicidio y otras violencias autodirigidas (Lester,
2012; Pedersen et al., 2012).

13.3.3. En pacientes inmunodeficientes. En esta categoria se
incluyen personas con SIDA, pacientes con trasplante de oérganos,
inmunodeficiencias primarias, enfermedades malignas de tipo
hematoldgico, especialmente enfermedad de Hodgkin y otros linfomas,
pacientes querecibenterapiainmunosupresora, corticosteroides o drogas
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citotoxicas. Se ha encontrado que T. gondii afecta principalmente los ojos,
el corazdn, el higado, los ganglios linfaticos, los pulmones y otros érganos,
pero la complicacion mds frecuente y severa es la encefalitis (Restrepo-
Isaza, 2007; Shen et al., 2015). Una situacion epidemioldgica importante es
que cerca del 20% de los pacientes que presentan toxoplasmosis ocular
pueden quedar ciegos (Kijlstra & Jongert, 2009). Asi mismo, se debe
agregar que es la segunda causa mas comun de ceguera congénita (de la
Torre et al., 2013) y es el principal agente causal de uveitis posterior y
retinocoroiditis, afecta de igual forma a hombres y mujeres, ademas, en
el mundo es la mayor causa de coriorretinitis (de la Torre et al., 2018).

1.4. Genotipos de Toxoplasma gondii

Howe y Sibley (1995) propusieron que los aislamientos de T. gondii
pueden agruparse en tres tipos (1, I, 1) basandose en el polimorfismo del
ADN de locus simple detectados por PCR-RFLP, y que la mayoria de las
cepas eran clonales, es decir, que T. gondii presentaba una estructura de
poblacién clonal con baja diversidad genética, ademas que el tipo | es el
mas letal para ratones, y que el Il y Il son menos patogénicos (Derouin et
al., 1997; Howe & Sibley, 1995; Morisset et al., 2008; Sibley et al., 2002).
Para Colombia, en la revision de Cafién-Franco, Lépez-Orozco, Gémez-
Marin & Dubey (2014) mencionan que de 10 aislados de T. gondii el 80%
correspondian al genotipo .

Recientes estudios, usando polimorfismos por microsatélites
detectados por PCR multiplex y multilocus PCR-RFLP, han revelado algunos
linajes atipicos (Ajzenberg et al., 2002, 2009; Cafidn-Franco et al., 2014;
Su et al., 2006). Por lo que, en la actualidad se establece que la tipificacién
de tres linajes clonales no es suficiente, debido a que se ha encontrado
una naturaleza polimérfica de las cepas, especialmente en la region de
Sudamérica (Cafidn-Franco et al., 2014; Pfaff et al., 2014).

Shwab et al. (2014) reportan 189 genotipos diferentes alrededor
del mundo, de los cuales solo unos pocos genotipos dominan en el
hemisferio norte, mientras que cientos de genotipos coexisten y unos
pocos tienen una frecuencia relativamente mas alta en el hemisferio sur
(Tabla 2).
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Tabla 2. Numero de genotipos detectados por Shwab et al. (2014).

. - ‘. . Norte- Centro/ Sur

Regiones geograficas Africa Asia Europa américa de América
Numero de aislados 141 102 64 501 646
Genotipos no compartidos 13 10 9 40 156

con otras regiones

Fuente: Adaptado de Shwab et al. (2014).

Shwab et al. (2014) mencionan que Africa comparte 5 genotipos
con Asia, 5 con Europa, 4 con Norteamérica y 5 con centro/sur de América;
Asia comparte 5 genotipos con Europa, 6 con Norteamérica y 8 con
centro/sur de América; Europa comparte 6 genotipos con Norteamérica y
6 con centro/sur de América; y Norteamérica comparte 17 genotipos con
centro/sur de América.

1.5. Metodologias de deteccion de T. gondii

Existen diversas técnicas que permiten la deteccién del parasito en
diversos individuos, segun el objetivo y sujeto de estudio, algunas se basan
en la deteccién del ADN del pardsito y otras no, veamos a continuacion
algunas de las mas usadas.

1.5.1. Meétodos tradicionales de deteccion (no basados en ADN)

Tres metodologias principales sobresalen en la literatura que no
usan el ADN del pardsito para determinar su presencia, como son: la
deteccién microscdpica, el bioensayo y las diferentes pruebas seroldgicas.

1.5.1.1. Microscopia. Esta técnica se trata de la visualizacion
de muestra coprolégica o de tejido al microscopio. Si la muestra es de
excretas de gato pueden encontrarse ooquistes; si se trata de tejido
infectado puede presentar bradizoitos o taquizoitos, esta se vale de
tinciones con Hematoxilina y Eosina (HE), acido peryddico de Schiff (PAS)
y azul de Alcidn (AB) que permiten un mejor contraste y, por tanto, mejor
deteccion (Black & Boothroyd, 2000; da Silva et al., 2010); en muestras
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de Liquidos Cefalorraquideo (LCR) o amnidtico se pueden observar
taquizoitos (Martin-Hernandez & Garcia-lzquierdo, 2003); las muestras
de agua y/o ambientales (materas, cajas de arena o suelos) también
pueden ser examinadas por este medio y presentar ooquistes (Lilly &
Wortham, 2013).

Para mejorar la capacidad de deteccién, la muestra puede ser
procesada por filtracion o centrifugacion para concentrarla; sin embargo,
la deteccidén por microscopia de los ooquistes expulsados en las heces
por los gatos y de quistes en los diversos tejidos cuenta con muy baja
sensibilidad y especificidad, ya que los resultados dependen de la agudeza
visual y entrenamiento de quien realiza la prueba (Salant et al., 2010).

1.5.1.2. Bioensayo. Esta metodologia es mas sensible que la
microscopia y determina la viabilidad de los ooquistes o quistes tisulares
presentes en las muestras (Dubey et al., 2013; Hill & Dubey, 2002);
requiere animales de prueba, usualmente gatos o ratones vivos, los
cuales son alimentados con quistes aislados o tejido sospechoso y se
espera a que T. gondii se multiplique en su interior (Morisset et al., 2008);
sin embargo, esto representa un riesgo bioldgico, debido a la multiplicaciéon
de las fuentes de infeccidn y posible fuga de las mismas (Salant et al., 2010).

Los ensayos en ratones han establecido que los diferentes
genotipos de T. gondii presentan variacién en su virulencia y letalidad
(Sibley et al., 2002). Asi, ratones que mueren después de unos dias de
ser alimentados con la muestra problema puede que fallezcan por
toxoplasmosis, pero debido a la variacién en la virulencia es necesario
examinar los cuerpos y/o sacrificar y examinar tejidos del cerebro de los
ratones por medio de microscopia u otra técnica como la determinacion
de anticuerpos especificos contra T. gondii. A los gatos que se ha
dado tejido infectado se examinan las heces por microscopia.

1.5.1.3. Pruebas seroldgicas. La medicién de anticuerpos en
suero, mediante el uso de varias pruebas seroldgicas o inmunoldgicas,
han sido comlinmente usadas para la determinacién de exposicidn a
T. gondii (Salant et al., 2010). Se conoce que dependiendo del tipo de
anticuerpo detectado, se puede establecer o estimar la fase de infeccion
en la cual se encuentra el individuo; debido a que los titulos de IgM surgen
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tempranamente después de la infeccién y decrecen rdpidamente, se
utiliza para la deteccién de la enfermedad en su estado agudo, mientras
gue los titulos de IgG permanecen bajos durante las primeras semanas y,
posteriormente, se incrementan significativamente, asi: el detectar —IgM
e +IgG es sefial de haber estado en contacto con T. gondii o presentarse
una reinfeccioén, +IgM e —IgG o +IgM e +1gG es sefial de que T. gondii se
encuentra en la fase aguda, los resultados de —IgM e —IgG se presumen
como si no existiera factor de riesgo, sin embargo —IgM e —IgG también
puede presentarse en una fase activa de la parasitosis, arrojando falsos
negativos (Hernandez-Cortazar, Acosta-Viana, Guzman-Marin et al.,
2016b).

Existen otros dos tipos de anticuerpos que han sido usados para
detectar la toxoplasmosis en su fase aguda, o fase inicial: los anticuerpos
IgA se pueden detectar en el suero de adultos con infeccién aguda y
ninos infectados congénitamente utilizando métodos de ensayo de
inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) o ensayo de inmunoadsorcién por
aglutinacion (ISAGA). Los anticuerpos IgE son detectables por ELISA en sueros
de adultos con infeccion aguda, los lactantes con infeccién congénita, y los
nifios con toxoplasmosis ocular congénita. El periodo de seropositividad de
IgE es menor que con los anticuerpos IgM o IgA vy, por lo tanto, parece ser
util como un método complementario para la identificacién de infecciones
adquiridas recientemente.

En la actualidad existen una gran variedad de pruebas serolégicas
como: test de Sabin-Fledman (DT), reaccion de aglutinacidon directa
(AG), prueba diferencial de aglutinaciéon (AC/HS), test de aglutinacidn
modificada (MAT), test de aglutinaciéon de latex (LAT), prueba de hemato-
aglutinacion indirecta (IHA), test de inmunoflorescencia indirecta (IFA o
IFAT), ELISA, ensayo fluorescente ligado a enzimas (ELFA), ISAGA, prueba
inmunocromatografica (IC), ensayo de inmunoaglutinacion piezoeléctrica
(PIA) y Western Blot (WB) (Blanco et al., 2011; Boughattas et al., 2014;
Cardenas-Pérez et al.,, 2006; Ferra et al.,, 2015; Hashemi-Fesharki, 1996;
Hernandez-Cortazar, Acosta-Viana, Guzman-Marin et al., 2016b; Meireles
et al., 2004).

1.5.2. Métodos basados en deteccion del ADN del paradsito

Los métodos convencionales no son engafiosos usualmente, sin
embargo, son limitados en casos de pacientes inmunocomprometidos o
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prenatales. La amplificacion por PCR utiliza para detectar T. gondii su propio
ADN, y dicha deteccién puede hacerse a partir de fluidos y tejidos corporales
del individuo a examinar o muestras ambientales. Se ha utilizado con éxito
para diagnosticar toxoplasmosis congénita, ocular, cerebral y diseminada.

La PCR realizada en el liquido amnidtico ha revolucionado el diag-
néstico de la infeccion por T. gondii fetal al permitir un diagndstico precoz,
evitando de este modo el uso de procedimientos mas invasivos en el feto.
La PCR ha posibilitado la detecciéon de ADN de T. gondii en el tejido cere-
bral, fluido cerebroespinal (CSF), fluido vitreo y acuoso, el liquido de lava-
do bronco alveolar (BAL), orina, liquido amnidtico y de sangre periférica.
Ademads, existen diferentes tipos de secuencias de ADN obijetivos, utiles
para la deteccién e incluso para genotipificar como son SAG1, 5'SAG2,
3’SAG2, altSAG2, SAG3, BTub, GRA6, C22-8, C29-2, L358, PK1 y apico (Bac-
ci etal., 2015; Chabbert et al., 2004).

Burg, Grover, Pouletty & Boothroyd (1989) propusieron el gen B1
para la deteccién directa y sensible de T. gondii por medio de una PCR
anidada (n-PCR), con fines de diagndstico en humanos; en su articulo
mencionan que esta secuencia se encuentra repetida en el genoma del
parasito entre 25 y 50 veces, siendo 35 veces el nUmero mas probable y
aceptado por diferentes autores. Burg et al. (1989) también evaluaron
la especificidad de los cebadores usados y encontraron que Sarcocystis,
Neospora, Plasmodiurm, Aspergillus, Candida, Crytpococcus y Absidia
spp. no amplificaban con estos cebadores.

Los cebadores propuestos por Burg et al. (1989) eran de mds de
20pb, y a través del tiempo se han modificado, Jones et al. (2000) en su
estudio emplea como base los cebadores de Burg et al. (1989). Ponce
& Goémez-Marin (2003) realizaron la estandarizacion y validacién para el
diagndstico de toxoplasmosis cerebral en pacientes infectados por VIH,
usando los cebadores empleados en el estudio de Jones et al. (2000),
en esta ocasion el cebador Toxo N2 fue rectificado y las condiciones
de amplificacion; esta prueba ha sido usada para evaluar la presencia de
T. gondii en agua, carnes para consumo y en humanos con excelentes
resultados (Alvarez et al., 2015; Campo-Portacio et al., 2014; Franco-
Hernandez et al., 2015; Trivifio-Valencia et al., 2016).
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Estudios realizados por Cortés-Cortés, Hernandez-Castro, Mantilla,
Medina & Duque (2014), mediante la técnica de PCR para la deteccién del
gen B1 de T. gondii, determinaron la especificidad de los oligonucleétidos
propuestos por Ponce & Gdémez-Marin (2003), esto a través del ensayo
con ADN de otros microorganismos como Plasmodium falciparum,
Trypanosoma cruzi y Leishmania braziliensis. Al revelar el producto de
PCR de estos organismos con los oligonucledtidos para el gen B1, bajo
las mismas condiciones de PCR, no se observé producto de amplificacion.

1.6. Prevalencia de Toxoplasma gondii

Cerca del 30% de la poblacion humana estd infectada de forma
cronica por este parasito (Schliiter et al., 2014). Dado que se trata de
un parasito de relevancia a nivel de salud publica, por ser cosmopolita
se pueden encontrar diversos estudios llevados a cabo con diferentes
técnicas parasitoldgicas, tanto tradicionales como moleculares en
diferentes objetos de estudio como: deyecciones de gato, sangre de
diferentes animales, muestras de suelo, tejidos animales, muestras de
sangre periférica de humanos y mas recientemente muestras de agua,
frutas y verduras; a continuacién, en las Tablas 3 y 4 se muestran algunos
estudios que se han desarrollado en estos dmbitos.

Tabla 3. Estudios de deteccion de Toxoplasma gondii por métodos tradicionales.

Porcentaje

Método Sujeto de estudio (Positivos/Muestras) Localizacién Referencia
Microscopia Heces de gato 0,6 (1/158) Egipto (Al-Kappany et al.,
2010)
14,2 (1/7%) Adis Abeba, (Dubey et al.,
Heces de gato Etiopia 2013)
Armenia (Zamora-Vélez et
* ’
Heces de gato 0 (0/140%) Colombia al,, 2020)
. ) Dos-Sant l.,
Bioensayo Sus scrofa 25 (7/28) Sao Paulo, Brasil [oes St GEe
2005)
Gato Egipto (Al-Kappany et al.,
Corazdén 74,1 (83/112%)
Directamente 2010)
Lengua 47,3 (53/112%)
Cerebro 32,1(36/112%)
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Gato: tejido

Corazon 26,7 (357/1337)
ensayado
Eg gaten Lengua 12,8 (171/1336)
Cerebro 7,2 (97/1347)
Cabra Tejido de 57,6 Beltsville, (Dubey et al.,
miocardio (83/144%) Maryland, USA 2011)
dadoa
ratén
Heces 'y Adis Abeba, (Dubey et al.,
Gato corazén )il Etiopia 2013)
DT Suero Humanos 66,53 Montevideo, (Freyre & Falcon,
dilucién 6-10 afios 30 Uruguay 1990)
1:16
41-45 afios 77
71-75 afios 88
Novillos 1,71 (4/233)
° Cerdos 70 (422/600)
% MAT Sus scrofa 18,7 Sao Paulo, (Dos-Santos et al.,
3 (49/261) Brasil 2005)
:%’ Gatos 97,4 . (Al-Kappany et al.,
(154/158) Egipto 2010)
Cabra 53,4 Beltsville, (Dubey et al.,
(125/234) Maryland, USA 2011)
. Adis Abeba, (Dubey et al.,
Gato Corazén 91,6 (33/36) Etiopia 2013)
Ovejas Corazén 38,2 (83/217) (Boughattas et al.,
Tunez 2014)
Corderos Corazén 73,6 (92/125)
LAT Oveja 24,3 (537/2209) i (Hashemi-Feshar-
Iran .
Cabra 20 (106/530) ki, 1996)
IFI Humanos General 47,1 Colombia (Juliao Ruiz et al.,
o 1983)
IFAT .
0- 9 afos 32
>60 anos 65,3
Carne de Equinos 21 .
consumo Eardines 15 (Jorge Enrique
VES 16 Caldas, Colombia Cérdenas Pérez
humano , 35 etal., 2006)
(Anti IgG) Bovinos D
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Oveja

HA 24,6 Iran (Hashemi-Feshar-
(271/1102) ki, 1996)
Cabra 18,5
(20/108)
Gatos
callejeros
17 (17/100) . (Meireles et al.,
Perros 38 (76/200) Sao Paulo, Brasil 2004)
callejeros
ELISA Gatos 18G 40 (40/100)
callejeros
. (Meireles et al.,
Parey 505 Sao Paulo, Brasil 2004)
callejeros (101/200)
Antigenos 90-100
nge Gdansk, Polonia (Ferra et al., 2015)
quimericos
Oveja, TLA (T.
caballoy lysate 100
cerdos antigen)
M 95,2 .
Cerdos ngldo d(.el (20/27) Emilia-Romagna, Bacci et al., 2015)
miocardio Italia
(Hernandez-Corta-
Mérida, Yucatan zar, Acosta-Viana
96,6 (58/60 L ’ -y P
CECkS IG (58/60) México Guzman-Marin et
al., 2016a)
Mujeres (Hernandez-Corta-
con abortos zar, Acosta-Viana,
en su vida Mérida, Yucatdn Guzman-Marin et
IgG 98,94 (94/95* - !
(Muestra E (04/95%) México al., 2016b)
de sangre
periférica)
ELFA Muieris IgG anti 0 (0/109) Sincelejo, Co- (Blanco et al.,
gestantes Toxoplasma lombia 2011)
Muje-
res con (Hernandez-Corta-
CLES Mérida, Yucatan zar, Acosta-Viana
Avidity Test  en su vida IgG 98,94 (94/95*) - ! o .
st México Guzman-Marin et
al., 2016b)
de sangre
periférica)
Imégenes Mujer de 59 afios, VIH Hosoital oul
. . ospital pulmonar
- 100 (1/1* R .
diagnésticas negativo, a través de to (1/1%) de Shanghai (Shen et al., 2015)

mografia computarizada

* Algunas de las muestras o todas fueron positivas por otras metodologias.

Fuente: Los autores.

39



Tabla 4. Estudios basados en deteccion del ADN del pardsito.

Porcentaje

Método Sujeto de estudio Blanco (Positivos/Muestras) Localizacion Referencia
PCR Corazén de ovejas B1 50 (17/34%) Tunez Boughattas etal,
2014)
Cordero 81 14% (7/50) Ahvaz, (Rahdar et al.,
Res 4% (2/59) Iran 2012)
Heces de gatos Condado de .
X (Lilly & Wor-
529bp 6,12 (3/49) Roc}(b!r(#ge, tham, 2013)
Virginia
Liquido amnidtico RE 4,6 (82/1792)
. Franciay el (Costa et al.
- B1 © !
qPCR de mujeres emba 86,3 (63/73*) extranjero 2013)
razadas P30 67,1 (49/73%)
B1 9,72 (21/216) (Lass et al.,
Frutas y vegetales 38% (8/21%) Norte de 2012)
SAG2 6 Tipo | Polonia
2 Tipo |l
Muestras de agua . (Wells et al.,
79 (124/1411
Corazén 529bp 8,79 (124/ ) Escocia 2015)
Mujeres con abortos (Hernan-
en su vida (Muestra Mérida. Yuca- dez-Cortazar,
de sangre periférica) B1 3,84 (5/130) . o Acosta-Viana,
. . . tan, México ) |
Tejido de miocardio Guzman-Marin
dado a ratén et al., 2016b)
Una muestra de 49,82 (278/558)
heces de gato AF Ardenas, (Simon et al.,
88,14 Francia 2017)
Lugar de muestreo (119/135)
Carnes de consumo Eje cafetero, (Lora-Sudrez et
nPCR humano B1 52,7 (95/180) Colombia al,, 2007)
Res 43 (29/60)
Pollo B1 40 (24/60)
Cerdo 70 (42/60)
Mujeres gestantes sincelejo (Blanco et al.,
seronegativas B1 12 (12/100) Colombia 2011)
Res Sincelejo, (Campo-Portacio
Poll ’ )
oto Bl 12 (12/100) Colombia etal., 2014)
Cerdo
Res 27,5 (11/40) 35 Bogots
Pollo 81 (13/40) Cocl)frit?i’a (Franco-Hernan-
Cerdo 32,5 (14/40) dez et al., 2015)
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Pacientes con 77,5 (69/89)

toxoplasmosis ocular

Nifios 46,6 (7/15) Quindio,
L B1 ?
(congénita) Colombia
Infectados 19,6
asintomaticos (123/625%)
Muestras de carne 32,4 (38/117)
Res 35 (14/40)
Pollo B1 29,7 (12/37)
12 .
Cerdo 30 (12/40) (Alvarez et al.,
2015)
Pacientes con
toxoplasmosis ocular 17,3 (12/69%)
Ninos (T?x9plasmo— Bl 14,2 (1/7%)
sis congénita)
Infectados 19,5 (24/123%*)
asintomaticos
Res 21,4 (3/13)
Pollo Rop16 18 (2/11)
Cerdo 16,2 (2/12)
Heces de gato
B1 17.8 (25/140)
Armenia (Zamora-Vélez et
* ,
Rop16 24(6/257) Quindio al., 2020)
Muestras de agua (Wells et al
* : o
ITS1 35,2 (6/17%*) Escocia 2015)
Cerdo, muestra de:
Lengua 23,2 (13/56) Méric!a, (Hernan-
Lomo SAG1 7 (4/57) Yuclat-an, dez-Cortazar,
Sangre 0 Meéxico Acosta-Viana,
Guzman-Marin
Muijeres con etal., 20163,
abortos en su vida SAG1 6,92 (9/130) 2016b)
(sangre)
Salchichas de cerdo SAG2 27’11:1212’/?7) Botucatu, Sao (da Silva et al.,
P Paulo, Brasil 2005)
5Tipo Il

* Algunas de las muestras o todas fueron positivas por otras metodologias.
Fuente: Los autores.

Para Colombia, se han llevado a cabo diversos estudios, algunos
de los mas relevantes son: el Instituto Nacional de Salud realizé un
estudio y reportd que el 47,71% de la poblacién general habia estado en
contacto con el parasito, evidenciado por la deteccién de anticuerpos IgG
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anti-Toxoplasma (Juliao Ruiz et al., 1983). Un estudio de aguas de Armenia
llevado a cabo por Trivifio-Valencia, Lora-Sudrez, Zuluaga & Gdémez-
Marin (2016) con el uso de PCR para el andlisis de muestras reporta una
prevalencia del 58,6% de T. gondii.

La prevalencia de este organismo se ha visto reflejada también en
casos como, en Valledupar, pues para el aio 2013 se encontré que, de un total
de 300 mujeres embarazadas estudiadas, 174 fueron positivas, lo que arrojd
una prevalencia del 58% de mujeres positivas con anticuerpos especificos I1gG
para T. gondii (Torres, 2013), otro estudio agrega que hubo una alta tasa de
letalidad en los nifios no tratados antes de nacer (25%) en hospitales y centros
de diferentes niveles (Gomez-Marin et al., 2011). Ademas, en la ciudad de
Cucuta (Norte de Santander), de 348 donantes participantes, 134 (38,5 %)
presentaron anticuerpos IgG contra T. gondii (Ramirez et al., 2019).

Algunos estudios previos realizados en carnes en Colombia,
usando PCR han mostrado que: en Sincelejo se detectd T. gondiien el 32%
de las carnes analizadas (Campo-Portacio et al., 2014); en el departamento
del Quindio con 117 muestras de carnes analizadas se reporté un 32,4%
prevalencia del parasito, entre los tipos de carnes que se evaluaron estaban
carne de res, cerdo y pollo con un porcentaje de prevalencia del 35%, 30% y
29,7% respectivamente (Alvarez et al., 2015); y una prevalencia del 43% en
plantas de sacrificio de Bogota con 79 muestras positivas de las 180, siendo
39% en cerdo, 35% en res 29,7% en pollo (Franco-Hernandez et al., 2015)

Enlaactualidad no hay pruebasdisponibles que puedan determinar
la fuente de infeccidn, por lo tanto, la proporcién de la poblacién humana
qgue adquiere la infeccién por ingesta de ooquistes en el medioambiente
o por el consumo de carne contaminada no se conoce (Almeria & Dubey,
2021; Dubey et al., 2011).

Es claro que la mejor forma de prevencion de la adquisicién de
la enfermedad es la concientizaciéon y educacion de la poblacién con
mayor riesgo de infeccion como las mujeres embarazadas y los pacientes
inmunocomprometidos (Diaz et al., 2010; Opsteegh et al., 2015).
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1.7. Tratamiento de la toxoplasmosis

Segln sea el paciente se deben tomar medidas diferentes para el
tratamiento.

1.7.1. En adultos

No se tratan las personas por el solo hecho de tener titulos de
anticuerpos sin presentar sintomas. La inmunidad adquirida ayuda a
controlar la infeccién y la quimioterapia suministrada es supresora de la
proliferacion de toxoplasma, atacando los taquizoitos, pero no cura la
infeccion, porque no erradica los bradizoitos de los quistes tisulares.

El tratamiento cldsico se hace con pirimetamina y sulfonamidas, se
administra por via oral la pirimetamina con una carga inicial de 100 a 200
mg/dia durante los dos primeros dias y se contintia con 50 a 75 mg diarios
por un periodo de entre cuatro y seis semanas; simultdneamente con la
pirimetamina se administra sulfadiazina u otras sulfas como la sulfadoxina;
inicialmente, una carga de 75 mg/kg en los adultos, para continuar luego
con 1a 1,5 gramos diarios cada seis horas, durante cuatro a seis semanas
(Restrepo-Isaza, 2007). Sin embargo, datos mas actualizados mencionan
que los farmacos de tratamiento recomendados para la toxoplasmosis se
dirigen a la etapa de taquizoito del pardsito y no erradican los parasitos
enquistados en los tejidos; la pirimetamina es considerada el farmaco mas
eficaz contra la toxoplasmosis (CDC, 2020).

1.7.2. En mujeres embarazadas

El tratamiento a seguir en mujeres embarazadas se establece a
continuacién, segun la “Guia de atencién integral para la prevencion,
deteccién temprana y tratamiento de las complicaciones del embarazo,
parto y puerperio: seccién toxoplasmosis en el embarazo” compilada por
Cortez et al. (2012) y se refuerza con otras referencias.

1.7.2.1. Placentario. Segun Diaz et al. (2010) al ocurrir
seroconversion materna sin evidencia de infeccién fetal y antes de las
20 semanas de gestacion, se indica espiramicina por su menor potencial
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de teratogenicidad a dosis de 9000000 U o 3-4 g/dia divida en tres dosis
cada 24 horas. La guia de Cortez et al. (2012) recomienda el tratamiento
con espiramicina (3 g/dia) por el resto del embarazo para la infeccién
confirmada por toxoplasma en la gestante.

1.7.2.2. Fetal. En la segunda mitad del embarazo, en caso de
confirmacién de la transmisién fetal de toxoplasmosis por ecografias que
sugieren compromiso neurolégico del feto, aislamiento del T. gondii en
liquido por PCR amnidtico (sugerido entre semana 20 y 26), y/o cultivo
celular o inoculacién en ratones. La OMSy el CDC de Atlanta recomiendan
como principal esquema de tratamiento la combinacién de pirimetamina
a dosis de 25-100 mg/dia, sulfadiazina 1-1,5 g cada seis horas y acido
folinico 10-25 mg, simultdneamente a cada dosis de pirimetamina. En
ciertas situaciones la clindamicina 300 mg cada ocho horas puede ser una
opcién. Estos esquemas se sugieren administrar ininterrumpidamente
o durante 3-4 semanas con descanso de una semana entre ciclo y ciclo
hasta por lo menos dos semanas antes de la culminacién del embarazo.
Segun la guia de Cortez et al. (2012) el tratamiento con espiramicina (3 g/
dia) se debe seguir hasta culminar el embarazo.

1.7.3. En toxoplasmosis congénita

Si se realiz6 la deteccidon y tratamiento placentario se deben
presentar con controles hematoldgicos cada 1-2 semanas, se debe
tratar con 2 mg/Kg/dia los dos primeros dias y se continia con 1 mg/
kg/dia de pirimetamina durante dos meses a un afio. El medicamento
puede presentar reacciones secundarias, especialmente por problemas
en el metabolismo del acido fdlico, por lo que es necesario administrar
suplemento adicional de acido folinico 1 mg diario, o levadura de pan
fresca 50 mg/kg/dia dos veces al dia durante dos a seis meses (Diaz et al.,
2010; Restrepo-lsaza, 2007). Los medicamentos alternativos en caso de
efectos adversos y/o limitaciones al tratamiento de primera eleccién, y a
juicio del médico, se pueden usar como alternativa clindamicina, sulfadoxina
0 azitromicina en conjunto con pirimetamina mas acido folinico (Cortez et al.,
2012; Restrepo-lIsaza, 2007).
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1.8. Prevencion de la toxoplasmosis

Debido a que es considerado un parasito ubicuo y las fuentes
de infeccidén son tan variadas, se deben tener diferentes cuidados para
prevenir la infeccion.

Segun Diaz et al. (2010), la prevencién durante el embarazo puede
ser: 1) primaria: evitar la infeccidon por parte de la embarazada, por medio
de prevencién epidemioldgica, es decir, dirigida a prevenir la enfermedad
desde el principio; 2) secundaria: cuyo fin es evitar la transmisién de la
madre al feto y al mismo tiempo disminuir la severidad de |la toxoplasmosis
congénita a través de cribaje serolégico materno, identificaciéon de
hallazgos anormales fetales, diagndstico fetal en fase aguda y tratamiento
en Utero; 3) terciaria: consiste en disminuir la severidad de las secuelas de
la enfermedad con diagndstico, seguimiento y tratamiento del producto
de la concepcidn en vida extrauterina.

Capacitar en manipulacién de alimentos, normas higiénicas y de
salud culinaria es la mejor forma de llevar a cabo la prevencién primaria.
Se aconseja segun Diaz et al. (2010) y Opsteegh, Prickaerts, Frankena &
Evers (2011):

Higiene personal estricta (lavado de manos).

Congelar las carnes a -12°C, por los menos un par de dias.

Limpiar y desinfectar regularmente la nevera.

Consumo de carnes bien cocidas (por lo menos a 56° por 10 min).

Consumo de frutas y verduras lavadas.

Lavar utensilios y superficies antes de preparar alimentos o antes

de ingerirlos, asi parezcan estar limpios; ademads de tener especial

cuidado con aquellos que hayan servido para preparacion de otros
alimentos, evitando la contaminacién cruzada.

e No tener gatos; en caso de tener gatos, educarlos y no dejarlos salir, no
alimentarlos con comida cruda. Hacer la limpieza todos los dias de la
caja de arena, empleando elementos de proteccién personal (minimo
uso de guantes y tapabocas) y desinfectantes (hipoclorito de sodio).

e Hervir el agua para consumo y la que se usa para el preparado de

alimentos, otra opcidn es tratarla con filtros adecuados o con tintura
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de yodo al 2% durante por lo menos tres horas, pues el tratamiento
gue se realiza al agua para potabilizarla va dirigido contra bacterias
como salmonelas, coliformes y pseudomonas, tratamiento que no
inactiva los ooquistes de Toxoplasma que pueda contener la misma
(Campo-Portacio et al., 2021).

e Evitar actividades de jardineria o areas donde hay tierra, en caso
de realizar trabajos de este tipo se debe usar guantes y lavarse las
manos al culminar.

e A personas que practiquen excursiones o realicen actividades al aire
libre recomendar no ingerir agua de lagos, rios, arroyos, charcos
naturales o tanques (recomendar llevar su propio suministro de
agua).

e Evitar comer en sitios donde no se tenga la certeza de las normas de
salubridad y de preparacién de alimentos.

e Durante la manipulacidn de carnes crudas, frutas y vegetales utilizar
guantes, evitar el contacto de las manos enguantadas o no, con los
ojos y la boca.

e Procurar eliminar roedores e insectos coprofagicos como cucarachas
y moscas.

e Promocionarlaconsulta preconcepcional donde se podranidentificar
pacientes de riesgo y aquellas que no lo presenten, aportando
informacidn veraz y minimizar el miedo a esta patologia antes que
logren embarazarse. Existen estudios que demuestran que el riesgo de
seroconversidn es nueve veces menor en pacientes bien informadas.

Para las granjas de produccién animal, el riesgo de contaminacién
ambiental de los ooquistes puede abordarse, segun Kijlstra & Jongert
(2008, 2009):

e Retirando gatos del entorno de la granja.
o Limitar el acceso de felinos a dreas de reservorios de agua para
consumo y/o alimentos.
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Capitulo 2
Deteccion de ADN de Toxoplasma gondii (metodologia
modificada y patronizada en el LIPT)

EI LIPT cuenta con investigadores de amplia experiencia en biologia
molecular y dia a dia crece su red de colaboradores. Para la deteccion
de T. gondii se ha optado por detectar su ADN, dadas las limitantes
mencionadas con las técnicas “tradicionales” como se menciond en el
capitulo anterior.

2.1. PCR anidada

Una PCR anidada o PCR-nested (n-PCR) se desarrolla con dos
pares de cebadores. Para la deteccion de Toxoplasma gondii en el LIPT,
se empled esta técnica con los cebadores que se muestran en la Tabla
5, dichos cebadores se basan en el estudio original de Burg et al (1989),
los cuales fueron base para los cebadores usados por Jones, Okhravi,
Adamson & Tasker (2000) que son un poco mas cortos que los originales
(Tabla 5).

Tabla 5. Cebadores para deteccion del gen B1 de T. gondii.

Cebadores Primera Reaccion Secuencia
Cebador F Toxo N1 GGAACTGCATCCGTTCATGAG
Cebador R Toxo C1 TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC

Cebadores Segunda Reaccion Secuencia
Cebador F Toxo N2 TGCATAGGTTGCAGTCACTG
Cebador R Toxo C2 GGCGACCAATCTGCGAATACA

Fuente: Los autores, basados en Burg et al. (1989) y Jones et al. (2000).
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Los cebadores anteriormente mencionados también fueron
analizados con las herramientas bioinformaticas Nucleotide BLAST, PCR
Products y Primer-BLAST. La mezcla de reactivos para la n-PCR se muestra en
la Tabla 6.

Tabla 6. Mezcla de reaccion para la n-PCR del gen B1.

Reactivo Concentracion Volumen (uL)

Buffer 10X 1X 2
MgCl, 1,5mM 1,2
dNTPs 2,5mM 1,6
Cebador F 1uM 0,8
Cebador R 1uM 0,8
Taq Polimerasa 1U 0,1
H,O - 11,5

ADN 2

Fuente: Los autores.

Después de hacer la mezcla, las muestras se llevaron al
termociclador, con el perfil térmico estandarizado por Ponce & Gomez-
Marin (2003) para la realizacién de la prueba que consta de dos fases,
bajo las siguientes condiciones:

Primera ronda de PCR usando los cebadores N1 y C1, con
denaturacion inicial a 94°C por cinco minutos, seguido de 40 ciclos
con denaturacién 94 °C por un minuto, anillado a 53 °C por un minuto,
extensién a 72 °C por un minuto y finalizando con una extensién a 72 °C
por 10 minutos.

Segunda ronda de PCR se hard con el producto de la primera
amplificacion como templado con los cebadores N2 y C2 con denaturacion
inicial a 94 °C por cinco minutos, seguido de 30 ciclos con denaturacién a
94°C por un minuto, anillado a 53 °C por 30 s, extensién a 72 °C por 30 sy
una extension final a 72°C por 10 minutos.

Cabe aclarar que la segunda ronda del protocolo empleado por
Ponce & Gomez-Marin (2003) consta de 14 ciclos, con el fin de mejorar
la sensibilidad de la prueba, en el LIPT se aumenté el nimero de ciclos de
la segunda ronda de PCR a 30.
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Se empled como control positivo ADN de la cepa RH de T. gondii
a una concentracion de 1pg/uL, se contd con la donacion de este por dos
fuentes, el doctor Ricardo Wagner Almeida Vitor del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Federal de Minas Gerais (UFMG) de Brasil
y el grupo de parasitologia del INS de Bogota; y como control negativo
agua estéril.

Se esperaba un producto de amplificacién de 97 pares de bases (pb)
para la segunda reaccidn y de presentarse gran cantidad de ADN del parasito
podria apreciarse una banda de 127pb producto de la primera reaccion
(Jones et al., 2000; Lora-Suarez et al., 2007; Ponce & Gdmez-Marin, 2003).

2.2. Visualizacion de los productos

Para la visualizacion de los productos de amplificacién se empled
la electroforesis en gel de acrilamida al 6% (Anexo D), se eligio este tipo
de gel por su alta sensibilidad para detectar los productos de PCR de
las muestras problema, para este, 5uL de los productos de la segunda
reaccion de PCR que se mezclaron con 1ul de 6x de buffer de carga se
separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% en una
solucion tampdn al 1X de tris-acido borico-EDTA (TBE) a 80 voltios durante
aproximadamente 40 minutos y se realizd la tincion con nitrato de plata,
posteriormente, se tomd la imagen de gel para el analisis. El tamafio de
los fragmentos fue determinado utilizando marcador de peso molecular
1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).

2.3. Sensibilidad de la PCR anidada (n-PCR)
Con el fin de determinar la cantidad minima de ADN detectable al

haber modificado el numero de ciclos de 14 a 30, se desarrolld la dilucion
del ADN de referencia, logrando detectar hasta 1fg (Figura 6).
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Figura 6. Visualizacion del producto de la segunda ronda de PCR en gel de
poliacrilamida al 6%. Diluciones de ADN de referencia.

M CR C- 0,1fg 1fg 10fg 100fg 500fg 1pg M

* En recuadro azul, banda de 97pb obtenida usando los cebadores Toxo N2
- Toxo C2 (Jones et al., 2000). M) Marcador de peso molecular 1kb plus;
CR) Control de reaccidn; C-) Control negativo (Agua destilada); canaletas
de la 4 a las 9 diluciones de ADN de la cepa RH de T. gondii.

Fuente: Los autores.

2.4. Discusién

En este estudio se utilizd la técnica de PCR para estimar el grado de
infeccion de T. gondii en estas fuentes de alimento humano (Campo-Portacio
etal., 2014; Franco-Hernandez et al., 2015; Lora-Sudrez et al., 2007), la ventaja
de esta técnica es que una sola metodologia permite hacer la deteccion
de ADN de T. gondii en diferentes muestras. Para los estudios basados en
seroprevalencia para cada especie se requiere un anticuerpo secundario
diferente, otra técnica es el bioensayo utilizando ratones o gatos que permite
saber, ademas, si el parasito es viable, pero esta es mas costosa y prolongada
de realizar (Hill & Dubey, 2002; Morisset et al., 2008).

Como se observa en la Figura 6, hemos logrado detectar hasta 1
fg de ADN de referencia de T. gondii al aumentar el nimero de ciclos en
la segunda reaccién y usar los primeros Toxo N2 — Toxo C2 (Jones et al.,
2000), mientras que Ponce & Goémez-Marin (2003) habian establecido
10fg con 14 ciclos como su limite de deteccidon de ADN del parésito puro.



Capitulo 3
Estudio piloto Toxoplasma gondii en
heces de gatos de la ciudad de Ibagué

Los gatos son los huéspedes mds importantes en el ciclo
epidemioldgico de T. gondii, puesto que, al ser su hospedador definitivo,
este parasito necesita de los felinos para completar su ciclo biolégico
(Dubey, 2009a). Sin lugar a duda, los felinos son trascendentales como
fuente de infeccién para los seres humanos, debido a que los gatos
domésticos coexisten en una estrecha asociacion con la mayoria de los
asentamientos humanos en todo el mundo a través del tiempo (Liberg et
al., 2000).

Por lo anterior, en el presente capitulo, se pretendié, mediante un
estudio piloto, detectar la presencia del pardsito en las heces de los gatos,
con el fin de concientizar sobre T. gondii en factores de salud publica,
ambiental y animal.

3.1. Metodologia

Como vimos en el capitulo anterior, los métodos de deteccién T.
gondiisonvariadosytodoslleganaserindispensables parahacerdiagndsticos
clinicos, descriptivos, poblacionales, compresiones bioldgicas, entre otros.
Asi, mediante metodologias estandarizadas en las instalaciones del LIPT,
se disefié un método que permitié hacer la deteccidn molecular de este
protozoario en heces de felinos domésticos por técnicas de PCR-anidado
del gen B1, como veremos a continuacion:

3.1.1. La muestra

El muestreo coproldégico se realizd de forma aleatoria entre el afio
2019 y 2020, sin discriminar la caracteristica del donador, las muestras
fueron donadas bajo el consentimiento informado del duefio, teniendo
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en cuenta la emergencia sanitaria global del covid-19, se recolecté en
total 40 muestras de heces que fueron tomadas directamente del lugar
de deposicidén, o llevadas por el responsable del gato; en ambos casos se
utilizaron recipientes estériles, ademas se tomd nota de los datos que nos
proporciond informacién que caracteriza al donador.

3.1.2. Obtencion de ADN a partir de muestras de heces de gato

3.1.2.1. Procesamiento de la muestra. Se depositaron 2 g de
cada muestra en un frasco estéril, para su posterior transporte en neveras
refrigeradas al LIPT, donde se colocaron en bolsas estériles de cierre
hermético (Vignau et al., 2005), las cuales fueron rotuladas con datos,
tales como fecha y lugar de procedimiento. Continuamente se realizé
agitacion manual en recipientes de un solo uso, después se agregd 150
ml de agua desionizada, estas fueron agitadas manualmente por 10
min, asegurandose de impregnar toda la muestra con el agua estéril.
Posteriormente, se rescatan los 150 ml de agua producto del lavado,
pasandola a tubos falcon de 50 ml, a través de una gasa sencilla estéril
para filtrar la muestra de suciedad y particulas grandes, para proceder a
la concentracion de los ooquistes por el método de flotacidon de Faust y
ruptura de estos por choque térmico (Tabla 7).

Tabla 7. Ruptura de ooquistes por choque térmico.

Procedimiento Temperatura C°
1 Resuspender en 100 p de buffer de lisis
(H,0 milli Q, EDTA 50mM, NaCl 5M y SDS 1%)
Congelamiento en nitrégeno liquido -195,8
3 Descongelamiento en bafio de Maria 65

Repetir por 3 veces

Fuente: Los autores.

3.1.2.2. Extraccion y purificacion de ADN a partir de la muestra.
La metodologia empleada para la extraccién y purificacion de acidos
nucleicos en muestras coprologicas de gatos domésticos se realizo
de la forma mencionada anteriormente, mediante pruebas de
extraccion a partir de 300uL de muestra con el método de Fenol-
Cloroformo-Alcohol-Isoamilico (Anexo A) y digestion con RNasa A
(Concentracion de trabajo de 50pg/mL) (Sambrook et al.,, 1989).
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3.1.3. Cuantificacion de ADN

Posterior a la extraccidn y purificacion de ADN, la muestra fue
cuantificada por espectrofotometria con NanoDrop 2000 para determinar
cudl es la mejor opcién para el tratamiento de las muestras, siendo la
que permita mayor concentracion de ADN (ng/uL) y pureza (Relacidn
260/280), ademas de realizar pruebas de sensibilidad con el fin de
identificar la cantidad minima de ADN detectable con el método.

3.1.4. Deteccion molecular de T. gondii en heces de gato doméstico

La deteccidn se realizé mediante el procedimiento de PCR-nested
(anidado) estandarizado en el LIPT; y visualizacion a través de electroforesis
en gel de poliacrilamida al 6%, estipulado en el capitulo anterior (Ver
capitulo 2); que demuestra eficacia en la deteccién.

3.1.5. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se ubicaron en una base de datos de
Microsoft Excel y se categorizacidn como negativos o positivos segun el
caso.

3.2. Resultados
3.2.1. Obtencion de muestras de estudio

Figura 7. Ubicacion puntos de muestro para heces felinas en el casco
urbano de la ciudad de Ibagué — Tolima.
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4+ Muestra Positiva

Comuna 1 | Comuna 4 | Comuna 7 | Comuna 10

Comuna 2 Comuna § Comuna 8 [l Comuna 11 e
B comuna s Comuna & Comuna & Comuna 12
Coonnate Systomc GOS WGS 1964 I comuna 13

Datum: WGS 1984
Uits: Degros:

Fuente: Los autores.

En este estudio piloto, se establecieron puntos de muestreo de
forma aleatoria en la ciudad de Ibagué (Figura 7), haciendo colecta en
todas las comunas a excepcion de la comuna nimero 3, las muestras
recibidas bajo consentimiento informado proporcionaron informacion
del donador, tal como: sexo, edad y ubicacidn.

3.2.2. Muestras de heces de gatos domésticos

En este estudio piloto, se lograron recolectar 40 muestras
coprolégicas de felinos; teniendo en cuenta el nUmero anterior no se
establecieron pardmetros para determinar la prevalencia del organismo;
sin embargo, el estudio reveld la presencia del pardsito y la eficacia de la
metodologia para su deteccion (Tabla 8).

Tabla 8. Puntos de muestreo coproldgico — casco urbano, ciudad de Ibagué.

N° Fecha Barrio Comuna
1 13/08/2019 Ambala Comuna 6
2 14/08/2019 Las palmas Comuna 10
3 14/08/2019 Boyacd Comuna 10
4 15/08/2019 Picalefia Comuna 9
5 15/08/2019 Villa Café Comuna 10
6 15/08/2019 Jardin Comuna 8
7 17/08/2019 Belén Comuna 2
8 18/08/2019 Departamental Comuna 10
9 18/08/2019 Jardin Palermo Comuna 8
10 18/08/2019 Las palmas Comuna 10
11 18/08/2019 Santa Helena/U. del Tolima Comuna 10
12 5/08/2020 Plazala 21 Comuna 5
13 6/08/2020 Santa Ana Comuna 7
14 7/08/2020 Boquerodn Comuna 13

54



N° Fecha Barrio Comuna

15 7/08/2020 Estacién Comuna 1
16 7/08/2020 Jordan Comuna 5
17 7/08/2020 Salado Comuna 7
18 18/08/2020 Villa Marlén Comuna 4
19 18/08/2020 Villa Marlén Comuna 4
20 18/08/2020 Villa Marlén Comuna 4
21 18/08/2020 Villa Marlén Comuna 4
22 19/08/2020 La Pola Comuna 1
23 19/08/2020 Galan Comuna 12
24 25/08/2020 Piramides Comuna 7
25 25/08/2020 Pirdmides Comuna 7
26 31/08/2020 Rosa Badillo Comuna 12
27 1/09/2020 Ricaurte Comuna 12
28 1/09/2020 Galarza Comuna 12
29 12/09/2020 Los Maértires Comuna 11
30 12/09/2020 Jordan | Comuna 9
31 26/09/2020 Juan Pablo Il Comuna 6
32 28/09/2020 Varsovia Comuna 9
33 28/09/2020 La Pola Comuna 1
34 29/09/2020 Ambala Comuna 12
35 30/09/2020 Ricaurte Comuna 6
36 2/10/2020 Centro Comuna 1
37 3/10/2020 Salado Comuna 7
38 3/10/2020 El Carmen Comuna 3
39 5/10/2020 Plazas del Bosque Comuna 6
40 5/10/2020 Clarita Botero Comuna 2

Fuente: Los autores.

3.2.3. Deteccion molecular de T. gondii en heces de gato doméstico

De 40 muestras coproldgicas analizadas en el LIPT, 5 (12,5%)
presentaron positividad del gen B1 para T. gondii mediante técnicas
de PCR-nested (anidado) después de ser sometidas a extraccién y
purificacion de acidos nucleicos, y 35 fueron negativas por el método ya
mencionado (Figura 8). Representando asi, la presencia del organismo
en un 12 % de las muestras de ADN extraido en el estudio piloto.
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Figura 8. Diagrama representativo de la presencia de T. gondii en heces de
gato domeéstico en la ciudad de Ibagué - Tolima.
Presencia de T. gondii en heces de gato doméstico

- Muestras Negaivas Muestras Positivas

Fuente: Los autores.

3.2.4. Visualizacion producto de amplificacion del gen Bl para la
deteccion de T. gondii en heces de gato doméstico

Se logro detectar el producto de amplificacién de la segunda ron-
da de PCR-nested (anidado) para la deteccidn T. gondii en cinco muestras
coproldgicas de gato doméstico de un total de 40 colectadas en gel de polia-
crilamida al 6%., mediante la deteccidn del gen B1 (Figura 9, Tabla 9).

Figura 9. Visualizacion del producto de amplificacion de la segunda ronda de
PCR-nested para la deteccion T. gondii en muestras de heces felinas en gel de
poliacrilamida al 6%.




*En rojo, banda de 97pb obtenida usando los cebadores Toxo N2 - Toxo C2.
M) Marcador de peso molecular 1kb plus; CR) Control de reaccion; C-) Control
negativo (Agua estéril) C+) Control positivo; canaletas 5-9: muestras positivas

para T. gondii en heces de gato

Fuente: Los autores.

Tabla 9. Resultados PCR anidada y caracteristicas del felino donador.

N° de N° Co- Edad Resultado
mﬁgs' Fsgll::ge Barrio muna Sexo meses n-PCR
6 15/08/2019 Jardin 8 Hembra 18 positivo
11 18/08/2019  Santa Helena 10 Hembra 24 positivo
30 12/09/2020 Jordan | 9 Hembra 6 positivo
33 28/09/2020 La Pola 1 Hembra 48 positivo
38 3/10/2020 El Carmen 3 Macho 10 positivo

Fuente: Los autores.
3.3. Discusion
3.3.1. Obtencion de ADN

Estudios previos permitieron escoger la metodologia mas
adecuada para hacer la concentracion de los ooquistes en muestras
bioldgicas, como se describe en anexos y en el capitulo 4; demostrando
que el método de flotacidn por sulfato de zinc (Faust) generd resultados
factibles para hacer la deteccion de T gondii en heces de gato
domeéstico, ademds de ser una metodologia de bajo costo y facil
realizacién, permitiendo detectar cantidades pequenas de ADN.

3.3.2. Deteccion molecular

Mediante este estudio se pudo hacer la identificacién de T. gondii
en heces de gato por medio de técnicas moleculares, demostrando que
los gatos domésticos son un foco de infeccidén para los seres humanos;
a pesar de no obtener un muestreo significativo, con el nimero de
muestras procesadas analizadas, se logré medir la eficacia del método
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para hacer identificaciéon de este parasito en diferentes muestras bioldgicas
como veremos mas adelante en los dos capitulos siguientes.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica de
biologia molecular que detecta directamente el ADN del parasito y ha sido
evaluada por diferentes autores, empleando diferentes metodologias y
muestras (Ponce & Gdmez-Marin, 2003). Ademas, la deteccién del gen
B1 por PCR-nested (anidada) parece ser el protocolo mas sensible en
comparacién a otros siendo capaz de detectar 50 fg, aproximadamente un
solo taquizoito y es una técnica que ha tenido éxito en la identificacion del
ADN de T. gondii en tejidos y fluidos (Jones et al., 2000) y se confirma con las
investigaciones realizadas en el LITP.

3.3.3. Prevalencia de T. gondii en heces de gatos domésticos

En el mundo existen 36 especies de felinos silvestres; el continente
americano es hogar de una tercera parte de ellos; y solo el puma se encuentra
en todo tipo de ambientes (Ceballos et al., 2010). Estos felinos salvajes y los
domésticos se consideran fuente de excrecién de ooquistes contaminantes al
medio (Halonen & Weiss, 2013). Varios autores concluyen que la transmisiénde T.
gondiialos seres humanos, es dependiente de la contaminacion del ambiente,
asociada también a la edad del felino, los habitos, pero no el sexo del mismo
(Afonso et al., 2007; Dubey, 2009a). Por ejemplo, en Beijing (China) se ha
evidenciado que el 57,8% (37/64) de los gatos callejeros fueron seropositivos
con anticuerpos de T. gondii, datos significativamente mas altos que en gatos
domeésticos (14,9%) (Qian et al., 2012). Cabe resaltar que caracteristicas como
razay el sexo que no muestran mayor significancia (Grandia et al., 2013; Lépez
et al., 2008). Sin embargo, en nuestro estudio observamos mayor presencia
del parasito en hembras que en machos, posiblemente debido al nUmero de
muestras procesadas.

En Colombia, en la ciudad de Armenia, Quindio, aunque por
microscopia 6ptica, no se logré detectar T. gondii; a través de PCR se
encontré un 17,8% (25/140) de muestras positivas para el gen B1, llegando
a la conclusién de que la presencia de este parasito en las heces de felinos
de compaiiia es un factor importante que contribuye a la alta prevalencia de
T. gondii en la poblaciéon humana (Zamora-Vélez et al., 2020).
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3.4. Conclusiones

La metodologia de PCR anidada para el gen B1 empleada en el
presente estudio demuestra ser muy eficaz en la deteccion de T. gondii en
heces de gato doméstico; ademds de ser una metodologia de facil realizacion.

Se estandarizd una metodologia para la concentracién de ooquistes
a partir de muestras coproldgicas de felinos domésticos, obteniendo ADN
viable que garantizé la amplificacion de la PCR-nested (anidada).

La presencia de T. gondii en muestras coproldgicas de gato fue del
12 %, demostrando ser una fuente de trasmision del organismo al ser
humano, haciendo necesario disefiar planes de mitigacidn de esta zoonosis
silenciosa. Segun lo reportado, se puede establecer que las heces de gato
son un material biolégico que necesita de medidas rigurosas de manejo a
causa de ser fuente de contaminacion al ser humano de pardasitos como
T. gondii.

Se recomienda en futuros estudios hacer un muestreo mds amplio
gue permita dar una prediccién del comportamiento del organismo en
relacién con este animal de compafiia y el ser humano, ademas de evaluar
factores como los habitos del felino, mostrando los datos epidemiolégicos
relativos a la poblacidon de felinos de la ciudad de Ibagué.
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Capitulo 4
Deteccion de Toxoplasma gondii en frutas y
hortalizas comercializadas en la ciudad de Ibagué

En frutas y vegetales de consumo fresco, se ha reportado la presencia de
parasitos, entre ellos T. gondii, aun en paises desarrollados, una tendencia que
se mantiene debido a varios factores, entre ellos la expansion del comercio
internacional de productos alimenticios y materias primas, los cambios en
los habitos alimenticios, el consumo fuera del hogar de comidas rapidas
y preparadas con anterioridad, y el crecimiento desordenado de la
poblacién en centros urbanos, donde no siempre hay disponibilidad de
agua potable, tratamiento de aguas residuales y desechos sélidos como
consecuencia del crecimiento poblacional acelerado (Capuano et al., 2002;
Kaferstein & Abdussalam, 1999; Morais-Falavigna et al., 2005).

Lo anterior, sumado a la variabilidad de los agentes patdgenos, el
porcentaje de contaminacion en los vegetales y la diversidad de regiones
afectadas, indican que se trata de un problema con amplia distribucién
geografica que afecta tanto a las zonas rurales como las metropolitanas,
poniendo en riesgo todos los dias la salud de cientos de personas (Paula et
al., 2003).

Por lo anterior, en el presente capitulo se lleva a cabo la deteccidn de
Toxoplasma gondii en frutas y hortalizas comercializadas en el casco urbano
de la ciudad de Ibagué.

4.1. Metodologia
4.1.1. Seleccion de puntos de muestreo

Para el muestreo de material vegetal, se escogieron trece de los puntos
de venta mas populares distribuidos en plazas de mercado, supermercados

de cadena y tiendas de verduras de la ciudad de Ibagué.

Posteriormente, se realizd la compra de un total de 100 muestras
entre frutas y hortalizas frescas vendidas en cada localidad, a partir del 18 de
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enero del 2017 hasta el 3 de junio del 2018, con el fin de obtener muestras
cultivadas en periodos climaticos diferentes.

4.1.2. Obtencion de la muestra

Se colectaron un total de 100 muestras, distribuidas en siete vegetales
que se caracterizan por su mayor consumo y comercializaciéon en la ciudad:
lechuga (variedad lisa y crespa), apio, cebolla larga, zanahoria, cilantro y
fresas.

Latomadelasmuestrasserealizden 15 visitasalos lugares establecidos
para el muestreo del material vegetal. En los 13 puntos de muestreo (Figura
10), se tomaron 500 g de cada una de las siete hortalizas; estos productos
se encontraban en perfecto estado macroscopico al momento del muestreo.

Cada producto se empacd en las bolsas entregadas por el vendedor
o supermercado para evitar el contacto entre las mismas y fueron llevadas
al laboratorio de parasitologia tropical de la Universidad del Tolima (LIPT).
Posteriormente, cada muestra se pasé a una bolsa de cierre hermético estéril,
las cuales se marcaron con el nimero consecutivo de estudio y se diligencio
el formato de recoleccion, en el cual se tiene informacién pertinente al sitio
de muestreo, fecha, hora y resultados obtenidos.
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Figura 10. Ubicacion de los 13 puntos de muestreo para frutas y hortalizas — casco
urbano ciudad de Ibagué.
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Fuente: Los autores.
4.1.3. Concentracion y ruptura de ooquistes

Inicialmente, se tomaron las bolsas estériles que contenian el
material vegetal y se les agregd 200 ml de agua desionizada, fueron agitadas
manualmente por 10 miny en un agitador por 15 min en agitacion constante.
Posteriormente, se rescataron los 200 ml de agua producto del lavado,
pasandola a tubos falcon de 50 ml, a través de una gasa sencilla. Finalmente,
se centrifugaron los tubos a 4000 rpm por 3 min, con el fin de reunir el
sedimento, el cual fue empleado para la concentracién de quistes utilizando
el método de flotacidn con sulfato de zinc, modificado (Tobie et al., 1938).

Fue necesario realizar un lavado a las muestras, debido al sulfato
de zinc, el cual puede interferir en el protocolo de extraccidn por exceso de
sales. Asi mismo, debido a la gruesa pared quistica, fue necesario realizar
una ruptura previa de los ooquistes por choque térmico en dos pasos: 1.
Resuspender el pellet en 100 ul de buffer de lisis (EDTA, NaCl, H,0d, SDS).
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2. Someter la muestra a tres ciclos, de congelamiento en nitrégeno liquido y
descongelamiento en bafio de Maria a 65 2C.

4.1.4. Digestion enzimdtica y extraccion de ADN

Posterior a la lisis de ooquistes, se adiciond a la muestra 200 ul de
H,Odd (Volumen final 300 pl), y se realizo la digestion con proteinasa K a una
concentracion de trabajo de 200 pg/ml a 37 °C durante toda la noche.

La extraccion se realizé con solventes organicos, aplicando el
método Fenol-Cloroformo-Alcohol-Isoamilico (FCAI). La purificacién,
realizando una digestion con ribonucleasa A (50 pg/ml) durante 1 hora
a 37°C vy repitiendo el procedimiento de extraccién una vez (FCAI)
(Sambrook et al., 1989).

4.1.5. Deteccion molecular

Se realizé la deteccion del ADN de los ooquistes por medio de una
PCR anidada (n-PCR), con las especificaciones descritas en el capitulo 2 del
presente libro. Se eligié esta metodologia por su alta sensibilidad, debido a la
baja cantidad de ADN obtenido del material vegetal.

4.2. Resultados

Las cien muestras obtenidas de material vegetal (fresas, apio,
cebolla larga, cilantro, zanahoria, lechuga crespa vy lisa), fueron sometidas
a la extraccion de acidos nucleicos y, posteriormente, a la PCR anidada,
logrando la amplificacién del material genético de T. gondii en 22 de
las muestras (Tabla 10 y Figura 11). En un estudio donde se evaluaron
otros pardsitos intestinales como Giardia y Blastocystis por metodologias
moleculares, llevado a cabo por Osorio-Delgado (2019) en las mismas
muestras, se evidencid que T. gondii presentd la mayor prevalencia.
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Tabla 10. Deteccion ADN de Toxoplasma gondii en frutas y hortalizas.

No. Cddigo muestra Tipo Sitio de recoleccion Resultad Total
hortaliza n-PCR Gen B1
1 8C 2 +
2 15C 3 +
3 36C 6 +
Cilantro 6
4 49 C 8 +
5 56 C 9 +
6 63C 10 +
7 2LL 15 +
8 57 LL 9 +
Lechuga lisa 4
9 78 LL 12 +
10 85 LL 13 +
11 6A 15 +
12 27 A Apio 14 + 3
13 60 A 9 +
14 19F 3 +
15 66 F 10 +
Fresas 4
16 94 F 1 +
17 59 F 9 +
18 35LC Lechuga 5 +
2
19 90 LC crespa 13 +
20 41 CL 6 +
21 61 CL Cebolla larga 9 + 3
22 68 CL 10 +
Total 22

Fuente: Los autores.
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Toxoplasmosis, la mayor zoonosis parasitaria en el mundo: vias de transmision a los humanos en Ibagué, Colombia

Figura 11. Visualizacion del producto de la seqgunda ronda de PCR (anidada)
para deteccion general de Toxoplasma gondii en gel de poliacrilamida al
6% de las muestras de verduras y frutas en Ibagué.

* En recuadro verde, banda de 97pb obtenida usando los cebadores Toxo
N2-Toxo C2. M) Marcador de peso molecular.

Fuente: Los autores.

Ademas de lo anterior, en el trabajo realizado por Osorio-Delgado
(2019) de las 49 muestras positivas, se encontraron seis muestras que
presentaban infeccion con mas de un parasito; cinco muestras fueron
detectadas con coinfeccién Blastocystis - Toxoplasma y 1 muestra con
Toxoplasma — Giardia.

4.3. Discusion

La prevalencia encontrada de Toxoplasma gondii fue de 22% en las
100 muestras de las hortalizas trabajadas. Estos resultados se obtuvieron
por medio de PCR anidada del gen B1.

Para Colombia, se han realizado diversos estudios que evaltuan la
presencia de T. gondii principalmente en carnes, sin embargo, no se habian
llevado a cabo trabajos de deteccién en vegetales frescos. Un estudio de
aguas de Armenia por Trivifio-Valencia, Lora-Sudrez, Zuluaga & Gémez-Marin



(2016), con el uso de la misma n-PCR para el andlisis de muestras, reporta
una prevalencia del 58,6% de T. gondii, lo cual es una muestra clara de la
presencia de quistes de este parasito en fuentes hidricas de la region.

En estos uUltimos afios se ha reportado la deteccion de ADN de
T. gondii en frutas y vegetales de consumo fresco en varias regiones del
mundo: Lass et al. (2012) en Polonia, de Souza et al. (2016) en Parana
(Brazil), Caradonna et al. (2017) en lItalia, Ferreira et al. (2018) en
Brasil, Slany et al. (2019) en la Republica Checa y Marques et al. (2020)
en Espafia y Portugal. En Colombia, recientemente, se han iniciado los
estudios para detectar molecularmente a T. gondii en frutas y verduras
de consumo fresco, por tal razén en este estudio reportamos por primera
vez la deteccion molecular de T. gondii en frutas y verduras para consumo
humano en la ciudad de Ibagué (Tolima-Colombia).

No son muchos los estudios relacionados con la deteccion de ooquistes
de T. gondii en muestras ambientales. Durante afios no estaban disponibles
métodos eficientes para la deteccién de ooquistes de T. gondii. Finalmente, la
situacion fue cambiando con el desarrollo de métodos especificos y sensibles
para recuperar e identificar los ooquistes de T. gondii utilizando métodos
inmunomagnéticos (Dumetre & Dardé, 2003, 2005, 2007) y el desarrollo de
métodos moleculares a través de la deteccion de ADN del parasito por medio
de la PCR. Sin embargo, se ha recopilado poca informacién sobre la deteccidon
de T. gondii en agua y suelo (Afonso et al., 2008; Aramini et al., 1999; Aubert
& Villena, 2009; de Moura et al., 2006; Dumeétre & Dardé, 2003; Kourenti
& Karanis, 2006; Kourenti et al., 2003; Lass et al., 2009; Sroka et al., 2006;
Villena et al., 2004).

4.4. Conclusiones

Se estandarizé una metodologia para concentracion de quistes a
partir de muestras vegetales, obteniendo ADN viable, en buena cantidad
y calidad, que garantizé la amplificacidn por PCR del gen B1 del parasito.

Los métodos moleculares aportaron una alta sensibilidad que permitié
encontrar Toxoplasma gondii en hortalizas, observdndose una mayor
prevalencia en muestras provenientes de las plazas de mercado de la ciudad.
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Capitulo 5
Deteccidon de Toxoplasma gondii en carnes
destinadas al consumo humano en Ibagué, Tolima

Como lo mencionamos anteriormente, T. gondii es capaz de
infectar cualquier animal de sangre caliente, incluyendo aquellos del
sector pecuario. Debido a que una de las principales formas reportadas para
el humano adquirir T. gondii es por la ingesta de carnes mal cocidas, en
el presente capitulo se abordé esta fuente de infeccién con el objetivo
de determinar la prevalencia de T. gondii en carnes de res, pollo y cerdo
destinadas al consumo humano en la ciudad de Ibagué.

5.1. Metodologia

Cada tipo de muestra tiene un método de extraccion especifico, a
continuacién se muestra el protocolo empleado para el procesamiento de
muestras de carnes obtenidas de la ciudad de Ibagué de acuerdo con la
metodologia descrita por Medina-Herndndez et al. (2022).

5.1.1. Tamano muestral

Se estimdé un tamafio muestral de 186, dichas muestras se
tomaron de la siguiente manera: 62 de res, 62 de pollo y 62 de cerdo. El
calculo se realizdé utilizando el software Epi-Info (CDC, versién 7.2.0.1),
al aplicar un margen de error del 5%, el nivel de confianza es del 95%
para una proporcion de la poblacién esperada del 40%, segln estudios
realizados en otras regiones de Colombia (Campo-Portacio et al., 2014
Franco-Hernandez et al., 2015; Lora-Suarez et al., 2007) y el efecto del
disefio muestral estimado del 0,5 para un tamafio de poblacién infinita.

Las muestras se obtuvieron de comercializadoras de carne
(tiendas de barrio, plazas o almacenes de cadena) de la ciudad de Ibagué,
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dado que de cada tipo de carne debia tomarse 62 muestras se decidié
tomar cuatro muestras por cada comuna en los diferentes barrios al azar,
para las comunas mas grandes se colectaron mas de cuatro muestras;
ademas, se tomaron algunos puntos al azar del departamento del Tolima,
utilizando carne de chivo y conejo, ademas de la carne de res, pollo y cerdo
para realizar pruebas iniciales de digestién, con la finalidad de ajustar
la metodologia de obtencién de ADN (Tablas 11 y 12). Se colectaron
aproximadamente 100 g de cada tejido que se almacenaron refrigerados
a 4°C hasta su posterior andlisis en el laboratorio (Boughattas et al., 2014;
Campo-Portacio et al., 2014).

5.1.2. Obtencion de ADN a partir de muestras de carnes

Se optd por una metodologia que permitieralos mejores resultados
en cuanto a la cantidad y calidad de ADN obtenido, por lo que se probaron
diferentes tiempos y temperaturas de digestion de la muestra, extraccion
y purificacion de ADN, como se muestra a continuacion:

5.1.2.1. Digestion de la muestra. A partir de 100g de carne se
realizaron cortes con una hoja de bisturi estéril al azar hasta obtener
5g de muestra en una caja de Petri estéril. Se efectuaron pruebas de
digestion con buffer de lisis (H,0 milli Q, EDTA 50mM, NaCl 5M y SDS
1%) y proteinasa K (solucién de trabajo 200ug/mL) a dos temperaturas y
tiempos diferentes para evaluar la calidad y cantidad de ADN obtenido,
estas son:

e Digestion a 37°C toda la noche (16h).
¢ Digestion a 56°C por 1h.

5.1.2.2. Extraccion y purificacion de ADN a partir de la muestra
digerida. Se efectud la extraccién de ADN a partir de 500uL de muestra
digerida con el método de Fenol-Cloroformo-Alcohol-Isoamilico (Anexo
A) y la digestion con RNasa A (concentracidon de trabajo de 50ug/mL)
(Sambrook et al., 1989).
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5.1.3. Cuantificacion de ADN

Se realizd la cuantificacion con NanoDrop 2000 (Anexo B),
posterior a la extraccion y purificacion de ADN, con el fin de determinar
cudl era la mejor opcién para el tratamiento de las muestras de carnes,
siendo la que permitiera mayor concentracién de ADN (ng/uL) y pureza
(Relacién 260/280) la que se usaria en las muestras del estudio.

5.1.4. Deteccion de ADN de Toxoplasma gondii

La deteccidn se realizé empleando la PCR anidada que se especifica
en el capitulo 2 del presente libro.

5.1.5. Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos por muestra se almacenaron en una
base de datos de Microsoft Excel y se determind la frecuencia de
infeccion de cadaunodelostiposde carne, estableciendo la prevalencia
y los intervalos de confianza con el programa estadistico InfoStat
version 2016e, se empled una prueba de estimacidon paramétrica
basada en una proporcion debido a que los datos evaluados eran de
tipo categodrico (positivo o negativo).

5.2. Resultados
5.2.1. Obtencion de ADN

Como resultado de los ensayos de digestion de la muestra se
observé que al realizar la digestion de la muestra por 1h con proteinasa
K se obtuvo mayor cantidad de ADN segun la cuantificacién en Nanodrop

2000 (Tabla 11).

Tabla 11. Cantidad de ADN obtenido evaluando dos temperaturas de
digestion de las muestras de carnes con PK.
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37°C/16h 56°C/1h

Muestra de
Relacién 260/280 Relacién 260/280

Chivo 325,3 1,75 1263,2 1,86
Chivo 2 50,1 1,62 562,1 1,82
Res 40,5 1,47 161 1,7
Conejo 170 1,62 260 1,75
Cerdo 96,2 1,78 554,2 1,79
Pollo 278,2 1,76 64010,7 1,87

Fuente: Los autores.

Al realizar la digestion a 56°C la muestra liberaba mas facilmente
liguido (buffer de lisis y contenido celular), mientras que al realizar
la digestion a 37°C el volumen de muestra recuperado para realizar
posteriormente la extraccién y purificacion de ADN con la metodologia
de FCAI propuesta por Sambrook et al. (1989) era menor.

Se realizd la prueba de deteccidén por n-PCR estandarizada para
Toxoplasma gondii (Capitulo 2) a algunas de las muestras que presentaron
mayor cantidad de ADN en la Tabla 11, estas procedian de municipios
diferentes a Ibagué y los organismos presentaban habitos de cria orgdnica,
los resultados se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Resultados de deteccion de muestras de carnes tomadas en
otros municipios.

Coordenadas del _ Resultado
Carne de Municipio
lugar de compra de n-PCR
Conejo 4.927733,-75.061778 Libano Positivo
Chivo 4.277671,-75.019129 Gualanday Positivo
Chivo 2 4.277671, -75.019129 Gualanday Negativo
Cerdo 4.253319, -74.985837 Potrerillo Positivo

Fuente: Los autores.

5.2.2. Muestras de carnes y prevalencia de T. gondii

A continuacion, en la Tabla 13 se observan las coordenadas donde
se tomaron las muestras para cada comunay el barrio correspondiente.
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Con ayuda del software ArcGIS (versién 10.5) se elabord y ubicé
en un mapa de la ciudad de Ibagué las muestras que dieron positivas
para Toxoplasma gondii segun el tipo de muestra (Figura 12), el reporte
consenso se muestra en la Tabla 14.

Tabla 13. Caracteristicas de las comunas y coordenadas de las muestras

de carnes tomadas.

Barrio donde se tomé
Comuna
la muestra

La Pola

Coordenadas

4.447373, -75.245411

San Pedro Alejandrino

4.434714, -75.230658

Libertador

4.446410, -75.247684

Centro

4.441307, -75.240402

Belencito

4.4493334, -75.239221

Ancon

4.449743, -75.234765

2 Santa Barbara

4.453609, -75.245356

Belén

4.451084, -75.244811

La Aurora

4.454901, -75.234970

Gaitan Parte Alta

4.443678, -75.215683

Antonio Narifio

4.443840, -75.222876

San Simén PB

4.442549, -75.219246

El Carmen

4.443718, -75.230616

Calarca

4.439641, -75.210106

Gaitan Parte Baja

4.443640, -75.211440

4 Onzaga

4.444200, -75.208005

Restrepo

4.438040, -75.214959

Sorrento

4.447586, -75.210789

Jorddan 8va Etapa

4.440534, -75.193978

La Campifia

4.442511, -75.189608

5 Jordan 9na Etapa

4.441789, -75.202082

Arrayanes

4.438694, -75.192310

Jordan 7ma Etapa

4.442365, -75.195641
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Barrio donde se tomé
Comuna
la muestra

La Gaviota

Coordenadas

4.454375, -75.180932

Entre Rios

4.446146, -75.188868

6 Canaveral

4.449237, -75.184412

Plazas del Bosque

4.448963, -75.201540

Los Mandarinos

4.453173, -75.203239

Salado

4.449820, -75.146532

San Pablo

4.447365, -75.159341

7 Santa Ana

4.443637, -75.164304

Urb. Portales del Norte

4.447369, -75.150075

Modelia Il

4.450373, -75.133391

Topacio

4.440942, -75.162977

Caminos del Norte

4.443090, -75.173774

8 Ciudadela Simén Bolivar

4.434414, -75.182698

El Bunde

4.441160, -75.178343

Ciudadela Simén Bolivar 111

4.436170, -75.173660

Valparaiso

4.439268, -75.187921

Jorddan 3ra Etapa

4.436080, -75.194837

Picalefia

4.398124, -75.141801

Hacienda Piedra Pintada

4.432674, -75.204332

Santa Rita

4.409308, -75.164390

Villa Café

4.427452, -75.189630

Las Palmas

4.433871, -75.215875

Montealegre

4.436033, -75.216881

10 La Francia

4.433538, -75.221728

Santa Helena

4.431488, -75.214161

Hipédromo

4.438397, -75.224590

12 de octubre

4.431223, -75.230947

Los Martires

4.427266, -75.218032

11 Refugio

4.427819, -75.233129

Las Brisas

4.428634, -75.226832

Bosque

4.427137,-75.221676

Ricaute

4.430935, -75.243748

Galan

4.430415, -75.242418

12
Kennedy

4.427426, -75.241778

Yuldaima

4.433504, -75.238963
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Barrio donde se tomé

Comuna Coordenadas
la muestra
Granada 4.421427,-75.257337
Miramar 4.425848, -75.252700
13 Boquerdn 4.414616, -75.263979
San Isidro 4.427462,-75.256117

Fuente: Los autores.

Figura 12. Ubicacion de muestras de carnes positivas en la ciudad de
Ibagué.
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Tabla 14. Resultados de la deteccion de muestras de carne.

Resultados n-PCR

Barrio Fecha de Compra
Res Pollo Cerdo
Gaitan Parte Alta 24/04/2017 Positivo Positivo Negativo
Las Palmas 26/04/2017 Negativo Negativo Positivo

La Pola 5/05/2017 Positivo Negativo Negativo




Resultados n-PCR

Barrio Fecha de Compra
Res Pollo Cerdo

Belencito 6/06/2017 Negativo Negativo Negativo
Jordan 8va Etapa 7/06/2017 Positivo Negativo Positivo
Salado 7/06/2017 Positivo Negativo Positivo
Calarca 5/07/2017 Negativo Negativo Negativo
Valparaiso 6/07/2017 Negativo Negativo Negativo
San Pedro Alejandrino 7/07/2017 Negativo Negativo Negativo
12 de octubre 16/07/2017 Negativo Negativo Negativo
La Gaviota 19/07/2017 Negativo Positivo Negativo
Ricaurte 21/07/2017 Positivo Negativo Negativo
Granada 21/07/2017 Negativo Negativo Positivo
Miramar 21/07/2017 Negativo Negativo Negativo
Los Mdrtires 1/08/2017 Positivo Positivo Negativo
Topacio 2/08/2017 Negativo Negativo Negativo
Galan 9/08/2017 Negativo Negativo Negativo
Caminos del Norte 9/08/2017 Negativo Negativo Negativo
Ancén 13/08/2017 Negativo Negativo Negativo
Antonio Narifio 13/08/2017 Negativo Negativo Positivo
Gaitan Parte Baja 22/08/2017 Negativo Negativo Negativo
La Campifia 28/08/2017 Negativo Negativo Negativo
Jordan 3ra Etapa 28/08/2017 Negativo Negativo Negativo
Entre Rios 9/09/2017 Negativo Positivo Negativo
Montealegre 9/09/2017 Negativo Positivo Negativo
Santa Barbara 11/09/2017 Negativo Negativo Negativo
Libertador 11/09/2017 Negativo Positivo Negativo
La Francia 15/09/2017 Positivo Negativo Negativo
San Pablo 15/09/2017 Negativo Negativo Positivo
Santa Helena 13/10/2017 Negativo Negativo Negativo
Kennedy 6/10/2017 Negativo Positivo Negativo
San Simén PB 20/10/2017 Negativo Negativo Negativo
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Onzaga 20/10/2017 Negativo Negativo Positivo
Picalefia 27/10/2017 Negativo Negativo Positivo
Jordan 9na Etapa 29/10/2017 Negativo Negativo Negativo
Santa Ana 2/11/2017 Negativo Negativo Negativo
Cafaveral 2/11/2017 Negativo Negativo Positivo
Refugio 17/11/2017 Positivo Negativo Positivo
Ciudadela Simén Bo-
livar 17/11/2017 Positivo Positivo Negativo
Yuldaima 26/11/2017 Negativo Negativo Positivo
Boquerodn 26/11/2017 Negativo Negativo Negativo
Belén 3/12/2017 Negativo Negativo Negativo
Hacienda Piedra Pin-
tada 3/12/2017 Negativo Negativo Negativo
Centro 10/12/2017 Negativo Negativo Negativo
Restrepo 12/12/2017 Negativo Negativo Negativo
Plazas del Bosque 16/12/2017 Negativo Negativo Negativo
El Carmen 16/12/2017 Negativo Negativo Negativo
El Bunde 21/12/2017 Negativo Negativo Positivo
Arrayanes 21/12/2017 Negativo Negativo Negativo
San Isidro 14/01/2018 Negativo Negativo Negativo
Las Brisas 14/01/2018 Positivo Negativo Negativo
Hipddromo 16/01/2018 Negativo Negativo Negativo
Urb. Portales del Norte 16/01/2018 Negativo Negativo Negativo
La Aurora 22/01/2018 Negativo Negativo Negativo
Santa Rita 23/01/2018 Negativo Negativo Negativo
Sorrento 31/01/2018 Positivo Negativo Negativo
Jordan 7ma Etapa 31/01/2018 Negativo Negativo Negativo
Ciudadela Simén Bo-
- 4/02/2018 Negativo Negativo Positivo
Villa Café 4/02/2018 Negativo Negativo Negativo
Modelia Il 4/02/2018 Negativo Negativo Negativo
Bosque 4/02/2018 Positivo Negativo Negativo
Los Mandarinos 11/02/2018 Negativo Positivo Positivo

Fuente: Los autores.
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Los calculos de estimacion de proporcién (prevalencia) para cada
tipo de carne y los intervalos de confianza se pueden observar en la Tabla 15.
Los resultados estadisticos mostraron una prevalencia de T. gondii del 18,82%
para las muestras de carne (35 de 186), siendo la prevalencia mas baja en las
muestras de carne de pollo (14,52%), seguidas por la carne de res (19,35%) y la
mas alta correspondio a las muestras de carne de cerdo (22,58%).

Tabla 15. Estimaciones e intervalos de confianza de las muestras evaluadas.

) ) » IC de 95%
Variable X n Estimacion E.E.
LI LS
Res 12 62 0,1935 0,0502 0,1042 0,3137
Pollo 9 62 0,1452 0,0447 0,0686 0,2578
Cerdo 14 62 0,2258 0,0531 0,1293 0,3497
Total 35 186 0,1882 0,0287 0,1320 0,2443

Fuente: Los autores.

Pese a lo anterior, los resultados indican que no existe diferencia
significativa entre las prevalencias de los tres tipos de muestras evaluadas
(Tabla 15), es decir, que los tres tipos de carne (res, polloy cerdo) presentan
un riesgo para la salud, pero ninguno significativamente mas que otro.

5.3. Discusion

5.3.1. Obtencion de ADN

Estudios en los que se lleva a cabo la deteccion de Toxoplasma
gondii en muestras de carne regularmente utilizan kits de extraccion de
ADN segun la muestra, ejemplo de esto son los realizados por Bacci et al.
(2015), Franco-Hernandez et al. (2015), Lora-Suarez et al. (2007) y Rahdar,
Samarbaf-Zadeh & Arab (2012), sin embargo, los kit de extraccién limitan
la cantidad de muestra que se puede trabajar, y por lo tanto, la cantidad
de ADN que se obtiene. Por lo planteado anteriormente se optd por una
metodologia cldsica, la cual permitié trabajar con una mayor cantidad de
muestra, obteniendo una cantidad de ADN igual o superior y de calidad
idonea.
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5.3.2. Prevalencia en carnes

En los paises occidentales se ha considerado tradicionalmente
cualquier tipo de carne de animal de sangre caliente como una fuente
importante de infeccidn por Toxoplasma, el riesgo asociado con el tipo de
carne (pollo, cordero, cerdo y ternera, etc.) varia en los paises, segun los
habitos alimentarios locales (tradiciones) y la prevalencia en los animales
destinados al consumo humano (Guo et al., 2017; Papatsiros et al., 2021;
Robert-Gangneux & Dardé, 2012; Zrelli et al., 2021).

En reses, pollos y cerdos los quistes pueden sobrevivir entre tres
y cuatro meses en corazén y musculo esquelético, estas caracteristicas
de resistencia hacen pensar que la infeccidn y, por tanto, la infectividad
persiste en estos animales de abasto (Hill & Dubey, 2002; Lora-Sudrez et
al., 2007). Lo anterior hace aun mas evidente que la carne infectada con
T. gondii es un foco de infeccién importante para los seres humanos. En
Colombia se ha encontrado que puede ser la fuente de infeccidn para el
25% de los casos de toxoplasmosis durante el embarazo (Diaz et al., 2010).

Investigaciones en el mundo muestran amplios rangos de
prevalencia en diferentes animales, para el presente estudio se encontré
un 18,82%. Los resultados para Colombia han sido variables en cuanto ala
prevalencia encontrada en diferentes ciudades, ejemplo claro de este es
el estudio realizado por Lora-Suarez et al. (2007) en el que reportan que
tres ciudades del Eje cafetero obtienen prevalencias para el mismo tipo
de carnes que los trabajados en este estudio del 33% en Manizales (20%
enres, 0% en polloy 80% en cerdo), 60% en Armenia (80% en res, 25% en
pollo y 70% en cerdo) y el porcentaje general mas alto para la ciudad de
Pereira, con un 65% (45% en res, 70% en pollo y 60% en cerdo).

Las diferentes metodologias de produccién de los animales,
el tamafio de las granjas, las condiciones sanitarias y de bioseguridad,
ademads de la presencia de insectos (como cucarachas o insectos
copréfagos), animales silvestres y fordneos, especialmente felinos
seropositivos y roedores infectados; asimismo, el sistema de control
empleado, las fuentes de agua, la cercania a las poblaciones urbanas y el
uso de productos concentrados fabricados con materias primas de origen
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animal o vegetal que pueda estar contaminado podrian tener relacién
con la prevalencia del parasito en las distintas especies estudiadas.

A continuacién, se analiza cada tipo de carne evaluada y se
comparan los resultados con los reportes de diferentes estudios.

5.3.2.1. Prevalencia en carnesde res. Los animales herbivoros,
como los bovinos, tienden a infectarse por T. gondii consumiendo heno,
pasturas, forraje o agua contaminada por ooquistes provenientes de heces
de gatos (Alves et al., 2021; Kijlstra & Jongert, 2008).

Para las carnes de res comercializadas en |bagué se determind
una prevalencia del 19,35%; el nivel encontrado se aproxima al reporta-
do por Lora-Suarez et al. (2007) para la ciudad de Manizales utilizando
n-PCR sobre el gen B1 (20% en res); sin embargo, prevalencias con am-
plias diferencias entre ellas han sido obtenidas incluso para una misma
ciudad pero para plantas de sacrificio diferentes como lo muestra el es-
tudio realizado por Franco-Hernandez et al. (2015), usando esta misma
metodologia de deteccidn en la que dos tipos de plantas de sacrificio
presentaron 63% de prevalencia del parasito para la planta tipo 1 (pro-
cesamiento de mds de 480 bovinos y mas de 400 cerdos cada 8 h) y un
10% para la planta tipo 2 (procesamiento de mas de 320 bovinos y mas
de 240 cerdos cada 8 h).

5.3.2.2. Prevalencia en carnes de pollo. Debido a las practicas
de manejo y condiciones de produccién intensiva en que son criados los
pollos existe una baja prevalencia de la infeccién por T. gondii, pues este
tipo de animales, al ser criados en galpones, no estan en contacto con
heces de gatos como lo pueden estar aquellos animales que deambulan
abiertamente; ademas, debido a que toman el alimento directamente de
comederos y no del suelo, que podria estar infectado con ooquistes, se
reduce la posibilidad de contraer lainfeccidn, sinembargo, queda abiertala
posibilidad a su infecciéon por medio de agua contaminada que no es
tratada de manera adecuada para su consumo (Campo-Portacio et al.,
2014; Liu et al., 2017; Trivifio-Valencia et al., 2016; Zrelli et al., 2021).

Reportamos la presencia de T. gondii en el 14,52% de las carnes
de pollo evaluadas, un porcentaje cercano al reportado por Cardenas
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Pérez et al. (2006) usando la metodologia de IFI en muestras de pollo del
departamento de Caldas (16%).

Ademas de lo anterior, se ha visto que a medida que aumenta la
edad de los individuos en una poblacién las seroprevalencias aumentan,
debido a que ha sido mayor el tiempo de exposicién al parasito, ejemplo
de esto es el estudio realizado por Juliao-Ruiz et al. (1983), el cual reporta
que el 32% de colombianos de entre 0-9 afos han estado en contacto y
podrian presentar quistes tisulares de T. gondii y este porcentaje aumenta
al 65% en la poblacién mayor de 60 anos; si trasponemos la situacion a las
aves, especificamente a pollos que se comercializan actualmente, estos al
momento de su sacrificio tienen aproximadamente 60 dias de vida, por
lo que su tiempo de exposicién es poco y, por tanto, podria pensarse que
este sea un factor determinante para los niveles bajos de prevalencia en
las carnes de este tipo.

5.3.2.3. Prevalencia en carnes de cerdo. El cerdo, por ser un
animal de habitos omnivoros y de hurgar en el suelo, puede adquirir T.
gondii de la misma manera que los herbivoros, ademas de infectarse por
el consumo de ratones que llevan quistes tisulares o la ingesta de insectos
con habitos copréfagos (Kijlstra & Jongert, 2008; Papatsiros et al., 2021).
En la actualidad la carne de cerdo es una de las mas consumidas por
el humano (Lora-Sudrez et al., 2007), asimismo, es una de las especies
en la que mds se ha logrado detectar el pardsito con altos niveles de
prevalencia, por lo que su carne se ha considerado como la fuente mds
importante para el hombre de transmision de T. gondii (Dubey, 2009b).

Para la ciudad de lbagué encontramos una prevalencia del
22,58% de las muestras evaluadas, porcentaje cercano al reportado en
lenguas de cerdo por Hernandez-Cortazar, Acosta-Viana, Guzman-Marin
et al. (2016a) en México (23,2%) usando n-PCR sobre la secuencia SAG1.
Ahora bien, a nivel mundial las prevalencias han alcanzado hasta el 96,6%
(Bacci et al., 2015; Hernandez-Cortazar, Acosta-Viana, Guzman-Marin
et al., 2016a).
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5.4. Conclusiones

En carnes destinadas al consumo humano (res, pollo y cerdo),
comercializadas en la zona urbana de la ciudad de lbagué, hemos
encontrado una prevalencia general del 18,82% (35/186) de T. gondii
usando n-PCR.

Las carnes analizadas se pueden considerar como alimentos de
riesgo potencial para la transmisidn de la infeccién por Toxoplasma gondii,
segun se evidencia en la prevalencia encontrada en el presente estudio y
reportada en otros. Por lo anterior, se hace necesario educar sobre este y
otros parasitos en la region.

Los tres tipos de carne representan un riesgo para la infeccion
por T. gondii, y pese a que no se encontraron diferencias significativas
en cuanto a su prevalencia, se observa un mayor nivel de riesgo en el
consumo de carne de cerdo (22,58%), seguido por el de res (19,35%) v,
por ultimo, el pollo (14,52%).
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Consideraciones finales

Toxoplasma gondii es un pardsito que pasa desapercibido v,
en ocasiones, solo se conoce la infeccién y la enfermedad cuando es
demasiado tarde. Como ya lo mencionamos no hay pruebas disponibles
que puedan determinar la fuente de infeccion, por lo tanto, no es posible
estimar de manera exacta en qué proporcion se adquiere la infeccion de
una u otra fuente de las expuestas anteriormente (Dubey et al., 2011;
Guo et al., 2015).

La prevalencia del parasito en distintas especies de produccion
pecuaria estd ligada al tamafio de las granjas, las condiciones sanitarias
y de bioseguridad que estas presentan, por lo que se hace evidente un
mayor control de las condiciones de cria de los distintos tipos de carne
animal que consume el hombre.

Sin embargo, para enfrentar la toxoplasmosis, en primer lugar, se
debe concientizar y educar a toda la poblacién colombiana, en especial la
poblacién con mayor riesgo de infeccion como las mujeres embarazadas
y los pacientes inmunocomprometidos (Diaz et al., 2010; Opsteegh et al.,
2015). Pero dicha formacion no solo deberia ser sobre Toxoplasma gondii,
sino el amplio nimero de parasitosis de origen zoondtico que puede
afectar al humano.

Ademas de lo anterior, con el fin de minimizar las infecciones por
consumo de alimentos contaminados por malos manejos, los colombianos
deberian recibir capacitaciones en manipulacion de alimentos. Para T.
gondii, incluso en la preparacién, se puede presentar contaminacién
cruzada, pues se ha detectado este parasito en superficies empleadas
para la preparacion de alimentos (Luna et al., 2019).
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Anexos

Anexo A. Protocolo de extraccion de dcidos nucleicos por Fenol-Clorofor-
mo-Alcohol Isoamilico (FCAI).

Extraccion de acidos nucleicos por FCAI:

A 500 pL de muestra digerida, adicionar el mismo volumen
de Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico (25:24:1) en un tubo
Eppendorf de 1,5 mL.

Mezclar por inversidn suavemente durante 5 minutos.
Centrifugar a 12000 r.p.m. durante 3 minutos.

Colocar el sobrenadante en un tubo Eppendorf nuevo y agregar
un volumen igual de Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:1).
Mezclar por inversién durante 5 minutos.

Centrifugar a 12000 r.p.m. durante 3 minutos.

Colocar el sobrenadante en un tubo Eppendorf nuevo, agregar
10% de volumen de acetato de sodio 3 M y el doble de volumen
de etanol absoluto frio.

Mezclar por inversién.

Colocar el tubo en cama de hielo durante 15 minutos.
Centrifugar a 14000 r.p.m. durante 10 minutos.

Descartar el sobrenadante.

Adicionar 500 pL de etanol al 70%.

Centrifugar a 12000 r.p.m. durante 5 minutos.

Eliminar el sobrenadante, dejar secar el pellet y agregar 50 uL de
TE (Tris-EDTA, pH 8,0).

Almacenar a 4 °C. Hasta la purificacion.

Purificacion de ADN por Fenol-Cloroformo-Alcohol-Isoamilico:
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e Adicionar a la muestra 450 pL de H,Odd y 2,5 pL de ribonucleasa
A (solucidn de trabajo 50 pg/mL).

e Dejar en digestion en bafio Maria durante 1 hora a 37°C.

e Repetir el procedimiento de extraccién por el método Fenol-
Cloroformo-Alcohol-Isoamilico.

e Resuspender en 50 uL de TE (Tris-EDTA pH 8.0).

e Almacenar a 4°C.

Preparacion de FCAI (25:24:1) y CAI (24:1):
e Para un volumen de 100 mL de FCAI, adicionar 50 mL de fenol
saturado con Tris-HCl, 48 mL de cloroformo y 2 mL de alcohol
isoamilico.

e Para un volumen de 100 mL de CAIl, mezclar 96 mL de cloroformo
y 4 mL de alcohol isoamilico.

Preparacion de acetato de sodio 3M pH 5,2 (100 mL):

Pesar 40,81 g de acetato de sodio (C,H,NaO,. 3H,0) y llevar a
100 mL de H,Odd. Medir y ajustar el pH a 5,2 con acido acético glacial, y
autoclavar a 15 Lb durante 10 minutos.

Preparacion de TE (50 mL):

Mezclar 0,5 mL de Tris-HClI 1M pH 8 y 0,1mL EDTA 0,5M pH 8.
Adicionar 49,4 mL de H,Odd.
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Anexo B. Cuantificacion por espectrofotometria: NanoDrop.

Antes de iniciar la cuantificacion, es necesario disponer de los

elementos necesarios:

NanoDrop

Computador con el software de cuantificacion

Papel de arroz

Micropipeta de 0,5 —10 pL

Punteras correspondientes a la micropipeta

Descartador

Muestras a cuantificar con su respectivo blanco (deben estar a
temperatura ambiente).

Procedimiento:

1)
2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)
9

Conecte el NanoDrop a la UPS o estabilizador.

Conecte el cable USB del NanoDrop al puerto correspondiente del
computador.

Abra el acceso directo del programa Nanodrop-ND2000.

En el menu principal del programa, escoja el grupo registrado bajo el
cual va a realizar el trabajo.

Nuevamente, en el men principal seleccione la APLICACION que va a
utilizar (nucleic acids).

Proceda a calibrar con la solucién blanco que sera TE (disolvente donde
se conserva la muestra). Para ello, tome 1 uL de TE y ubiquela sobre el
pedestal inferior, luego baje el brazo del pedestal superior, quedando
la gota atrapada entre ambos pedestales.

Verificar que la gota se vea formando una columna liquida entre
ambos pedestales, esto permitird que el haz de luz de la ldmpara de
Xendn la atraviese y se pueda cuantificar la muestra.

Seleccione la casilla solapar espectro.
Limpie los pedestales con agua destilada empleando papel de arroz.

10) Tome 1 pL de la muestra de ADN a cuantificar y ubiquela sobre el

pedestal inferior, luego baje el brazo del pedestal superior, quedando
la gota atrapada entre ambos pedestales. A continuacién, se debe dar
clic en medir.

11) Tome el registro de los datos necesarios.
12) Repita el paso 9.

NOTA: Realice la medicion del blanco cada 8 muestras.
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Anexo C. Electroforesis en gel de agarosa 1%

e Ensamblar la cdmara molde del gel y colocar el peine.

e Enun frasco de vidrio agregar 1 g de agarosa y llevar a 100 mL con
TBE 0,5X nuevo, tapar con vinipel y perforar con una punta.

e Fundir la agarosa en horno microondas durante 3 minutos.

e Completar el volumen perdido con agua destilada.

e Enfriar la agarosa, teniendo cuidado que esta no se gelifique en el
frasco, adicionar 1,5 uL de GelRed (10,000X).

e Servir la agarosa en la camara desde una esquina para evitar la
formacion de burbujas y esperar aproximadamente 30 minutos
paraquegelifique. Cuando el gel esta listo, se puede ver translicido.

e Adicionar en la cuba de electroforesis el buffer de corrido TBE
0,5X.

e Retirar los peines de la cdmara molde del gel y colocar el gel en
camara de electroforesis.

e Agregar buffer de carga a las muestras dependiendo del volumen
de la muestra.

e Sembrar 10 uL la muestra en las canaletas (Evite tocar el gel con
la puntera).

e Coloque la tapa de la cdmara y conecte los cables a la fuente de
poder en su respectivo polo.

e Dejar correr la electroforesis a 100 V por ~ 60 minutos (depende
del tamafio de la muestra).

e Luego de finalizar el corrido, visualizar en transiluminador con luz
UV, tome la fotografia y discuta los resultados sobre esta.

Preparacion de TBE:
La preparacion de TBE consiste en adicionar todos los componentes

y homogenizarlos usando un agitador magnético. Puede almacenarse a
temperatura ambiente.
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Tabla 16. Componentes de TBE 5X.

Volumen
Componente
1L 2L
Tris Base (g) 54 108
Acido bérico (g) 27,5 55
EDTA 0,5 M pH 8.0 (mL) 20 40
H,Odd Completar el volumen
Fuente: LIPT.
Tabla 17. Preparacion de TBE diluido.
Volumen
Concentracion 500 mL 1000 mL
TBESX(mL) | HOdd(ml) | TBESX(mL) | H,0dd (mL)
0,5X 50 450 100 900
1X 100 400 200 800

Fuente: LIPT.
Preparacion de 50 mL de EDTA 0,5 M pH 8.0:

1. Pesar 9,30 g de EDTA. 2H,0.

Adicionar 30 mL de H,O y homogenizar.

3. Mediry ajustar el pH con lentejas de NaOH al comienzo y luego con
solucion de NaOH 1N.

4. Completar los 50 mL con H,0.

5. Autoclavar a 15psi por 15 minutos.

g

Buffer de carga:

Para preparar 10 mL de buffer de cargar se pesa 0,025 g de azul de
bromofenol (0,25%) y 4 g de sacarosa (40%) y se afora a 10 mL con H,0dd.
La relacion es 1 uL de buffer de carga por cada 5 puL de muestra.

Marcador de peso molecular:

Mezclar 16 plL de buffer de carga 6X, con 80 uL de TBE 1X nuevo y
adicionar 4 pL de marcador de peso molecular (1pg/uL).

113



Anexo D. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6%.

Tabla 18. Componentes para preparar gel de acrilamida al 6%.

Volumen
Reactivos
10mL 12mL

H,Odd (mL) 6 7,2
Acrilamida 30% (mL) 2 2,4
TBE 5X (mL) 2 2,4
Persulfato de amonio (uL) 80 84
TEMED (pL) 4 4,2

Fuente: LIPT.
Procedimiento:

e Limpiar vidrios, separadores y cauchos con agua desionizada vy
etanol 70%, secar con un pafio limpio.

e Ensamblar la cdmara molde del gel de poliacrilamida.

e Adicionaragua alacamara, esperar de 1 a 3 minutos, para verificar
gue no haya filtracidon. Seguidamente retirar el agua y secarla.

e Mezclar en un recipiente de vidrio limpio los componentes del gel
de poliacrilamida.

e Servir la solucion de poliacrilamida en la camara de electroforesis,
colocar el peine adecuado, teniendo en cuenta que no se formen
burbujas.

e Esperar a que el gel se polimerice.

e Adicionar buffer de carga a las muestras (1 uL de buffer de carga
6X por cada 5 pL de muestra).

e Retirar el peine, lavar las canaletas con agua desionizada y TBE 1X
nuevo utilizando jeringa para retirar el exceso de acrilamida.

e Realizar el montaje de la camara molde en la camara de
electroforesis, agregar TBE 1X en los contenedores de la camara.

e Sembrar aproximadamente 4 uL de muestra en cada canaleta.

e Conectar los cables a la fuente de poder y dejar a 80 voltios
(el tiempo del corrido varia dependiendo del tamano del gel
fragmento y el 4rea del gel).
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Preparacion de acrilamida al 30%:

Tabla 19. Componentes de la acrilamida al 30%.

Componente Para preparar 100 mL
Acrilamida 29(g)
NN-metilen-bisacrilamida 1(g)
H,Odd Aforar a 100 (mL)

Fuente: LIPT.

e Medir los componentes segun la Tabla 19 y se adicionan en un
frasco previamente rotulado con la cantidad de H,0dd a utilizar. Es
necesario usar doble guante, tapaboca, careta y bata manga larga
como medidas de proteccion para pesar los componentes, ya que
la acrilamida es neurotdxica.

e Adicionar H,0dd y llevar a bafio de Maria a 37 °C hasta que se
disuelva.

e Cubrir con papel aluminio el frasco, rotularlo y almacenarlo a 4 °C.

Preparacion de persulfato de amonio 10%:
Pesar 1g de persulfato de amonio y llevar a 10mL con H,0dd.

Protocolo coloracion con nitrato de plata para geles de poliacrilamida
al 6%:

Tabla 20. Componentes de las soluciones usadas para la coloracion de
geles de poliacrilamida al 6%.

Solucion Fijadora

Etanol absoluto 40mL
Acido acético 1mL
H,Odd Llevar a 400 mL

Solucidén con Nitrato de Plata
Nitrato de plata 0,15g
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Solucién fijadora 50 mL
H,Odd 100 mL

Solucién Reveladora

Formaldehido 1mL
H,Odd 140 mL
NaOH 2g

Fente: LIPT.
Procedimiento:

e Preparar cada una de las soluciones (fijadora, nitrato de plata y
reveladora).

e Cuando el corrido haya finalizado, adicionar la solucidn fijadora
en una bandeja limpia y en ella colocar el gel de poliacrilamida.
Desmontar el gel de poliacrilamida retirando los vidrios, verificar la
orientacion del gel.

e Agitar suavemente durante 5 minutos.

e Retirar la solucién fijadora y adicionar la solucién de nitrato de
plata. Agitar suavemente durante 10 minutos.

e Retirar la solucidn de nitrato de plata, lavar rapidamente con agua
desionizada. Seguidamente, retire el agua.

e Adicionar la solucion reveladora y agitar constantemente hasta
gue sean visibles las bandas y el gel tome la tonalidad deseada.

e Retirar la solucidon de revelado y adicionar solucién fijadora.

e Para fijar el gel, se humedece una hoja de papel celofan con
solucidn fijadora y se cubre un vidrio de montaje. Sobre este se
coloca el gel y encima otra hoja de papel celofan humedecido.
Evitar la formacién de burbujas; una vez deshidratado el gel
despegar y recortar.

NOTA: No adicionar las soluciones directamente sobre el gel y no
toque el gel durante el proceso de coloracidn.
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