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RESUMEN

El Toxoplasma gondii (T. gondii) es un agente parasitario que causa la toxoplasmosis,
enfermedad que afecta a un gran nimero de hospedadores vertebrados incluido el humano
y presenta una amplia distribucion mundial. El objetivo del presente trabajo fue detectar
material gendmico de T. gondii en carne y leche de caprinos del Norte de México. Se
colectaron 326 muestras de carne de cabritos provenientes de 4 estados del norte de la
republica, en un rastro Tipo Inspeccion Federal (TIF) ubicado en el estado de Nuevo
Ledn; y 120 muestras de leche de cabra colectadas en los predios de los productores de
las mismas entidades federativas. Para la deteccion de Acido Desoxirribonucleico (ADN)
de este parasito se desarroll6 la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y
PCR anidada (nPCR), para amplificar una region del gen multicopia especifico de T.
gondii B1 utilizando los cebadores N1 C1 para la primer PCR, amplificando un fragmento
de 193pb, y para la nPCR los cebadores N2 C2 amplificando un fragmento de 97pb. Del
total de las muestras de carne colectadas se obtuvieron positivas 10 (3.06%) a la primer
PCR, las mismas que amplificaron en la nPCR, todas ellas provenientes del estado de
Chihuahua. Se obtuvieron las secuencias consenso de las muestras positivas de carne,
estas secuencias fueron analizadas y alineadas mediante el Método de Clustal W del
programa MegAlign/DNAStar versién 13 en busca de homologia con secuencias
previamente reportadas en el GenBank (Nucleotide), estableciéndose un 100% de
homologia entre todas las secuencias y con la secuencia reportada en el GenBank con el
namero de acceso AF179871.1 (Secuencia parcial del Gen Bl de T. gondii). Los
resultados en las muestras de leche fueron todos negativos. El presente trabajo de
investigacion es evidencia de la presencia de 7. gondii en cabritos sacrificados en el
Estado de Nuevo Leon procedentes de distintos estados del norte de México, sugiriendo,
que el consumo de carne de caprino mal procesada y mal cocida podria representar un

importante riesgo en salud publica.

Palabras clave: Toxoplasmosis, PCR, PCR anidado, Toxoplasma gondii, gen B,

consumo, carne, leche, cabra, México.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii (T. gondii) is a parasitic agent that causes toxoplasmosis, a disease
that affects a large number of vertebrate hosts including humans and has a wide global
distribution. The objective of the present work was to detect genomic material of 7. gondii
in meat and milk of goats of the North of Mexico. We collected 326 samples of meat from
kids from 4 states of the north of the republic, on a Federal Inspection Type Trail (TIF)
located in the state of Nuevo Leon; and 120 samples of goat's milk collected in the farms
of the producers of the same states. For the detection of deoxyribonucleic acid (DNA) of
this parasite the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) and nested PCR (nPCR)
was developed to amplify a region of the multicopy gene specific for 7. gondii B1 using
for the first PCR primers N1 C1, amplifying a fragment of 193 bp, and for nPCR primers
N2 C2, amplifying a fragment of 97 bp. From the total of the samples of meat collected
positive 10 (3.06%) were obtained at the first PCR, which were amplified in the nPCR,
all of them from the state of Chihuahua. The consensus sequences of the positive samples
of meat were obtained, these sequences were analyzed and aligned by Clustal Method W
of the program MegAlign / DNAStar version 13 in search of homology with previously
reported sequences in the GenBank (Nucleotide), establishing a 100% of homology
between all sequences and with the sequence reported in GenBank with accession number
AF179871.1 (Sequence partial of Gene B1 of T. gondii). The results in the milk samples
were all negative. This research work is evidence of the presence of 7. gondii in kids
slaughtered in the State of Nuevo Leon from different states of northern Mexico,
suggesting that the consumption of badly processed and poorly cooked goat meat could

represent an important public health risk.

Key words: Toxoplasmosis, PCR, nested PCR, Toxoplasma gondii, Bl gene,

consumption, meat, milk, goat, Mexico.
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ABSTRACT

El Toxoplasma gondii (T. gondii) és un agent parasitari que causa la toxoplasmosi,
malaltia que afecta un gran nombre d’hostes vertebrats, inclos I'numa, i presenta una
amplia distribucio mundial. L'objectiu del present treball va ser detectar material genomic
de T. gondii en carn i llet de cabrum del Nord de Mexic. Es van recollir 326 mostres de
carn de cabrits provinents de 4 estats del nord de la republica, en un escorxador Tipus
Inspeccié Federal (TIF) situat en l'estat de Nuevo Ledn; i 120 mostres de llet de cabra
recollides en les explotacions dels productors de les mateixes entitats federatives. Per a la
detecci6 d'Acid Desoxiribonucleic (ADN) d'aquest parasit es va desenvolupar la técnica
de Reaccid en Cadena de la Polimerasa (PCR) i PCR imbricada (nPCR), per amplificar
una regi6 del gen multicopia especific de T. gondii B1 utilitzant per a la primer PCR els
encebadors N1 C1, amplificant un fragment de 193pb, i per a la nPCR els encebadors N2
C2, amplificant un fragment de 97pb. Del total de les mostres de carn recollides es van
obtenir 10 de positives (3.06%) a la primer de la PCR, les mateixes que van amplificar a
la NPCR, totes elles provinents de I'estat de Chihuahua. Es van obtenir les sequéncies
consens de les mostres positives de carn, aquestes seqliéncies van ser analitzades i
alineades mitjancant el Métode de Clustal W del programa MegAlign / DNAStar versio
13 a la recerca d'’homologia amb sequéncies préviament reportades al GenBank
(Nucleotide), establint-se un 100% d'homologia entre totes les sequéncies i amb la
sequiéncia que apareix al GenBank amb el nimero d'accés AF179871.1 (sequéncia parcial
del Gen B1 de T. gondii). Els resultats en les mostres de llet van ser tots negatius. El
present treball d'investigacio és evidencia de la preséncia de 7. gondii a cabrits sacrificats
a I'Estat de Nuevo Ledn procedents de diferents estats del nord de Mexic, suggerint, que
el consum de carn de cabrum mal processada i mal cuita podria representar un important

risc en salut pablica.

Paraules clau: Toxoplasmosi, PCR, PCR niat, Toxoplasma gondii, gen B1, consum, carn,

llet, cabra, Méxic.
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. Introduccion

La Toxoplasmosis es una enfermedad causada por el parasito intracelular obligado
Toxoplasma gondii, un parasito de distribucion mundial, el cual fue descubierto por
Nicole y Manceux en el afio de 1908, en un pequefio roedor llamado Ctenodactylus gondii
en el norte de Africa (Mombro, 1995). Es un protozoario de un grupo de paréasitos en los
cuales su reproduccion sexual tiene lugar exclusivamente en células epiteliales del
intestino de su hospedador definitivo, en este caso en particular los felinos; y su
reproduccion asexual puede ocurrir en cualquier tejido de sus hospedadores
intermediarios, que pueden ser una gran cantidad de animales domésticos, silvestres y el
hombre (Mital ez al., 1990; Dubey et al., 1998; Tenter, 1999).

La infeccion se puede trasmitir por via digestiva, congénita y parenteral. La digestiva a
través de la ingestion de ooquistes infecciosos presentes en el ambiente, siendo la via
principal por la cual los herbivoros son infectados; y en el caso de los carnivoros, al igual
que en el hombre, es a través de la ingestion de alimentos contaminados, y de manera
importante por la presencia de formas quisticas del parésito en carne cruda y/o mal cocida
(Frenkel, 1990; Mital er al., 1990). En el caso de la transmision congénita, solo se
desarrolla cuando la primera infeccion coincide con un periodo de gestacion (Cordero et
al., 1999). En el caso de la via parenteral, se reporta con menor frecuencia, comparando

con la que se produce por los alimentos (Martin y Garcia, 2003).

El curso de la enfermedad en rumiantes, al igual que en el hombre, es de forma subclinica,
a excepcién de las hembras que se encuentran gestantes, en donde las manifestaciones
clinicas reproductivas son severas. La toxoplasmosis adquirida en el caso del ganado
caprino, a diferencia del ovino, suele ser mas patogena, ya que la congenita es reconocida
como una de las mas importantes causas de abortos, mortalidad neonatal y pérdidas
reproductivas. Esta demostrada la persistencia del parasito de por vida en forma latente
en los caprinos y ovinos, lo que representa un impacto negativo al sector productivo, asi

como un gran riesgo en salud publica (Cordero et al., 1999; Ortega, 2001).




Se ha observado que, en el caso de los bovinos, pueden eliminar o detener la reproduccion
del parasito. No obstante de esta posibilidad, al igual que en los caprinos y los ovinos, el
musculo de cualquiera de estas especies infectadas son una fuente de transmision para los

humanos (Quiroz et al., 2011).

Existe una alta prevalencia de la toxoplasmosis en humanos, aunque como ya hemos
mencionado, su presentacion es normalmente asintomatica, y se considera un patdégeno
oportunista ya que se asocia la infeccidon con graves complicaciones en los principales
grupos de riesgo, como son las mujeres embarazadas y los sujetos inmuno comprometidos
(Ortega, 2001; Campo-Portacio et al., 2014; Uribarren, 2017).

La toxoplasmosis, a pesar de que han transcurrido muchos afios de su descubrimiento,
sigue siendo una enfermedad con vigencia para la salud humana y animal, prueba de ello
es que a finales del siglo pasado se estima que una tercera parte de la poblacion esta
cronicamente infectada (Dubey y Beattie, 1988; Tenter et al., 2000). La infeccion humana
es causada primordialmente por la ingestion de carne mal cocida que contiene quistes
viables o por la ingestidn de ooquistes provenientes de gatos infectados y que contaminan
agua y alimentos (Dubey, 2004; Campo-Portacio et al., 2014). Por lo antes mencionado,
resulta de singular interés conocer el estatus de infeccion de especies potencialmente
transmisoras al ser humano, como lo son los rumiantes, particularmente los caprinos; en
este orden de ideas, se estima que actualmente existe en el mundo una poblacion de 1,006
millones de cabras y en México cerca de los 9 millones, lo que equivale casi al 1% de la
poblacién mundial, ocupando en América el segundo lugar después de Brasil (Andnimo,
2015).

La caprinocultura en el mundo ha retomado un interés en particular, derivado de la calidad
de los productos que se pueden obtener de los caprinos. Si bien es cierto que para el
mundo el consumo de carne de caprino representa solo el 5% de las carnes rojas que se
consumen anualmente, y para México representa solo el 1%, es importante considerar la
relevancia que tienen los sistemas de produccion en los productos finales, ya que cerca
del 95% de ellos se desarrollan en paises pobres o en desarrollo, con poca tecnologia y en
condiciones marginales lo que tiene un efecto directo sobre la calidad e inocuidad de la
carne. Por consiguiente, es importante resaltar el papel que representa el consumo de
carne y leche de cabra en la transmision de enfermedades y como fuente de infeccion para

el hombre.




El propdsito de este trabajo fue detectar la presencia de T. gondii en la carne y leche de
caprinos del Norte de México destinados a su consumo humano, ya que para esta region
no existen reportes al respecto, utilizando como técnica diagndstica PCR y la variante
nPCR.




JUSTIFICACION

1.2. Justificacion

En el Norte de México, y en particular en el Estado de Nuevo Leon, no existen reportes
sobre la presencia de Toxoplasma gondii en caprinos; considerando que los productos
carnicos y la leche de esta especie constituyen una fuente potencial de contagio para el
ser humano, este parasito constituye un riesgo muy importante para la salud pablica. En
este sentido, generar informacion respecto a la presencia del mismo es de gran
importancia para consideraciones epidemioldgicas, asi como para proponer alternativas

diagnosticas para este padecimiento.




HIPOTESIS

1.3. Hipotesis

El parésito de Toxoplasma gondii se encuentra presente en la carne de cabritos y en la
leche de cabra del Norte de México y su presencia puede ser detectada mediante el uso

de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).




OBJETIVOS

1.4. Objetivo General

Determinar la presencia de Toxoplasma gondii en carne y leche de caprinos del Norte de

México, mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) punto final.

1.5. Objetivos Especificos

Estandarizar la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Reaccion en
Cadena de la Polimerasa anidada (nPCR) para determinar la presencia de Toxoplasma

gondii utilizando la cepa de referencia RH.

Detectar la presencia de Toxoplasma gondii en muestras de carne de caprinos

provenientes de estados del Norte de México mediante la técnica de PCR y nPCR.

Detectar la presencia de Toxoplasma gondii en muestras de leche de cabra provenientes

de estados del Norte de México mediante la técnica de PCR y nPCR.




2. LITERATURA CITADA

2.1. La caprinocultura en el mundo, en México y en su region norte

Se asume que los caprinos fueron una de las primeras especies domesticadas, derivado de
la necesidad del consumo de su carne, leche, cuero y fibras (Galina et al., 1995b). Estos
pequefios rumiantes han jugado un papel importante en el mundo como fuente de carne y
leche, ocasionando que una gran cantidad de nucleos de poblaciones de paises en
desarrollo dependan de ella como base en su alimentacion. Durante ese proceso
zootécnico, esta especie mostré una gran capacidad para adaptarse a ambientes adversos
y poseer preferencias alimenticias muy diversas de vegetacion en pastoreo de matorrales
y otras especies no consumidas por otros animales (Jiménez et al., 2013); lo que le ha
permitido desarrollarse en una amplia variedad de condiciones geogréaficas, como lo han

sido desde desiertos hasta montafas de zonas semiaridas.

Los paises con mayor poblacion caprina son China con méas de 180 millones, seguido por
la India con 133 millones. Segun la FAO (An6nimo, 2015) la poblacion mundial se estima
en poco mas de 1,006 millones, de los cuales el 58% esté en Asia, 36% en Africa, 4% en
las Américas, 1.7% en Europa y el 0.3% en Oceania (Figura 1). Solo los 5 paises con
mayor poblacidn de caprinos cuentan con el 51% del total mundial, China, India, Nigeria,

Pakistan y Bangladesh.

Del 4% del inventario caprino gue se encuentran en América, que equivale a poco mas
de 35 millones, cerca de 9 millones se localizan en México, casi el 1% de la poblacion
mundial, ocupando un segundo lugar después de Brasil (Anonimo, 2009; Orona et al.,
2013).




Poblacion Mundial de Cabras 3,992,930,
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Figura 1. Poblacion mundial de cabras. Cabezas de ganado caprino por continente. Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura. Direccién de Estadistica. Adaptado de
FAOSTAT 2014.
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Figura 2. Distribucion del inventario caprino y produccién de carne y leche caprina en México. Tomado
de Comité Nacional Sistema Producto Caprinos, 2011.




La produccion caprina en México se desarrolla en unas 350,000 unidades de produccién
y cuenta con una diversidad de climas y condiciones ecoldgicas que hacen que de forma
general el territorio se puede dividir en 4 grandes regiones. En el Norte del pais (region
arida) se cuenta con la segunda mayor concentracion de cabezas, lo que equivale a un
33.2% del inventario nacional, debido a la preferencia en la dieta y su adaptacion. Como
puede verse en la Figura 2, en México el 63% de su territorio se le considera region arida
(Jiménez et al., 2013).

En México la produccion caprina se desarrolla de manera preponderante en zonas
marginales, caracterizdndose en su mayoria con bajo grado de tecnificacion por la
carencia de recurso econoémico, lo que conlleva unidades de produccion con escaso
equipamiento y mala infraestructura lo que imposibilita mejorar los indices productivos
(Guerrero, 2010). A esto habria que afiadir los malos esquemas de alimentacion, la
genética de los animales orientada a la adaptacion y supervivencia mas que a la
produccién, y las malas practicas de manejo. Esta Gltima deriva en malos resultados
cuantitativos y cualitativos en los productos finales para el consumo humano,
incrementando significativamente la incidencia de enfermedades zoondticas en los

animales (Jiménez et al., 2013).

Durante el afio 2013 en México, 10 de sus 32 estados con la mayor poblacién de cabezas
de caprinos aportaron el 75% de la produccion nacional en carne de caprino, que alcanz6
un poco mas de 40,000 toneladas, y el 84% de la produccion de leche de cabra, que supero
los 152 millones de litros, como se muestra en la Tabla 1. De esos 10 estados, 5 estan
ubicados en la regién norte, region de donde provinieron los cabritos y cabras

muestreados en el presente estudio.




Tabla 1. Estados de México con mayor poblacién caprina y su produccion de carne y leche.

Estado Poblacion caprina Carne Leche
(cabezas) (Toneladas) (miles de litros)
Oaxaca 1,251,122 3,900 -
Puebla 1,219,910 4,069 1,991
Guerrero 673,732 3,520 -
Coahuila 646,009 4,509 48,819
Zacatecas 617,201 4,418 5,744
San Luis Potosi 616,749 2,619 3,127
Guanajuato 572,849 2,202 37,223
Michoacéan 461,522 2,574 3,876
Nuevo Lebn 408,238 1,542 3,180
Durango 310,854 1,042 25,222
Resto= 1,909,628 10,198 23,728
Total, Nacional= 8,687,814 40,593 152,910

Elaboracion propia a partir de datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién, 2014.

La region Norte de México esta formada por los estados de Chihuahua, Coahuila,

Durango, Nuevo Leon, San Luis Potosi, Zacatecas y Aguascalientes (Figura 3), todos

ellos con su mayor porcentaje de territorio ubicado arriba del Tropico de Cancer; sumando

una superficie de 726,338 kildmetros cuadrados, siendo esta una tercera parte del

territorio Nacional, y contando con una poblacion de 19, 564,274 habitantes, el 15.8% de

la poblacién mexicana. Con relieve montafioso al este y oeste, y plano en las porciones

norte y centro, cuenta en gran parte de su territorio con una cobertura vegetal de matorral

espinoso, esto derivado de su clima seco y semiseco predominante, y en las partes altas

de las sierras se caracteriza por la presencia de algunos bosques de pino y encino.

Dentro de sus actividades econdmicas se distingue la agricultura, ganaderia, forestal,

minera e industrial. En la ganaderia predomina la explotacion de ganado bovino, ovino,

caprino y porcino.




O=ghy =E
;

Figura 3. Elaboracién propia. Mapa de México. Se indica los 7 estados del norte del pais que conforman
la region Norte.

En esta regidn se encuentran 5 de los estados mas productores de carne y leche de caprinos
en México; su produccion de carne representa el 37.8% de la produccién nacional, y la
de leche el 57.7%, tal como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Estados de la region norte de México, poblacién caprina y su produccion de carne y leche.

Estado Poblacion caprina Carne Leche
(cabezas) (Toneladas) (miles de litros)
Aguascalientes 32,982 181 -
Coahuila 646,009 4,509 48,819
Chihuahua 153,900 719 6,227
Durango 310,854 1,042 25,222
Nuevo Ledn 408,238 1,542 3,180
San Luis Potosi 616,749 2,619 3,127
Zacatecas 617,201 4,418 5,744
Total Region Norte = 2,785,933 15,030 92,319
Total Nacional = 8,687,814 40,593 152,910

Elaboraci6n propia a partir de datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, 2014.
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2.2. Agente Etiologico de la Toxoplasmosis

Pertenece al reino Protista, subreino Protozoo, filo Apicomplexa, clase Coccidia, familia
Sarcocystidae, género Toxoplasma, especie Toxoplasma gondii y del supergrupo
Chromalveolata, de un grupo de parésitos en los cuales la esquisogonia y la esporogonia
tiene lugar exclusivamente en células epiteliales del intestino de su hospedador definitivo,
en este caso en particular en los felinos. Se caracteriza por tener una reproduccién
asexuada que puede ocurrir en cualquier tejido de los animales que afecta, tanto
domésticos como silvestres, y en el hombre (Mital ez al., 1990; Dubey et al., 1998; Tenter,
1999).

Tiene tres formas parasitarias: el trofozoito (taquizoito) que es semilunar y movil, y
gracias al que recibe su nombre por su forma arqueada, que proviene del griego toxon y
que significa arco, y plasma que significa forma; las otras dos formas son quiste y

ooquiste (Martin y Garcia, 2003).

El trofozoito o taquizoito tiene una longitud de 4 a 8 um y de ancho de 2 a 3 um. La
porcion anterior, mas fina, lleva el complejo apical y por detras se sitdan el ndcleo de tipo
eucariota, el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico. El taquizoito ademas es la forma
replicativa, la cual se realiza de manera intracelular y por fision binaria. Suele invadir los
macrofagos, fibroblastos, endotelios o celdillas epiteliales. El taquizoito no resiste el jugo
gastrico. Las inmunoglobulinas séricas (IgM e 1gG) especificas inducen la opsonizacion-
fagocitosis del taquizoito, por lo que no es facil encontrarlos después de 7 a 10 dias de la
primera infeccién, cuando se encuentra en la fase aguda y a ellos se les atribuye la
diseminacion y la destruccion tisular (Martin y Garcia, 2003; Carrada, 2005; Uribarren,
2017).

El quiste generalmente esférico parasita diferentes células del organismo, principalmente
en el sistema dculo cerebral y muscular, siendo este un estado inactivo durante mucho
tiempo. Tienen un diametro entre 50 a 200 um, y dentro de ellos contienen centenares de
bradizoitos. Estos quistes constituyen una forma de resistencia al medio interior por la

envoltura resistente que le permite el intercambio de nutrientes.

El ooquiste u oocisto tiene forma esferoide y se encuentran en las heces de los gatos.
Posee un didmetro de 10 a 14 um y contienen un par de esporoquistes elipsoidales, los
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que a su vez contienen cuatro esporozoitos, y es la forma de resistencia en el medio
exterior (Carrada, 2005; Diaz et al., 2010).

El ciclo biologico se divide en 2 fases que ocurren por gametogonia en las células
epiteliales del intestino delgado de los felinos que actian como hospedador definitivo, y
la fase asexual del ciclo bioldgico que se desarrolla en los tejidos de los mismos felinos
y en otros hospedadores considerados como intermediarios, tales como herbivoros y aves,
e incluso el ser humano. Mientras que la fase sexual se desarrolla de manera exclusiva en
los felinos, que se infectan principalmente al ingerir tejidos de animales con quistes

tisulares activos, o bien a través de la ingestion de alimentos contaminados con ooquistes.

En los enteroquistes, los parésitos se diferencian en gametos femeninos y masculinos, lo
que da origen a un ooquiste diploide no esporulado que se elimina junto con las heces. En
el transcurso de las tres semanas siguientes a la primoinfeccion del gato, elimina ooquistes
que son la fuente de contaminacion (Martin y Garcia, 2003; Besné-Merida et al., 2008;
Uribarren, 2017).

Los ooquistes no son infectantes de inmediato, debiendo pasar por un proceso previo de
diferenciacion que dura de 1 a 5 dias. Pueden mantenerse infecciosos aproximadamente
un afio si el ambiente es himedo y la temperatura resulta favorable (4-37°C) (Uribarren,
2017).

En la fase asexual, los animales y los humanos se infectan por la ingestién de ooquistes
maduros presentes en la materia fecal del gato o de las formas quisticas presentes en los
tejidos de otros animales, que se consumen crudas o mal cocidas. De igual forma se
pueden dispersar en el ambiente contaminando agua, suelo, frutas, vegetacion y hasta
animales herbivoros. Al ingerir los hospederos intermediarios estos ooquistes se da una
infeccion extra intestinal, llevandose a cabo un ciclo incompleto de reproduccion. Asi, se
da inicialmente una infeccion aguda con reproduccion intracelular de los taquizoitos, y
cuando el hospedero desarrolla inmunidad, la infeccion se hace cronica y se forman los

quistes verdaderos con los bradizoitos (Martin y Garcia, 2003; Diaz et al., 2010).

Es necesario aclarar que el gato también se considera como un hospedero intermediario

con un ciclo parasitario tisular, extraentérico y asexual entérico (Pereira y Pérez, 2002).
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2.3. Epidemiologia

Desde 1908, con el descubrimiento de Toxoplasma por Nicole y Manceux, se han
desarrollado investigaciones alrededor del mundo para estudiar este patégeno y su papel

como agente patdgeno en los animales y en el hombre.

Muchos son los acontecimientos durante todos esos afios que han contribuido al
conocimiento de este parasito y su papel bioldgico, desde su denominacion de morfologia
como protozoo Yy la asignacion de su nombre cientifico en 1909 por la Academia de las
Ciencias de Paris, su aislamiento en perros (1910), mamiferos y aves (1917), su
descubrimiento como quistes en retina de nifio (1923), la confirmacion de meningo
encefalomielitis mortal relacionado a la toxoplasmosis en humanos (1937), la aparicién
de los primeros casos de toxoplasmosis fatal en adultos (1940), la descripcion clinico
patoldgica de la toxoplasmosis congénita en el hombre (1942), el desarrollo de una prueba
serologica de diagnostico “dye test” (1948), la identificacion por primera vez de un caso
de toxoplasmosis en cerdos (1952), el reporte de casos de toxoplasmosis en vacas (1953),
la sugerencia de transmision por consumir carne poco cocida (1954), el uso de la técnica
directa de anticuerpos fluorescentes para diagndstico (1957), la asociacion de abortos y
mortalidad perinatal en ovejas con la presencia del parasito (1957), la demostracion de
que la prevalencia en vegetarianos estrictos era similar a la de individuos no vegetarianos
(1959), la corroboracidn de la transmision por consumo de carne (1960), la demostracion
de la transmision a través de las heces de gatos (1965), la confirmacion del papel
epidemioldgico del gato (1969, 1972), entre otros. Fue en el afio de 1970 cuando varios
investigadores como Dubey y colaboradores, Frenkel y colaboradores, Hutchison,
Sheffield y Melton, Overdulve, descubrieron la fase sexual del parasito en la pared del
intestino del gato, completando asi el ciclo bioldgico de Toxoplasma gondii; y en ese
mismo afo también Dubey y colaboradores y otros grupos de investigadores descubrieron
que los ooquistes eran las estructuras infectantes presentes en las heces del gato;
estructuras que afios antes Hutchison y Frenkel habian descrito como Isospora bigemina
(Ortega, 2001).

El T. gondii es un agente parasitario intracelular obligado, potencialmente capaz de

invadir y multiplicarse en cualquier célula nucleada, lo que origina a la toxoplasmosis,
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que afecta a un gran nimero de hospedadores vertebrados, y lo hace ser el protozooario
méas comudn en mamiferos, tanto terrestres como acuéticos, y en las aves. (Mombré et al.,
1995; Cordero et al., 1999; Pereira y Pérez, 2002; Ezequiel et al., 2003; Besné-Merida et
al., 2008).

Dentro de la amplia variedad de hospedadores se encuentran diversos animales
intermediarios. Las especies ovina, caprina, porcina y los lagomorfos resultan
importantes por el entorno doméstico en que se encuentran. Para que se pueda infectar
un rumiante, como los ovinos, caprinos y bovinos, es necesario que los ooquistes se
encuentren en el medio ambiente, ya sea en las praderas de pastoreo o bien en ensilajes y
henos; considerando sobre todo la presencia de felinos silvestres y/o gatos domésticos
(Cordero et al., 1999; Quiroz et al., 2011).

Besné-Mérida (2011) presentaron informacién valiosa en el estudio de la toxoplasmosis
en 3 especies de rumiantes en diferentes estados de la RepUblica Mexicana en diferentes
afios, lo que se puede observar en la Tabla 3; con un rango de positividad que va desde

un 3% a un 84%, presentandose la mayor frecuencia en el ganado ovino.

Tabla 3. Estudios sobre toxoplasmosis en rumiantes de México.

 Especie Afiodel  Animales @ % | Prueba  Estado | Referencia
estudio Muestreados positivos usada
1990 300 28 PSB Tabasco | Martinez y col.
Bovinos 1993 197 12 ELISA ND Garciay col.
2005 30 16 HAI D.F. Cordova y col.
Caprinos 1990 707 3 ELISA ND Garciay col.
1990 495 30 IFAT ND Garciay col.
2008a 103 77a84 | ELISA, IB ND Caballero vy
Ovinos col.
2008b 351 >60¥ ELISA Colima | Caballero vy
col.

PSB: Prueba de Sabin-Feldman; IFAT: Inmunoflourescencia indirecta; IB: Inmuno-punto; HAI:
Hemoaglutinacion indirecta; ¥: Segun el trabajo, la positividad varié con respecto a la altitud; D.F.: Distrito
Federal; ND: EI muestreo se realizé en mas de 1 estado.

Fuente: Quiroz H, et al. Epidemiologia de enfermedades parasitarias en animales domésticos, 2011 (ISBN:

978-607-00-4015-3).
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En México, este parasito tiene una amplia distribucion territorial. Diversos estudios han
comprobado su presencia en animales domésticos considerados mascotas, como los
perros y gatos, y en la mayoria de las especies domesticas destinadas al consumo humano
y en fauna silvestre. Hernandez y colaboradores (2015), estudiaron la situacién
epidemioldgica en humanos y animales de la Toxoplasmosis en México, exponiendo los
resultados de diversos estudios realizados desde el afio 2004 al 2013 (Anexo 2:
Seroprevalencia de T. gondii en animales de México) en donde con diferentes métodos
diagnosticos se reportaron prevalencias desde un 0.8% hasta un 100%, observandose
prevalencias arriba del 75.5% en regiones humedas-tropicales, y las prevalencias mas
bajas en regiones seco-templadas.

La prevalencia de T. gondii en animales a nivel mundial ha superado el 50% en perros,
conejos y en nutrias del mar, en un 60% en ratones, ratas y aves silvestres y hasta un 70%
en gatos, ciervos y 0sos (Campo-Portacio et al., 2014). Tenter y colaboradores, en el afio
2000, reportaron una seroprevalencia en ovinos del 92% en algunos paises europeos;
mientras que Campo-Portacio y colaboradores en el 2014, detectaron ADN de T. gondii
en el 32% de las carnes analizadas de res, cerdo y pollo en una poblacion de Colombia.
En 2015, Lorencova y colaboradores reportaron una prevalencia de 7. gondii del 29.6%
por técnicas serologicas y de un 11% por pruebas moleculares en el tejido muscular en
rumiantes silvestres provenientes de reservas para produccion y caza en la Republica
Checa. Diaz y colaboradores en el 2016, reportaron seroprevalencias en el noreste de
Espafia en ovejas de un 38% a un 58% y en bovinos de un 7%.

El T. gondii es probablemente el agente mas frecuente de infeccion protozoaria en el
hombre en donde se estima se pueden encontrar anticuerpos en un 30% de la poblacion.
La infeccion humana es muy comdn, como lo indica la elevada prevalencia de anticuerpos
especificos detectados en encuestas seroepidemioldgicas en el mundo (Atias, 1991,
Dzikowiec et al., 2017).

En diversos estudios seroepidemiologicos, se han reportado prevalencias del anticuerpo
anti Toxoplasma muy diversas, que van desde menos del 1% en el caso de Alaska, un
70% en Tahiti, hasta un 90% en parisinas jovenes (Velasco er al., 1992; Pereira 'y Pérez,
2002; Carrada, 2005; Lora et al., 2007; Dzikowiec et al., 2017), los porcentajes de
prevalencia en poblacion pediatrica oscilan entre 0% a 71,43% (Diaz et al., 2010): y en

los paises desarrollados de clima templado la toxoplasmosis humana puede variar de 10
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a 50% a mas de 80% en los paises en desarrollo de los trépicos (Hernandez et al., 2015).
En toda esta variabilidad en la seroprevalencia de la toxoplasmosis, ademas de ver que el
rango de incidencia se incrementa con la edad por la constante exposicion al riesgo de
infeccion ya sea por consumo de carne cruda o a la ingestion de ooquistes en el ambiente;
ademés inciden variables atmosféricas, habitos alimenticios, educacién y estrato
socioeconoémico, entre otros (Martin y Garcia, 2003; Campo-Portacio er al., 2014,
Uribarren, 2017).

De un lugar a otro los porcentajes de incidencia varian; en el caso de Bélgica se reporta
un 16.39% de positividad en personas mayores a los 30 afios, en Holanda se report6 un
64% entre la poblacién de 20 a 22 afios, y en Estados Unidos hasta un 67% en mayores
de 50 afos. En América Central, Brasil, Francia y Turquia la seroprevalencia es mayor,
alcanzando un 90% (Chancin et al., 2003; Martin y Garcia, 2003).

Se ha reportado variacion en los resultados de prevalencia de seropositividad reportados
en México. Uno de los factores que influyen en la variaciéon es la distribucion geografica,
reportdndose una seropositividad baja en la zona norte, debido a la aridez y a las altas
temperaturas que alcanza el suelo de esa region, ocasionando que los ooquistes
depositados con las materias fecales de los gatos, lejos de madurar, mueren en poco
tiempo, como sucede también con los huevos y quistes de otros parasitos humanos. En
cambio, en algunos estados de las zonas costeras la prevalencia reportada es tan alta como
en Centroamérica, lo que se explica facilmente por la similitud de las condiciones
bioclimatol6gicas y socioecondmicas de estas regiones, que ademas de permitir una
mayor viabilidad de los ooquistes, los mantiene en cercania con el hombre, relacion que
parece incrementarse en las zonas urbanizadas de las regiones costeras (Velasco et al.,
1992).

Datos mas recientes proporcionados por la Direccion General de Informacion en Salud
(DGIS, 2012a) de la Secretaria de Salud en su anuario “Panorama epidemioldgico y
estadistico de la mortalidad en México 20117, no incluye datos de defunciones a causa de
la Toxoplasmosis en los diferentes grupos de edades por entidad Federativa durante el
periodo de 1979 al 2010; pero ya en el anuario “Panorama epidemioldgico y estadistico
de la mortalidad por causas sujetas a vigilancia epidemioldgica en México 2012 (DGIS,

2012b), reporta 23 defunciones por Toxoplasmosis en los diversos grupos de edades que
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corresponden a 14 estados de la Republica, como se puede observar en la Tabla 4 y Anexo
3.

Tabla 4. Mortalidad nacional por toxoplasmosis en México en afio el 2012,

Estado Muertes Grupos por edad Sexo *EPM

Campeche 1 1 1 41
Colima 1 1 1 7
Guerrero 2 2 2 | 385
Jalisco 1 1 1
México (Edo.) 4 3 1 4 41.3
Nayarit 1 1 1 88
Nuevo Leon 1 1 1 29
Oaxaca 1 1 1 67
Puebla 2 1 1 2 245
San Luis Potosi 2 1 1 1 1 25
Sonora 2 2 2 33.5
Tabasco 2 1 1 2 45
Tamaulipas 1 1 1 25
Veracruz 2 1 1 2 41
(14) Totales = 23 1 0 2 1 14 3 2 16 7

Fuente: Direccion General de Epidemiologia/ Sistema Estadistico Epidemioldgico de las Defunciones 2012
(DGSI, 2012a)

*EPM: Edad promedio a la muerte.

De igual forma que en los animales, Hernandez y colaboradores en el 2015, exponen los
resultados de diversos estudios realizados en México desde el afio 1989 al 2012 (Anexo
4: Seroprevalencia de T. gondii en humanos adultos de México) en donde con diferentes
métodos diagnosticos resultaron prevalencias desde 5% hasta un 64%, observandose el
mayor porcentaje de prevalencia en propietarios de gatos de la poblacion general, seguido
de un 55% en mujeres embarazadas, un 30% en una poblacion de menonitas y entre 22%

y un 23% en pobladores de zonas rurales.

2.3.1. Vias de Transmision

Los pequefios roedores y el raton doméstico constituyen un importante reservorio de la
infeccion por toxoplasmosis, ya que suelen ser el principal alimento para los gatos (Martin
y Garcia, 2003). Los felinos, juegan un papel sumamente importante en la epidemiologia

y conservacion de la enfermedad, ya que pueden completar el ciclo de vida de este
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parésito, y como hospederos definitivos son los encargados de excretar miles de ooquistes
resistentes en el medio ambiente (Hernandez ez al., 2015).

Es importante mencionar que algunos invertebrados como moscas y cucarachas pueden
contribuir a la difusién de los ooquistes que acomparian a la defecacion de los gatos, asi
como otros agentes fisicos como el viento y la lluvia. Los ooquistes que salen con las
heces no son de inmediato infectantes, deben pasar por un proceso de diferenciacion en
la tierra que dura hasta tres semanas y pueden mantenerse infecciosos durante mucho

tiempo en la tierra himeda (Wallace, 1973).

Hoy en dia ya se tienen bien identificadas las vias de transmision de este parasito, la

digestiva, la congénita o vertical y la via parenteral.

2.3.1.1. Transmision digestiva

Se considera la principal via de transmisidn por la ingesta de ooquistes esporulados
eliminados por los gatos a través de sus heces, las cuales contaminan el medio ambiente,
ya sea en la ciudad o en el campo, esparciéndolos por su actividad de caza, al igual que
en las granjas en los almacenes de forrajes y granos destinados para el consumo de
animales herbivoros; los ooquistes que pueden permanecer en el suelo viables hasta por
18 meses (Ortega, 2001).

En el caso de los animales carnivoros, al igual que en el hombre, la infeccion se da por la
ingestion de alimentos contaminados, y de manera importante por la presencia de formas
quisticas del parasito en carne cruda y/o mal cocida y por la manipulacion inadecuada de
la misma (Frenkel, 1990; Mital er al., 1990; Kijlstra y Jongert, 2008; Lorencova et al.,
2015). De igual forma, puede darse por la ingestion de oocistos presentes en el agua o en
alimentos contaminados por materia fecal de gatos, o inclusive por la manipulacién de
las cajas de arena de los gatos (Frenkel, 1990; Mital et al., 1990; Pereira y Pérez, 2002;
Martin y Garcia, 2003; Lora et al., 2007; Uribarren, 2017).

En el caso particular de los caprinos, en el que la infeccion es por ingesta de ooquistes,

estd demostrado la posibilidad de transmision de taquizoitos a través de la leche, aunque
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se desconoce la importancia de esta via entre los animales y si la transmision lactogénica

tenga un impacto en la salud publica (Cordero et al., 1999; Diaz et al., 2016).

2.3.1.2. Transmision Congenita

Otra via de transmision es la vertical o congénita, que generalmente tiene lugar en el curso
de una infeccion materna silenciosa o sin diagnosticar, y que puede ser causa de abortos
espontaneos. Esta via solo se desarrolla cuando la primo infeccidn coincide con un
periodo de gestacion (Cordero et al., 1999). En la mujer, al igual que en el caso de
hembras de otras especies de mamiferos como la cabra, la oveja y la cerda, entre otras,
solo se podra producir la transmision transplacentaria en la primera gestacion y no en las
consecutivas, ya que los anticuerpos 1gG desarrollados en la primo infeccion y presentes
en la sangre destruirian a los taquizoitos, evitando asi dafio alguno y una infeccién fetal
(Dubey y Beattie, 1988).

Se estima que el parasito esta presente en una tercera parte de las mujeres gestantes
cuando son infectadas por una infeccion primaria con los taquizoitos en fase de division
rapida, circulando por el torrente sanguineo (Frenkel, 1990; Mital er al., 1990; Pereira y
Pérez, 2002; Martin y Garcia, 2003; Lora et al., 2007; Uribarren, 2017).

Cuando la mujer se infecta en el primer tercio de la gestacion, las probabilidades de
transmision y de infectar al feto con gravedad variable son de un 10% al 15%. Si esto
ocurre en el segundo tercio, las probabilidades llegan a ser de un 30% al 54%, y si es en
el dltimo tercio las probabilidades aumentan hasta un 65% (Martin y Garcia, 2003;
Hernandez et al., 2015).

2.3.1.3. Transmision parenteral

Para algunos autores la via de transmision parenteral es de poca relevancia, se han descrito
casos en humanos por transfusion de sangre o leucocitos, trasplantes de dérganos e

inclusive por inoculacion accidental en laboratorio. También pueden ser vias de entrada
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la respiratoria, las mucosas y la via cutdnea (Martin y Garcia, 2003; Sullivan y Jeffers,
2012; Kamerkar y Davis, 2012; Uribarren, 2017).

Por otro lado, en estudios serologicos realizados en México, las altas tasas de infeccion
en los menores de 14 afos ratifican la elevada frecuencia con que los nifios se infectan al
jugar en suelos contaminados con materia fecal de gato, es decir, por ingestion de
ooquistes, debido al gran contacto que tienen con la tierra, asi como a sus habitos de juego
y trabajo, y no por la ingestion de carnes crudas (Velasco et al., 1992; Kijlstra y Jongert,
2008).

2.4. Caracteristicas de la Enfermedad

2.4.1. Patogenia

Generalmente la infeccion suele ser asintomatica, pero también puede ocasionar severas
manifestaciones en su hospedador intermediario o definitivo (Ortega, 2001). La
presentacion clinica de esta infeccion es variable segln la especie afectada y el estado
inmunoldgico en que se encuentre; puede dar una amplia sintomatologia clinica; en
algunas especies de mamiferos marinos y marsupiales puede llegar a ser fatal y en otras
especies, asi como en el hombre, solo un bajo nimero de ellos desarrollan signos clinicos
(Dubey y Jones, 2008).

Es considerada una enfermedad de importancia en salud publica, ya que puede ocasionar
diversos dafios al humano, mismos que pueden suscitarse también en su principal fuente
de contagio, los animales; afectando considerablemente su produccion y manteniendo su

presencia en medio ambiente (Quiroz et al., 2011).

En los hospedadores después de haberse infectado al consumir ooquistes en sus alimentos,
el Toxoplasma penetra en las células epiteliales, se replican y migran a los nodulos
linfaticos mesentéricos y posteriormente por sangre o linfa a los tejidos y 6rganos del

cuerpo, pudiendo ocasionar la muerte del hospedador a causa de la necrosis intestinal y
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de los nddulos mesenteéricos antes de generar mas dafio a otros érganos (Dubey y Frenkel,
1973; Cordero et al., 1999).

2.4.2. Toxoplasmosis en rumiantes

La importancia de la enfermedad esta ligada fundamentalmente a la infeccion congénita
que se traduce en trastornos reproductivos, y se sabe que se ha presentado en todo el
mundo (Pereira et al., 2004; Diaz et al., 2016). De manera general en los rumiantes esta
enfermedad es de tipo subclinico, y en el caso particular de los ovinos se puede presentar
fiebre; y en caso de los caprinos la enfermedad se torna mas severa, presentandose
diversos cuadros clinicos a razon del 6rgano afectado. Los bovinos si pueden adquirir la
enfermedad, como lo demuestran los estudios seroldgicos realizados en esta especie, pero

parecen ser resistentes a la infeccion (Quiroz et al., 2011).

En los ovinos ya infectados, la multiplicacion del parasito ocasiona una respuesta febril
aproximadamente en el 5° dia, iniciando la respuesta inmunitaria entre los dias 10 y 12
cesando la parasitemia y dando inicio la etapa cronica, lo que permitira que desarrolle una
fuerte resistencia a futuras reinfecciones. No es asi para los caprinos, donde la infeccién
es mas severa, ya que la multiplicacion del parasito en esta especie puede ocasionar
encefalitis, nefritis, hepatitis, abomasitis necrosante, enteritis y cistitis en cabras adultas.
Por lo general, la mayor problematica clinica son los problemas reproductivos, como
reabsorcion fetal, fetos momificados, abortos, inmovilidad en recién nacidos y muertes

en los neonatos (Cordero et al., 1999; Diaz et al., 2016; Bartova et al., 2017).

En el caso del ganado vacuno, se han desarrollado muchos estudios y experimentos, pero
en su mayoria los autores coinciden en gque en la especie bovina la toxoplasmosis no tiene
graves consecuencias. En trabajos de infeccion experimental no se han desarrollado
cuadros clinicos severos, solo un corto cuadro febril y respiratorio, pero al término de 3

semanas hay una recuperacion (Ortega, 2001).
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2.4.3. Toxoplasmosis en humanos

En el afio de 1923, Janku, quien era oftalmologo Checoslovaco, fue el primero en
describir la presencia del T. gondii en humanos, observando quistes en la retina de un
nifio con hidrocefalia (Ortega, 2001). El papel del parasito como patdgeno para el hombre
fue reconocido por Wolf y colaboradores en el afio de 1939, quienes describieron una
encefalomielitis en lactantes, confirmandose la existencia de toxoplasmosis congénita en

humanos (Hernandez et al., 2015).

En los humanos la infeccion primaria en el 90% de los casos es habitualmente
asintomatica, y se le considera un patdgeno oportunista, ya que se asocia la infeccion con
graves complicaciones en los principales grupos de riesgo, como las mujeres
embarazadas, fetos y recién nacidos, asi como los pacientes inmunosuprimidos primaria
y secundariamente (Hernandez et al., 2015; Lorencova et al., 2015; Uribarren, 2017). No
obstante, se estima que el 20% de las personas infectadas podrian desarrollar la

enfermedad clinicamente (Kijlstra y Jongert, 2008).

La toxoplasmosis congénita derivada de una infeccion aguda, cuando es adquirida por
primera vez durante el embarazo, puede trasmitirse al feto y causarle diversos problemas
en su salud al momento de nacer o bien en etapas posteriores de su vida (Rodriguez et al.,
2006; GOmez et al., 2007). En el caso particular de la toxoplasmosis ocular,
tradicionalmente se consideraba que derivaba de la transmision por via congeénita; sin
embargo, estudios recientes establecen que se deben a la enfermedad adquirida y no solo
por las mujeres embarazadas, denotando un riesgo en la poblacién en general (Gilbert y
Stanford, 2000); un ejemplo de ello es el 50% de los infantes que presentaron
coriorretinitis en el Reino Unido, debido a la infeccion por Toxoplasma adquirida después
del nacimiento (Standford ez al., 2006).

Las problematicas cuando la infeccidn ocurre al inicio de la gestacion pueden ser abortos,
encefalomielitis, hidrocefalia, macrocefalia, trastornos oculares y retraso psicomotriz (De
Miguel et al., 2002; Klaren y Kijlstra, 2002; Martin, 2004); y cuando la infeccion es
adquirida en el segundo y tercer trimestre pueden haber lesiones graves con
manifestaciones tardias, como calcificaciones cerebrales, retino coroiditis, retardo en el
desarrollo neurosiquico y epilepsias (Martin y Garcia, 2003; Rodriguez et al., 2006), por

estas razones es de vital importancia tener un seguimiento de las mujeres durante toda la
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gestacion. En el caso del hombre, la enfermedad se presenta en forma subclinica, siendo
la coriorretinitis la Unica manifestacion especifica (Dubey, 1988; Velasco et al., 1992;
Gomez et al., 1995).

Las condiciones mayormente fatales de la toxoplasmosis en el humano se ven en
pacientes donde su sistema inmune se ve presionado por la afectacion de tumores
malignos y la terapia correspondiente, sindrome de inmunodeficiencia adquirida, al igual
que pacientes sometidos a terapias con farmacos inmunosupresores después de un

trasplante de 6rganos (Hernandez et al., 2015).

2.5. Toxoplasma en alimentos

Se han analizado algunas de las variables que pueden afectar la viabilidad de los quistes
de T. gondii en los alimentos destinados al consumo humano, principalmente el efecto de
la temperatura, la salinidad y el tiempo de exposicion a estos factores.

El efecto de la congelacion en la viabilidad de los quistes de T. gondii fue descrito por
primera vez en 1965 (Sommer er al., 1965) cuando se reportd que la congelacion durante
2 dias a -20°C es suficiente para inactivar el parésito. Desde entonces, han surgido
numerosos reportes de que la congelacion puede inactivar los quistes tisulares de T.
gondii. Sin embargo, para lograr una eficiencia del 100% de mortalidad, deben de

considerarse como factores primordiales el tiempo y la temperatura.

Sierra y colaboradores (1998) reportaron que la seroprevalencia de Toxoplasma en
Espafia en las gestantes oscilaba entre el 25-50%, pero que esta cifra tendia a disminuir
debido al aumento del consumo de carne congelada, proceso que elimina los quistes
viables de este parasito, y sugieren como medidas preventivas basicas el no tener contacto
con gatos, congelar la carne (-20°C, durante 24 horas), no comer carne cruda o0 poco
cocida (a no ser que haya sido congelada previamente), utilizar guantes en los trabajos de

jardineria y lavar las frutas y verduras que vayan a ingerir.

Este protozoario se ha aislado en la carne de varias especies de animales domésticos y de
caza destinadas al consumo humano, de igual forma en carnes curadas y otros productos

como salchichas crudas, salami y embutidos (Germani y Pacheco, 2002). Se ha reportado
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que los quistes en carne pueden sobrevivir améas de 40°C hasta por tres semanas, y pueden
seguir viables aun si ésta se ha calentado a 65°C por 5 minutos (Suarez et al., 2005).

Los primeros reportes indican una inactivacion de los quistes tisulares de T. gondii en
agua destilada y una sobrevivencia de varias semanas en solucion salina fisioldgica
(0.85%) y almacenamiento a 4°C (Jacobs et al., 1960). EI aumento de la concentracion
de sal o la temperatura conducen a la inactivacién del parasito (Dubey et al., 1990). El
congelar la carne a -20°C por mas de dos dias destruye al parasito; de igual manera ocurre

con el salado y ahumado, y en la leche pasteurizada (Suarez et al., 2005).

En el caso del calentamiento, Jacobs y colaboradores (1960) fueron los primeros en
demostrar que el calentamiento inactiva los quistes tisulares. A una temperatura de 50°C
se requiere de una hora para lograr la inactivacion de los quistes, mientras que la
destruccion inmediata tiene lugar cuando la temperatura interna de la carne alcanza una
temperatura de 67°C (Dubey et al., 1990). Cocinar la carne infectada en un microondas
no garantiza matar del parasito, muy probablemente debido a un calentamiento desigual
(Lundén y Uggla, 1992).

De igual forma, se ha analizado el efecto de otros procedimientos para el curado de la
carne tales como la técnica de salado, el ahumado o la fermentacién en la supervivencia
de los quistes en tejido. Los estudios realizados por Dubey han demostrado que con NaCl:
al 6% se logra matar el quiste, independientemente de la temperatura utilizada,
observandose también que los quistes pueden sobrevivir durante 56 dias en una solucién
de 0.85% de sal, por 49 dias con un 2% y 21 dias con un 3.3% (Dubey, 1997). Datos mas
recientes han demostrado que la inyeccion de mas de un 2% de NaCl, y/o mas de un 1,4%
de soluciones de sal de lactato en la carne de cerdo infectado experimentalmente podria
matar el parsito, pero que una solucién de NaCl; al 1% proporciona resultados variables,
mientras que la adicion de sales de tripolifosfato no tiene ningln efecto sobre la viabilidad
del parésito (Hill et al., 2004; Hill et al., 2006). Por PCR se ha demostrado la presencia
de ADN de T. gondii en embutidos de cerdo disponibles comercialmente, aungque no se
detectd la presencia de quistes tisulares viables en estas muestras (De Oliveira et al.,
2004).

Al igual que en carne, existe el reporte de taquizoitos de 7. gondii aislados de muestras

de leche de cabra, reportandose un 3% en Polonia (Cisak et al., 2017), un 6% en Brasil
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(Bezerra et al., 2015), un 13% en Italia (Mancianti et al., 2013), un 33% en Eslovaquia
(Spisak et al., 2010) y recientemente, hasta en un 65% en Polonia (Sroka et al., 2017). En
este ultimo estudio no se contemplé un bioensayo para analizar la viabilidad de los
taquizoitos, sugiriéndose la posibilidad de que los taquizoitos, ya sea completos o alguna
parte de ellos, podrian ser inactivados por otros anticuerpos especificos que se encuentren

en altos niveles (titulos de 6,000 o superiores).

2.6. Diagnostico

El diagnostico de la toxoplasmosis no siempre es facil, debido al polimorfismo clinico
que se puede presentar en la infeccion y a la alta prevalencia de titulos seroldgicos para
anticuerpos anti-toxoplasma en la poblacion. Por otro lado, es complicado el aislamiento
del parésito, lo que dificulta correlacionar la infeccion con la manifestacion clinica. Por
tal razén el trabajo complementario, tanto de laboratorio como clinico, resultan basicos.
(Alvarez et al., 2003; Martin y Garcia, 2003; Carrada, 2005).

2.6.1. Métodos diagndsticos convencionales

Los métodos de diagndstico convencional para T. gondii abarcan los estudios serolégicos,
los bioensayos en gatos y/o ratones o bien la combinacién de estas pruebas (Dubey y
Beattie, 1988).

Hoy en dia se cuenta con diversos procedimientos directos para demostrar la presencia
del parasito, asi como indirectos basados fundamentalmente en la busqueda de
anticuerpos especificos. Aunque los métodos directos para la observacion del parasito son
lo ideal y proporcionan con gran seguridad el diagnéstico de infeccion aguda, no son muy
utilizados debido a que la mayor parte de las veces son técnicas y procedimientos
laboriosos y lentos, como la cordocentesis. Ademas, solo es posible realizarlos en un
reducido numero de casos, como por ejemplo la observacion de los taquizoitos en
muestras de liquido amniotico o cefalorraquideo. De igual forma sucede con la
inoculacion en raton para cualquier tipo de muestra y la técnica en fibroblastos (Tenter et
al., 2000; Martin y Garcia, 2003; Diaz et al., 2010).

26



Los métodos indirectos son los mas utilizados, no obstante, las pruebas seroldgicas
muestran algunos inconvenientes, como la estandarizacion, dificultad en la interpretacion

y el escaso resultado que proporcionan en infecciones latentes (Martin y Garcia, 2003).

La prueba serolégica que Sabin y Feldman desarrollaron en 1948 es la prueba de
referencia de IgG, en la que un titulo 1:128 se consideraba indicador de toxoplasmosis
activa. Esta prueba se fue sustituyendo debido a que utilizaba paréasitos vivos y un factor
sérico que nunca fue bien conocido, al que se llamo factor accesorio. La prueba de
inmunofluorescencia indirecta disefiada por Goldman en 1962 y modificada por Hetcher
en 1965, ademas de poseer idéntica sensibilidad y especificidad, es mas accesible y de
menos riesgo al no utilizar factor accesorio ni parasitos vivos. Su interpretacion es menos
subjetiva que la desarrollada por Sabin y Feldman, basada en la coloracion resultante por

efecto fluorescente (Velasco et al., 1992).

La técnica de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas o ELISA por sus siglas en
inglés (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) relne caracteristicas similares a la
inmunofluorescencia y es muy utilizada, aunque con la desventaja de no detectar los
titulos por debajo de 1:16, los cuales con frecuencia se engloban en el rango negativo,
muy comun en la coriorretinitis toxoplasmosica (Velasco er al., 1992). Titulos de hasta
1:32 se pueden encontrar en individuos no enfermos, y hoy en dia se sabe que los titulos
de anticuerpos no se relacionan con la gravedad de la enfermedad, motivo por el cual el
complemento de estudios seroldgicos con la clinica es de vital importancia (Frenkel y
Ruiz, 1980).

Si se cuenta con gatos en el hogar, el examen de este protozoario se puede efectuar por
examen fecal rutinario, demostrandose la presencia de ooquistes mediante la técnica de
flotacion, usando un namero de soluciones con una gravedad especifica de 1:18 (Lloria,
2002).

2.6.2. Métodos diagnosticos moleculares

En las Gltimas dos décadas, se ha potencializado como diagnéstico la busqueda del ADN
especifico de T. gondii utilizando métodos moleculares como la técnica de Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR), debido a que poseen ventajas sobre los metodos
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convencionales tales como la simplicidad, una alta sensibilidad, reproducibilidad y una
buena relacion costo-beneficio (Schoondermark er al., 1994; Bell y Ranford, 2002;
Contini et al., 2005; Calderaro et al., 2006; Bastien et al., 2007; Bessieres et al., 2009).

Los métodos moleculares pueden dividirse en dos grupos:

- Métodos para la deteccion de ADN de T. gondii en muestras biologicas: Aqui se
incluyen las pruebas de PCR convencional, PCR anidado (n-PCR) y PCR tiempo
real (QPCR).

- Métodos de alta resolucién para la identificacion de aislados de T. gondii: Se
incluyen las metodologias de PCR-RFLP multilocus, microsatélites, vy
Tipificacion de Secuencias Multilocus (MLST) de secuencias de ADN de una sola
copia (Su et al., 2009).

2.6.2.1. Métodos para la deteccion de ADN de Toxoplasma gondii en muestras

bioldgicas:

La prueba que con mayor frecuencia se utiliza para el diagndstico de 7. gondii debido a
la alta sensibilidad es la PCR de secuencias pequefias de ADN que se encuentran
repetidas, debido a la alta eficiencia de amplificacion de un fragmento pequefio
comparado con uno grande aunado a gque se cuenta con un mayor nimero de copias del

templado.

A lo largo del uso de esta metodologia, existen tres secuencias de ADN repetidas que han

sido utilizadas con mayor frecuencia para la deteccion de 7. gondii, siendo estas:

- Gen multicopia B1l: Este gen se encuentra 35 veces repetido. La primera
metodologia de PCR convencional para la amplificacién de este gen fue
desarrollada y reportada por Burg y colaboradores en 1989. Esta metodologia ha
sido adaptada y modificada en diferentes estudios (Khalifa ez al., 1994; Liesenfeld
et al., 1994; Bretagne et al., 1995; Pelloux et al., 1998; Contini et al., 2002, 2005;
Reischl er al., 2003; Switaj et al., 2005; Bastien et al., 2007).

- Elemento repetido de 529 pb: Este gen cuenta con 300 copias y fue identificado

en el afio 2000 por Homan y colaboradores y algunos autores han reportado que
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es hasta 100 veces mas sensible su amplificacion que la del gen B1 (Homan et al.,
2000; Reischl et al., 2003; Calderaro et al., 2006).

- Gen ITS-1 o gen 18S ribosomal: Este gen cuenta con 100 copias y ha sido
utilizado en pocos estudios, en donde ha mostrado una sensibilidad similar a la
reportada para el gen B1 (Hurtado er al., 2001; Jauregui et al., 2001; Calderaro et
al., 2006). Este gen ha sido de gran interés ya que permite distinguir entre

diferentes protozoarios emparentados con 7. gondii.

La técnica de PCR ha permitido detectar el ADN de 7. gondii en tejidos y fluidos
corporales. Resulta imposible distinguir la infeccion latente de la activa cuando esta se
aplica a los tejidos donde puede haber quistes, pero es valida para diagnosticar la
infeccion aguda, para el estudio en liquido amnidtico o liquido cefalorraquideo donde no
hay quistes (Martin y Garcia, 2003; Carrada, 2005)

Buscando incrementar la sensibilidad de la prueba, se ha desarrollado la modalidad de
nPCR y se ha utilizado tanto para el gen B1 como para el gen ITS-1, lograndose detectar
el ADN hasta de un solo paréasito (Hurtado et al., 2001; Jauregui et al., 2001; Calderaro
et al., 2006).

De igual forma, la prueba de PCR tiempo real ha mostrado una alta sensibilidad y posee
la ventaja de no solo detectar el ADN del parasito, sino también cuantificar la cantidad
de &cido nucleico en las muestras. Esta modalidad ha sido utilizada para monitorear la
progresion de infecciones en pacientes sometidos a tratamientos (Bell y Ranford, 2002;
Contini et al., 2005).

2.6.2.2. Métodos de alta resolucion para la identificacion de aislados de T.

gondii

Este tipo de pruebas moleculares han sido de gran utilidad en estudios epidemiolédgicos
para identificar aislados individuales de 7. gondii y determinar la fuente de

contaminacion.

Uno de los primeros estudios epidemioldgicos y de estructura de la poblacion de T. gondii

se realizo en 1995 con 106 aislados recolectados de humanos y animales de América del
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Norte y Europa, en donde utilizando 6 marcadores para PCR-RFLP se identificaron 3
linajes predominantes (tipo I, 11 y 1l1), concluyéndose asi que este pardsito tiene una

estructura de poblacion clonal (Howe y Sibley, 1995).

Se han ejecutado diversos estudios lograndose concluir que los aislados de 7. gondii
provenientes de América del Sur son altamente diversos y diferentes de aquellos
provenientes de América del Norte y Europa, concluyéndose asi que, en América del Sur,
T. gondii tiene una estructura epidémica poblacional (Ajzenberg et al., 2004; Lehmann et
al., 2004, 2006; Pena et al., 2008).

Sin duda alguna, para lograr entender la epidemiologia molecular, filogenia y genética
poblacional de T. gondii es de gran utilidad aplicar de manera integral las técnicas
diagnosticas moleculares, tanto de deteccion como de caracterizacion, lo cual permitird
impactar positivamente en el control de la transmision de este parasito y una reduccién

en la frecuencia de la toxoplasmosis tanto en animales como en humanos (Su et al., 2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

El muestreo se realizo en los estados de Chihuahua, Coahuila, Durango y Nuevo Leon,

ubicados en la region norte de México y que forman parte de la region semiarida del pais.

Figura 4. Elaboracion propia. Mapa de México. Se indica los 4 estados del norte del pais donde se
recolectaron las muestras de carne de cabrito y las de leche de cabra para esta investigacion.

3.2. Toma de muestras

3.2.1. Muestras de Carne

Para la realizacién de este estudio se recolectaron un total de 326 muestras de carne de
cabrito de entre 25 a 40 dias de edad, todos ellos sacrificados en un rastro especializado

en caprinos del estado de Nuevo LeoOn, que cuenta con la categoria Tipo Inspeccion
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Federal (TIF) otorgada por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA) del Gobierno Federal.

Tabla 5. Distribucion de las muestras de carne de cabrito por entidad federativa.

# ID Muestra Localidad Totales

1 1-40/50-71 Durango 62
2 41-49 | 72-97 Coahuila 35
3 98-221 Chihuahua 124
4 222-326 Nuevo Ledn 105

Totales = 326

Se tomaron las muestras de las canales de los cabritos con ayuda de pinzas hemostéticas
y tijeras quirargicas utilizando guantes de latex y se guardaron de manera individual en
un empaque de plastico con sellado Ziploc® de medida 10 x 10 cm, no estéril y se
identificaron con su numero de muestra progresiva, mientras que los datos de fecha de
colecta y nombre de la entidad de procedencia se anotaban en la hoja de registro del
muestreo; posteriormente se colocaron por cantidades de 20 bolsitas de muestras
individuales en otra bolsa de plastico grande y trasparente con sellado Ziploc® de medida
20 x 30 cm, procurando extraerle aire y asi se colocaron dentro de una hielera con
refrigerantes, y en un lapso de tiempo no mayor a 6 horas se hicieron llegar al Laboratorio
de Genética de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon, en donde se resguardaron en un congelador a una temperatura

de -22°C hasta su procesamiento.

El muestro de carne para el presente estudio fue determinado por el proveedor de las
mismas, de acuerdo a la cantidad de cabritos sacrificados por visita. Para validar la
cantidad de muestras se uso el software WIN EPISCOPE 2.0: “Improved epidemiological
software for veterinary medicine” (Anexo 5y 6) (Thrusfield ez al., 2001), considerando
la poblacion caprina del estado a muestrear, un nivel de confianza del 95% y una
prevalencia minima esperada del 20%, toda vez que en trabajos anteriores en México, y
a partir de sueros de diversas especies, se encontré una prevalencia del 30%, y del 29%

en rumiantes de manera particular.
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3.2.2. Muestras de Leche

Para el muestreo de leche de cabra se recolectaron un total de 120 muestras. Las cuales
fueron tomadas del tambo homogenizado del ordefio de la mafiana en un tubo plastico,
obteniendo una cantidad de 15 ml aproximadamente, y resguardandolas en hielera con
gel refrigerante hasta su traslado al Laboratorio de Genética de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

En el muestro de leche para el presente estudio, se establecid la cantidad de muestras
usando para ello el software WIN EPISCOPE 2.0: “Improved epidemiological software
for veterinary medicine” (Anexo 7 y 8) (Thrusfield et al., 2001), considerando la
poblaciéon caprina del estado a muestrear, un nivel de confianza del 95% y una prevalencia
minima esperada del 10% tomado en cuenta los resultados previos de este estudio en

muestras de carne.

Tabla 6. Distribucion de las muestras de leche de cabra por entidad federativa.
# | ID Muestra | Localidad Totales |

1 1-30 Chihuahua 30
2 31-60 Coahuila 30
3 61-90 Durango 30
4 91-120 Nuevo Ledn 30

Totales = 120

3.3. Extraccion del ADN gendmico de las muestras

3.3.1. Muestras de carne

Se inicid con el manejo de las muestras para el proceso de extraccion de ADN, trabajo
que se desarrollé en la campana de seguridad bioldgica (Termo Scientific 1300 series A2,
EEUU) con el proposito de evitar la contaminacién de las muestras. Se procedi6 a tomar
una fraccion de aproximadamente 1 cm?2 de cada muestra, que se coloco en un mortero de
ceramica, al cual se le adicion0 nitrogeno liquido y con ayuda de un macerador (mano de

mortero) se logré obtener una porcion aproximadamente de 5 g del tejido de la muestra
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colocéndolo en tubos tipo Eppendorf® de 2 ml para su posterior uso en el proceso de la
PCR.

Para la extraccion del ADN, se utilizo el protocolo propuesto por el fabricante (Wizard
Genomics, de Promega, EEUU). Se procedi6 a la lisis con 2 ml de solucion tampoén de
lisis (10 uM de Tris-HCI [pH 8.3], 1.5 uM de MgCl>, 50 uM de KCI, 0,1 mg/ml de
gelatina, 0.5% Tween 20) y 50 ul de proteinasa K. La mezcla se realizo ejerciendo presion
fisica en un mortero durante 10 minutos y se dejo reposar durante 5 minutos mas. La
muestra resultante se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos, descartando
el sobrenadante, y a continuacion se le adiciond 250 pl de buffer PBS al sedimento. Este
se centrifugd a 1.000 g (Eppendorf 5430, USA Scientific, Inc) durante 10 minutos y se
adicion0 al sedimento 600 pl de solucion de lisis nuclear (Nuclei Lysis Solution,
Promega), incubando la mezcla a 37°C por 15 minutos y a temperatura ambiente por 5
minutos. Posteriormente, se adicionaron 200 pl de la solucion de precipitacion de proteina
(iso-propanol 100% y 0.5 pl de solucion de glucdégeno [20 mg/ml]), agitando
vigorosamente por 20 segundos en el vortex, dejandolo reposar luego durante 5 minutos
en hielo. A continuacién, la muestra resultante se centrifugd (Eppendorf 5430) entre
13.000 y 16.000 g por 4 minutos y se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio,
mezclandose con 200 pl de alcohol isopropilico (CTR Scientific, México). La mezcla
resultante se centrifugdé nuevamente entre 13.000 y 16.000 g por un minuto, se decanto el
sobrenadante y se adicionaron 200 pl de etanol (CTR Scientific) al 70%, mezclando por
inversion. La mezcla resultante se centrifugo entre 13.000 y 16.000 g por un minuto. Se
eliminé el etanol cuidadosamente por aspiracion y se invirtié el tubo sobre un papel
absorbente limpio durante 10 a 15 minutos, a fin de eliminar cualquier resto de etanol. A
continuacion, se le adicionaron 100 pl de solucion de rehidratacion (10 uM de Tris-HCI
—pH 7.4; 1 uM de EDTA — pH 8.0). La muestra se mantuvo en refrigeracion a 4°C hasta

su analisis.

3.3.2. Muestras de leche

Para la extraccion del ADN de las muestras de leche, se utilizo el protocolo y los reactivos
propuesto por el fabricante (Wizard Genomics de Promega). A un volumen de 400 pl de

leche, se le adicionaron 900 ul de la solucion de lisis celular, y la mezcla fue sometida a
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10 homogenizaciones con el equipo Fast-Prep®-24 (MP Biomedicals. Irvine, California,
EEUU) en intervalos de 1 minuto de agitacion y 5 minutos de reposo. Las muestras se
centrifugaron (Eppendorf 5430) 15 minutos a 16.000 g y el sobrenadante se transfirio a
otro tubo, al cual se le adicionaron 300 ul de la solucidn de lisis nuclear, se homogenizo
por pipeteo y se incubd a 37°C por 1 hora. Se agreg6 1.5 pl de RNAsa, se mezclo de 2-5
veces por inversion y se incub6 a 37°C por 15 minutos dejandose enfriar a temperatura
ambiente por 5 minutos. Posteriormente se agregaron 100 pl de la solucién de Proteina y
se agitd mediante un vortex durante 10-20 segundos; posteriormente se centrifugd a
maxima velocidad por 4 minutos, el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf
de 1.5 ml al que se agregaron 300 pl de isopropanol. La mezcla se centrifugdé a maxima
velocidad por 3 minutos y se decanto el sobrenadante. A continuacion se adicionaron 300
ul de etanol al 70% y se centrifugé a maxima velocidad por 1 minuto, decantandose el
sobrenadante. El precipitado (ADN) se dejé secar a 37°C por 30 minutos. EI ADN se
rehidrat6 con 100 pl de la solucion de rehidratacion del kit. Posteriormente, las muestras

se incubaron a 65°C por 1 hora.

3.4. Analisis y cuantificacion del ADN

Para verificar la pureza y concentracion del ADN obtenido a partir de las muestras, se
procedio a realizar un andlisis por espectrofotometria a 260 nm y 280 nm. La lectura a
260 nm nos proporciono la concentracién de ADN vy la relacion 260/280 nm la pureza del
acido nucleico obtenido (Preparaciones puras de ADN tienen un valor de 260/280 de 1.8,
Wilfinger et al., 1997). De igual forma, se analizd por electroforesis en gel de agarosa al

1% para corroborar la banda de ADN.

3.5. PCR del gen constitutivo del Citocromo b

Para verificar la calidad e integridad del ADN, se analizd la expresion del gen del
Citocromo b. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 2.5 U (0.5 ul) de Taq
DNA polimerasa, 5 pl de buffer de reaccion 5X MyTaq (BIOLINE ™ Reagents,
Probiotek, México) con 2.5 uM de dNTP’s y 7.5 uM de MgCl. y 100 ng/ul de cada uno
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de los cebadores, aforando con agua DEPC (Dietil-pirocarbonato) hasta un volumen final
de 25 pl.

Las secuencias de los cebadores utilizados fueron:

MM1 - CTGCTCTGCCTGCCCTGGACT

MM3 - GGTCCTCAGTTCCCTCCCATTGT

Dando como resultado una banda de amplificacion de 219 pb.

Ya realizada la mezcla, el tubo se llevd a un termociclador Maxygen 1l de la marca
Axygen (Corning Life Sciences, Union City, CA, EEUU) bajo las condiciones de

amplificacion recogidos en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de amplificacion para PCR del gen constitutivo del Citocromo b.
PCR para citocromo b

Paso Temperatura °C Tiempo Minutos Ciclos
Desnaturalizacion previa 95 1 1

Desnaturalizacion 95 1

Alineamiento 65 1 30
Extension 72 1

Extension posterior 72 10 1

Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%
durante 30 minutos a 100 volts. Los geles fueron visualizados mediante el
fotodocumentador PhotoDoc-it ™ (Ultra Violet Products, Ltd., Upland, California,

EEUU) el cual cuenta con una camara Canon de 14.1 megapixeles.

3.6. Estandarizacion de la técnica de PCR para deteccion de T. gondii.

Se analizo la presencia de T. gondii mediante PCR y nPCR utilizando la cepa de
referencia RH, con la finalidad de mejorar la especificidad y sensibilidad de la prueba
diagnostica. Se buscé amplificar el gen B1, el cual es especifico para Toxoplasma y es el
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méas usado para su diagnostico ya que se encuentra repetido hasta 35 veces. Esta
metodologia fue previamente validada con una sensibilidad de 10 fg de ADN de
Toxoplasma, lo que equivale al ADN de un solo parasito presente en la muestra (Burg et
al., 1989).

En el presente estudio se utiliz6 como control positivo el ADN de la cepa de referencia
RH, material que fue proporcionado por el Dr. Juan Antonio Castillo Hernandez, Profesor
Investigador del departamento de Patologia Animal de la Facultad de Medicina

Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, Esparia.

Se valido la técnica del PCR primera ronda y nPCR mediante la amplificaciéon de 1 pl
directo del ADN de la cepa de referencia (control positivo) y de cada una de las diluciones
analizadas: 1:10, 1:50, 1:100 y 1:200 utilizando una solucién que contenia 2.5 U (0.5 pl)
de Taq DNA polimerasa, 5 pl de buffer de reaccion 5X MyTaq (BIOLINE™) con 2.5
UM de dNTP’s y 7.5 uM de MgCl2 y 100 ng/ul de cada uno de los cebadores, aforando
con agua DEPC hasta un volumen final de 25 ul. Esta mezcla de reaccion se utilizé para
las dos rondas de PCR, diferenciandose en los cebadores utilizados y que en el nPCR se
utiliz6 como ADN 1 pl del producto del primer PCR.

e Parala primera PCR los cebadores utilizados fueron:
Toxo N1: 5 — GGA ACT GCA TCC GTT CAT GAG -3’y
Toxo C1: 5> —TCT TTA AAG CGT TCG TGG TC- 3’
Dando como resultado una banda de amplificacion de 193 pb.

e Los cebadores utilizados para la nPCR fueron:

Toxo N2: 5 — TGC ATA GGT TGC CAG TCACTG -3’y
Toxo C2: 5 — GGC GAC CAATCT GCG AAT ACACC -3
Dando como resultado una banda de amplificacion de 97 pb.

Ya realizada la mezcla, el tubo se llevo a un termociclador Axygen MaxyGene® Il

(Corning Life Sciences). Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron las
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previamente reportadas por Ponce y Gomez (2003), que se utilizaron para las dos rondas
de PCR, tal y como se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de amplificacion para PCR y para nPCR.
Primer PCR

Paso Temperatura °C Tiempo Minutos Ciclos
Desnaturalizacién previa 94 5 1
Desnaturalizacion 94 1 40
Alineamiento 53 1
Extension 72 1
Extension posterior 72 10 1

Paso Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion previa 94 5 minutos 1
Desnaturalizacion 94 1 minutos 14
Alineamiento 53 30 segundos
Extension 72 30 segundos
Extension posterior 72 10 minutos 1

De igual forma, la temperatura de alineamiento de los cebadores utilizados en la primera
ronda de PCR se validé mediante un gradiente de temperatura (49.5°C, 50.7°C, 57.4°C y

60.9°C) bajo las mismas condiciones de amplificacion ya descritas.

Los productos de amplificacion se mezclaron con 1 pl de reactivo GelRead® Nucleic
Acid Gel Stain (Biotium, Fremon, CA, EEUU) y se analizaron por electroforesis en gel
de agarosa al 1% durante 30 minutos a 100 volts. Los geles fueron visualizados mediante
un fotodocumentador PhotoDoc-it ® (Ultra Violet Products, Ltd.) el cual cuenta con una

camara Canon de 14.1 megapixeles.
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3.7. Deteccion de T. gondii mediante la prueba PCR en muestras de carne y de
leche.

Para la busqueda de ADN de T. gondii en las muestras de carne y de leche, se analizaron
los ADN mediante PCR bajo las condiciones de amplificacion previamente descritas, en
un volumen final de 25 pl que contenia: 1 pl de ADN de la muestra, 2.5 U (0.5 ul) de Taq
DNA polimerasa, 5 pl de buffer de reaccion 5X MyTaq® (BIOLINE®) con 2.5 pM de
dNTP’sy 7.5 uM de MgCl>, y 100 ng/ul de cada uno de los cebadores, aforando la mezcla
con agua DEPC.

Los productos de amplificacion se mezclaron con 1 pl de reactivo GelRead® Nucleic
Acid Gel Stain (Biotium) y se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%
durante 30 minutos a 100 volts. Los geles fueron visualizados mediante un foto-
documentador PhotoDoc-It® Imaging System (Ultra Violet Products, Ltd.) el cual cuenta

con una camara Canon de 14.1 megapixeles.

3.8. Secuenciacion y analisis de homologia de los productos amplificados

Los productos de PCR de las muestras positivas de carne fueron enviados a la compafiia
Macrogen (Rockville, MD, EEUU) para su secuenciacién. Se editaron las secuencias
obtenidas en el proceso de secuenciacion mediante el programa EditSeq del Software
DNASTAR version 13 (DNASTAR, Inc, Wisconsin USA ), para obtener la secuencia
consenso. Los andlisis genéticos se realizaron con el mismo software DNASTAR version
13, donde se realizaron los alineamientos multiples de las secuencias obtenidas y las de
referencia del GenBank con el programa MegaAlign. A partir de los alineamientos se
hicieron las comparaciones de los pares de bases y el grado de divergencia genética
(distancias geneticas), mediante el método Kimura 2-Parametro (Kimura, 1980).
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4, RESULTADOS

4.1. Extraccion de ADN

Se analiz6 por electroforesis y espectrofotometria el ADN de la cepa de referencia RH
(Figura 5), obteniéndose una concentracion de 510.8 ng/ul y una pureza de 1.8. De igual
manera se logré obtener ADN de calidad en todas las muestras procesadas, siendo
analizadas por electroforesis y cuantificadas por espectrofotometria, obteniéndose para
las muestras de carne concentraciones en el rango de 1.830 ng/pl a 4.000 ng/pl y con una
pureza de 1.8 a 1.9 (Figura 6), y para las muestras de leche un rango de concentracion de
53 ng/ul a 113 ng/ul con la misma pureza (Figura 7), lo cual garantiza una buena calidad

de &cido nucleico para realizar las reacciones de PCR.

Figura 5. Extraccion de ADN del control positivo de T. gondii.
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Figura 6. Extraccion de ADN de muestras representativas de carne de cabritos de los estados del Norte
de México. A) Durango, B) Coahuila, C) Chihuahua y D) Nuevo Leon. Electroforesis en gel de agarosa
al 1% visualizado bajo la luz UV del transiluminador.
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Figura 7. Extraccién de ADN de muestras representativas de leche de cabra de los estados del Norte de
Meéxico. A) Durango, B) Coahuila, C) Chihuahua y D) Nuevo Leon. Electroforesis en gel de agarosa al
1% visualizado bajo la luz UV del transiluminador.

4.2. PCR del gen constitutivo del Citocromo b

Para analizar la integridad del ADN, éstos fueron analizados por la amplificacion del gen
constitutivo del Citocromo b, la cual se estandariz6 con muestra de sangre de cabra a
través de un gradiente de temperatura de alineamiento, lograndose amplificar la banda
esperada a 65°C como estaba previamente reportada (Figura 8). Al analizar las muestras
de carne de cabrito y leche de cabra, se logr6 observar la banda de amplificacién en la

totalidad de las muestras, tanto de carne como de leche (Figuras 9 y 10).
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M 683° 67° 65° 62° 61° C-

Figura 8. Amplificacion del gen constitutivo del Citocromo b en muestra de sangre de caprino. Gradiente
de temperatura. Electroforesis en gel de agarosa al 1% visualizado bajo la luz UV del transiluminador.
M Marcador de peso molecular 100 pb.

M C+ 187 188 192 193 194 195 19 197 198 199 C-

Figura 9. Amplificacion del gen constitutivo del Citocromo b en muestras de carne. Electroforesis en gel
de agarosa al 1% visualizado bajo la luz UV del transiluminador. M: Marcador de peso molecular 100
pb, C+: Control positivo cepa de referencia RH, 187 a 199: Muestras de carne.
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M C+1 2 3 4 5 6 C-

Figura 10. Amplificacién del gen constitutivo del Citocromo b en muestras de leche. Electroforesis en
gel de agarosa al 1% visualizado bajo la luz UV del transiluminador. M: Marcador de peso molecular
100 pb, C+: Control positivo Cepa de referencia RH, 1 a 6: Muestras representativas de leche.

4.3. Estandarizacion de la técnica de PCR para amplificacion del gen B1 de T.

gondii con la cepa de referencia RH

Se procedio a realizar la estandarizacion del PCR y nPCR para la amplificacion del gen

B1 de T. gondii utilizando la cepa de referencia.

Se utilizaron las condiciones previamente reportadas para los cebadores utilizados y se
utilizaron diluciones (1:10, 1:50, 1:100 y 1:200) de la cepa de referencia RH.

En la primera ronda de PCR, se logré obtener la amplificacion esperada de 193 pb en
todas las diluciones probadas. De igual forma, no se observo banda de amplificacion en
el control negativo (reactivos de PCR mas agua) como se observa en la Figura 11, lo cual
nos indica una alta sensibilidad de los cebadores y las condiciones de no contaminacion

de reactivos y de manejo para proceder con las amplificaciones de las muestras problema.
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193pb —»

Figura 11. Primera Ronda de PCR de DNA de la cepa de referencia RH de T. gondii. Amplificacién de
193 pb del gen B1 con los cebadores N1 C1. M: Marcador de peso molecular 100 pb, Diluciones de la
cepa de referencia RH: 1: Dilucion 1:10, 2: Dilucién 1:50, 3: Dilucién 1:100, 4: Dilucion 1:200, C+: 1
pl directo de la cepa de referencia RH, C-: (sin ADN).

Posteriormente, se analizaron las condiciones de amplificacion del nPCR, utilizando
como templado 1 pl de los productos de amplificacion de la primera ronda de PCR,
obteniéndose en todos los casos la banda esperada de amplificacion de 97 pb. De igual
forma, no se observo banda de amplificacién en el control negativo (reactivos de PCR
mas agua) como se observa en la Figura 12, lo cual nos indica la sensibilidad de los
cebadores y las condiciones de no contaminacion de los reactivos y de manejo para

proceder con las amplificaciones de las muestras problema.

97pb —»

Figura 12. nPCR de la cepa de referencia RH de T. gondii. Amplificacién de 97 pb del gen B1 con los
cebadores N2 C2. M: Marcador de peso molecular 100 pb, 1: 1ul del producto amplificado a partir de
Dilucién 1:10, 2: Dilucién 1:50, 3: Dilucién 1:100, 4: Dilucién 1:200, C+: 1 pl directo de la primera
ronda de PCR, C-: (sin ADN).
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Al validar la temperatura de alineamiento de los cebadores utilizados en la primera ronda
de PCR, logramos observar que se obtuvo la banda esperada de amplificacion de 193 pb
en el rango de temperaturas establecidas por el termociclador, por arriba y por debajo de
la establecida en el protocolo previamente reportado, motivo por el cual se decidié correr
los PCR de las muestras de carne y leche con la temperatura de 53°C, reportada

originalmente para los cebadores utilizados.

M 49.5° 50.7° 57.4° 60.9° C-

193pb —»

Figura 13. Gradiente de PCR de la cepa de referencia RH de T. gondii. Amplificacion de 193 pb del gen
B1 con los cebadores N1 C1. M: Marcador de peso molecular 100 pb, 1: Alineamiento a 49.5°C, 2:
Alineamiento a 50.7°C, 3: Alineamiento a 57.4°C, 4: Alineamiento a 60.9°C, 5: Control negativo.

4.4. Resultados de PCR para la deteccion de T. gondii en muestras de carne de
caprinos y leche de cabra

Una vez validadas las condiciones de amplificacion del PCR y nPCR con el ADN de la
cepa de referencia, se analizaron las 326 muestras de ADN de carne de cabritos.

En la primera ronda de PCR, se obtuvieron 10 muestras positivas (ID 187-188, 192-199),

las cuales mostraron la banda de amplificacion esperada de 193 pb, como se muestra en
la Figura 14.
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193pb

M

187 188 192 193 194

195 196 197 198 199 C+ C-

Figura 14. Amplificacion por PCR con cebadores N1 C1 en muestras de carne de cabrito. Electroforesis
en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular 100 pb, 187-199: Muestras de musculo de

diafragma de cabrito positivas a Toxoplasma, C+: Control positivo, C-; Control negativo.

El total de las muestras se analizé por nPCR, y en las 10 muestras positivas en la primera
ronda se observd la banda de amplificacion esperada de 97 pb (Figura 15), lo que

representa un 3.06%. Como puede observarse en la Tabla 9, el 100% de las muestras

positivas para T. gondii provenian del estado de Chihuahua.

M

187 188 192 193 194 195 196

197 198 199 C+ C-

Figura 15. Amplificacion por nPCR de T. gondii en muestras de carne de cabrito. Electroforesis en gel de
agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular 100 pb, 187-199: Muestras de musculo de diafragma de

cabrito positivas a Toxoplasma. C+: Control positivo, C-: Control negativo.

Tabla 9. Resultados de las muestras de carne de cabrito analizadas por las técnicas de PCR y para nPCR

distribuidas por localidad de origen.

Localidad ID Muestras Totales Amplifico
Durango 1-40/50-71 62 0
Coahuila 41-49/72-97 35 0
Chihuahua 98 - 221 124 10
Nuevo Ledn 222 — 326 105 0

Totales = 326 10




En el caso de las muestras de leche, se corrieron 5 combinados de 6 muestras de leche
cada una, de las diferentes localidades (30 combinados por entidad federativa= 120
unidades de produccion caprina). En la primera ronda de PCR y nPCR las muestras fueron
negativas, como se muestran en las Figuras de la 16 a la 19 para los cebadores N1 C1, y
de la 20 a la 23 para los cebadores N2 C2.

M C+ PI1CH P2CH P3CH P4CH P5CH C-

Figura 16. PCR de T. gondii en combinados de muestras de leche con los cebadores N1 C1. Electroforesis
en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular 100 pb, C+: Control positivo, PACH a P5CH:
Combinados de muestras del Estado de Chihuahua, C-: Control negativo.

M C+ P1C P2C P3C P4C P5C C-

Figura 17. PCR de T. gondii en combinados de muestras de leche con los cebadores N1 C1. Electroforesis
en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular 100 pb, C+: Control positivo, P1C a P5C:
Combinados de muestras del Estado de Coahuila, C-: Control negativo.
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Figura 18. PCR de T. gondii en combinados de muestras de leche con los cebadores N1 C1. Electroforesis
en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular 100 pb, C-: Control negativo, P1D a P5D:
Combinados de muestras del Estado de Durango, C+: Control positivo.

M C+ PINL P2NL P3NL P4NL P5NL C-

Figura 19. PCR de T. gondii en combinados de muestras de leche con los cebadores N1 C1. Electroforesis
en gel de agarosa al 1%. Carril 1: M: Marcador de peso molecular 100 pb, C+: ADN de cepa control, P1
a P5: Combinados de muestras del Estado de Nuevo Leo6n, C-: control negativo.
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M C+ PICH P2CH P3CH P4CH P5CH C-

Figura 20. nPCR de T. gondii en combinados de muestras de leche con los cebadores N2 C2.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular 100 pb, C+: Control positivo,
P1CH a P5CH: Combinados de muestras de Chihuahua, C-: Control negativo.

M C+ P1C P2C P3C P4C P5C C-

Figura 21. nPCR de T. gondii en combinados de muestras de leche con los cebadores N2 C2.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular 100 pb, C+: ADN de cepa
control, P1C a P5C: Combinados de muestras del Estado de Coahuila, C-: Control negativo.

49



M C+ PID P2D P3D P4D P5D C-

Figura 22. nPCR de T. gondii en combinados de muestras de leche con los cebadores N2 C2.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular 100 pb, C+: Control positivo,
P1D a P5D: Combinados de muestras del Estado de Durango, C-: Control negativo.

M C+ PINL P2NL P3NL P4NL PS5NL C-

Figura 23. nPCR de T. gondii en combinados de muestras de leche con los cebadores N2 C2.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular 100 pb, C+: Control positivo,
PINL a PSNL: Combinados de muestras del Estado de Nuevo Leon, C-: Control negativo.
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4.5. Secuenciacion y analisis de homologia

Los productos de PCR se secuenciaron y con posterioridad se obtuvieron las secuencias
consenso de las muestras 187, 188, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199 utilizando el

Programa SeqEdit/DNAStar version 13. Los resultados se muestran en la Tabla 11. Para

las muestras 187, 188, 193, 194, 195, 196, 198, 199 las secuencias obtenidas fueron de

195 pb y presentaron una homologia del 100% con la secuencia reportada en el GenBank

AF179871.1, por lo que en la Tabla 11 se representa con una sola secuencia. Para las

muestras 192 y 197 se obtuvieron secuencias mas cortas, de 158 pb y 98 pb

respectivamente. Sin embargo, presentaron el mismo porcentaje de homologia con las

secuencias reportadas.

Tabla 10. Secuencias parciales del gen B1 de los productos de PCR de las muestras positivas de T. gondii.

Secuencia

GGAACTGCATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA
TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAAAGTGAAAT
TCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTCGCCTGCAATCGATAGTT
GACCACGAACGCTTTAAAGAA

GGGAATGAAAGAGACGCTAATGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCC
TCTGCTGGCGAAAAGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGAT
TGGTCGCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA

Muestra
187, 188,
193, 194,
195, 196
198, 199*
192

197

GCTGGCGAAAAGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGG
TCGCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA

*Las secuencias de estas muestras poseen el mismo tamafio y secuencia de nucleétidos a excepcion de la
secuencia 192 y 197 con menor nimero de nucleétidos.

Para determinar el alineamiento maltiple de estas secuencias se utilizo el método Clustal
W del programa MegAlign/DNAStar version 13 (Figura 24).

Mayoria = = @ —ommmmmmm oo GGAACTG
————————— e e e e 3
660 670 680 690 700

————————— R e e
afl79871.1.seq GAGCGTCTCTCTTCAAGCAGCGTATTGTCGAGTAGATCAGAAAGGAACTG 700
187.seq = —ommoo oo oo oo GGAACTG 7
188.seq = =  —ommmmm oo GGAACTG 7
192.seq =~ = —mmmmm oo oo 0
194.seq = =  —-mmmo oo ooo oo oo GGAACTG 7
195.seq oo mmoooooo oo GGAACTG 7
196.seq =~ =  —ommmmm oo mmm oo GGAACTG 7
197.seq @ —ommm oo 0
198.seq - mmoooomo oo oo GGAACTG 7
199.seq = —-mmmoooomm oo oo GGAACTG 7
193.seq = =  —mmmmm oo GGAACTG 7
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Mayoria CATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA

————————— Bttt L Tt &
710 720 730 740 750
————————— B e e
afl179871.1.seq CATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA 750
187.seq CATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA 57
188.seq CATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA 57
192.seq = @ mmmmmmmm e GGGAATGAAAGAGACGCTAA 20
194.seq CATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA 57
195.seq CATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA 57
196.seqgq CATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA 57
197.seq = 000@mmmm e 0
198.seq CATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA 57
199.seq CATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA 57
193.seq CATCCGTTCATGAGTATAAGAAAAAAATGTGGGAATGAAAGAGACGCTAA 57
Mayoria TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA
————————— B e e et
760 770 780 790 800
————————— Bt i et
afl179871.1.seq TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA 800
187.seq TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA 107
188.seq TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA 107
192.seq TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA 70
194.seq TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA 107
195.seq TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA 107
196.seq TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA 107
197.seq 0 @6—mmmmm e m GCTGGCGAAA 10
198.seq TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA 107
199.seq TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA 107
193.seq TGTGTTTGCATAGGTTGCAGTCACTGACGAGCTCCCCTCTGCTGGCGAAA 107
Mayoria AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC
————————— Bt e e et
810 820 830 840 850
————————— B i et T et
afl179871.1.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 850
187.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 157
188.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 157
192.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 120
194.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 157
195.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 157
196.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 157
197.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 60
198.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 157
199.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 157
193.seq AGTGAAATTCATGAGTATCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTC 157
Mayoria GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAACAGGAGAAGAAG
————————— B i et
860 870 880 890 900
————————— B e et e
afl179871.1.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAACAGGAGAAGAAG 900
187.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA 195
188.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA 195
192.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA 158
194.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA 195
195.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA 195
196.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA 195
197.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA 98
198.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA 195
199.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA 195
193.seq GCCTGCAATCGATAGTTGACCACGAACGCTTTAAAGAA 195
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Figura 24. Alineamiento multiple de las secuencias obtenidas a partir de los productos de PCR para T. gondii de las muestras 187,
188, 192, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 193 y la secuencia AF.179871.1. Las secuencias fueron editadas con el programa
Editseq/DNAstar v. 13, el alineamiento multiple de las secuencias y la secuencia parcial del gen B1 de la cepa RH de T. gondii
obtenida del GenBank con el nimero de acceso AF179871.1 se realizé con el programa MegAlign 13/DNAstar v.13. En la primera
fila se describe la secuencia de nucleétidos que posee la mayoria. Los nimeros de la segunda fila representan el nimero de base con
respecto a la secuencia del GenBank AF179871.1, las secuencias analizadas de este estudio se describen a continuacion, de lado

derecho se establece el nimero de base correspondiente a cada secuencia.

Para establecer las distancias genéticas entre las secuencias establecidas en este estudio y
la secuencia parcial del gen de la glycerol-3-phosphato deshidrogenasa (B1) de la cepa
RH de T. gondii depositada en el GenBank, con el nimero de acceso AF179871.1, se
utilizo el alineamiento mdltiple de secuencias realizado anteriormente con el programa
MegAlign/DNAStar v. 13., estableciéndose una homologia del 100% entre todas las
secuencias y con la reportada en el GenBank (Figura 25).

Porcentaje de similaridad

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 -100.0 100.0 |{100.0 {100.0 (100.0 |100.0 (100.0 |100.0 {100.0 |100.0 | 1 af179871.1
2 0.0 -100.0 100.0 |100.0 {100.0 {100.0 {100.0 (100.0 |{100.0 |100.0 | 2 187
3 0.0 | 0.0 -100.0 100.0 |{100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0 | 3 188
4 0.0 | 0.0 | 0.0 -100.0 100.0 |100.0 |100.0 {100.0 |100.0 |100.0 | 4 192
5 0.0 | 0.0 | 0.0 | 0.0 -100.0 100.0 |100.0 {100.0 [100.0 {100.0 | 5 194
6 00 | 00 | 0.0 | 0.0 | 0.0 -100.0 100.0 |{100.0 |100.0 (100.0 | 6 195
7 00 | 00 | 0.0 | 0.0 | 0.0 | 0.0 IilO0.0 100.0 |100.0 (100.0 | 7 196
8 00 | 00 | 00 | 0O | 0O [ 0.0 | 0.0 -100.0 100.0 |100.0 [ 8 197
9 00 | 00 | 00 | 0O | 0O [ 0O | 0.0 | 0.0 -100.0 100.0 | 9 198
10 00 | 00 | 00O | 0O | OO | 0O [ 0O | 0.0 | 0.0 -100.0 10 199
11 00 | 00 | 00O | 0O | OO | 0O (00 | OO | 0O | 00 - 11 193

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 25. Distancia genética de las secuencias de las muestras analizadas (187, 188, 192, 194, 195, 196,
197, 198, 199, 193) y la cepa RH de T. gondii depositada en el GenBank (AF179871.1). El porcentaje de
similaridad fue del 100% para las secuencias analizadas con respecto a la reportada al GenBank. No se

mostré divergencia en estos casos.
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5. DISCUSION

La Toxoplasmosis es una enfermedad zoondtica parasitaria de distribucion mundial,
causada por el parasito intracelular de 7. gondii. Desde su descubrimiento, se han
realizado numerosos estudios en diversas partes del mundo enfocados a conocer la
biologia de este microorganismo en los hospedadores y su impacto en la salud puablica.

Se han reportado una gran variedad de hospederos intermediarios, donde cabe destacar
su presencia en especies domésticas tales como las especies ovina, caprina, porcina y

lagomorfos (Cordero et al., 1999; Quiroz et al., 2011).

Sin duda alguna, uno de los factores claves para la deteccidn de este agente zoonético es
el método diagndstico utilizado. Estos han partido desde el uso del método convencional
por serologia, para la deteccion de anticuerpos en suero y en algunas ocasiones el
aislamiento del paréasito por inoculacion en ratones. Algunos de los inconvenientes de la
técnica de aislamiento en ratones es el tiempo de duracion que puede demorar de 3 a 6
semanas, y de 4 a 10 dias en el aislamiento en cultivo celular. Aunado al factor tiempo,
las técnicas de aislamiento conllevan un posible riesgo de contaminacion durante el
manejo (Montoya et al., 1996; Mei-Hui et al., 2000).

El diagndstico seroldgico, por su parte, presenta multiples limitaciones, por ejemplo, la
falla para detectar 1gG anti-Toxoplasma especifica o IgM durante la fase activa de la
infeccion, debido a que estos anticuerpos no se producen hasta despues de varias semanas
de la parasitemia (Mei-Hui ez al., 2000), aunado a que en los casos de reactivacion se
pueden presentar falsos negativos, ya que éste proceso no siempre va acompafiado de

cambios en los niveles de anticuerpos (Kompalic ez al., 2007).

Aun con estas limitaciones, la mayor cantidad de reportes sobre la presencia de este
parasito alrededor del mundo, y de manera particular en México, derivan de estudios

realizados con técnicas serologicas.

Por lo anteriormente expuesto, se han utilizado herramientas de diagndstico molecular,

las cuales han mostrado grandes beneficios al contar con metodologias simples y
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reproducibles, con una alta sensibilidad y especificidad, motivos por los cuales han sido
aplicados como métodos diagndsticos en una gran variedad de muestras de animales y

humanos.

Los métodos moleculares para el estudio de 7. gondii se pueden dividir en dos grupos: 1.
Aquellos que se enfocan en la deteccion de ADN de Toxoplasma en muestras bioldgicas:
PCR convencional, nPCR, gPCR, y 2. Aquellos que permiten la identificacion de cepas
de T. gondii: PCR-RFLP, microsatélites y tipificacion por secuencias multilocus (MLST).
(Su et al., 2009).

Dentro del primer grupo, se ha trabajado principalmente en la amplificacion por PCR de
diversos genes como el B1 o el P30y el 18S ADN ribosomal. Estos son genes altamente
conservados en T. gondii (Jones et al., 2000) y se han amplificado tanto en una ronda,
como en la modalidad de nPCR, en donde éste ultimo ha sido reportado como el ensayo
mas significativo y sensible para el diagndstico de Toxoplasmosis (Homan ez al., 2000).
La amplificacion de gen Bl ha sido utilizada para la deteccion de Toxoplasma en
diferentes tipos de muestras, el éxito de esta prueba diagndstica se debe a su alta
sensibilidad debida al nimero de repeticiones del gen B1 presentes en el genoma de 7.
gondii, que va de 25-50 copias, haciéndose referencia a 35 copias (Boothroyd et al.,
1987).

Las amplificaciones con estos tres genes han sido probadas en una gran variedad de
tejidos en pacientes, tanto inmunocompetentes como inmunocomprometidos, y se han
probado en numerosos tipos de muestras tales como sangre, lavado bronco alveolar,
fluido cerebroespinal, vitreo, higado, orina, liquido amnidtico, tejido cardiaco, tejido
cerebral y retina. En un estudio de deteccion de T. gondii en muestras de humor acuoso
(Jones et al., 2000), se realizd una comparacion entre los genes B1, P30 y 18S de ADN
ribosomal, en donde después de una ronda de amplificacion con P30 y el 18S fue posible
detectar 1pg de ADN genomico de Toxoplasma. Sin embargo, con B1 fue posible detectar
50 fg, que es aproximadamente lo correspondiente a un solo taquizoito, manteniéndose
este nivel de sensibilidad en la segunda ronda de PCR. Aunado a esto, los cebadores para
B1 mostraron alta especificidad por Toxoplasma y no asi por ADN flungico, bacteriano o
de linfocitos humanos. Ademas, esta alta sensibilidad de deteccion no se vio mermada

con altas concentraciones de ADN de linfocitos humanos.
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En un estudio donde se realiz6 una comparacion de la amplificacion de los genes B1 'y
P30 como blancos para el diagnostico de Toxoplasma en borregos infectados
experimentalmente (Wastling et al., 1993), ambos genes se pudieron detectar en muestras
de linfa, sangre y de nddulos linfaticos de los borregos infectados, aun habiendo sido éstos
congelados y descongelados; sin embargo, con el PCR para B1 fue posible la deteccion
en la sangre periférica de los borregos en una etapa mas temprana y por un periodo
significativamente mayor, concluyéndose que el PCR para B1 era mas sensible que los
resultados con la amplificacion de P30. Las amplificaciones de los dos genes mostraron
resultados similares en cuanto a falsos positivos en comparacion con el método de
inyeccidn en ratones, que podia deberse a las muestras que contenian el ADN del parasito

Pero que no eran organismos viables.

La amplificacion del gen B1 ha mostrado numerosas ventajas con respecto a otros: los
cebadores para P30 han mostrado ser menos especificos que los de B1, debido a que se
ha probado que amplifican ADN de especies de Nocardia Yy Mycobacterium tuberculosis,
mientras que los cebadores para B1 no amplifican ADN de una gran variedad de especies
bacterianas y fangicas (Jones et al., 2000).

Con la finalidad de incrementar la sensibilidad del PCR para Toxoplasma, se han
establecido protocolos de PCR tiempo real para los genes B1 y P30. Ambos pueden
detectar diluciones del ADN de Toxoplasma equivalentes a un rango de 10 hasta 100,000
taquizoitos por ensayo (Buchbinder ez al., 2003), asi como estudios de polimorfismos del
gen B1 para una genotipificacion directa de Toxoplasma gondii en muestras clinicas de

humanos, sin la necesidad de realizar aislamiento o cultivo (Costa ef al., 2013).

Por todo lo anteriormente mencionado, en el presente trabajo de investigacion se utilizo
la variante de PCR anidado para amplificar un fragmento de 97 pb del gen Bl de

Toxoplasma, eligiéndose éste debido a la alta sensibilidad previamente reportada.

Cabe destacar que, aunque los oligonucleotidos y el protocolo para la amplificacion del
gen B1 se encontraba previamente reportada por Ponce y Gomez (2003), se realizo la
estandarizacion para determinar las condiciones 6ptimas de amplificacion en base a los

reactivos y termociclador utilizados, analizando principalmente la concentracion para
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definir un limite de deteccidon, asi como la temperatura de alineamiento de los
oligonucleodtidos, utilizando para ello la cepa de referencia RH. Aunado a esto, y previo
al andlisis de las muestras de carne y leche, la calidad e integridad del ADN obtenido se
analizo por electroforesis, espectrofotometria y por la amplificacion del gen constitutivo
del Citocromo b. Todas estas variables, sumado a los controles positivo y negativo que
se corrieron en cada una de las rondas de PCR, nos permitio la obtencion de resultados

reproducibles y confiables.

En el presente estudio se obtuvo un 3.06% de muestras de carne positivas del total
muestreado, y todas ellas provenientes del estado de Chihuahua (el 8.06% positivas de la
muestra estatal). Este porcentaje de positividad esta dentro del rango (8-14%) reportado
recientemente en el 2015 por Lorencova, utilizando la misma metodologia de diagndstico
molecular, en donde se analiz6 el tejido muscular de rumiantes silvestres de la Republica
Checa. Bajo la misma metodologia, en Colombia, Campo-Portacio y colaboradores
(2014), reportaron un 32% de positividad en carnes analizadas de res, cerdo y pollo; este
porcentaje mayor puede deberse a las condiciones geograficas que favorecen el desarrollo
de este parésito, contrastando con nuestra zona de muestreo, que abarcé zonas del Norte
de México que se caracterizan por tener un clima seco de tipo desértico, menos apropiado

para el desarrollo de Toxoplasma.

En México, T. gondii se encuentra distribuido ampliamente. Se han realizado reportes de
12 estados del pais en diferentes especies domésticas y silvestres, reportandose en el
periodo de 2004 al 2013 (Hernandez et al., 2015) una seroprevalencia del parasito en
diferentes especies animales en un rango de un 0.5% hasta un 100%, donde los mayores
porcentajes se encuentran en regiones humedas-tropicales, y que correspondieron a

especies tales como lince, gato, perro, cerdo, oveja y delfin.

Especificamente en la especie de estudio en este trabajo, los caprinos, existen dos reportes
en el pais: uno del afio 2011 en Durango, con un 31%, y otro del 2013 en Michoacén, con
un 15.2%, realizados mediante la técnica serologica de aglutinacion modificada
(Hernéandez et al., 2015).

Este rango de positividad esta contemplado en el amplio margen reportado por Besné-

Meérida, en el 2011, en donde se reporta para mas de dos mil rumiantes (bovinos, caprinos
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y ovinos) muestreados en diferentes estados de México durante el periodo 1990-2008, un
rango de seropositividad de un 3% a un 84%, en donde el porcentaje mas bajo

correspondio a los caprinos.

Sin embargo, no se encuentran reportes del porcentaje de positividad mediante el uso
técnicas de diagndstico molecular, siendo éste el primer reporte de su tipo sobre caprinos

en la region norte de México.

El diagndstico en esta especie en México, y de manera particular en el Norte del pais, es
de suma relevancia, ya que dentro de los cuatro estados muestreados, dos de ellos son los
mas importantes en produccion de leche y carne de caprino, aunado a que el estado de
Nuevo Ledn es el de mayor consumo per capita de carne de cabrito. Dicho lo anterior, el
diagndstico oportuno de este agente zoono6tico a través de un método de diagndstico
molecular con alta sensibilidad, especificidad y de resultados reproducibles, contribuye
de manera importante en el area de salud publica al dar la pauta para emprender
investigaciones que permitan establecer una posible asociacion entre la transmision de

este parasito y su afectacion en la salud humana.

En el presente trabajo, se contemplo la basqueda de ADN de T. gondii en muestras de
leche de cabra, debido a que existen reportes de la presencia y aislamiento de taquizoitos
de este parésito en leche de esta especie (Capra aegagrus hircus), sugiriendo la
posibilidad de adquirir los humanos la infeccion al consumir la leche de forma no
pasteurizada (Mancianti et al., 2013). Esta posible asociacion ha sido reportada en casos
clinicos de toxoplasmosis en humanos (Dubey ez al., 2014). De igual forma, se ha
reportado que los productos frescos elaborados con leche de cabra pudieran constituir una

posible fuente de infeccidn por este agente patdégeno (Walsh ez al., 1999).

En un estudio realizado en Polonia por Sroka y colaboradores (2017), se analiz6 la
expresion del gen B1 por PCR tiempo real y PCR anidado en muestras de leche de cabra,
obteniéndose un 65% de positividad (39/60) por gPCR y un 43% (26/60) por nPCR,
donde se destaca que 11 de las muestras positivas por PCR fueron recolectadas de cabras
seronegativas, lo cual podria explicarse debido a que se encontraban en la fase inicial de
la infeccidn, con niveles indetectables de anticuerpos especificos.
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Es importante recalcar, que el hallazgo de ADN en leche no garantiza la viabilidad del
parésito. Sin embargo, se ha asociado como un factor de riesgo en mujeres embarazadas
en Europa (Cook et al., 2000) y en Estados Unidos (Dubey et al., 2014). En este ultimo

reporte se demostro la deliberacion intermitente del parasito en la leche de cabra.

Los resultados previamente citados contrastan con los obtenidos en este trabajo, en donde
se analizaron un total de 120 muestras (combinados) de leche y todas ellas fueron
negativas, lo que pudiera deberse a que el parasito se encontraba enquistado en tejido. Sin
embargo, no existian las condiciones de disminucion en la inmunidad de los animales
para un posible resurgimiento de la infeccion que conllevara a una excrecién en la leche
(Bezerraet al., 2015). Aunado a esto, latécnica de PCR tiempo real utilizada en el estudio
citado incrementa la sensibilidad de la técnica de diagnostico, lo cual representa un area
de oportunidad para incrementar la sensibilidad de la prueba diagnoéstica estandarizada e

implementada en el presente trabajo.
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6. CONCLUSIONES

En este trabajo se logro estandarizar la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y Reaccion en Cadena de la Polimerasa anidada (nPCR) para determinar la
presencia de Toxoplasma gondii, lo cual nos permite contar con una técnica diagndstica

validada de alta especificidad y sensibilidad para el diagnostico de este parasito.

Esta investigacion reporta el hallazgo de la deteccion de ADN de T. gondii en el 3.06%
del total muestreado (10/326 muestras de carne de cabrito), todas ellas provenientes del
estado de Chihuahua lo que representa el 8.06% de muestras positivas a nivel estatal;
mediante la prueba estandarizada de la PCR y su variante de nPCR. Este porcentaje es
menor al reportado por técnicas seroldgicas en otros estudios reportados en México, en
los estados de Michoacan (15.2%) y Durango (31%), aunque se encuentra dentro del

rango de positividad reportado por esta técnica molecular en otros paises.

A partir del anéalisis de la identidad de los productos amplificados del tejido por
secuenciacion, se obtuvo un 100% de homologia entre todas las secuencias analizadas,
asi como con la secuencia reportada en el GenBank AF179871.1, corroborandose asi la

especificidad de la técnica diagnéstica estandarizada.

En lo referente a la leche de cabra, no se logro detectar material genético de 7.gondii en

120 muestras analizadas, contrastando con lo reportado en otros paises.

Este es el primer estudio que reporta la presencia de ADN de 7. gondii en carne de cabrito
mediante diagndstico molecular en el Norte de México, region donde se encuentran dos
de los 10 estados con mayor produccion de cabritos (Coahuila 'y Nuevo Leon) y el estado
con mayor consumo per capita (Nuevo Leon) del pais, sugiriendo asi un riesgo para la
salud publica como posible fuente de infeccion a travées de los alimentos, lo que denota la
importancia de contar con un método de diagnostico efectivo que permita establecer

medidas de prevencion y control para patdgenos transmitidos por los alimentos.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Antecedentes historicos de la Toxoplasmosis

Investigadores Contribucién

1908 Nicole 'y  Manceaux, | Descubrimiento
Instituto Pasteur de Tlnez

1909 Academia de las Ciencias | Denominacion de morfologia protozoo, y se nombré:

de Paris Toxoplasma gondii

1910 Mello, en Turin Se describe la toxoplasmosis como enfermedad en el perro
(aislando el parasito en tejidos)

1917 Chatton y Blanc Aislado en mamiferos y aves

1923 Janku, Checoslovaquia Descubre quistes en retina de nifio

1937 Wolfy Cowen Confirman Meningo encefalomielitis mortal en recién
nacido relacionando a Toxoplasmosis en humanos

1940 Pinkerton y Weinman Primeros casos de toxoplasmosis fatal en adultos.

1942 Sabin Descripcion clinico patolégica de la toxoplasmosis
congenita en el hombre

1948 Sabin y Feldman Desarrollo “dye test” Prueba serologico de diagnostico
(anticuerpos especificos en animales y hombre)

1948 Warren y Russ, Frenkel Contribucion con sus descubrimientos al campo del
Diagndstico

1952 Farrel Identifica por primera vez un caso de toxoplasmosis en
cerdos

1953 Sanger y colaboradores Informan de casos de toxoplasmosis en vacas

1954 Weinman y Chandler Sugieren transmisién por consumir carne poco cocida.

1957 Goldman Contribucion con sus descubrimientos al campo del
Diagndstico (Técnica directa de anticuerpos fluorescentes)

1957 Hartley y Marshall Aspectos clinicos: Asocian abortos y mortalidad perinatal
en ovejas con presencia del parasito

1959 Rawal Demostré prevalencia en vegetarianos estrictos era similar a
la de individuos no vegetarianos

1960 Jacobs y colaboradores Corroboran transmisién por consumo de carne, al descubrir
que los T. gondii liberados de los quistes por las enzimas
proteoliticas eran resistentes a ellas.

1965 Desmonts y colaboradores | Confirmacion de la hip6tesis de Jacobs y col. mediante un
experimento.

1965 Hutchison Primero en demostrar la transmisién a través de las heces de
los gatos alimentados con ratones experimentalmente
infectados

1966 Ambroise-Thomas Contribucion con sus descubrimientos al campo del
Diagnéstico

1969, 1972 | Wallace y Munday | Confirman el papel epidemiologico del gato en la
sucesivamente transmision de la toxoplasmosis

1970 Hutchison, Frenkel y col., | Completaron el ciclo vital de 7. gondii al descubrir las fases

Dubey y col., Sheffied y | sexuales del parasito en la pared del intestino del gato
Melton, Overdule

1970 Dubey y colaboradores Descubrieron que los elementos infectantes presentes en las

heces del gato eran ooquistes
1970, 1972 | Frenkel y Miller | Relacion de los hospedadores intermediarios y definitivos
sucesivamente

Adaptado de Ortega, M., 2001.
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ANEXO 2. Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en animales de México.

Estado

Animal

Nombre cientifico

Prueba

Referencia

Prevalencia (%)

2004 | Estado de México | Pollo Gallus domesticus 6.2 MAT Dubey et al., 2004
. Puma Felis concolor 16.7 IHA ) )
2004 | México Lince Lynx rafies 66.6 AT Kikuchi et al., 2004
Zariglieya Didelphis virginianus
Gato de cola anillada | Bassariscus astutus
Zorrillo Spilogale gracilis
] . Comadreja Mustela frenata ]
2005 | Ciudad de México Ardilla de 1as rocas Spermophilus variegatis 23.9 CF Suzén et al., 2005
Avrdilla gris Sciurus aureogaster
Gato feral Felis catus
Perro feral Canis familiaris
2006 | Estado de México | Conejo Oryctolagus cuniculus 26.9 19G ELISA Figueroa et al., 2006
2007 | Colima Gato doméstico Felis silvestris catus 28.8 1gG ELISA Garcia et al., 2007
2007 | Durango Gato domestico Felis silvestris catus 21 MAT Alvarado et al., 2007
2007 | Durango Perro Canis familiaris 51.5 MAT Dubey et al., 2007
2008 | Ciudad de México | Gato doméstico Felis silvestris catus 21.8 1gG ELISA Besné et al., 2008
2008 | Colima Oveja Ovis aries 29.119G ELISA Caballero et al., 2008
2008 | Puebla-Veracruz Oveja Ovis aries 77-84 1gG ELISA Caballero et al., 2008
Perro Canis familaris 45.3
Gato Felis catus 9.3
2009 | Durango Zarigueya Didelphis virginianus 16.6 MAT Dubey et al., 2009
Rata Rattus spp. 0.8
Rat6n Mus musculus 3.1
Toxostoma curvirostre
2011 | Durango Aves silvestres 2.6 MAT Alvarado et al., 2011

Anas platyrhynchos
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Anas diazi
Aquila sp
Quiscalus mexicanus
Columba livia
Coturnix coturnix
2011 | Durango Cabra Capra hircus 31 MAT Alvarado et al., 2011
2011 | Durango Cerdo Sus scrofa 321 MAT Alvarado et al., 2011
2011 | Yucatan Cerdo Sus scrofa 100 IgG ELISA Ortega et al., 2011
) . Delfin Tursiops truncatus gillii
2012 Cludad de México o5 marino Zalophus californianus 87.3 MAT Alvarado et al., 2012
Quintana Roo Delfin Tursiops truncatus truncatus
Coahuila
2012 | Nuevo Ledn Ciervo Odocoileus virginianus 13.9 1gG ELISA | Olamendi et al., 2012
Tamaulipas
Gallus domesticus (Traspatio) 25.5
2012 | Durango Pollo Gallus domesticus (Granjas) 19 MAT Alvarado et al., 2012
2012 | Durango Caballo Equus caballus 6.1 MAT Alvarado et al., 2012
2012 | Durango Oveja Ovis aries 151 MAT Alvarado et al., 2012
Sus scrofa Criado (Traspatio) 17.2
2012 | Oaxaca Cerdo Sus scrofa (Granjas) 05 MAT Alvarado et al., 2012
2012 | Oaxaca Perro callejero Canis familiaris 61.7 1gG ELISA Cedillo er al., 2012
2012 | Tamaulipas Ocelote Leopardus pardalis 69 ILAT Rendon et al., 2012
2012 | Yucatan Gato doméstico Felis silvestris catus 75,5 IgM 91,8 IgG ELISA Castillo et al., 2012
2013 | Michoacén Cabra lechera Capra hircus 15.2 MAT Alvarado et al., 2013
2013 | Oaxaca Oveja Ovis aries 23.1 MAT Alvarado et al., 2012

ILAT: Aglutinacion en Latex. MAT: Aglutinacién Modificada. IHA: Aglutinacion Indirecta. CF: Fijacion de Complemento. ELISA: Ensayo Inmunoenzimético. (Hernandez et al., 2015).
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ANEXO 3. Principales causas de mortalidad en humanos sujetas a vigilancia epidemioldgica nacional y por entidad federativa en
México, 2012.

Muertes Grupos por edad
TOTAL 8,260 20.25 | 100 | 165 | 75 90 578 3,912 | 2,260 1,135 45 6,077 | 2,181 2 42.9
1 | VIH-SIDA 4,974 1219|1602 | 26| 14 18 348 3,089 | 1,284 168 27 4,050 922 2 38.8
2 | Tuberculosis 2,015 494 | 244 1 5 17 103 464 696 712 17 1,451 564 54.9
3 | Muerte materna 239 059 | 29 64 175 239 29.8
4 | Influenza A(HIN1) 209 051 | 25| 12 4 14 51 98 30 117 92 46.5
5 | Meningitis  bacteriana no 155 038 | 19| 14| 5 3 15 31 45 42 92 63 44.7
especifica
6 | Dengue hemorrégico 148 036 | 1.8 7| 6 14 16 37 39 29 77 71 40.8
7 | Influenza 143 035| 17 19 7 4 2 14 42 55 74 69 51
8 | Picadura de abejas 74 0.18 | 0.9 1 4 6 21 41 1 61 13 62.6
9 | Tosferina 63 0.15| 08| 57| 4 2 27 36 0.8
10 | Picadura de alacran 49 012 | 06| 11| 23 5 2 2 3 3 27 22 11.7
11 | Enfermedad de Chagas 31 0.08 | 0.4 3 12 16 17 14 64.7
12 | Leptospirosis 24 0.06 | 0.3 4 2 6 5 7 12 12 44.8
13 | Toxoplasmosis 23 0.06 | 0.3 1 2 1 14 3 2 16 7 36.4
14 | Tétanos 16 0.04 | 0.2 1 1 1 5 8 13 3 58.9
15 | Dengue Clasico 15 0.04 | 0.2 1 4 1 5 1 3 4 11 35.3
16 | Fiebre maculosa 12 003 | 01 4 3 1 4 4 8 25.3
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17 | Ricketsiosis no especificas 12 0.03| 0.1 1 3 3 4 1 6 6 24.8

18 | Sifilis congénita 9 002 | 0.1 9 5 4

19 | Neumonia 8 002 | 01 1 1 6 5 3 70.6

20 | Efectos diversos por vacunas 7 002 | 0.1 1( 1 1 1 2 1 3 4 33.3
Las demas 34 0.08| 04 7 2 4 2 4 4 11 16 18 38.1

Fuente: Direccion General de Epidemiologia / Sistema Estadistico Epidemioldgico de las Defunciones 2012

*Tasa por 100,000 habitantes. **Edad promedio de la muerte
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ANEXO 4. Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en los humanos adultos de México: 1989-2012.

Region Estado Prueba Categoria Prevalencia (%) Pacientes probados Referencia
1989 | Sudeste Yucatan SF Mujeres con abortos involuntarios 47 100 Zavala et al., 1989
1991 | Sudeste Oaxaca IHA | Poblacion general 5.1 3229 Goldsmith et al., 1991
Sudeste Tabasco 67.5
1992 | Central | Estado de México IFA | Poblacién general 32.1 29279 Castrejon et al., 1992
Norte Baja California Sur 17.4
. Mujeres embarazadas 34,9 19G 20,7 IgM )
1995 | Central México ELISA Mujeres con Abortos Involuntarios 44.9 149G 33.3 IgV 350 Galvan et al., 1995
) Poblacion general 5
1998 | Sudeste Chiapas IFA Mujeres embarazadas 18 50 Romero et al., 1998
1999 | Central Jalisco ELISA | Propietarios de la poblacién en general los 64 1gG 59 Galvén et al., 1999
atos
2006 | Norte Durango ELISA Ig\]/lujeres embarazadas 6.119G 343 Alvarado et al., 2006
Pacientes con enfermedades mentales 18.21gG 4.4 IgM 137
2006 | Norte Durango ELISA Donantes de sangre 8.919G 2.2 IgM 180 Alvarado et al., 2006
2007 | Norte Durango ELISA | Donantes de sangre 7419 G 1.8 IgM 432 Alvarado et al., 2007
Recicladores 21.119G 2.2 IgM 90
2008 | Norte Durango ELISA Trabajadores de residuos 8.419G 83 Alvarado et al., 2008
2008 | Norte Durango ELISA | Poblacion rural 23.81gG 2.2 IgM 463 Alvarado et al., 2008
2009 | Norte Durango ELISA | Las mujeres embarazadas 8.219G 2.3 IgM 439 Alvarado et al., 2009
2010 | Norte Durango ELISA | Poblacion rural (menonitas) 30.31gG 3.3 IgM 152 Alvarado et al., 2010
Fontaneros 6.6 1gG 61
2010 | Norte Durango ELISA | Trabajadores de la construccion 8.419G 1.4 IgM 203 Alvarado et al., 2010
Jardineros 619G 2.4 IgM 168
2011 | Sudeste Yucatan ELISA | Poblacion general sin contacto gatos 25 1gG 37 IgM 80 Jiménez er al., 2011
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Pacientes con enfermedades mentales 20 1gG 50

2011 | Norte Durango ELISA Poblacion general 531G 150 Alvarado et al., 2011

2011 | Norte Durango ELISA | Poblacion general 6.119G 2.1 IgM 974 Alvarado et al., 2011
Carniceros 719G 4 IgM 124

2011 | Norte Durango ELISA Poblacion general 919G 2 IgM 48 Alvarado et al., 2011
Pacientes con enfermedad hepética 13.319G 2.7 IgM 75

2011 | Norte Durango ELISA Poblacion general 10.7 19G 3.3 IgM 150 Alvarado et al., 2011
Trabajadores de frutas y verduras 751gG 1 IgM 200

2011 | Norte Durango ELISA Poblacion general 781G 2.8 IgM 200 Alvarado er al., 2011

2012 | Norte Durango ELISA | Poblacion rural 22.419G 9.6 IgM 156 Alvarado et al., 2012
Pacientes con accidentes de trabajo 8.319gG 0.8 IgM 133

2012 | Norte Durango ELISA noblacion general 5.319G 2.3 IgM 266 Alvarado er al., 2012

2012 | Norte Durango ELISA | Personas mayores 12 1gG 2.9 IgM 483 Alvarado et al., 2012

ELISA _ _ _ 55 19G 20 IgM
2012 | Sudeste Yucatén PCR Mujeres con abortos involuntarios 19 PCR 100 Vado et al., 2012

ELISA: ensayo
Técnica. IHA: prueba de hemaglutinacion indirecta. (Hernandez et al., 2015)

inmunoenzimatico. PCR: Reaccién en Cadena de
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ANEXO 5. Determinacion del tamafio de muestra (carne de cabrito) en los

estados de Chihuahua y Coahuila, WinEpi.

Muestreo Muestreo: Deteccion de enfermedad (3)

Dete de enfermedad

Datos

Maxima pr ncla posible

El objetivo es determinar el tamafio de muestra minimo necesario para detectar una enfermedad (infeccién) en una poblacion:

Estimar una proporcion
Estimar una media

Nivel de confianza % : 95%

r diferencias entre

proporci Tamafio de poblacién : 153900

Prevalencia minima esperada (%) :  30.00% Chlhuahua

Resultados

Para detectar, con un nivel de confianza del 95%, si en una poblacion de 153900 individuos hay al menos un individuo infectado, asumiendo una
prevalencia minima esperada del 30.00%, se debe seleccionar una muestra con al menos 9 individuos.

NO de infectados a detectar : 46170
Tamaiio de muestra necesario : 9
Fraccion de muestreo :  0.0058%

(@) Volver

= Muestreo: Deteccion de enfermedad (3)
uestreo

Deteccion de enfermedad

Datos

Maxima pr ncta posible

El objetivo es determinar el tamafio de muestra minimo necesario para detectar una enfermedad (infeccién) en una poblacién:

Estimar una proporcion

Estimar una m

Nivel de confianza % : 95%

Estimar diferenc

proporcic Tamafio de poblacién : 646009 Coahuila

Prevalencia minima esperada (%) :  30.00%

[ Iniclo |
Resultados

Para detectar, con un nivel de confianza del 95%, si en una poblacion de 646009 individuos hay al menos un individuo infectado, asumiendo una
prevalencia minima esperada del 30.00%, se debe seleccionar una muestra con al menos 9 individuos.

NO de infectados a detectar : 193803
Tamaiio de muestra necesario : 9
Fraccion de muestreo :  0.0014%

« Volver
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ANEXO 6. Determinacion del tamafio de muestra (carne de cabrito) en los

estados de Durango y Nuevo Leon, WinEpi.

% Muestreo: Deteccion de enfermedad (3)
uestreo

Doteccion de enformedad

Datos

Maxima prevalencia posit
El objetivo es determinar el tamafio de muestra minimo necesario para detectar una enfermedad (infeccién) en una poblacién:

Estimar una pr on
Estimar una media

Nivel de confianza % : 95%

Estimar dif antre

proporciones Tamafio de poblacién : 310854

Prevalencia minima esperada (%) :  30.00%

Durango

[ Inicio |

Resultados

Para detectar, con un nivel de confianza del 95%, si en una poblacion de 310854 individuos hay al menos un individuo infectado, asumiendo una
prevalencia minima esperada del 30.00%, se debe seleccionar una muestra con al menos 9 individuos.

NO de infectados a detectar : 93256
Tamaiio de muestra necesario : 9

Fraccién de muestreo :  0.0029%

(@) Volver

Muestreo

nfermadad Muestreo: Deteccién de enfermedad (3)
prevalencia posible

ar una proporcion Datos

El objetivo es determinar el tamafio de muestra minimo necesario para detectar una enfermedad (infeccion) en una poblacion:

Nivel de confianza % : 95%

aszzs | Nuevo Leén

Prevalencia minima esperada (%) :  30.00%

Tamanio de poblaciés

Resultados

Para detectar, con un nivel de confianza del 95%, si en una poblacién de 408238 individuos hay al menos un individuo infectado, asumiendo una
prevalencia minima esperada del 30.00%, se debe seleccionar una muestra con al menos 9 individuos.

NO de infectados a detectar : 122471
Tamaiio de muestra necesario : 9

Fraccion de muestreo :  0.0022%

@ Volver
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ANEXO 7. Determinacion del tamafio de muestra (leche de cabra) en los estados
de Chihuahuay Coahuila, WinEpi

Muestreo Muestreo: Deteccién de enfermedad (3)

Datos

El objetivo es determinar el tamafio de muestra minimo necesario para detectar una enfermedad (infeccién) en una poblacién:

Nivel de confianza % : 95%
TamaRo de poblacién : 153900 Chihuahua
Prevalencia minima esperada (%) :  10.00%

Resultados

Para detectar, con un nivel de confianza del 95%, si en una poblacion de 153900 individuos hay al menos un individuo infectado, asumiendo una
prevalencia minima esperada del 10.00%, se debe seleccionar una muestra con al menos 29 mdividuos.

NO de infectados a detectar : 15390
Tamaiio de muestra necesario : 29
Fraccion de muestreo :  0.02%

(@) Volver

Muestreo: Deteccion de enfermedad (3)

Maxiena Datos
Estimar una pr El objetivo es determinar el tamafo de muestra minimo necesario para detectar una enfermedad (infeccién) en una poblacién:
Estimar una
Estim ; aakie Nivel de confianza % : 95%
Tamaio de poblacién : 646009 Coahuila
Prevalencia minima esperada (%) :  10.00%
{ Inicko |
Resultados

Para detectar. con un nivel de confianza del 93%. si en una poblacidn de 646009 individuos hay al menos un individuo infectado, asumiendo una
prevalencia minima esperada del 10.00%, se debe seleccionar una muestra con al menos 29 individuos.

NO de Infectados a detectar : 64601
Tamaiio de muestra necesario : 29
Fraccion de muestreo :  0.0045%

Volver
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ANEXO 8. Determinacion del tamafio de muestra (leche de cabra) en los estados

de Durango y Nuevo Leon, WinEpi.

Muestreo: Deteccion de enfermedad (3)

Datos
El objetive as determinar &l tamano de muestra minime necesario para detectar una (infeccién) an una pabl
Nivel de confianza % : 95%
Tamafio de poblacién : 310854 Du ra ngo
Prevalencia minima esperada (%) :  10.00%
Resultados

Para detectar. con un nivel de confianza del 95%, 51 en una poblacion de 310854 individuos hay al menos un individuo infectado, asumendo una
prevalencia minima esperada del 10.00%, se debe seleccionar wna muestra con al menos 29 mdividuos

N@ de infectados a detectar : 31085
Tamaiio de muestra necesario : 29
Fraccion de muestreo :  0.0093%

() Volver

Muestr Muestreo: Deteccién de enfermedad (3)

Datos

El objetivo es determinar el tamario de muestra minimo necesario para detectar una enfermedad (infeccion) en una poblacion:

Nivel de confianza % : 95%
Tamafio de poblacion ;408238 Nuevo Ledn
Prevalencia minima esperada (%) :  10.00%

Resultados

Para detectar, con un nivel de confinmza del 95%, 51 en una poblacion de 408238 individuos hay al menes un individue mfectado, asumiendo una
prevalencia minima esperada del 10.00%, se debe seleccionar una muestra con al menos 29 individuos

N® de infectados a detectar : 40824
Tamafio de muestra necesario : 29
Fraccién de muestreo :  0.0071%

(@) Volver
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