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RESUMEN

La investigacién tuvo como objetivo determinar la presencia de Toxoplasma gondii en gatos domésticos (Felis
silvestris catus) de la urbanizacion Zarate del distrito de San Juan de Lurigancho. El estudio se llevo a cabo durante
los meses de julio a septiembre de 2013 en gatos provenientes de campafias de esterilizacién del distrito en
mencion. Para el estudio se contdé con 168 muestras de suero provenientes de gatos (Felis silvestris catus) las
cuales fueron extraidas mediante puncién tanto de la vena yugular como cefélica posterior a la cirugia de
esterilizacion. Los sueros fueron conservados a -20°C en viales hasta la utilizacién del kit comercial HAl Wiener lab y
fueron analizados en el laboratorio central de la Facultad de Ciencias Agropecuarias Universidad Alas Peruanas. Del
total de muestras analizadas, resultaron positivas a anticuerpos contra Toxoplasma gondii 26 siendo el 15,48%. Con
el fin de determinar si dichas muestras presentaban IgG o IgM caracteristico de la fase cronica y aguda
respectivamente se procedié a la utilizacion de 2-Mercapto etanol dando como resultado que 10 muestras
presentaban IgM deduciéndose que tales muestras se encontraban en fase aguda. Se analizaron las variables edad,
sexo, alimentacién y acceso a la calle mediante Chi cuadrado no encontrdndose un relacién entre ellas.
Concluyéndose que un grupo de felinos del distrito en estudio son seroreactivos al Toxoplasma gondii pudiendo ser
fuente de diseminacion de la enfermedad.

PALABRAS CLAVE: Toxoplasma, Coccidia, suero, HAI, hospedero definitivo.



ABSTRAC

The investigation had as objetive determine the presence of toxoplasm gondii on pet cats (Felis silvestris
catus) on Zarate urbanization from San Juan de lurigancho district. The study was made during months of
july to September, 2013 in cats coming from sterilization campaigns of the metioned district. In order to
make the study was counted with 168 samples of blood serum coming from cats (Felis silvestris catus)that
were extracted by puncture from the jugular vein as well as cephalic after the surgery of sterilization. The
blood serum were preserved on -20 ° C in vials until the use of the commercial kit HAl Wiener lab and they
were analized at the central lab of the department of farming sciences of the Alas Peruanas university. From
the whole of analized samples became positives to antybodies against toxoplasm gondii 26 being the
15,48%. In order to determine if those samples shown up IgG or IgM characteristic in the chronic and
intense phase respectively proceeded the use of 2 — Mercapto ethanol giving as a result that 10 samples
presented IgM deducing that these samples were in the intense phase. variables of age, sex, food and
access to the street were analized by a squared chi finding no relation between them. Concluding that a
group of felines of the district are seroreactive to Toxoplasm gondii, being these able to be the source of
spreading the illness.

Key words: Toxoplasm, Coccidia, Blood serum, HAI, definitive innkeeper
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.  INTRODUCCION

Toxoplasma gondii es un protozoo de distribucion mundial, afecta a todo animal
vertebrado incluyendo aves, reptiles y peces. Es un parasito que merece atencion
debido a que la poblacion humana expuesta son mujeres embarazadas y personas

inmuno comprometidas.

La toxoplasmosis esta relacionada con la presencia de felinos domésticos y silvestres
ya que ellos son los hospederos definitivos. Los gatos domésticos son la fuente de
diseminacién de este protozoo en la ciudad y posiblemente responsables de abortos

consecutivos en animales y personas tanto en areas urbanas como rurales.

El porcentaje de personas adultas que han sido expuestos a la enfermedad a lo largo
de su vida esta alrededor del 50 %, dependiendo de la region, los habitos de higiene y

las condiciones sanitarias.

Estudios de prevalencia en el Peru han sido realizados en varias especies; en ovinos
se reportaron prevalencias de 39 y 40%, mientras que en caprinos se hallé 59,9%.
Generalmente los animales no presentan signos clinicos, pero todos pueden ser

portadores considerandose una fuente mas para la parasitosis.

En los felinos adultos la toxoplasmosis es de presentacion subclinica pero se puede
manifestar tanto en felinos menores de 3 meses infectados por primera vez, como en

aguellos que sufren una reactivacion de una infeccion latente a cualquier edad.

Si el animal manifiesta signos clinicos es dependiente del 6rgano afectado y el grado
de necrosis. Se pueden evidenciar lesiones en estbmago, intestino, higado, pancreas,

pulmén, musculatura, SNC, ojo, piel y ganglios. Ademas los signos clinicos son mas



severos en felinos jovenes que adquieren la parasitosis por transmision

transplacentéria o lactogénica y en felinos inmunodeprimidos.

En el afio 2007 se desarrollo el primer estudio de Toxoplasma gondii en los gatos de
Lima Metropolitana, hallandose que aproximadamente el 11,2% de las muestras

procesadas fueron positivas.

Por tal razén, el presente estudio busca actualizar los datos, asi como, determinar la
presencia de Toxoplasma gondii en gatos (felis silvestris catus) de la urbanizacién
Zarate del distrito de San Juan de Lurigancho ya que dicho distrito representa
aproximadamente el 12% de la poblacion de Lima Metropolitana y es considerado el
distrito mas populoso. Ademas se estima que tiene 240000 habitantes pobres, lo que lo
convierte en el distrito con mayor numero de pobres en Lima. Este hecho es importante
debido a que esta enfermedad est& relacionada con los habitos de salubridad ya que
su contagio no solo se da mediante un contacto directo con los felinos sino también
puede ser por otros medios como aguas contaminadas y carne infectada ElI motivo de
la obtencion de las muestras en campafas de esterilizacién es debido a lo dificil del

manejo de los felinos.



.  MARCO TEORICO

1. Toxoplasma gondii

1.1. Generalidades

Toxoplasma gondii es un parasito con una especificidad muy baja ya que su gama de
hospederos intermediarios es amplia y tiene diversas formas de propagacion, ademas
su distribucion es mundial (1) y en los animales de produccién es importante ya que
causa abortos y enfermedades del recién nacido provocando serias pérdidas

econdmicas. (2)

1.2. Taxonomia

Reino: Protista.
Subreino: Protozoa.
Phylum: Aplicomplexa.
Clase: Sporozoa.
Subclase: Coccidia.
Orden: Eucoccidia.
Suborden: Eimeriideae.
Familia: Eimeridae
Género: Toxoplasma

Especie: gondii.(3)



1.3. Morfologia

Toxoplasma gondii presenta tres formas principales: 1) taquizoito o forma proliferativa
denominada también trofozoito ;2) bradizoito también denominada merozoito,o0
cistozoito que se encuentra enquistados en los tejidos y 3) ooquiste que se forma

exclusivamente en el intestino de los felinos (4).

El taquizoito es arqueado, la porcién anterior mas fina lleva el “complejo apical”, por
detras el ndcleo eucariotico y el aparato de golgi; este protozoo mide 4 a 8 um de
longitud por 2 a 3 um ancho (5).El bradizoito es esférico mide 50-200 um de diametro.
El ooquiste mide 12-14 um de diametro (5) (Ver Anexo 1,2).

1.4  Ciclo biolégico

Toxoplasma gondii es de ciclo de vida indirecto, donde los hospederos definitivos son

los felinos tanto domésticos como silvestres. En el ciclo bioldgico se describen dos

fases:

o Fase entero epitelial: S6lo se desarrolla en el hospedero definitivo (felinos).

o Fase extra intestinal: se da en hospedadores intermediarios asi como en los
felinos (6).

En el ciclo entero epitelial el hospedero definitivo se infecta preferentemente por la
ingestion de ooquistes esporulados o quistes con bradizoitos; los pseudoquistes no
resisten bien la digestién. En el intestino quedan libres los zoitos que invaden las
células de la mucosa intestinal, realizando hasta cinco esquizogonias. Luego de esto se
produce la gametogonia donde se realiza la diferenciacion de macro y micro gametos, y
tras la fecundacion, se forma el cigoto, que se reviste de una cubierta para dar lugar al
ooquiste, el cual sale con las heces. La esporogonia se produce en el medio ambiente
cuando las condiciones son favorables, formandose dos esporoquistes con cuatro

esporozoitos. El periodo pre patente es de 3 a 5 dias y el patente de 7 a 20 dias.(6)



En la fase extra intestinal los hospederos intermediarios asi como también los felinos
se infectan mayormente por la ingestiéon de ooquistes esporulados en pastos y suelos

contaminados, asi como por pseudoquistes y quistes debido al carnivorismo (6).

Cuando un hospedero intermediario ingiere un ooquiste, los parasitos son liberados en
el tubo digestivo e invaden distintas células ahi se multiplican velozmente por
endopoligenia dando lugar a la formacién de pseudoquistes o agrupacion de taquizoitos
que se encuentran de 8-32 por células dentro de una vacuola (7).

Luego estos taquizoitos o pseudoquistes por endodiogenia formaran bradizoitos que
corresponden a la fase crénica de la enfermedad. Estos bradizoitos se enquistan
principalmente en cerebro, diafragma, corazén, tanto en los hospederos intermediarios

como en los definitivos. (Ver Anexo3) (6).

Los resultados de un reciente estudio confirma que los periodos pre-patentes de
eliminacién de ooquistes de Toxoplasma gondii dependen de la fase (la ingestién de
bradizoitos tiene un periodo prepatente mas corto que la ingestion de esporozoitos) y

no de la dosis (8).

Los gatos y otros felinos son hospederos definitivos que excretan los ooquistes y todos
los demés animales son huéspedes intermediarios que albergan quistes en los tejidos.
Se advierten tres estadios infecciosos: Esporozoito en los ooquistes, taquizoito (estadio
de multiplicacién activa) y bradizoito (estadio de multiplicacién lenta) encerrados en los
quistes tisulares. Los ooquistes son excretados en las heces mientras los taquizoitos y

bradizoitos se encuentran en los tejidos (9).

El ciclo entero epitelial en felinos puede llevarse a cabo entre 3-10 dias posterior a la
ingesta de quistes tisulares y ocurre hasta en un 97% de los gatos. Sin embargo, luego
de la ingesta de oocistos o taquizoitos, la formacion de oocistos se retrasa hasta 18
dias 0 mas y solo un 20% de los gatos desarrolla una manifestacion evidente. Mientras
gue en el ciclo extraintestinal es compartido por todos los animales y no depende si se

ingieren quistes tisulares u ooquistes.(10)



1.5 Transmisién

En los hospederos definitivos e intermediarios la transmision es de forma horizontal
principalmente. Esta dada tanto por fecalismo como por carnivorismo, es decir, por
ooquistes liberados por el gato en las heces y esporulados en el ambiente como por la
ingestion de carne que en su interior contienen bradizoitos forma capaz de resistir la
digestion (11).

También existe la transmisién vertical, a través de la cual la madre gestante pasa la
infeccion por via transplacentaria al feto que se desarrolla en su Gtero (11,12).Esta
transmision vertical corre a cargo de los taquizoitos que aislados o dentro de sus
pseudoquistes, pueden hallarse circulantes por el torrente circulatorio de la madre
durante el periodo primario o agudo de su infeccién, también puede ser adquirida por la
transfusion de sangre, trasplante de tejidos y leche no pasteurizada (11,12).Dada la
corta duracion de este periodo proliferativo, que dura unas pocas semanas, la madre
gestante sélo puede transmitir la infeccidén al feto cuando ha adquirido la enfermedad
poco tiempo antes de iniciarse el embarazo o cuando la adquiere en el transcurso del
mismo (12).El feto es susceptible de ser infectado en cualquier momento del embarazo
y la severidad de las lesiones ser4 mayor entre mas temprano el feto se infecte. Sélo el
10% de los fetos infectados durante el primer trimestre de la gestacion presenta
infecciones subclinicas, el 90% restante presenta cuadros clinicos severos y variadas

manifestaciones clinicas donde se observa abortos, reabsorciones (11).

Un estudio realizado en Cuba en el afio 2010 sefiala que de 562 muestras de sangre
de pacientes aparentemente sanos resultaron positivas a Toxoplasma gondii 267
muestras. Esto no tiene mayor importancia en pacientes inmuno competentes pero
cobra una gran importancia en aquellos pacientes inmunosuprimidos y mujeres

embarazadas (13).

Investigaciones recientes han esclarecido en cierta forma la infeccion de los pobladores
de la selva tropical, donde no hay gatos domeésticos y los pobladores no consumen

carne cruda. Se ha demostrado que varias especies de félidos silvestres pueden



desarrollar ooquistes en su intestino. El habito de los felinos de evacuar cerca del agua
explicaria la alta tasa de reactividad de los pobladores que habitan cerca de los rios (4).

La toxoplasmosis se ha identificado como causa de morbilidad y mortalidad en
mamiferos marinos. Estos animales tal vez contraigan la enfermedad a través de los
residuos liquidos contaminados que se vierten en el océano. Los moluscos o

invertebrados marinos pueden actuar como hospederos paraténicos (10).

1.6 Respuesta inmunitaria

La respuesta inmunolégica del hospedero inmunocompetente contra Toxoplasma
gondii, en el curso de la infeccibn aguda es responsable del enquistamiento del
parasito en la musculatura esquelética, cerebro y otros érganos. En este aspecto, los
taquizoitos adquieren la forma bradizoitica, la cual puede permanecer latente por toda
la vida del individuo sin causar dafio o muerte. Sin embargo en pacientes
inmunosuprimidos la toxoplasmosis es una infeccibn mucho mas severa, siendo

considerada entre las enfermedades oportunistas de mayor frecuencia (14).

Se sabe que la mayoria de personas adultas adquieren rapidamente inmunidad antes
de que se presenten lesiones, sintomas o signos. Pero la mayoria de nifios infectados
en el Gtero, aungque no siempre presenten sintomas al nacer, albergan un nimero tan
elevado de parasitos que acaban por sufrir lesiones. Esto demuestra lo importante de
gue la respuesta inmunitaria este madura para que la infeccion no presente signos
clinicos. Esta madures se alcanza en ratas en la segunda semana de vida, en pollos a
los dos dias de la salida del cascaron; en gatos se da al tercer mes y en los nifios entre

los seis a doce meses. (15)

Los quistes al llegar al estomago deben pasar la barrera natural del jugo gastrico.
Después de multiplicarse en el intestino, los taquizoitos se propagan a los ganglios
mesentéricos y por via hemolinfatica invaden los macréfagos y otras células nucleadas
(16).



La respuesta inmune contra el Toxoplasma gondii activa tanto la respuesta humoral

(anticuerpos) como la celular (Linfocitos T y sus productos).

La primera respuesta que tiene el cuerpo se da a nivel de los macréfagos, quienes

activan la inmunidad T dependiente.

Los anticuerpos, al actuar en conjunto con el complemento, pueden eliminar a los
microorganismos libres en los liquidos corporales y asi disminuir la diseminaciéon del

parasito (17)

El primer anticuerpo que produce el organismo frente a la toxoplasmosis es la IgM
caracteristicas de la fase aguda. Estas aparecen a partir de la primera semana
alcanzando su maxima concentracion al mes y van disminuyendo aproximadamente en

los 6 meses posteriores.

Luego aparecen las IgG caracteristicas de la fase cronica. Estas aparecen a partir de
los 12 a 14 dias alcanzando el pico maximo alrededor de los 2 a 3 meses y

permanecen durante afios (17,18).

Sin embargo, la inmensa mayoria de las primeras infecciones son asintomaticas,
después de una o dos semanas se forman los anticuerpos especificos y a las tres o
cuatro semanas, hay inmunidad celular protectora con infiltrado inflamatorio de
linfocitos y macrofagos. Las personas inmunodeficientes generalmente tienen
reactivacion de la neuroinfeccién por ruptura de los quistes; el parasito invade los
astrocitos y la microglia, generandose la encefalonecrosis focal. A nivel citomolecular
se ha observado la participacion de los linfocitos CD4+ y CD8+ productores del

interferon gamma y del factor de necrosis tumoral alfa (16).

Estas dos citoquinas activan los macréfagos (efecto parasitostatico) e inducen la
sintesis de radicales libres del oxigeno y la formacion de oxido nitrico (No parasiticida).
El fagocito infectado produce también interleucinas -12 (IL-12) e interleucina I-beta (IL-
I-B), las que de modo sinérgico activan a las células asesinas naturales (NK) capaces a

su vez de lisar las células infectadas. El IFN Y ocasiona también carencia de tript6fano

e inhibe la replicacion del Toxoplasma gondii (5,16)



Segun estudios con infecciones experimentales en roedores, la inmunidad citomediada
dependiente del interferon Y (IFN-Y) y los factores humorales son importantes en la

resistencia contra la encefalitis por toxoplasma. La resistencia estd causada por la
interaccion entre los linfocitos B y T, las células no T productoras de IFN-v, las
microglias, los astrocitos y las células dendriticas (17,18).

1.7 Epidemiologia

Los factores de riesgo aumentan para los hospederos intermediarios como para los
hospederos definitivos cuando estos se encuentran en climas calidos y humedos,
zonas de poca elevacion sobre el nivel del mar ya que elToxoplasma gondii puede
sobrevivir y esporular en agua salada, asi como permanecer viable durante 6 meses en
una amplitud térmica de 4-24°C.(10)

El humano puede adquirir la infeccion mediante:

- Ingesta de carne contaminada con quistes tisulares cruda/malcocida o su

manipulacion.
- Ingesta de agua/alimentos contaminados con ooquistes esporulados
Transmision congénita (transplacentaria) — taquizoitos

- Manipulacion inadecuada de las cajas de arena de gatos/ otros objetos contaminados

con ooquistes

- Trasplante de 6rganos —quistes tisulares, taquizoitos
- Transfusion sanguinea — taquizoitos

- Inoculacién accidental en laboratorios (19).

Como en otras enfermedades, la tasa de reactores se incrementa con la edad, al

aumentar las posibilidades de adquirir la enfermedad (4).

La progresiéon y gravedad de la enfermedad difiere entre pacientes por variables que

incluyen la genética del hospedero y el parasito.
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Algunos investigadores mencionan la existencia de linajes clénales de Toxoplasma
gondii los cuales, son llamados tipo I, Il y Ill, corresponden bien con el analisis genético
del locus polimoérfico del antigeno de superficie SAG2. Las cepas tipo Il y Il presentan
igual prevalencia en animales naturalmente infectados; sin embargo, el genotipo Il esta

asociado con la mayoria de aislamientos humanos (20).

Segun un estudio realizado en Norte América la cepa de tipo Il fueron frecuentemente
encontradas en animales, mientras que la cepa Il se asocia con la reactivacion de
infecciones croénicas y la cepa de tipo | se encuentra asociada mas frecuentemente a

Toxoplasmosis congénita humana (21).

La prevalencia de personas infectadas se ha efectuado por medicion de los titulos de
anticuerpos séricos especificos. En Francia, 90% de las personas han sido infectadas
al cumplir los 40 afios .En la Republica Mexicana, la prevalencia poblacional
determinadas con técnica de inmunofluorescencia fue de 30,0% y la mayor prevalencia

se da en las regiones humedas(10).

Los estudios realizados por E.Roch mostraron infecciones en gatos del 52%, y la cifra
para otros animales fueron: 36,0% en conejos, 10,5% en cerdos y solo 4% en perros.
Este mismo autor encontré 72,2% personas con uveitis anterior 80,7% de 1327
enfermos afectados por coreorretinitis. La tasa de infeccion congénita fue de 2% en
Ciudad de México contra 3% en Paris, Francia (5).

La transmisién del Toxoplasma gondii es mas eficaz cuando los gatos consumen
quistes tisulares (carnivorismo) y cuando los hospederos intermediarios consumen

ooquistes (transmision fecal oral) (9).

La infeccién de Toxoplasma gondii hace cambiar el comportamiento de los roedores
disminuyendo la aversion a los gatos. Esto hace que aumente la probabilidad de que el

hospedero definitivo sea infectado (22).

Un estudio realizado en estados Unidos y el mundo demuestra que el 60% de los gatos
gue son serolégicamente positivos adquieren la infeccion por el habito de salir a la calle
ya que ellos son mas susceptibles a la exposicion de ooquistes del medio y la ingesta

de presas (23).
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1.8 Signos clinicos y lesiones

Los signos clinicos se pueden dar tanto en gatos infectados por primera vez como en
aquellos que sufren reactivacion de una infeccién latente. La severidad del cuadro
clinico depende del 6rgano afectado y del grado de necrosis. Las lesiones se pueden
producir en cualquier érgano como estdmago, intestino, higado, pancreas, pulmon,
musculatura, sistema nerviosos central. Los signos clinicos son mas severos en felinos

jovenes con diseminacién transparentaria y en felinos jévenes inmunodeprimidos (24).

En humanos la infeccibn es generalmente asintomética. Las dos principales
poblaciones afectadas son las mujeres embarazadas y las personas inmuno deficientes
como personas VIH positivas o transplantadas. Si una mujer gestante se infecta el
dafio al feto va a ir aumentado con respecto al tiempo de embrazo, pudiéndose
presentar desde abortos hasta malformaciones, ceguera, dafo viceral, coreoretinitis,
hidrocefalia y calcificaciones intracerebrales (24,25). En enfermos de VIH se suele
presentar encefalitis subaguda necrotizante caracterizada por convulsiones,
hemiparesia, dislalia, alteraciones sensoriales, mareos, somnolencia, estupor, paralisis
de nervios craneales. La toxoplasmosis ocular en 10 a 50% de los casos precede a la
lesién del sistema nervioso central pudiendo ser el primer sintoma de diseminacion

(5,26, 27). La infeccion en animales es tan severa como en los humanos (24,25).
1.9 Diagnostico:

Las pruebas de diagnostico utilizadas de rutina se dividen en coproparasitolégico y

serologico.
Coproparasitologia:

Se dividen en cuantitativo y cualitativo. Para el diagndstico de Toxoplasma gondii de la
forma del ooquiste se prefiere un método cualitativo. Dentro de los métodos cualitativos
tenemos sedimentacion y flotacion. Para la deteccion de ooquites se prefiere el método
de flotacion con sulfato de zinc. En todos los casos es necesario el diagnostico

diferencial con el resto de coccidios propios del gato (6).



12

Es importante recordar que existe otro coccidio muy parecido al ooquiste de
Toxoplasma gondii que también se encuentra en las heces de los felinos que es el

Hammondia Hammondi (28)

Seroldgica.

Dentro del serolégico podemos encontrar el método de hemoaglutinacion indirecta

(HAI), ELISA, inmuno fluorescencia indirecta (IFl).

La hemoaglutinacion indirecta (HAI):

Se basa en el principio de la inhibiciébn de la hemaglutinaciéon. Para su realizacion se
precisan globulos rojos tratados con glutaraldehido a los cuales se les ha unido la
misma sustancia que se desea detectar o cuantificar. Si estos glébulos rojos son
puestos en presencia de anticuerpos preparados frente a dicha sustancia se producira
su aglutinacién. Por el contrario, cuando se afiade un suero problema que contiene la
sustancia a cuantificar entonces los anticuerpos se uniran a dicha sustancia y no a los
glébulos rojos. En este caso no se producird la hemaglutinacion. Por tanto, aglutinacion
(+) indica ausencia de la sustancia a estudiar, y aglutinacion (-) indica presencia de la

misma (29).

La principal deficiencia de este método es que no detecta infecciones agudas pues
alcanza titulos diagnédsticos a los 30 dias. Para infecciones agudas se utiliza el 2-
mercaptoetanol (2-ME).En condiciones de infeccion aguda, el patrén de aglutinacion
cae varios titulos, denotando la presencia de este anticuerpo de fase aguda y

proporcionado la diferenciacion entre infecciones agudas y cronicas (15).

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI):

El principio basico es utilizar un anticuerpo marcado con una sustancia fluorescente

para detectar la presencia de un antigeno en los tejidos. En la reaccion indirecta, el
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anticuerpo primario no se conjuga con la sustancia fluorescente, ya que esta se
encuentra asociada a un segundo anticuerpo, el cual se halla dirigido contra las
inmunoglobulinas del animal del cual se obtuvo el anticuerpo primario .De esta forma al
aumentar la cantidad de sitios activos de los antisueros marcados, se amplifica la

reaccion y por ende, la sensibilidad del sistema (14).

Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA):

Esta técnica permite determinar en forma cuantitativa la concentracion de anticuerpos
o antigenos, mediante el uso de uno de ellos en fase solida y el otro en solucion. Por lo
general, el material fijado a la fase solida es aquel cuya presencia 0 concentracion se
quiere determinar. A este se le fija un anticuerpo especifico marcado con una enzima
(método directo) o un complejo Ac-anti-Ac marcado (método indirecto, el cual puede

ser puesto en evidencia por la adicion del sustrato (24).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa :(PCR)

Esta técnicas se fundamenta en la aplicacién especifica de determinados genes o

fragmentos de genes, en concreto, el gen B1 o parte del gen P30.

La técnica es muy sensible y los experimentos muestran que el método de PCR puede

detectar 0,1 pg de ADN del Toxoplasma gondii.(14)

1.10 Tratamiento:

Las mujeres que adquieran la primoinfeccién durante el embarazo deben de ser
tratadas. La espiramicina es el antibiético de eleccion en el tratamiento de toxoplasma
en hembras gestantes. Durante el primer tercio de gestacion. Luego se puede variar la
medicacion a una combinacién de sulfanamidas y de pirimetaminas. Por tal motivo, es

recomendable efectuar un analisis seroldgico en mujeres al principio de la gestaciéon

(4).
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La clindamicina es el tratamiento de eleccién de la toxoplasmosis clinica en perros (10-
20 mg/kgpv/12h, 2 semanas) como en gato (12-25 mg/kgpv/12h, 2 semanas) por via
parenteral, ya que por via oral se producen casos de intolerancia con cuadros de

anorexia, vomitos, diarrea o0 ambos (6,30).

1.11 Prevenciony control:

Los gatos que viven en el exterior presentan un mayor riesgo de adquirir la
toxoplasmosis debido a los habitos de caza (31,32, 33,34).Y que generalmente las
presas presentan bradizoitos en su musculatura, siendo esto un factor importante ya

que basta un solo bradizoito para producir la infeccién (35).

Es por ello que se recomienda tanto en personas como en animales evitar el consumo
de alimentos crudos ya que al alcanzar temperaturas minimas de -12,8°C o maximas
de 67,8°C los quistes mueren (36,37 ,38).

También se recomienda el uso de cajas de arena para evitar que los felinos defequen

en cualquier lugar y asi restringir la diseminacion de los ooquistes (34, 39).

Las mujeres previa y durante la gestacion debe desarrollar examenes de sangre con

titulos de anticuerpos de Toxoplasma gondii. (7)

El perro puede ser considerado como un animal centinela debido al estrecho contacto
con el medio ambiente, gatos, modo de crianza muy parecido al del gato y a su facil

manipulacion (40).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

1. Espacio y tiempo:

El estudio se realizo en la ciudad de Lima, distrito de San Juan de Lurigancho
urbanizacién Zarate. El tiempo que se desarrollo la investigacion fue desde julio hasta
septiembre del 2013.

Las muestras fueron obtenidas en campafias de esterilizacion que se realizaron en el
distrito. El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en el laboratorio central de la

Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Alas Peruanas.

2. Poblacion y muestra

La poblacion es los felinos domésticos del distrito de San Juan de Lurigancho. La
muestra se obtuvo de los gatos que asistieron a campafias de esterilizacién en dicho

distrito

El tamafio muestral se calculé en base a la formula de poblaciones infinitas tomando

como referencia la prevalencia previa (p)=: 0.112. (8)

Las muestras fueron seleccionadas en forma aleatoria sin distincion de género (macho,

hembra), raza, edad.
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n=(z".p.q)/e?

n=Tamafo muestral minimo
p=Probabilidad de éxito (prevalencia)
g=1-p (probabilidad de fracaso)
e=Precision (0.05)

z=Distribucién estandar con 95% de confianza

Reemplazando:

n=(1.96%0.112,0.888)/0.05°

El tamafio muestral obtenido por la formula fue de 153 animales como minimo,

habiéndose utilizado 168 muestras.

3. Disefio de la investigacion

Para la obtencion del sujeto de estudio se busco contactarse con grupos que realizan
campafias de esterilizacion en el distrito de San Juan de Lurigancho en gatos (Felis
silvestis catus).en la urbanizacién Zarate Luego bajo el consentimiento del duefio se
extrajo sangre de la vena yugular o cefalica. La extraccion fue de aproximadamente
2ml en tubos vacutainer sin anticoagulante. Luego las muestras fueron trasladadas al
laboratorio central de la Universidad Alas Peruanas. (Ver Anexo 4). En el laboratorio se
procedio a centrifugar la muestra con el objetivo de extraer el suero. Luego se extrajo el
suero y fue colocado en viales de 1.8ml para ser conservado a -20°c hasta el

procesamiento con el kit HAI Wiener lab (41).

En la investigacion se consideraron las siguientes variables:
e Edad
e Sexo

e Alimentacion
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e Acceso a la calle

. Materiales y equipos

Pipetas

Tips

Mandil

Guantes

Kit de hemaglutinacion.
Reconstituyente HAI
Antigeno HAI
GR no sensibilizados
Buffer HAI
Solucion Proteica
2-Mercaptoetanol
Control positivo

Control negativo

. Agujas

Tubos vacutainer
Viales

Tips

10.Bozal para gatos

17
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11.Bolsa de contencion para gatos

12.Centrifuga

5 Procedimientos
5.1 Elaboracién de publicidad

Se elaboraron volantes informativos, explicando a los asistentes a la campafas de
esterilizacion ¢qué es el Toxoplasma gondii? ¢Como se transmite? y qué medidas

tomar para evitar el contagio.

5.2 Permiso de los duefios y registro de los datos de los animales.

Por escrito se le pide los datos del propietario y el respectivo permiso de
consentimiento para extraer la muestra al gato. Una vez procesado se remitira los

resultados al duefio (Ver Anexo 5)

5.3 Extraccién de muestra

Usando una aguja de 23” se extrajo aproximadamente 2ml de sangre, la cual pudo ser
de la vena cefalica como de la yugular dependiendo de la docilidad del gato. La sangre

fue colocada en tubos vacutainer de sin anticoagulante.

5.4 Obtencién de suero

La sangre fue centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos con la finalidad de extraer el
suero. Este suero fue absorbido con una jeringa de 1ml y transportado a viales de

1,8ml para su almacenamiento a menos 20°C.
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5.5 Utilizacién del kit
Titulacién sin 2-ME

e Las policubetas fueron limpiadas con un trapo humedo para eliminar la carga

electrostatica.

e Se coloco 25ul de diluyente de suero de Hemoaglutinacion indirecta en todos los

pocillos de la policubeta.

e Enseguida se coloco 25ul de suero control y de la muestra a ensayar en los
pocillos de la fila 1. Donde se utilizo tantas columnas horizontales como sueros

Se procesaron.

e Se realizaron diluciones a partir de la fila 1(dilucion Y2) pasando los
microdilutores hacia la fila 2 (diluciébnl/4) y asi sucesivamente hasta la fila
6(dilucion 1/64).

e Luego se coloco en la fila 1y 2 (dilucién ¥2 y ¥4). 25 pl de GR no sensibilizado
para el control de la heterofilia.

e En el resto de los pocillos, se agrego 25 pl del antigeno .HAL.
e Se agito la policubeta durante 30segundos.

e Luego se dej6é en reposo en un lugar seguro donde no hallan vibraciones

durante 90 minutos.

e Por dltimo se procede a la lectura:

Titulacién con 2-ME

e Colocar una gota de suero o controles en cada uno de los pocillos de la columna

1 (y 7 si es necesario).empleando goteros .
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Agregar un gota de 2-MEal 1% a los mismos pocillos utilizando un gotero

descartable.

Sellar los pocillos y agitar la policubeta golpendo con los dedos en Is paredes
laterales.

Incubar durante 30-60 minutos a 37°C 0 90 minutos a tempertur ambiente.

Retirar la cinta adhesiva, pasar un trapo hiumedo por la base de la policubeta v,
con microgotero de 25pl, colocr una gota de diluyente de suero HAI en los
pocillos restantes de las hileras utilizadas.

Y realizar los pasos desde el tercer punto hasta el octavo de la técnica sin

mercapto.
Interpretacion de los resultados
Titulacion sin 2-ME
Titulos = 16 significan mayor probabilidad de infeccidén toxoplasmica.

A fin de determinar una primoinfeccién reciente deben procesarse 2 muestras
tomadas con un intervalo de 2-3 semanas. Un aumento de titulo mayor de 2

diluciones entre la 1ra'y 2da muestra indican infeccidn recientemente adquirida.
Titulacion con 2-ME

La aparicion de titulos bajos en la titulacion sin 2-ME y reactividad con glébulos
rojos no sensibilizados que desaparece al efectuar la titulacion con 2-ME y/o
absorcion con GR no sensibilizados, serian indicativos de la existencia de
heterofilia. Por el contrario, titulos elevados sin el empleo de 2-ME que disminuyen
considerablemente al utilizar 2-ME indicarian la presencia de IgM, caracteristica de
infeccion aguda. Los controles de heterofilia en este caso deben dar reaccion

negativa en el suero sin tratar o tras absorcion con GR no sensibilizados.

No reactivo: presencia de un sedimento en forma de boton o anillo de bordes

regulares.



7

21

Reactivo: formacién de una pelicula o manto que cubre el 50% o mas del fondo

de los pocillos.

Se tomo como positivo valores mayores a 1/16 (punto de corte) de acuerdo al kit

comercial Toxotest HAI (41).

Disefio estadistico:
El disefio estadistico se baso en la estadistica descriptiva
El intervalo de confianza se obtuvo:
IC= p+ Z~ (p*q/n)
La prevalencia se obtiene de la siguiente manera:
%= (Numero de animales positivos/Total de animales) x 100 + - IC 95%
. Chi cuadrado
x2=n(ad-bc)¥/[(a+c)(b+d)(a+b)(d+c)]
OR

OR=axd/bxc
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IV RESULTADOS

1. Determinacion de anticuerpos frente a Toxoplasma gondii en felinos domesticos

(Felis silvestris catus) en el distrito de San Juan de Lurigancho.

En el cuadro 1 de un total de 168 muestras obtenidas, 26 fueron positivos a
Toxoplasma gondii mediante el método de HAI lo cual representa el 15,48% y 142

negativas siendo un 84,52%.

Cuadro N 1°. Determinacion de anticuerpos contra Toxoplasma gondii mediante la HAI

en gatos (Felis silvestris catus) del distrito de San Juan de Lurigancho en el afio 2013.

Método de hemaglutinacion indirecta (HAI)

Positivos Negativo Total
n % IC n % IC n %
Anticuerpos
contra
Toxoplasma
di 26 15,48 0,1547+0,0547 142 84,52 0,8452+0,0547 168 100
gondii

(Titulos = 16)

Se observa una policubeta con muestras positivas y negativas en el anexo 6.
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2. Determinacion de felinos domeésticos (Felis silvestris catus) positivos segun las

variables de estudio.

Los animales positivos segun edad menores o iguales a 1 afio fueron 8,51% (8/94), de
mayores a 1 afios fueron 24,32% (18/74), mientras que segun el sexo las hembras y
los machos resultaron positivos en un 15,38% (20/130) y 15,79% (6/38)
respectivamente. En cuanto al tipo de alimentacion los que consumen balanceado y
comida casera resultaron positivos 13,51% (5/37) y 16,03% (21/131) respectivamente.
Por altimo los felinos con acceso a la calle presentaron 16,67% (21/126) y los que no
11,9 (5/42).

Cuadro N 2°. Toxoplasma gondii en gatos (Felis silvestris catus) de acuerdo a las

variables: edad, sexo, alimentacion y acceso a la calle en el distrito de san Juan de

Lurigancho.
Variable Total de muestras Positivos
n %
<1 94 8 8,51
Edad(afios)b l<amas 74 18 24,32
Hembra 130 20 15,38
Sexo macho 38 6 15,79
alimento balanceado 37 5 13,51
casero 131 21 16,03
Acceso a la calle sin acceso 42 5 11,90
Con acceso 126 21 16,67

Total 168 26 <10;20>
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3. Determinaciéon de X2, O.R e intervalo de confianza de los resultados obtenidos
Cuadro N 3°
Variable X? O.R [.C95% interpretacion
<1 K
3,46 1,46;8,21 Existe asociacion
Edad 1< amas 7,91
Hembra
0,003 0,97 0,38;2,49 No existe asociacion
Sexo macho
alimento balanceado
0,14 1,22 0,43; 3,46 No existe asociacion
casero
Acceso a la calle sin acceso
0,55 1,48 0,52:4,17 No existe asociacion

Con acceso

*El valor de 7,91 obtenido de X2 al ser mayor que 3,84 de la tabla de chi

cuadrado, nos indica que existe una asociacion entre la edad y el hecho que se

presente la enfermedad y mediante el IC podemos decir que existe mayor riesgo

en los animales mayores de 1 afio
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4. Cuadro en donde se describe la cantidad de muestras sin 2ME con respecto a

cada titulacién y su variacion al utilizarse el 2ME.

Cuadro N4°
L L Etapas de
n Titulacion inicial sin 2ME n Titulacion con 2ME _ y
infeccion
6 1/64
3 1/32 Cronico
20 1/64
3 1/16 Agudo
8 Negativos Indeterminado
2 1/32
Cronico
4 1/32 1 1/16
1 Negativo Indeterminado
1 1/16 Agudo
2 1/16

1 negativo

Indeterminado
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VIl DISCUSION

Se evaluaron 168 felinos domésticos del distrito de San Juan de Lurigancho
(cuadro 1), para determinar la exposicion de Toxoplasma gondii mediante la
recoleccion de suero sanguineo. Detectandose que el 15,48% (26/168) presenta
anticuerpos contra Toxoplasma gondii. Al compararlo con el estudio realizado por
Cerro (14) se puede decir que el resultado hallado fue similar ya que él hall6 11,2
+ 4,6% y en el presente estudio se hall6 15,48 + 5,4%. Ademas en ambos
estudios se muestreo animales sin signos clinicos y la literatura menciona que los
animales pueden estar expuestos a la parasitosis dependiendo de la edad, estado
inmunitario, tipo de alimentacion, cepa y carga parasitaria (1, 3, 7). Asi mismo,
Schaer (31) dice que independientemente del lugar donde viven los animales
pueden estar alimentandose con carne parasitada al consumir roedores y aves.de

Su entorno.

Con respecto a la edad los resultados estadisticos del X2 nos estaria diciendo que
a mayor edad existen mas posibilidades de adquirir la enfermedad, el valor de
3,46 que se obtuvo en el OR de la edad, nos indica que existe 3,46 veces mas
posibilidades que un animal mayor de 1 afio se contagie frente a uno menor de 1
afo. Un factor importante es la transmision horizontal que se da por el consumo
de carne cruda o consumo de ooquistes y vertical (6,7).Entre los mayores de un
afio y menores se encontré una proporcién de 3,46:1 corroborando lo dicho por
Vignau, Morales, Dubey(11,12,40)

Al evaluar la variable genero se obtuvo los porcentajes de 15,38% y 15,79%
evidenciando que tanto las hembras como los machos estan expuesto al parasito

(32) pero sé contrapone a lo expresado por Ovalle (33) que manifiesta que las
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hembras estan més expuestas ya que ellas cazan para alimentar a sus crias y

también para ensefiarles como cazar.

La alimentacion de los felinos por su instinto de caza y la costumbre de los
propietarios del distrito de San Juan de Lurigancho en darle carne cruda
predispone a la infeccion (1, 24, 5). Por ello que no se observa diferencia en los
porcentajes de los animales que comen alimento balanceado y casero siendo de
13,51% y 16,03% respectivamente confirmandose que ambos grupos presentan
la misma posibilidad de estar expuestos (24, 33,34) Esto se confirma al calcular el
X2 ya que no se encontrd asociacion significativa entre las diversas formas de
alimentacion.Esto se contrapone con lo hallado con Svoboda (37) ya que el haya
una mayor seroprevalencia en animales que son alimentados con dietas que

incluyen carnes crudas o mal cocidas y viseras.

Por ultimo en el cuadro 2 se evalud animales que no tenian acceso a la calle y
aguellos que si tenian hallandose un porcentaje de 11,9 y 16,67 %
respectivamente y la literatura dice (1, 31,34) que la infeccion se presenta mas en
animales de vida libre. Al comparar el estudio con el realizado por Castillo, ElImore
y Lopez (36,35,36) se llega a un resultado similar. Pudiéndose deber a la
presencia de roedores o aves independientemente de los habitos de salida de los

felinos

Al usar el kit de HAI sin 2ME se obtuvo 26 muestras positivas lo cual indica la
presencia de IgG y IgM caracteristica de la infeccidén crénica. Con el fin de poder
determinar cuantas muestras se encontraban en la fase aguda se procedi6 a
analizar con 2ME solo las muestras anteriormente positivas. Se obtuvieron 16
positivos lo que indica solamente la presencia de IgG. Esto nos puede decir por
diferencia cuantas muestras estan cursando por la fase aguda es decir por una
infeccion reciente o una reinfeccion. Esto no significa que necesariamente en ese

momento se esté dando la eliminacion de ooquistes
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VI.  CONCLUSIONES

La presencia de Toxoplasma gondii en el distrito de san Juan de Lurigancho

Urbanizaciéon Zarate fue de 15.5+5.4%.

Los felinos domésticos de la Urbanizacion Zarate distrito de San Juan de
Lurigancho son seroreactivos a la infeccion de Toxoplasma gondii y pueden ser

fuente de infeccién a la poblacién tanto de humanos como de otros animales
Entre las variables sexo, acceso a la calle y alimentacion no existe asociacion

A mayor edad aumenta la posibilidad de haber estado expuesto al Toxoplasma
gondii.
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VIl.  RECOMENDACIONES

e Concientizar a los duefios que los felinos no deben de ser usados como control

de plagas sino como animal de compafiia

e Realizar campafas de esterilizacion para controlar la poblacién felina ya que

existe la transmision transplacentaria.

e Realizar estudios comparativos entre felinos vagabundos y felinos de casa para

determinar la presencia de Toxoplasmosis.

eEvaluar un mayor numero de diluciones para poder determinar con mayor

exactitud el estado agudo o crénico.
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FIGURA 1: Formas infectivas

Fuente Rojas CM; 2004(6).
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ANEXO 2

FIGURA 2: Ooquiste sin esporular(A) ooquistes esporulado(B)

Fuente: Soulsby E; 1987 (1).
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FIGURA 3: Ciclo biolégico del parasito.

Fuente: Greene; 2008(9).
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ANEXO 4

Formato 1: Carta de permiso para el uso de las instalaciones del

laboratorio
Sefior Decano de la Facultad de Ciencias Agropecuarias -EPMV
Sefior Decano:

Yo, Italo Roberto Razuri Gamio; identificado con DNI 41725150.Alumno de la
escuela profesional de Medicina Veterinaria con codigo de matricula
2007135546.Me dirijo a usted para saludarlo manifestarle que siendo alumno
egresado de la Universidad Alas Peruanas, deseo pedirle que me brinde las
facilidades para utilizar el laboratorio principal de la facultad, debido a que

realizare las practicas de investigacion; para la elaboracién de mi tesis.

Agradeceré tener a bien atender a lo solicitado.

Lima, de de 2013.

Italo Roberto Razuri Gamio

Fuente: Elaboracion propia, 2013.
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FORMATO 2: Ficha de registro de animales

Fuente: Elaboracion propia, 2013.
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ANEXO 6

FIGURA 4: Poli cubeta en la cual se observa las dos primeras filas dos muestras

positivas y las dos siguientes dos muestras negativas a Toxoplasma gondii

Fuente: Elaboracion propia, 2014



