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RESUMEN

La toxoplasmosis es una enfermedad producida por el Toxoplasma gondii un protozoario
intracelular de distribucion mundial, que afecta una amplia gama de hospederos
intermediarios entre ellos la especie porcina; especie que desempefia un rol importante en
la tranmision de la enfermedad al hombre dado que tiene manifestaciones clinicas
diferentes e inespecificas, por lo tanto el diagnostico de esta enfermedad debe contar con
el apoyo de las puebas inmunologicas adecuadas, actualmente existen dos pruebas la
hemaglutinacion indirecta (HIA) y el Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas
(ELISA) utilizadas frecuentemente en Medicina veterinaria. En ese sentido el objetivo
del presente estudio fue determinar la concordancia entre las pruebas de HAI y ELISA,
para detectar IgG anti-Toxoplasma gondii en el diagnostico de Toxoplasmosis porcina.
El trabajo se desarroll6 en 407 animales provenientes de crianzas porcinas ubicadas en la
franja costera del departamento de Lima. Se colectaron las muestras de sangre de cerdos
en la fase de acabado, posteriormente las muestras de suero fueron conservadas en
congelacion (-70°C) hasta su procesamiento en el Laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la UNMSM. La concordancia de las técnicas
diagnosticas y la seroprevalencia correspondiente se evaluaron mediante dos diferentes
modelos estadisticos Indice de Kappa y la prueba de McNemar. En los resultados se hallo
que la concordancia entre las pruebas de HAI-ELISA a través del indice de Kapa fue igual
a 26% considerandose de tipo regular, con valores de 18.7 + 3.8% por el método de HAI,
y 14.7 + 3.4%, por el método de ELISA; sin embargo, mediante la prueba de McNemar
no se encontrd diferencias significativas y sugeririan que ambas técnicas son mutuamente

reemplazables. Concluyendo que, como la correlacion es regular, no se recomienda.

Palabras clave: porcinos, Toxoplasma gondii, ELISA indirecta, HAIL



ABSTRACT

Toxoplasmosis is a disease caused by Toxoplasma gondii, an intracellular protozoon of
worldwide distribution, which affects a wide range of intermediate hosts, including the
porcine species; species that plays an important role in the transmission of the disease to
man given that it has different and nonspecific clinical manifestations, therefore the
diagnosis of this disease must be supported by adequate immunological tests, currently
there are two indirect hemagglutination tests (HIA) and the Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) frequently used in veterinary medicine. In this sense, the
objective of the present study was to determine the concordance between HAI and ELISA
tests, to detect anti-Toxoplasma gondii 1gG in the diagnosis of porcine toxoplasmosis.
The work was developed in 407 animals from porcine breeding located in the coastal strip
of the department of Lima. Blood samples were collected from pigs in the finishing phase,
later the serum samples were kept in freezing (-70°C) until processing in the Parasitology
Laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine of the UNMSM. The concordance of
the diagnostic techniques and the corresponding seroprevalence were evaluated by means
of two different statistical models Kappa index and the McNemar test. In the results it
was found that the agreement between the HAI-ELISA tests through the Kapa index was
equal to 26% considering the regular type, with values of 18.7 + 3.8% by the HAI method,
and 14.7 £ 3.4%, by the ELISA method; however, through the McNemar test no
significant differences were found and they would suggest that both techniques are

mutually replaceable. Concluding that, as the correlation is regular, it is not recommended

KEYWORDS: swine, Toxoplasma gondii, indirect ELISA, HAL



Cuadro 1.

Cuadro2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

Cuadro 5.

LISTA DE CUADROS

Seroprevalencia mundial de Toxoplasma gondii en porcinos

QOIMIESTICOS . - - et s

Seroprevalencia mundial de Toxoplasma gondii en porcinos

YY1 (= T

Pruebas ELISA desarrolladas para el diagnostico de infeccion por

Toxoplasma gondii en POTCINOS. ........ovuiiiiiitiiiii it

Distribucion de sueros segun los resultados de las técnicas de HAI y ELISA
indirecto para la deteccion de Toxoplasma gondii en cerdos procedentes de

Lima-Pertl, 2015, . oo

Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en cerdos procedentes de Lima-
Pert, 2015 mediante las técnicas de Hemaglutinacion Indirecta y ELISA

INAITECTO. . oot ettt ettt e

Pag.

22

25

39

56

79



Figura 1.

Figura 3.

LISTA DE FIGURAS

Esquema comparativo del Taquizoito y Bradizoito de

Toxoplasma gOndii... ..........c.ccocco v iei e e e e,

Ciclo biologico de Toxoplasma gondii... ... ...............

Pag.

10



LISTA DE ANEXOS

Pag.
Consentimiento Informado para los propietarios
Anexo 1. ] ) )
de crianzas porcinas. Lima-Pert................... 97
Protocolo de ELISA indirecto. Priocheck
Anexo 2. )
Toxoplasma Ab POTCINg .........ccccveeveereecreeneennen. 98

Anexo 3. Protocolo de HAI Toxotest.........covvvvvveenn.... 103



L. INTRODUCCION

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado de distribucion
mundial, que tiene a los felinos domésticos y silvestres como hospedadores definitivos y
una amplia gama de vertebrados como hospedadores intermediarios, la ingestion de carne
cruda o mal cocida, infectada con quistes tisulares, o el consumo de alimentos y agua
contaminados con ooquistes esporulados son las rutas mas comunes de infeccion (Lopez et

al.,2007; Dubey y Jones, 2008).

La toxoplasmosis es una enfermedad clinicamente asintomatica; sin embargo,
la primoinfeccion durante la gestacion tanto en humanos como animales puede causar
abortos, anormalidades en el feto o muerte perinatal (Gilbert ef al., 2000). La infeccion se
encuentra ampliamente distribuida en América Latina, principalmente en paises tropicales
de clima caliente y humedo, ocurriendo también en regiones frias del Artico y Alaska

(Sobral et al., 2005).

La infeccion por 7. gondii tiene manifestaciones clinicas diversas e
inespecificas, lo que hace dificil poder precisar el diagnostico con certeza, por lo que se
debe tener cuidado con el diagnodstico diferencial (Dubey, 1990). Como en muchas
enfermedades infecciosas, sobre todo en aquellas que a veces son clinicamente inaparentes,
el diagnostico se basa en pruebas indirectas como la serologia que consiste en la

determinacion de anticuerpos especificos contra el parasito (Bastien, 2002).

Entre las pruebas serologicas disponibles para el diagnostico de toxoplasmosis se tienen las

pruebas de fijacion de complemento (Nicolaus y Ravelo, 1937), Sabin



Feldman (Sabin y Feldman, 1948), Hemaglutinacion (Jacobs y Lunde, 1957),
Inmunofluorescencia (Goldman, 1957) y ELISA (Venkatesan y Wakelin, 1993).

Sin embargo, es la prueba de Hemaglutinacion Indirecta (HAI) que viene
siendo utilizado para el diagnostico de rutina en clinicas y hospitales veterinarios (Behymer
et al., 1973), por ofrecer resultados rapidos y una mayor facilidad de ejecucion e

interpretacion de resultados (Suarez et al., 2002).

Por otro lado, el Ensayo deInmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA), ha
mostrado claras ventajas sobre otras pruebas, dado que se pueden analizar muchas muestras
en forma simultdinea con poco equipo sofisticado, comparado con la prueba de
inmunofluorescencia, y los resultados obtenidos ofrecen mayor confiabilidad que las
obtenidas con la hemaglutinacion (Waltman et al., 1984). Ademas, posee alta sensibilidad

y especificidad detectando tanto infecciones recientes como latentes (Romero et al., 1995).

En la actualidad, los métodos indirectos vienen siendo usados por diversos
laboratorios de forma rutinaria, y tomando en cuenta que estos poseen diferentes
sensibilidad y especificidad para el diagnostico de Toxoplasma gondii, el objetivo del
presente estudio fue determinar la concordancia entre las pruebas de Hemaglutinacion
Indirecta (HAI) y el Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) para el

diagnostico de Toxoplasma gondii en cerdos.



1L REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.Antecedentes Historicos

El Toxoplasma fue descubierto simultaneamente por Splendore en 1908 en un
conejo de laboratorio en Sao Paulo, en Brasil, y por Nicolle y Mancelaux, en el gondi,
roedor africano entonces usado en la busqueda de la Leishmaniasis en el Instituto Pasteur
de Tunez (Meireles, 2001). Pero un afio después lo descartaron y se dieron cuenta que
habian descubierto un nuevo organismo al que denominaron Toxoplasma gondii por su
forma arqueada (del griego toxon = arcos) y por el nombre vulgar del roedor en el que fue
hallado (Dubey, 2007). En los siguientes 30 afios, 7. gondii fue hallado en varios
hospedadores, principalmente especies aviares (Dubey, 2007); sin embargo, el primer
Toxoplasma viable fue aislado por Sabin y Olitsky (1937) que utilizaron proteccion cruzada

para demostrar que también infectaba a humanos.

En 1940 se encontraron anticuerpos contra taquizoitos extracelulares, pero no
intracelulares, y en los siguientes 50 afios se encontrd que la proteccion contra 7. gondii
principalmente es mediada por inmunidad celular (Gazzinelli, et al 1991).
Simultaneamente, Farrell et a/ (1952) reportaron por primera vez 7. gondii en cerdos de

Ohio, EE.UU., con una prevalencia del 30%.

Sabin y Feldman (1948) establecieron la primera prueba serologica para
el diagnostico de la toxoplasmosis, basada en la inhibicion de la coloracion que

experimentan los toxoplasmas cuando se ponen en contacto con anticuerpos especificos y

3



un afio después Frenkel descubri6 una prueba de hipersensibilidad muy til para las formas

cronicas y para los estudios epidemioldgicos.

La toxoplasmosis en porcinos fue diagnosticada por primera vez en 1952 en los

EEUU por Farell et al. (1952) quienes encontraron mortalidad en todos los grupos etarios.

Durante muchos afios fue encontrado en numerosas especies de vertebrados,
pero el hospedero definitivo se mantuvo desconocido hasta que Hutchinson (1965), se hallo
una forma quistica de 7. gondii en heces de gato. Mas adelante, gracias a investigadores
como Work y Siim en Dinamarca, Frenkel e al. en Estados Unidos de Norteamérica y
Piekarski y Wite en Alemania, quedo demostrado el ciclo sexual en el intestino del gato

(Amato Neto et al., 1995).

Durante los afios 1980 y 1990 se desarrollaron diversos métodos para reconocer
las diferencias genéticas de 7. gondii aislados de humanos y animales (Howe y Sibley,
1995), recientemente se ha logrado un mapeo de genes, que ayudarian en el hallazgo de
nuevos antigenos para determinar el diagnostico, proteccion y mecanismo de la enfermedad

(Khan et al. 2005).

No existen datos sobre la distribucion real de 7. gondii a nivel mundial, sin
embargo, se estima que un tercio de la poblacion humana puede haber entrado en contacto
con este parasito (Tenter ef al., 2000). Las personas fundamentalmente pueden infectarse
por via congénita, por ingestion de carne infectada poco cocinada y por consumo de
alimentos (sobre todo verduras) o agua contaminados con ooquistes (Dubey y Jones, 2008).
En este sentido, las encuestas seroepidemiologicas realizadas sefialan el consumo de carne
de origen porcino contaminada con quistes de 7. gondii como la fuente de contagio mas

importante en la poblacion humana (Garcia-Bocanegra ef al., 2010).



2.2.Etiologia

2.2.1. Taxonomia

La posicion sistematica de este parasito ha variado a lo largo de los afios,

prevaleciendo el criterio seguido por Levine en 1973 y aceptado por Frankel en 1977:

Reino: Protozoa

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoea
Subclase: Coccidia

Orden: Eucoccidea
Suborden: Eimeriina

Familia: Sarcocystidae
Subfamilia: Toxoplasmatinae
Género: Toxoplasma
Especie: Toxoplasma gondii

2.2.2. Morfologia

Taquizoitos

El taquizoitos (del griego tachos= rapido, velocidad) fue la primera forma del 7.

gondii descrita, por ser de proliferacion rapida y hallada mas facilmente en liquidos

biologicos (Amato Neto et al., 1995). Presenta forma de semiluna y mide 2-4 pm de ancho

y 4-7 um de largo (Dubey, 2010).

Las funciones del conoide, roptrias, microporos y micronemas no estan

completamente esclarecidas, pero estan probablemente asociadas con la penetracion a la

célula hospedera y con la creacion de un ambiente intracelular adecuado para el crecimiento

y desarrollo del parasito (Dubey, 2010).



*  Bradizoito y Quiste tisular

Los bradizoitos (del griego bradi = lento) se desarrollan a partir de los
taquizoitos tras el establecimiento de la respuesta inmune del hospedador. Los mismos que
estan incluidos en las formas quisticas tisulares que son formaciones redondeadas,
pudiendo adoptar formas poligonales por la presion ejercida por los tejidos proximos. Los
quistes tisulares en el cerebro son a menudo esferoidales y raramente alcanzan un didmetro
de 70um, mientras que los quistes intramusculares son elongados y pueden medir 100pum

de largo (Dubey, 2010).

La pared es elastica y delgada (<0,5 um de espesor) y encierra cientos de
bradizoitos con forma de media luna, cada uno de aproximadamente 7 x 1,5 pm en tamafio.
Es argirofila y ligeramente PAS positiva. Estd compuesta de materiales de la célula
hospedera y del parasito. Por tltimo, el quiste tisular esta revestido por un material granular,
el cual también ocupa el espacio entre los bradizoitos. Algunos bradizoitos degeneran,

especialmente en los quistes tisulares mas viejos (Dubey ,2010).

A diferencia de los taquizoitos, los bradizoitos son mas delgados, tienen un
nacleo posterior y son menos susceptibles a la destruccion por enzimas proteoliticas,
ademas poseen mayor cantidad de granulos de amilopectina que se tifien de color rojo con
el reactivo PAS (Dubey, 2004). Los quistes tisulares, soportan sin problemas temperaturas

de 45° C y la acidez gastrica (Gomez, 2004).
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Figura 1. Esquema comparativo del Taquizoito y Bradizoito de Toxoplasma gondii.

(Adaptado de Dubey, 2010).

»  Qoquiste

El ooquiste es la forma de resistencia en el medio exterior, resultante del ciclo
gametogonico o sexuado del parasito que tiene lugar en el intestino del gato y otros félidos
salvajes. Los ooquistes no esporulados son subesféricos a esféricos y miden de 10 a 12 um
de diametro. La pared consta de dos laminas, los granulos polares estan ausentes y el
esporonte ocupa casi todo el ooquiste. Por otra parte, los ooquistes esporulados son
subesféricos a elipsoidales y miden de 11 a 13 pm de diametro, su pared consiste de 3
laminas: una lamina externa electrodensa, una lamina media electrolicida y una lamina
interna moderadamente electrodensa, cada ooquiste esporulado contiene dos esporoquistes
elipsoidales con residuo y sin cuerpo de Stieda, los cuales miden aproximadamente de 6 a

8 um. Cada esporoquiste contiene 4 esporozoitos (Dubey, 2010).



Los ooquistes son sensibles al yodo y al formol, pero son resistentes a la mayor
parte de los desinfectantes y al jugo gastrico. Son inactivados con temperaturas superiores

a los 66° C en menos de 10 minutos (Gomez, 2004).

2.3.Ciclo Biolégico

Toxoplasma gondii tiene un ciclo bioldégico muy complejo con diferentes formas
invasivas, tanto en el hospedador definitivo como en el intermediario. Los diferentes
zoitos (esporozoitos, taquizoitos, bradizoitos), fruto de las distintas modalidades de
reproduccion, tienen forma constante y estdn capacitados para penetrar en una nueva

célula del hospedador y proseguir el ciclo bioldgico (Martinez-Fernandez et al., 1998).

2.3.1. Fase enteroepitelial o intestinal

Se realiza solo en el hospedero definitivo como felinos domésticos y silvestres (Leguia y
Casas, 1999), el ciclo se inicia con la ingestion de quistes bradizoitos mediante
carnivorismo de presas infectadas, ooquistes esporulados por contaminaciéon y en menor
medida por taquizoitos. Después de la ingestion de quistes tisulares, la pared quistica se
disuelve por las enzimas proteoliticas gastrointestinales. Los bradizoitos liberados penetran
en las células epiteliales del intestino delgado e inician el desarrollo de numerosas
generaciones de 7. gondii. Cinco tipos morfologicamente distintos (tipo A, B, C, D y E)
llamados estadios multiplicativos por Frenkel (1978) se desarrollan en las células epiteliales
y se dividen por reproduccion asexual: endodiogenia, endopoligenia o esquizogonia.
Posteriormente se realiza la reproduccion sexual o gametogonia, en la cual los merozoitos
liberados de los tipos D 6 E forman el microgamonte y macrogamonte, el primero a su vez
se divide para formar microgametos biflagelados, que se movilizan para penetrar al
macrogameto, una vez producida la fertilizacion se origina el cigoto que se reviste de una
cubierta para formar el ooquiste, que rompen la célula del epitelio intestinal y sera
eliminado en las heces (Dubey y Lappin, 2000; Rojas, 2003).

El periodo prepatente (PPP) varia de acuerdo al estadio ingerido, después de la
ingestion de quistes tisulares o bradizoitos el PPP es corto (3 — 10 dias) y mas del 97% de
felinos infectados eliminan ooquistes (Dubey y Lappin, 2000). En el caso de la ingestion

de taquizoitos u ooquistes esporulados el PPP es mas largo (> 18 dias), independientemente



del nimero de organismos en los indculos (Dubey et al., 2005). Ademas, menos del 50%
de gatos eliminan ooquistes después de ingerir taquizoitos u ooquistes esporulados (Dubey,
2001). El periodo patente dura de 1 a 3 semanas en condiciones normales, y se produce una
sola vez en la vida del gato, pero en caso de inmunodepresion pueden presentarse nuevas
infecciones. En este periodo, la capacidad de contaminacién ambiental es muy grande,

alcanzando cantidades superiores a los 100 000 ooquistes por gramo de heces (Rojas, 2003).

Segun la hipostesis postulada por Dubey y Frenkel en 1976, los taquizoitos y
esporozoitos realizan primero un ciclo extraintestinal obteniendo como resultado final
quistes tisulares con bradizoitos. Algunos quistes tisulares se rompen en un determinado
momento y los bradizoitos liberados vuelven al intestino, iniciando el ciclo enteroepiteilal

como si hubiese accedido al hospedero por via oral (Ortega-Mora, 1997)

2.3.2. Fase esporogonica

La esporulacion se produce fuera del gato después de 1 a 5 dias de expulsar los
ooquistes, depende de la aireacion y la temperatura. El ooquiste esporulado tiene forma
subesférica a elipsoidal y mide 11 a 13 pm de didmetro. Cada ooquiste esporulado contiene
dos esporoquistes elipsoidales sin cuerpos Stieda, que midende 6 a 8 um, presenta residuos

de esporoquiste y cada esporoquiste contiene cuatro esporozoitos (Dubey, 2010).

2.3.3. Fase extraintestinal o tisular

Esta fase tiene lugar en los hospedadores intermediarios, como los animales de
sangre caliente (mamiferos y aves), incluyendo a los felinos (Rojas, 2003; Rivera y
Mondragon, 2010). Después de la ingestion de ooquistes esporulados, los esporozoitos se
liberan y penetran en los enterocitos y células caliciformes del epitelio intestinal, ademas

de ubicarse en la lamina propia a través de un mecanismo desconocido (Dubey, 2010).

Los esporozoitos se multiplican en el interior de una vacuola parasitofora 2
horas post infeccion, por un proceso asexual de division celular conocido como

endodiogenia, por el cual se forman dos parasitos de una célula madre. Al saturar el espacio



intravacuolar, los nuevos zoitos salen de la célula destruyéndola e invadiendo células

vecinas (Atias, 1994; Dubey, 2010).

En las siguientes dos horas, algunas células se localizan en sangre periférica
circulante, diseminandose via hemadtica o linfatica, donde parasitan cualquier célula
nucleada, con mayor afinidad por las células del sistema reticulo endotelial, sistema
nervioso central y células musculares (Dubey, 2010). Las células resultantes de la
multiplicacion intracelular acelerada reciben el nombre de Taquizoitos, que concluyen con
la formacion de pseudoquistes, es decir, células hospedadoras con abundantes parasitos
(Atias, 1994). Durante la diseminacion tisular de Toxoplasma gondii, se activa el sistema
inmune con la participacion de citocinas tales como interferon gama, factor de necrosis
tumoral y o6xido nitrico, que activan mecanismos moleculares que resultan en la
diferenciacion de los taquizoitos en bradizoitos con la consecutiva transformacion de la

célula infectada en un quiste tisular (Rivera y Mondragon, 2010).

Los bradizoitos, células de reproduccion lenta (Frenkel, 1990) segregan
precipitados granulares que se adosan a la membrana vacuolar circundante, esta membrana
se expande lentamente a medida que se multiplican en su interior los quistozoitos. Por
ultimo, al fusionarse las granulaciones, se forma una membrana solida, la membrana
quistica, en este caso se trata de quistes verdaderos, cuya membrana envolvente deriva de

componentes del parasito y de la célula hospedadora (Atias, 1994).

Figura 2. Ciclo bioloégico de Toxoplasma gondii

(Roberts y Janovy, 2009)
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2.4.Epidemiologia

La toxoplasmosis es una zoonosis parasitaria de distribucion cosmopolita con
gran impacto clinico en mamiferos y aves, incluyendo al hombre, feto e individuos
inmunosuprimidos (Romero y Sogbe, 2005; Klun et al., 2006). Se han descrito elevadas
prevalencias en paises latinoamericanos como Chile, Colombia, Costa Rica, Cuba,

Ecuador, Panama, México y Venezuela (Diaz et al., 2003; Lopez et al., 2007).

Dentro de sus hospedadores intermediarios de 7. gondii, los herbivoros y
omnivoros son epidemioldgicamente los mas eficaces, en todos ellos la ingestion de
ooquistes representa la principal o tnica via de infeccion. Tanto los quistes tisulares
(bradizoitos) presentes en musculos y visceras como los ooquistes fecales de félidos son
importantes para mantener la infeccion en la naturaleza. Los taquizoitos desempefian una
funcion importante en la transmision intrauterina de varias especies animales incluidas al

hombre (Acha y Szyfres, 2003).

2.4.1. Parasito

Las principales formas para la infeccion con Toxoplasma gondii son la
ingestion de ooquistes esporulados y dispersos en el medio ambiente, asi como de quistes

tisulares con la carne no tratada quimicamente y fisicamente (Tenter, 2009).

El ooquiste constituye el eslabon mas importante de la cadena epidemiologica
de la toxoplasmosis (Dubey, 1994), estos son dispersados en el medio ambiente a través de
los vientos, 1luvias, aguas superficiales, pasturas naturales, forrajes cosechados como heno,
paja y granos que han sido contaminados por heces de felinos domésticos y silvestres que
eliminan estos ooquistes durante 3 a 21 dias post-infeccion (Teneter et al., 2000).
Asimismo, en su propagacion juegan un papel importante los vectores mecanicos como las

cucarachas, moscas, gusanos de tierra y escarabajos (Hill et al., 2005).

El ooquiste tiene mayor capacidad infectiva que los bradizoitos y taquizoitos a
través de la infeccion oral. Sin embargo, los taquizoitos desempefian una funcion en la

transmision intrauterina de varias especies animales incluidas al hombre (Acha y Szyfres,
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2003). Las formas de transmision en la naturaleza pueden ser por ingestion de alimentos o
agua contaminada con ooquistes esporulados (Dubey, 2004), ingestion de tejidos infectados
con quistes (Teneter et al., 2000) y taquizoitos por carnivorismo y necrofagia, siendo la
fuente mas importante de contagio para los felinos domésticos y silvestres, las aves y
roedores silvestres que han padecido la forma créonica de la enfermedad y poseen quistes a
nivel tisular (Dubey, 1994; Venturini et al 1997). Otras modalidades menores de trasmision
incluyen la transfusion de liquidos o trasplantes de 6rganos (Dubey y Lappin, 2000), y la

ingestion de leche no pasteurizada o de huevos conteniendo taquizoitos (Dubey, 2004).

El ooquiste de Toxoplasma gondii son altamente resistente a las condiciones
medioambientales, incluyendo la congelacion. Los ooquistes no son destruidos por
tratamientos quimicos y fisicos que se aplican actualmente en plantas de tratamiento de

agua, incluyendo cloracion, tratamiento con 0zono, y rayos ultravioleta (Dubey, 2010).

El Taquizoito juega un papel importante en la transmision vertical del
Toxoplasma gondii y es, muy sensible a condiciones mediambientales, deshidratacion y
variaciones osmoaticas. Por lo que son rapidamente eliminados fuera del hospedero (Tenter

et al., 2000).

Respecto a los quistes tisulares, pueden permanecer viables en los tejidos de
animales hasta por 3 semanas a 4°C y, a mas de 20°C por 3 dias; pueden conservar su
vitalidad en los organos de animales muertos (Hill y Dubey, 2002). Por esta razon la
prevalencia de quistes en carnes es baja (0.38%); sin embargo, representa una fuente de

infeccion importante hallandose principalmente en carne porcina (Dubey ef al., 2005).

2.4.2. Hospedador

Los felinos domésticos y silvestres actian como hospederos definitivos de
Toxoplasma gondii, y por lo tanto desempefian un papel clave en la epidemiologia de la
infeccion. La mayoria de felinos se infectan después del nacimiento, ya sea por la ingestion
de tejidos infectados u ooquistes esporulados, siendo la primera la forma de transmision
mas efectiva (Dubey, 2006). Los animales infectados diseminan ooquistes en el medio

ambiente contaminando granjas y establos infectando al ganado (Tenter et al., 2000). Se
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dice que los felinos domésticos eliminan millones de ooquistes por cada quiste tisular
ingerido, tomando en cuenta que animales reservorios como los roedores poseen muchos
quistes internamente (Dubey, 2001). Para adquirir inmunidad posteriormente y convertirse

en portadores sanos (Dubey et al., 1995).

En un determinado momento, aproximadamente el 1% de los gatos se espera
que elimine ooquistes, basandose en la observacion de que la mayoria de los gatos solo

arrojan ooquistes durante aproximadamente una semana en su vida (Dubey, 2004).

En el pasado, el consumo de carne cruda o poco cocida, especialmente carne
de cerdos y ovinos, era considerada como una ruta importante de transmision a los seres
humanos; sin embargo, la prevalencia de 7. gondii en animales de produccion disminuy6
considerablemente en areas con manejo intensivo. Por ejemplo, en varios paises de la Union
Europea, las prevalencias de 7. gondii en porcinos son actualmente <1%. Teniendo en
cuenta estos datos, es poco probable que el cerdo sea una importante fuente de infeccion
para los seres humanos en estos paises. Sin embargo, es probable que las principales vias
de transmision sean diferentes en las poblaciones humanas con diferentes tipos de cultura

y habitos alimenticios (Tenter et al., 2000)

2.4.3. Medio Ambiente

Las caracteristicas del medio influyen en la prevalencia, siendo mayor en
regiones calidas y/o himedas, y mas baja en climas secos y frios; también hay diferencias
en las tasas de positividad con relacion a la altitud, correspondiendo las mas altas a las areas

de mayor elevacion sobre el nivel del mar (Martin-Hernandez y Garcia-Izquierdo, 2003).

Los ooquistes no esporulados pueden sobrevivir a bajas temperaturas hasta por
3 meses, reteniendo su habilidad para convertirse en infecciosos, cuando se presentan las
condiciones ambientales apropiadas (Lindsay et al., 2002). Por otro lado, el instinto natural
de los gatos para enterrar u ocultar sus heces proporciona un ambiente protegido, logrando
sobrevivir durante 18 meses (Frenkel et al., 1975). Cuando los ooquistes encuentran
condiciones favorables en el ambiente externo (agua, terreno humedo, temperatura de

alrededor de 25° C y suficiente oxigeno) alcanzan su estado infectante en un lapso de 1-3
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dias. Esto ayuda a explicar la alta prevalencia de la toxoplasmosis en zonas templadas,

tropicales y subtropicales (Leguia, 2002).

Las condiciones climaticas (altas temperaturas, precipitacion media y humedad
relativa media) se relacionan significativamente con una alta seroprevalencia, ya que
favorecen la esporulacion y supervivencia de ooquistes de 7. gondii facilitando su
propagacion y mantenimiento en el medio ambiente (Dubey y Beattie, 1988). Finalmente,
los ooquistes pueden ser diseminados al medio ambiente por artrépodos y moluscos

(Alfonso et al., 2008).

2.5.Importancia en la Salud Publica

La toxoplasmosis es una zoonosis prevalente de importancia para la salud
publica debido a los problemas asociados con la infeccion congénita y postnatal, siendo la
principal causa de infecciones de retina en todo el mundo (Holland, 2003). En la mayoria
de los adultos no se observan signos, pero puede causar ceguera después del nacimiento y
retraso mental en los nifios con infeccion congénita, ademas se observa manifestaciones
devastadoras y muerte en individuos inmunocomprometidos, tales como pacientes con

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (Hill ez al., 2006).

El consumo de productos carnicos crudos o poco cocidos que contienen quistes
tisulares de Toxoplasma gondii o la ingestion de alimentos o bebidas contaminados con
ooquistes esporulados representan fuentes infeccion de 7. gondii al hombre (Dubey et al.,
2005).

2.6.Prevalencia

Toxoplasma gondii se ha reportado a nivel mundial, donde la seroprevalencia
en cerdos alcanza valores superiores a 10-20% en la mayoria de paises (Gamble et al.,
2005). En Europa las cifras exceden 0,8 a 16% (Veronesi et al., 2011; Turcekova et al.,
2013).
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En el Cuadro 1 se detalla la seroprevalencia mundial de Toxoplasma gondii en
porcinos domésticos, donde se puede obervar cifras variadas debido a los diferentes
sistemas de gestion, ubicacion geografica y pruebas serologicas. Asi durante la ultima
década se aprecia una reduccion considerable de la seroprevalencia en paises como
Alemania (4.1%), Brasil (Parand 4.0%), Estados Unidos (NAHMS 2.7%) y Taiwan
(10.1%) que se atribuye al mejoramiento de la bioseguridad de las diferentes granjas

(Dubey, 2009). Mientras que en Pert las frecuencias no presentan diferencias significativas.

Cuadro 1. Seroprevalencia mundial de Toxoplasma gondii en porcinos domésticos

Punto
Pais Region Test N° % Referencia
de corte

Alemania ELISA 1005 20.5 ND Fehlhaber et al., 2003
ELISA 2041 18.5 ND Damriyasa et al., 2004
ELISA 1500 9.3 ND Damriyasa y Bauer, 2005
ELISA 4999 4.1 ND de Buhr et al., 2008

Argentina MAT 230 37.8 25 Venturini et al., 2004
Brasil
Paraiba IFI 130 36.2 50 Azevedo et al., 2009
Parana IFI 521 15.4 64 Tsutsui ef al., 2003
IFI 424 4.0 64 Carletti et al., 2005
Rio de
Janeiro IFI 38 65.8 ND Fabregas et al., 2006
Rondo6nia MAT 80 37.5 25 Cavalcante et al., 2006
Sdo Paulo ELISA 300 9.6 ND Suérez-Aranda et al., 2000
IFI 80 43.7 64 Cavalcante et al., 2006
Canada

Ontario ELISA 6048 0.74 ND Poljak et al., 2008

Chile ELISA 340 8.8 ND Balboa, 2008
China
Yun nan HAI 831 16.9 64 Zou et al., 2009
Eslovaquia ELISA 320 8.1 50 Antolova et al., 2007
Espaiia

Catalonia  MAT 1202 19.0 25 Garcia-Bocanegra et al., 2010
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EEUU
Mid west  ELISA 616 4.1 ND Gebreyes et al., 2008
NAHMS MAT 8086 6.0 32 Patton ez al., 2000
ELISA 6238 2.7 ND Hill et al., 2009

Ghana ELISA 641 40.6 ND Arko-Mensah et al., 2000
Indonesia LAT 208 6.3 64 Inoue et al., 2001
Italia ELISA 3472 104 ND Villari et al., 2009
Malasia IFI 100 0 200 Chandrawathani et al., 2008
México

Durango MAT 1074 127 25 Alvarado-Esquivel et al., 2011

Paises Kijlstra et al., 2008
Bajos ELISA 406 10.9 ND
Panama IFI 290 32.1 20 Correa et al., 2008
Pera
Lima HAI 105 25.2 ND Bustamante y Suarez, 2000

ELISA 96 32.3 ND Suarez-Aranda et al., 2000
ELISA 93 33.3 ND Sudrez et al., 2002

WB 137 27.7 ND Saavedra y Ortega, 2004
Polonia MAT 106 26.4 40 Sroka et al., 2008
Portugal MAT 333 15.6 20 de Sousa et al., 2006
Repiblica DT 259 0.4 4 Vostalova et al., 2000
Checa
IFI 20 20.0 64 Sedlak y Bartova, 2007
Serbia MAT 355 28.9 25 Klun et al., 2006
Suecia ELISA 695 33 ND Lundén et al., 2002
Taiwan LAT 111 28.8 32 Fan et al., 2004
LAT 395 10.1 32 Tsai et al., 2007
Venezuela
Estado
Aragua HAI 425 941 64 Romero et al., 2007
Vietnam MAT 587 27.2 25 Huong y Dubey, 2007
Zimbabue IFI 238 19.7 50 Hove et al., 2005

* Adaptado de Dubey (2009)

** ND: No Determinado, ELISA: Ensayo por Inmunoabsorciéon Ligado a Enzimas,
MAT: Técnica de Aglutinacion Modificada, IFI: Reaccion de Inmunofluorescencia
Indirecta, HAI: Técnica de Hemaglutinacion Indirecta, LAT: Técnica de Aglutinacion
en Latex, WB: Western Blot, DT: Dye Test.
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En el Cuadro 2 se detalla la seroprevalencia de Toxoplasma gondii en porcinos
salvajes, principalmente jabalies, donde las frecuencias estan influenciadas por las
diferentes pruebas serologicas, edades variables y caza intensiva (Antolova et al., 2007;

Dubey, 2009).

Cuadro 2. Seroprevalencia mundial de Toxoplasma gondii en porcinos silvestres

Punto
Pais Region Test N % Referencia
de corte

Brasil MAT 306 4.5 16 Fornazari et al., 2009
Eslovaquia ELISA 320 8.1 ND Antolova et al., 2007

Espafia MAT 507 38.4 25 Gauss et al., 2005

Japon
Kukamoto LAT 90 4.4 64 Shiibashi et al., 2004
Republica

Checa IFI 565 26.2 40 Bartolova et al., 2006

*  Adaptado de Dubey (2009)

** ND: No Determinado, ELISA: Ensayo por Inmunoabsorciéon Ligado a Enzimas,
MAT: Técnica de Aglutinacion Modificada, IFI: Reaccion de Inmunofluorescencia
Indirecta, LAT: Técnica de Aglutinacion en Latex.

2.7.Patologia

Los parasitos son liberados de los quistes tisulares o de los ooquistes por el
proceso digestivo en el tracto gastrointestinal del hospedador (Martin-Hernandez y Garcia-
Izquierdo, 2003). Inmediatamente después de la penetracion de Toxoplasma gondii en una
célula, este se separa del citoplasma celular por medio de una vacuola parasitofora,
sintetizada por el protozoo y la célula anfitriona, en cuyo interior los taquizoitos se
multiplican por endodiogenia formando pseudoquistes Cuando el numero de taquizoitos
alojados en la vacuola parasitofora es muy elevado, la célula se desintegra, permitiendo su

liberacion al medio extracelular y la invasion de nuevas células (Dubey, 2010).

En la parasitemia, la cual dura una semana, los taquizoitos libres dentro de los
macrofagos, linfocitos o neutrdfilos son transportados por via sanguinea o linfética,
pudiendo alcanzar todos los tejidos (Dubey, 2010). Penetran en las células gracias a sus
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movimientos, unas estructuras llamadas roptrias, a la produccién de hialuronidasas y
lisozimas donde en algunas ocasiones lo hacen por un procedimiento similar a la fagocitosis

(Martin-Herandez y Garcia-Izquierdo, 2003).

En la segunda semana post infeccion, la multiplicacion de taquizoitos
disminuye de manera progresiva hasta cesar completamente (Dubey, 2010), formandose
algunos quistes tisulares, los cuales permanecen latentes toda la vida del hospedador, a
menos que se produzca una inmunodepresion (Martin-Hernandez y Garcia-Izquierdo,

2003).

La localizacion de los quistes se encuentra con preferencia en las células del
SNC, coriorretina y musculos (esquelético y miocardio). El cerebro constituye un refugio
especial de los quistes, debido al hecho de que esta protegido de los anticuerpos por la
barrera hemato-encefilica, carece de un sistema linfatico y presenta niveles muy bajos de
expresion de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH).
Ocasionalmente los quistes pueden romperse y dejar en libertad los bradizoitos; si son
muchos los que se rompen, se produce una reactivacion de la enfermedad que puede ser

localizada o generalizada (Kasper, 1998).

En hembras gestantes, los taquizoitos se multiplican en los cotiledones sin
llegar a enquistarse, esto posiblemente debido a que el placentoma es un lugar
inmunologicamente deprimido, donde el parasito no es afectado por la respuesta inmune
humoral o celular (Dubey, 2010). La transmision placentaria se realiza directamente a
través de los vasos sanguineos, con inflamacion previa del corion o provocando una
placentitis con multiplicacion en las células sincitiales, posteriormente pasan a la sangre
fetal por un mecanismo de pinocitosis. También se admite el paso a través del liquido
amnio6tico por deglucion fetal (Petersen et al., 2001). Una vez que 7. gondii atraviesa la
barrera placentaria, las consecuencias dependeran de la capacidad del feto para iniciar una

respuesta inmune y de la edad fetal en el momento de la infeccion (Dubey, 2010).
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2.8.Inmunologia

En pacientes inmunocompetentes, la infeccion aguda activa una cascada de
respuestas inmunes protectoras. El parasito entra al hospedador a nivel de la mucosa
intestinal y evoca la produccion de anticuerpos de tipo IgA, lo que constituye mas del 80%
del total de anticuerpos en mucosa y ha mostrado ser un importante modulador de la
proteccion e indicador de la infeccion (Remington ef al., 2001). Si el parasito evade esta
respuesta inmune, se activan la respuesta inmune humoral y celular (Martin-Hernandez y

Garcia-Izquierdo, 2003).

2.8.1. Respuesta inmune humoral

Durante la respuesta inmune humoral, 7. gondii induce rapidamente niveles
detectables de anticuerpos de tipo IgA, IgM e IgG en el suero. La IgA se produce
durante la fase digestiva del ciclo del parasito, al ser sensibilizados los linfocitos que se
encuentran en la lamina propia del tracto intestinal y persiste en la circulacion durante
8 a 9 meses, esta inmunoglobulina no atraviesa la barrera placentaria (Hegab y Mutawa,

2003).

La produccion especifica de anticuerpos IgM es un signo de infeccion
reciente, las evoluciones mas frecuentes (>90 % de los casos) involucran: una rapida
elevacion de los titulos de IgM aparece en el liquido peritoneal a los 2 dias y en suero
en la primera semana post-infeccion (Filisetti y Candolfi, 2004), que desaparecen

después de varios meses.

La presencia de IgM en la circulacion sanguinea de los neonatos es de origen
fetal, y sirve en el diagnostico de infeccion congénita, debido a que esta

inmunoglobulina no atraviesa la barrera placentaria (Jenum y Stray-Pedersen, 1998).

Los titulos de IgG ascendentes de 1 a 3 semanas post infeccion y alcanzan
su maximo nivel 3 a 6 meses después, superarando los 1000 Ul/mL, para luego
disminuir lentamente y quedar como niveles bajos por el resto de la vida (Martin-

Hernandez y Garcia-Izquierdo, 2003).
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Excepcionalmente puede haber respuestas inmunologicas mayores y mas
prolongadas con titulos de IgG superiores a 1000 Ul/mL durante afios, acompafiados o
no de IgM. En respuestas inmunoldgicas minimas, observadas frecuentemente cuando
se aplica un tratamiento precoz, los titulos de IgM son variables, con un ascenso lento
y de débil amplitud de los niveles de IgG, hasta un maximo de 100 Ul/mL (Martin-
Hernandez y Garcia-Izquierdo, 2003).

Para considerar como primoinfeccion a las respuestas inmunolédgicas sin
aparicion de IgM se toma en cuenta la aparicion y aumento de los titulos de IgG durante

dos o tres meses (Jenum y Stray-Pedersen, 1998).

Se ha demostrado experimentalmente que la deplecion de las células B
mediante la administracion de anti-p anticuerpos en ratones infectados con 7. gondii
produce mortalidad asociada con neumonia, miocarditis y/o encefalitis. Esto sugiere que la
produccion de anticuerpos por las células B puede ser importante para controlar la
infeccion. De manera similar se observo que un grupo de ratones deficientes en células B
fueron maés susceptibles a la infeccion por 7. gondii en comparacion con el grupo control
(Kang et al., 2000).

Los cerdos inoculados con taquizoitos de 7. gondii de manera intravenosa
desarrollan anticuerpos IgM 8-10 dias e IgG 10-17 dias post-infeccion (Lind et al., 1997;
Jungersen et al., 1999). Mientras que después de la ingestion de 1 o 10 ooquistes desarrollan
anticuerpos 3 semanas post-infeccion detectados mediante el Test de Aglutinacion
Modificada (MAT); sin embargo, la seroconversion medida por las técnicas de
Hemaglutinacion Indirecta (HAI) y Aglutinacion en Latex los titulos se mantuvieron bajos
(Dubey et al., 1996).

Por otra parte, los cerdos infectados experimentalmente con taquizoitos, quistes
tisulares u ooquistes esporulados desarrollan anticuerpos IgG especificos detectados a partir
de los 10 a 14 dias, alcanzando valores méaximos de 3 a 6 semanas y persistiendo durante 3
a 4 meses mediante 4 modelos de ELISA (Elisa indirecta IgM, Elisa indirecta IgG, Elisa
sandwich de bloqueo anti-P3o y Elisa sandwich reverso),IgM aparecié rapidamente pero

desaparecio a las 2 semanas; sin embargo presentan reaccion cruzada con diferentes
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patogenos: Ascaris suum, Trichinella spiralis, Isospora suis, Salmonella spp., Yersinia sp.

y Actinobacillus spp. a excepcion de Sarcocystis miescheriana (Lind et al., 1997).

Dubey y Urban (1990) reportaron la transmision transplacentaria de 7. gondii
hallando anticuerpos en los fluidos corporales y suero fetal y detectando al protozoario por
histopatologia; sin embargo, no evidenciaron la transmision de anticuerpos a través de la
placenta debido a que el cerdo presenta una placenta epiteliocorial y aquellos procedentes

del calostro persistian durante 3 meses.

2.8.2. Respuesta inmune celular

El desarrollo de una fuerte respuesta inmune celular es esencial para minimizar
los niveles de replicacion parasitaria y dafio tisular. En la ausencia de esta respuesta, la
continua citolisis de células infectadas puede conducir a severas patologias. Esto es mejor
ilustrado en individuos con defectos en la funcion de células T, en los que hay un gran riego
de desarrollar toxoplasmosis clinica debido a una replicacion descontrolada del protozoario
(Shapira et al., 2004).

Los granulocitos son las primeras células fagociticas reclutadas al sitio de
infeccion. Recientemente Dunay et a/ (2010) examinaron la funcion de los granulocitos en
la proteccion contra la infeccion de 7. gondii usando anticuerpos monoclonales especificos
para cualquiera de los granulocitos o para agotar los granulocitos y monocitos inflamatorios
observando un papel critico para los monocitos inflamatorios, pero no para los granulocitos
en la fase aguda de la infeccion.

La interaccion entre el parasito y las células presentadoras de antigeno es clave
para la generacion de una respuesta inmune celular, el proceso invasion del parasito implica
la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias y otras moléculas de fase aguda, asi como

defensinas, y reguladores de moléculas de superficie celular (Buzoni-Gatel ef al., 2006).

Las células dendriticas producen IL-12 en respuesta a 7. gondii y son
importantes para la resistencia contra la infeccion (Scott y Hunter, 2002). El agotamiento
de estas, suprime la produccion de IL-12 y aumenta la susceptibilidad a la infeccion aguda,
mientras que la transferencia en ratones antes de la infeccion restaura la produccion IL-12

e I[FN-y y aumenta la resistencia a infeccion (Liu et al, 2006).
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Las células NK producen IFN-y capaces de eliminar las células infectadas, su
citotoxicidad esta regulada por la IL-18 a partir de macrofagos y células dendriticas, y
aumenta su proliferacion a través de las acciones de IL-18 e IL-15 (French et al., 2006).
Las células NK migran a los tejidos linfoides en el sitio de la infeccién donde liberan IFN-

vy para activar macrofagos y aumentar el MHC II (Khan et al., 2006).

Las células CD4+y CD8+ especificos de 7. gondii contribuyen a la defensa del
hospedero a través de la produccion de IFN-yTNF-q, IL-6 e IL-1 (Langermans, et al.,
1992). Las células T CD4 + liberan IL-2, que estimula la proliferacion de células T CDS +,
estudios inmunogénicos también sefialan la influencia de MHC de tipo I y II sobre la

resistencia y la susceptibilidad al parasito (Brown et al., 1995).

2.8.3. Respuesta inmune de Toxoplasma gondii

Frente a la respuesta inmune que genera el hospedador, 7. gondii induce
mecanismos de regulacion desencadenando la produccion de citocinas anti-inflamatorias,
incluyendo IL-10 y TGF-B (Gazzinelli et al., 1996), que inhibe la produccion de IFN-y
(Khan et al., 1995) e impide la activacion de macrofagos (Langermans ef a/, 2001). La IL-
10 y la TGF-B inhiben la actividad de las células NK (Fiorentino et al., 1991) y la
produccion de IFN-y respectivamente (Hunter ef al., 1995).

Recientemente, Oldenhove et al (2009) investigaron el destino de las células T
reguladoras durante la infeccion por 7. gondii, donde la alta respuesta inmune mucosal de
células Thl polarizadas se asociaron con una disminucion de células T reguladoras (Treg)
a través de diferentes mecanismos, incluyendo el bloqueo de la induccion de células Treg
y la alteracion de la homeostasis de la endogénesis. En particular el cierre de la produccion
de IL-2 contribuye a la incapacidad de las células Treg de suprimir las respuestas efectoras

y eventualmente desarrollar la inmunopatogénesis.
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Toxoplasma gondii es capaz de estimular la produccion de Lipoxina A (LXAy),
un eicosanoide que puede inhibir la produccion de IL-12 por las células dendriticas
(Aliberti, ef al., 2002). Ademas, interfiere con la expresion de MHC clase I, MHC clase 11

y la induccion de IFN-y en la superficie celular de macrofagos (Luder y Seeber, 2001).

Es importante mencionar que la inhibicion de la expresion de MHC clase II por
las células presentadoras de antigeno influye en la activacion y proliferacion de células T
CD4". Esto demuestra que las células T CD4" son menos eficaces en la restriccion de la

diseminacion del parasito que las células T CD8" (Suzuki et al., 1988).

2.9.Signos Clinicos

La toxoplasmosis clinica en el cerdo es poco comin, sin embargo, puede causar
partos prematuros y neumonia, se han reportado casos inusuales de miocarditis y encefalitis
(Dubey y Jones, 2008). El aborto inducido por la toxoplasmosis ocurre en hembras de
todas las edades, que adquieren la infeccion durante el embarazo (Dubey et al., 1998).

Por otro lado, Kumagai et al (1988) reportaron toxoplasmosis neonatal en siete
lechones, donde cuatro de ellos nacieron muertos y los demas presentaron alteraciones en
la marcha y muerte antes de los 15 dias de edad. También se reportan signos como fiebre,

disnea y debilidad en las extremidades (Weissenbock y Dubey, 1993).

La toxoplasmosis congénita es rara en porcinos (Dubey, 2010), y depende de
la cepa del parasito, via de infeccion, raza y etapa de gestacion de la marrana (Dubey y
Beattie, 1988), un caso de toxoplasmosis congénita fue descrito por Haritani e al (1988)
en cuatro lechones nacidos muertos que presentaron neumonia y necrosis hepatica.

Recientemente, Kim e al (2009) reportd la toxoplasmosis clinica en cerdas
adultas que presentaron sindrome febril, anorexia, signos neurolégicos y pocos abortos,

donde hallaron 7. gondii en tejidos de los fetos abortados.
La mayoria de las infecciones son subclinicas y cuentan con signos no

patognomonicos como hipertermia, anorexia, taquipnea (Anyarat et al., 2006; Poljak et al.,

2008), en animales de buenas condiciones.
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2.10. Diagnostico

El diagnostico de la toxoplasmosis se realiza mediante métodos bioldgicos,
serologicos, histologicos, o por la combinacion de estos, mientras que el diagnostico clinico
es dificil de establecer ya que los signos clinicos son diversos, inespecificos y en muchos

casos estan ausentes. (Dubey, 2010).

2.10.1. Diagnostico serologico

=  Prueba de Sabin y Feldman o Dye Test (RSF)

La reaccion de Sabin y Feldman mide preferentemente anticuerpos de tipo IgG,
(Borbolla et al., 2005; Ovalle et al., 2000). En esta prueba, los taquizoitos vivos se incuban
con el complemento, el suero de prueba y un colorante fuertemente alcalino de azul de
metileno (pH: 11) a 37° C durante 1 hora (Dubey, 2010). La técnica se fundamenta en la
lisis y destruccion de la membrana citoplasmatica de los taquizoitos producida por los
anticuerpos y mediada por el complemento, como resultado de ello los taquizoitos
afectados no incorporan el azul de metileno y aparecen incoloros, por otra parte, en la
reaccion negativa, los taquizoitos vivos toman activamente el color azul del reactivo
(Dubey, 2010; Kijlstra et al., 2004). Esta prueba serologica es altamente sensible (99%) y
especifica (100%) (Ovalle et al., 2000); sin embargo, ha sido reemplazado por otras
técnicas nuevas debido a sus altos costos, dificultad de manipulacién y el peligro potencial

que representapor la utilizacion de organismos vivos (Borbolla et al., 2005; Dubey, 2010).

=  Hemaglutinacion Indirecta (HAI)

La técnica de hemaglutinacion indirecta es una prueba seroldgica utilizada
rutinariamente en muchos laboratorios, teniendo una sensibilidad de 29.4% y una
especificidad de 98.3% demostrada en porcinos (Dubey ef al, 1995). Detecta anticuerpos
IgG y se basa en la propiedad que tienen los anticuerpos anti-Toxoplasma gondii de
producir aglutinaciéon en presencia de globulos rojos sensibilizados con antigenos
citoplasmaticos y de membrana del parasito, el empleo de ambos tipos de antigenos

incrementa la sensibilidad del método permitiendo la deteccion precoz de la infeccion, en
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ese sentido tanto la presencia de anticuerpos heter6filos como la aparicion de IgM,
caracteristicas del periodo agudo de la parasitosis, se investigan empleando tratamiento con
2-Mercaptoetanol (2-ME) y eritrocitos no sensibilizados para el control y absorcion de

heterofilia (Wiener Lab, 2000).

La técnica de hemaglutinacion indirecta (HAI) no es muy especifica, ya que
presenta reacciones cruzadas con otros parasitos (Blood y Radostits, 1992), y su principal
limitacion es que no detecta anticuerpos en etapas tempranas, pues se alcanzan titulos
diagnosticos a los 30 dias de la infeccion (Rojas, 1990), aunque es una de las mas usadas
comercialmente (Soulsby, 1987). Asimismo, la prueba puede no ser capaz de detectar
anticuerpos en un cerdo individual, pero es muy 1til como referencia para determinar la

exposicion en un hato (Montoya et al., 1996).

= Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

La técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) posee una alta sensibilidad
(99%) y especificidad (100%) (Ovalle et al., 2000). La prueba se fundamenta en la
deteccion de anticuerpos IgG utilizando taquizoitos muertos y fijados en laminas
portaobjetos con areas circulares, adicionando anticuerpos IgG humanos marcados con
isotiocianato de fluoresceina, la lectura se puede facilitar mediante una coloracion de
contraste de azul de Evans (Dubey, 2010; Martin-Hernandez y Garcia-Izquierdo, 2003). La
reaccion se lee al microscopio de fluorescencia y la dilucion mas alta, en la cual se observa
fluorescencia verde amarillenta en toda la periferia de los taquizoitos, se considera una
reaccion positiva a dicha dilucion. Se considera reaccion negativa cuando el parasito se
observa completamente rojo o si la fluorescencia se ve localizada en uno de los extremos
de los parasitos, lo que se llama fluorescencia polar (Dominges et al., 1998). Este fendmeno
se debe a la union de anticuerpo IgM de T. gondii o reaaccion cruzada con IgG de otros
parasitos hemoflagelados: Trypanosoma cruzi y Leishmania donovani (Demonts y

Remington, 1980; Franco et al., 1980).

= Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)
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La prueba de ELISA detecta anticuerpos IgG para el diagnostico de infecciones
activas (Shaapan et al., 2008; Hosseininejad et al., 2009), se fundamenta en la reaccion
antigeno-anticuerpo reforzada por la adicion de un complejo antigeno-anticuerpo ligado a
una enzima (conjugado) que actuard sobre un substrato obteniendo una coloracion
cuantificable por espectrofotometria (Dubey, 2010). Los kits comerciales de ELISA
utilizan micropocillos, que contienen en el fondo un antigeno basado en taquizoitos de 7.

gondii fijados en formalina (Gamble et al., 2005).

La prueba posee una sensibilidad de 90.1% y una especificidad de 85.9%
demostrada en ovinos (Shaapan et al., 2008). Actualmente existe variacion de acuerdo con
el tipo de técnica y kits utilizados. Garcia et al. (2006) estudiaron un ELISA indirecto
utilizando Roptrias crudos de 7. gondii como antigeno, hallando una sensibilidad de 94.3%
y especificidad de 100% en porcinos infectados experimentalmente. Posteriormente, Basso
et al. (2014) determiné una sensibilidad de 98.9% y una sensibilidad de 92.7% utilizando
un kit comercial para la especie porcina. Asimismo, Steinparzer ef al. (2014) comparo tres
kits comerciales de ELISA en sueros de porcinos obteniendo sensibilidad de 57.3 a 65.2%

y especificidad de 97.4 a 99.4%.

Cuadro 3. Pruebas ELISA desarrolladas para el diagnostico de infeccion por

Toxoplasma gondii en porcinos

Caracateristicas
Tipo de ELISA  Punto de . Técnica de
Diagnésticas Referencia
(Antigeno) Corte Comparacion
Se* Esp*
Indirecto
DO>0.36 94.0 92.0 DT Lundén et al., 2002
(Taquizoito RH)
Aislamiento de
Indirecto

) - 71.5 85.5 T. gondii en Georgiadis ef al., 2003
(Taquizoito crudo)
felinos y ratones

Indirecto Aislamiento de

(Taquizoito - 88.6 98.0 T. gondii en Gamble et al., 2005
crudos) felinos
rELISA DO>030 943  100.0 IFI Garcia et al., 2006

(Roptrias crudas)

26



Indirecto

Aislamiento de

) - 100.0 - T. gondii en Hill et al., 2006
(Taquizoito crudo)
felinos
Indirecto IFI
PP>15% 98.9 92.7 Basso et al., 2013
(Taquizoito crudo) Western blot
TgSAGI-ELISA IFI
o - 93.1 98.8 Basso et al., 2013
(Taquizoito P30) Western blot
Indirecto Steinparzer et al.,
- 573 99.4 MAT
(Taquizoito crudo) 2014
Indirecto Steinparzer et al.,
- 573 98.9 MAT

(Taquizoito crudo)

2014

*Se:

Sensibilidad, *Esp: Especificidad, DT: Dye Test., ELISA: Ensayo por

Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas, MAT: Técnica de Aglutinacion Modificada, IFI:
Reaccion de Inmunofluorescencia Indirecta

La técnica de ELISA ha mostrado claras ventajas sobre otras pruebas. Se
pueden analizar mayor cantidad de muestras en forma simultinea con poco equipo
sofisticado, comparado con la prueba de inmunofluorescencia, y los resultados obtenidos
ofrecen mayor consistencia y confiabilidad que las obtenidas con la hemaglutinacion
indirecta (Waltman et al., 1984). Ademas, puede detectar tanto infecciones recientes como
latentes de toxoplasmosis, detectando simultaneamente anticuerpos IgM e IgG (Romero et

al., 1995).

= Técnica de Aglutinacion Modificada (MAT)

La técnica de aglutinacion modificada fue descrita inicialmente por Fulton y
Turk en 1959 y mejorada por Dubey y Desmonts en 1987 (Dubey, 2010), utiliza taquizoitos
inactivados con formalina y un tamp6n de coloracion, no requiere reactivos especificos para
cada especie (Shaapan et al., 2008; Macri et al., 2009). Los sueros son tratados con 2-
mercaptoetanol para eliminar IgM especificas y no especificas, utilizando dos o mas
diluciones. Las reacciones positivas muestran una sedimentacion en forma de velo cuyas
caracteristicas morfologicas pueden diferir de un suero a otro: velo homogéneo, granuloso
o de bordes replegados, mientras que una reaccion negativa se traduce en la formacion de

un boton de sedimentacion redondo, de bordes netos (Martin-Hernandez y Garcia-
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Izquierdo, 2003).Esta prueba so6lo detecta anticuerpos IgG; por lo tanto, puede dar
resultados falsos negativos durante las primeras etapas de la infeccion aguda (Dubey,

1997). Posee una sensibilidad de 96% y especificidad de 88.9% (Shaapan et al., 2008).

= Técnica de Inmunotransferencia o Inmunoblot (WB)

Inmunoblot ha sido establecido como una prueba confirmatoria para el
diagnostico de Toxoplasma gondii, principalmente en infecciones congénitas (Frank et
al., 2008). Los sueros reaccionan con antigenos especificos de 7. gondii y son
transferidos a membranas de un gel de poliacrilamida, los resultados se representan en
bandas y son comparados con patrones mediante peso molecular (Gross et al., 2000).
Por lo general se procesan los sueros del neonato y la madre para determinar si el
anticuerpo IgG en el lactante es el resultado de una infeccion activa o transferencia
pasiva de la madre (Remington et al., 2004). La técnica posee una sensibilidad de 82.6%
y una especificidad de 96.1% validada en humanos (Tissot et al., 2003). Asi como una
sensibilidad y especificdad de 93.5 y 77.2% demostrada en cerdos infectados
experimentalmente (Basso et al., 2013). Esta técnica ha sido aplicada en investigaciones
veterinarias tales como las realizadas por Suarez-Aranda et a/ (2000), Saavedra y Ortega

(2004) y Kijlstra et a/ (2004) que analizaron sueros de porcinos.

2.10.2. Diagnéstico no serologico

= Aislamiento del pardsito

El aislamiento de Toxoplasma gondii en cultivos celulares o en animales de
experimentacion supone un diagnostico especifico, pero la sensibilidad varia mucho segiin
las condiciones de la muestra (estado de conservacion, carga parasitaria, virulencia de la
cepa implicada), los resultados en los cultivos celulares son mas rapidos que en animales
de experimentacion, aunque en €stos ultimos se ha observado una mayor sensibilidad. Para
que los resultados sean Optimos las muestras deben mantenerse frescas, libres de
contaminacion y no deben congelarse en ningiin momento puesto que se genera la muerte

del parasito (Buxton y Maley, 2004). Las muestras que se analizan son liquido
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cefalorraquideo, sangre heparinizada, y tejidos con infeccion aguda previamente

homogenizados (Dubey, 2010).

=  Examen microscopico

El diagnéstico citologico se puede realizar mediante un frotis de impresion del
area lesionada, luego de secar el frotis durante 10-30 minutos se fija en metanol y se somete
a tincion de Giemsa, finalmente se observa al microscopio los taquizoitos con forma de
media luna (Hill y Dubey, 2002).Para el diagnostico histopatologico las muestras remitidas
son: cerebro, lengua, masetero, diafragma y corazén; que se fijan en formol al 10%, se
someten a reduccion y tincién con hematoxilina-eosina (Garcia et al., 2006).Los taquizoitos
aparecen generalmente redondos u ovalados en el interior de una vacuola parasitofora, los
quistes tisulares son esféricos, carecen de tabique y se pueden tefiir con tincion de plata,
ademas son positivos a la tincion de acido periddico de Schiff (PAS), la microscopia

electronica puede ayudar en el diagndstico (Hill y Dubey, 2002).

= Inmunohistoquimica (IHQ)

La Inmunohistoquimica utiliza anticuerpos para detectar antigenos especificos
de T. gondii en cortes de tejidos observados al microscopio (Chen et al., 2000). Los tejidos
sonfijados en formol al 10% durante 24 horas, cortes de 4-5um de espesor son
deshidratados en etanol e incluidos en parafina, posteriormente se colocan en laminillas
cubiertas con poli-L-lisina. El uso del anticuerpo primario estd limitado a diferentes
protocolos, de acuerdo al protocolo citado por Méndez et al (2011) se puede utilizar un
antisuero hiperinmune caprino anti-7. gondii, o anticuerpos policlonales de conejo anti-7.
gondii para magnificar la reaccion inmunologica se utiliza el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (CAB) con la finalidad de identificar estructuras con inmunopositividad a 7.
gondii. Méndez et al (2011) reportaron hallazgos en pulmon, higado y cerebro de monos
ardilla (Saimiri sciureus), donde observaron estructuras con inmunopositividad a
Toxoplasma gondii en el interior de macrofagos alveolares, citoplasma de los hepatocitos

y neutrofilos.
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=  Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La deteccion directa del ADN del parasito se basa en la técnica de la Reaccion
en Cadena de polimerasa (PCR), en esta, un fragmento especifico del genoma es
amplificado para que sea visualizado en un gel de electroforesis, en un secuenciador
automatico o en un software de PCR en tiempo real (Switaj et al., 2005). Esta técnica se ha
utilizado para la deteccion de la toxoplasmosis en pacientes inmunocomprometidos,
infecciones congénitas y toxoplasmosis ocular (Remington et al., 2004). Las muestras
remitidas son: liquido amniético, sangre, liquido cefalorraquideo, fluido vitreo, orina,
lavado broncoalveolar o diferentes tejidos (Robert-Gangneux y Laure, 2012). La
sensibilidad y especificidad dependeran principalmente de la técnica apropiada de
extraccion del material genético, procesamiento, caracteristicas de la secuencia escogida y
los parametros de la reaccion de amplificacion (Switaj et al., 2005). La especificidad de
esta prueba es de 100%, mientras que la sensibilidad depende de la extraccion del ADN y

la cantidad de muestra (Alfonso et al., 2009).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1.Lugar y Tiempo

El presente estudio se realiz6 en 7 granjas porcinas tecnificadas y 10 no
tecnificadas, procedentes de los distritos de Huacho, Huaral, Ventanilla, Villa El Salvador,
Lurin y Chilca, ubicados en la franja costera del departamento de Lima, a 12°02°37.56” de
latitud sur, 77°02°22.55” de longitud oeste y a 50 m.s.n.m., durante los meses de enero a
marzo del 2015. El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en el Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia, Seccion Parasitologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, ubicada en el distrito de San

Borja, Lima.

3.2.Animales en estudio

Los porcinos en estudio fueron animales de ambos sexos en la etapa de
acabado, 264 cerdos entre 90 a 120Kg de peso vivo y 5 meses de edad procedentes de
granjas tecnificadas, asi como 143 porcinos entre de 60 a 90K g de peso vivo y 7 meses de

edad procedentes de criaderos no tecnificados.

3.3. Tamaiio muestral

El tamafio muestral se determiné mediante la féormula de proporcion de
poblaciones finitas con 95% de confianza y 5% de precision (Daniel, 1996). Se utilizé como
poblacion porcina en Lima-Pera 3887793 animales (INEIL, 2013) y como prevalencia

referencial 32.3% (Sudrez-Aranda et al., 2000). Siendo evaluadas 407 muestras.

3.4.Toma de muestras

Previo Consentimiento Informado (Anexo 1). Las muestras de sangre fueron
colectadas en tubos de boca ancha sin anticoagulante al momento del sacrificio, durante el

proceso de degiiello, posteriormente transportados al Laboratorio de Parasitologia (FMV-
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UNMSM) donde se obtuvieron los sueros por centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minutos

conservandose en viales a -20°C hasta su procesamiento y analisis serologico.

3.5.Laboratorio

3.5.1. Materiales y equipos

= Reactivos para Elisa indirecto: Tampon de dilucion, solucion de lavado, tampon
para diluir conjugado, concentrado de conjugado, solucion substrato TMB, solucion
de frenado, agua desionizada, sueros controles positivos y negativos para

Toxoplasma gondii.

= Reactivos para HAI: Tampon de dilucion, control positivo, sueros controles
positivo y negativo, antigeno (globulos rojos sensibilizados), globulos rojos no

sensibilizados.

= Materiales: Tubos vacutainer, guantes, caja térmica, geles refrigerantes, plumones,
crioviales materiales de limpieza y desinfeccion, vaso de precipitado, probeta,
matraz Erlenmeyer, capsula de magneto, placas sin tapizar con fondo plano de 96
pocillos, placa sin tapizar con fondo en U de 96 pocillos, tips (10, 200 y 1000puL),
cajas de tips, micropipetas monocanal y multicanal, papel parafina, tijera, papel

toalla, cinta adhesiva, reservorios multicanal.

= Equipos: Ultracongeladora, centrifuga, homogenizador, agitador vortex,

incubadora, lector de microplacas.

3.5.2. Determinacion de anticuerpos contra T. gondii

= Técnica de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA indirecta)

Se utilizo6 un «kit» comercial (PrioCHECK Toxoplasma Ab porcine, Prionics
Ag, Zurich, Suiza), que posee una sensibilidad del 98.9% y una especificidad del 92.7%
(Basso et al., 2013), se siguieron las instrucciones de acuerdo con el protocolo del

fabricante (Anexo 2). La lectura de la absorbancia se realizé en un lector automatico de
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ELISA con filtro de 450 nm. Para la interpretacion de los resultados se calcul6 el Porcentaje

de Positividad (PP%) y fueron considerados positivos cocientes iguales o mayores a 20%.
= Tecnica de Hemaglutinacion Indirecta (HAI)

Se utilizo un kit comercial (Toxotest) para uso humano, pero muy usado en medicina
veterinaria, el cual posee una sensibilidad de 29.4% y una especificidad de 98.3%
comprobada en porcinos, aplicandose en otros trabajos de investigacion (Diaz et al.,
2001; Dabanch, 2003). Se prepararon diluciones de las muestras de 1:16 a 1:2048;
considerandose como positivo titulos iguales o mayores 1/64, basados en estudios previos
(Romero y Sogbe, 2005; Romero ef al., 2007). Se siguieron las instrucciones de acuerdo a

lo establecido por el fabricante (Anexo 3).
3.6.Analisis de la Informacion

Con la informacion obtenida se cred una base de datos, donde fueron
adicionados los resultados seroldgicos con el objeto de interrelacionarlos y validarlos
estadistica y epidemioldgicamente. Se evalud el grado de concordancia mediante el indice
de kappa, considerandose en la interpretacion establecida por Landis y Koch (1977): 0:
pobre; > 0 - 0.2: leve; 0.21-0.40: regular; 0.41-0.60: moderada; 0.61-0.8: buena; 0.81-1:

perfecta. Para luego aplicar la formula de Kappa:

K= N(a+d) — (nyxfi + npxf3)
N2 — (nyxfi + npxfy)

Asi mismo se evalu6 si los resultados serologicos fueron mutuamente

reemplazables utilizando la prueba de McNemar (Gonzalez y Falcon, 1999).

(b —c)?
b+c

Xyez =

Xmc<Xwmt las pruebas se pueden reemplazar mutuamente

Xme>Xwme las pruebas no se pueden reemplazar mutuamente
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IV.  RESULTADOS

En la deteccion de IgG anti toxoplasma porcino mediante dos técnicas se midio
la concordancia entre los resultados de las técnicas de Inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA indirecto) y Hemaglutinacion indirecta (HAI) para ello se utilizo la prueba de
Kappa la cual mide el grado de concordancia entre las técnicas evaluadas, y ademas se
empled la prueba de Mc Nemar para determinar si ambas pruebas son mutuamente

reemplazables.

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de los sueros de cerdos hallados
mediante las técnicas de ELISA indirecto e HAI y agrupados de acuerdo a su concordancia,
donde la prueba de Kappa arroja un valor que indicaba una concordancia regular de 0.26
mientras que la prueba de Mc Nemar no detect6 diferencia significativa entre las técnicas
ya que el coeficiente calculado fue de 3.28 siendo menor que el de tabla, demostrando que
una prueba podria ser reemplazada por la otra. Sin embargo, el indice Kappa al presentar

una concordancia regular no se recomienda reemplazar ambas pruebas.

Por otro lado, la seroprevalencia de Toxoplasma gondii en cerdos de Lima
mediante las técnicas de HAI y ELISA indirecto fue de 18.7+ 3.8% y de 14.7 + 3.4% para

cada una de las técnicas respectivamente (Cuadro 5).

Cuadro 4. Distribucion de sueros seglin los resultados de las técnicas de HAI y ELISA

indirecto para la deteccion de Toxoplasma gondii en cerdos procedentes de Lima-Peru,

2015
ELISA
HAI Total
+ -
+ 26 50 76
- 34 297 331
Total 60 347 407

K=26.0%
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Cuadro 5. Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en cerdos procedentes de Lima-Peru,

2015 mediante las técnicas de Hemaglutinacion Indirecta y ELISA indirecto.

HAI ELISA
Total
Positivos % = 1C Positivos % £ 1C
407 76 18.7£ 3.8 60 14.7+£ 3.4
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V. DISCUSION

El diagnostico de la infeccion por 7. gondii en porcinos usualmente se basa
en la deteccion de anticuerpos especificos, existiendo disponibles en el mercado
diferentes kits comerciales (Jiang et al., 2008) y su uso depende mucho de las facilidades
de equipos y reactivos con los que cuente el laboratorio, asi como costos de los Kkits;
existiendo ademas diferencias entre la sensibilidad y especificidad que ellas ofrecen
(Huerta et al., 2006). Entre las principales técnicas que se utilizan se tienen:
Hemaglutinacion Indirecta (HAI), el Ensayo de Inmunoaborcion Ligado a Enzimas
(ELISA) y la Imnunofluorescencia Indirecta (IFI) (Cortes y Mancera, 2009); asi como la
Técnica de Aglutinacion Modificada (MAT), considerada como referencia para la
validacion de otras pruebas serologicas (Klun er al., 2006; Sroka et al., 2011), y
finalmente la técnica de Sabin-Feldman o Dye Test, conocida como prueba confirmatoria

(Reiter-Owona et al., 1999).

La técnica de Sabin-Feldman fue la primera prueba descrita (1948) capaz de
detectar anticuerpos especificos (IgM, IgA e IgQG), utiliza un punto de corte de 1:4
(Vostalova et al., 2000) y 1:16 (Tamayo et al., 1990); asi como puede diferenciar una
infeccion aguda de una cronica, empleando taquizoitos vivos (Reiter-Owona et al., 1999)
a un punto de corte 1:1024 (Brook et al., 1987). Debido a la dificultad de manipulacion y
peligro por la utilizacion de organismos vivos (Dubey, 2010), fue sustituida por la
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) (Castano et al., 1991). La Técnica de IFI diferencia
IgM de IgG (Lind et al., 1997) por medio de una anti-IgG humana marcada con
isotiocianato de fluoresceina, considerando positivos titulos donde se observa fluorecencia
alrededor del taquizoito (Cortes y Mancera, 2009), utiliza puntos de corte de 1:16
(Edelhofer, 1994) y 1:64 (de Moura et al.,2007) y es considerado como una técnica “Gold
standard” en la deteccion de anticuerpos contra 7. gondii en porcinos infectados
experimentalmente (Garcia et al., 2006). Para el diagndstico de toxoplasmosis porcina

cuenta con una sensibilidad de 87.3% y 87.0% (Basso et al., 2013).

Por otra parte, el Test de Aglutinacion Modificada (MAT) (Desmonts y

Remington 1980), emplea taquizoitos de 7. gondii completos fijados en formalina, con el
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agregado de mercaptoetanol y solucion colorante de Azul de Evans, la presencia de
anticuerpos séricos produce la aglutinacion en suspension de los parasitos a un punto de
corte de 1:25 (Dubey et al., 1992) 0 1:64 (Caporali et al., 2005), la ausencia de anticuerpos

produce la sedimentacion en un “botén azul” (Patitucci et al., 2006)

La técnica de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) es una prueba
para la deteccion cualitativa y cuantitativa de anticuerpos IgG contra 7. gondii (Romero
et al., 1995). Se encuentra bajo la pesentacion de kits comerciales, utilizando diferente
antigeno y puntos de corte (Dubey, 2009) asi como sensibilidad (57.3-65.2%) y
especificidad (97.4-99.4%) (Basso et al., 2013; Steinparzer et al., 2014).

La técnica de HAIL emplea globulos rojos de carnero sensibilizados (Balfour
et al., 1982), con antigenos citoplasmaticos y de superficie del parasito para detectar
anticuerpos totales (IgG e IgM), incrementando la sensibilidad de la prueba; por lo tanto,
permite la deteccion procoz de la infeccion (Wiener Lab, 2000). La técnica presenta una
sensibilidad de 29.4% y una especificidad de 98.3% (Dubey et al, 1995); y se viene

utilizando en clinicas y hospitales veterinarios (Suarez et al., 2002).

Los cuadros 4 y 5 muestran los resultados de seroprevalencia obtenidos con
las técnicas de HAI (18.7%) e ELISA indirecta (14.7%), con muestras de sueros de
porcinos de Lima-Pera, se puede observar que el coeficiente de concordancia Kappa
presentd un valor de 26.0% mostrando una concordancia regular, similar al estudio
realizado por Sudrez et al. (2002) en cerdos que mostré un indice de Kappa de 36.6%
donde consideraron al ELISA como prueba de referencia; sin embargo en el presente
estudio la prueba de Mc Nemar no demostrd significancia, determinando que el ELISA y
HAI pueden reemplazarse mutuamente. Sin embargo, el indice Kappa al presentar una

concordancia regular nos indica que estas pruebas no son muturamente reemplazables.

El Cuadro 4 muestra la distribucion de sueros donde se observa una mayor
cantidad de sueros positivos obetenidos por HAI respecto a ELISA, que se puede explicar
al incremento de la sensibilidad atribuida al antigeno (citoplasmaticos y de membrana)

asi como la presentacion del kit de uso multiespecie (Wiener Lab, 2000). Caso contrario
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observado en el ELISA, el cual se realiz6 mediante un kit elaborado Unicamente para

porcinos (Basso et al., 2013).

Las técnicas de HAI y ELISA han venido siendo comparadas en diferentes
especies y agentes infecciosos; asi, en caninos se compararon las técnicas de ELISA, IFI
y HAI para el diagnostico de 7. gondii, hallandose prevalencias de 35.0, 35.0 y 22.5%
respectivamente; se hallo también una alta correlacion entre IFI y ELISA (81.0%) y
moderada entre ELISA y HAI (69.0%), donde concluye que un resultado negativo en HAI
no debe excluir una posible infeccion (Silva et al., 1981). En otro estudio realizado en
Brasil se determiné la seroprevalencia de Toxoplasma gondii en cabras; mediante las
pruebas de HAI y ELISA, donde se hallaron valores de 19 y 19.5% respectivamente;
hallandose una alta concordancia (Figueiredo et al., 2001). Sin embargo, en otro reporte
para el diagnostico de toxoplasmosis porcina se ha comparado los resultados de HAI y
ELISA donde se obtuvo una correlacion pobre (Hirvela-Koshi, 1990; Dubey et al., 1995),

similar al hallado en el presente estudio.

La técnica de HAI posee ciertas ventajas respecto al ELISA, en principio es
una prueba simple, confiable utilizada a nivel mundial, dado que posee la facilidad de
evaluar cada muestra de forma independiente con pequena cantidad de suero (Beaver et
al., 1984; Suarez et al., 2002), ademas se puede detectar el titulo de anticuerpo tomando
la mayor dilucién en la cual se observa hemaglutinacion franca, utilizando punto de corte
de 1:16 (Triolo-Mieses y Traviezo-Valles, 2006) y 1:64 (Romero et al., 1995; Zou et al.,
2009). La presencia de anticuerpos heterdfilos (autoanticuerpos) como la aparicion de
IgM (fase aguda) se buscan empleando tratamiento con 2-mercaptoetanol (2ME) y
eritrocitos no sensibilizados, estos anticuerpos son absorvidos con eritrocitos no
sensibilizados que nos sugiere la presencia de un agente antigenicamente similar a 7.
gondii como Neospora caninum o Sarcocystis sp. (Ferreira et al., 2014); mientras que en
los sueros de pacientes con infeccion aguda (IgM) tratados con 2-ME, se observa una
caida del titulo en por lo menos dos diluciones comparados con los mismos sueros sin

tratar con 2-ME (Wiener Lab, 2000).

La técnica de ELISA por su parte presenta ventajas respecto al HAIL como un

diagnostico rapido, asi como las diferentes presentaciones de kits comerciales que
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permiten determinar IgM e IgG independientemente, el cual es eficaz para realizar
monitoreos de rutina en un hato porcino (Handman et al., 1980; Kasper et a/., 1983). Un
estudio realizado por Lind et al. (1997) utilizando cuatro modelos de ELISA’s (Ig-ELISA,
IgM-ELISA, ELISA de bloqueo anti-P30 y ELISA reverso IgM) para monitorear el
estado inmunolédgico de una crianza porcina, determinando la presencia de IgM de corta
duracion (2 semanas) y posteriormente se detecto IgG el cual se mantuvo durante 3-4
meses. Para el caso del presente estudio, la técnica utilizada detectaba IgG debido a que
en el estudio realizado por Basso et al. (2013) utilizo el mismo kit, detectando anticuerpos
en porcinos a las 2 semanas post-infeccion y se evidencio un incremento de los niveles

de anticuerpos a las 11 semanas posteriores.

La técnica de ELISA enfocado en el diagndstico de toxoplasmosis porcina
varia en cuanto a la sensibilidad y especificidad dependiendo del antigeno utilizado, para
el IgG-ELISA que posee como antigeno un taquizoito de la cepa RH se hall6 una
sensibilidad de 94% y una especificidad del 92%, mientras que para el ELISA de bloqueo
de antigeno anti P30 (membrana), se obtuvo 94% de sensibilidad y 94% de especificidad
(Lind et al., 1997). Por otro lado, Gamble et al. (2005) utilizo un ELISA comercial de
antigeno P30 hallando una sensibilidad de 85.7 a 88.6% y una especificidad de 94.6 a
98.0%. En el estudio de Basso, el kit utilizado en el presente estudio poseia un antigeno
a base de taquizoitos fijados donde se determind una sensibilidad de 88.9% y una
especificidad de 92.7% habiéndolo comparado con la técnica de IFI (Basso ef al., 2013),
y comparandolo solo con la técnica de MAT se obtuvo una sensibilidad de 65.2% y una
especificidad de 97.4% (Steinparzer et al., 2014). Recientemente un ELISA comercial
que emplea taquizoitos fijados en formalina fue comparado con la técnica de MAT para
el diagnostico de 7. gondii en porcinos naturalmente infectados, verificando una
sensibilidad (88.6%) y especificidad (98.0%) mayor que la de MAT (Gamble et al.,
2005).

La técnica de ELISA a su vez presenta ciertas desventajas respectos al HAI,
en el presente estudio, el kit determinaba anticuerpos IgG presentes en el suero pero no
los niveles, dichos anticuerpos se encuentran en funcion de la afinidad y concentracion,
(Venkastesan y Wakelin, 1993), por lo que la técnica ELISA indirecta no proporciona
informacion netamente cuantitativa (Cortes y Mancera, 2009), como si ocurre con la

técnica de HAI que brinda titulacion en la dilucion mas alta (Wiener Lab, 2000).
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En el presente trabajo, los resultados obtenidos constituyen un aporte
importante para determinar una técnica confiable en el diagndstico de la toxoplasmosis
porcina, considerando las similitudes tanto entre las técnicas de ELISA y MAT como
HAI e IFIL, y asi analizar las técnicas de HAI y ELISA pudieran ser mutuamente
reemplazadas, sin embargo, dado el resultado obtenido de una correlacion regular, asi
como la alta especificidad brindada por el kit de ELISA, donde los resultados son mas
confiables y seguros (Basso et al., 2013; Steinparzer et al., 2014) y tomando como
referencia los estudios realizados por Hirvela-Koshi (1990) y Dubey et al. (1995) no se

recomienda reemplazar ambas pruebas serologicas
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VL. CONCLUSIONES

El grado de concordancia en el diagnostico de toxoplamosis porcina entre las
pruebas de HAI (18.7%) y ELISA (14.7%) mostraron valores de 26.0% para
Indice de Kappa y 3.28 para Mc Nemar, demostrandose estadisticamente que
ambas pruebas podrian ser reemplazables, pero como la correlacion fue regular,
la concordancia entre ambas pruebas no seria recomendable para que sean

mutuamente reeplazables.
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VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar evaluaciones con pruebas especificas para la misma
especie y su respectiva estandarizacion, para determinar el grado de asociacion
entre ambas pruebas, incluyendo cuadros clinicos para hallar una mejor

correlacion con anticuerpos.
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Anexo 1. Consentimiento Informado para los propietarios de crianzas porcinas.

Lima-Pera

CONSENTIMIENTO INFORMADO ”

GRANJAS PORCINAS, LIMA - PERU
Estimado Participante:

Yo Marlene Gonzales Llantoy, bachiller de Medicina Veterinaria de la UNMSM, estoy llevando
a cabo como tesis para optar por el titulo de medico veterinario un estudio sobre: “Concordancia
entre las técnicas de Hemaglutinaciéon Indirecta e Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas en el
diagnéstico de toxoplasmosis porcina”.

El objetivo del estudio es comparar dos técnicas serologicas para el diagnostico de Toxoplasma
gondii, en porcinos del departamento de Lima.

La investigacion consta de dos partes:

Primero: Presentar el Consentimiento Informado para obtener el permiso de toma de muestra en
matadero, asi como recabar informacion general de cada granja, datos generales, costumbres,
estado sanitario, manejo, personal de trabajo, etc.

Segundo: Para analizar la presencia de anticuerpos se colectaran muestras de sangre de los cerdos
de acabado en centros de beneficio. Las muestras seran trasladadas al Laboratorio de Parasitologia
de la FMV-UNMSM para su respectivo analisis.

La informacion obtenida a través de este estudio sera mantenida bajo estricta confidencialidad y
el nombre de la granja no sera empleado, se utilizard un sistema de codificacion

El estudio no conlleva a ninglin riesgo, no recibira compensacion monetaria por su participacion.
Los resultados seran entregados al director personalmente, si asi desea solicitarlos. Si tiene alguna
pregunta sobre la investigacion, me puede contactar a los teléfonos 979706616 / 4353348- anexo
226 o mi correo electronico: veterinariazarumilla@gmail.com.

He leido y comprendido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la
oportunidad de preguntar sobre ella y se ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he
realizado sobre el tema de investigacion: “Concordancia entre las técnicas de
Hemaglutinacion Indirecta e Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas en el diagndstico de
toxoplasmosis porcina”.

Consiento voluntariamente participar en esta investigacion como participante y entiendo que
tengo el derecho de retirarme de la investigacion en cualquier momento.

Nombre y Firma del Participante Fecha
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Anexo 2. Protocolo de ELISA indirecto. Priocheck Toxoplasma Ab porcine

PRIOCHECK Toxoplasma AB PORCINE

MATERIALES DE LABORATORIO

_

Micropipeta monocanal de 10uL

Micropipeta monocanal de 10-100uL

Micropipeta monocanal de 100-1000uL

Micropipeta multicanal de 20-200puL

Micropipeta multicanal de 50-300uL

1 Caja de Tips de 10 pLb

3 Cajas de Tips de 200 pL

Recipiente de Tips usados

Al B N Il I B e

5 reservorios multicanales

_
e

Placa de dilucién de fondo plano

[am—
—

Probeta de 100M1

_
N

Matraz Erlenmeyer

Ju—
w

Vaso de Precipitado

—
>

Capsula de magneto

—
(9,

Agua estéril

_
>

Plumoén indeleble

_.
=

Tijera

_.
*®

Papel de parafina

_.
o

Papel toalla

[
e

Cinta adhesiva

[\
—

Caja oscura para ELISA

)
N

Hoja de ELISA

MATERIAL BIOLOGICO

Controles positivos fuertes

Controles positivos débiles

Controles negativos

bl Rl

Sueros de porcinos

REACTIVOS

Diluyente de muestra

Solucidon de Lavado

Diluyente de Conjugado

Conjugado

Sustrato Cromogeno

o | & w1~

Solucion de Frenado
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EQUIPOS

1. | Shaker (Homenizador)

2. | Agitador magneto

3. | Incubadora 22°C

4. | Lector de ELISA 450nm
. PROCEDIMIENTO

Un dia antes de realizar la prueba, se debe trasladar los sueros de congelacion (-69°C) a
refrigeracion (0-4°C).

1. | Colocar los sueros en una plancha codificada.

2. | Homogenizar cada suero utilizando el shaker.

3. | Codificar la placa de diluciéon utilizando el plumoén indeleble.

Preparacion de la muestra

4. | Afadir 90pL de diluyente de muestra a cada pocillo de la placa de dilucion.

5. | Agregar 10 pL de control positivo fuerte a los pocillos Al y B1 de la placa de
dilucién sin recubrir y homogenizar tomando y soltando cinco veces.

6. | Agregar 10 puL de control positivo débil a los pocillos C1 y D1 de la placa de
dilucién sin recubrir y homogenizar tomando y soltando cinco veces.

7. | Agregar 10 pL de control negativo a los pocillos E1 y F1 de la placa de dilucion
sin recubrir y homogenizar tomando y soltando cinco veces.

8. | Agregar 10uL de las muestras de suero al resto de pocillos de la placa de dilucion
y homogenizar tomando y soltando cinco veces.

9. | Pegar con cinta adhesiva la placa de ensayo.

10. | Afadir 80pL de diluyente de muestra a cada pocillo de la placa de ensayo.

11. | Transferir 20uL de las muestras diluidas y de sus controles de la placa de
dilucién a la placa de ensayo y mezclar tomando y soltando la muestra 5 veces
con la pipeta.

Incubacion de la muestra

12. | Tapar la placa de ensayo con el papel de parafina y colocar en la caja oscura.

13. | Llevar a la incubadora y dejar incubando a 22+3°C (Prom. 22°C) durante 60
minutos

14. | Preparar la solucion de trabajo de liquido de lavado mezclando 270 mL de agua
estéril y 30 mL de solucion de lavado, homogenizar en el Matraz Erlenmeyer

15. | Preparar la solucion de trabajo Conjugado mezclando en un vaso de precipitado
11 600 mL de diluyente de conjugado y 400mL de Conjugado, homogenizar
utilizando el agitador magneto.

Lavado y Conjugado

16. | Lavar la placa de ensayo 4 veces con 200uL de la solucion de trabajo de liquido
de lavado.

17. | Afnadir 100puL de conjugado diluido a cada pocillo de la placa de ensayo

18. | Incubar la placa de ensayo a 224+3°C (Prom. 22°C) durante 60 minutos.
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19. | Lavar la placa de ensayo 4 veces con 200uL de la solucion de trabajo de liquido
de lavado.

20. | Eliminar el liquido restante golpeando la placa sobre el papel absorbente

Deteccién

21. | Agregar 100uL de Sustrato cromdégeno (TMB) a cada pocillo de la placa de
ensayo.

22 | Incubar la placa de ensayo a 22+3°C (Prom. 22°C) durante 15 minutos

23. | Agregar 100uL de solucion de frenado en el mismo orden en que se agrego la
solucion de sustrato cromogeno (TMB).

24 | Agitar manualmente la placa de ensayo durante 5-10 segundos.

25. | Leer la placa de ensayo en el Lector de ELISA a 450nm antes de 15 minutos
(Recomendacion: Usar Filtro de 620nm).

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Calculo de Resultados

0D 450nm Muestra — 0D450nm Control negativo

D 450nm Control positivo — 0D450nm Control negativo

Criterios de Validacion

La ODsso media de los controles positivos debe ser >1.2

El porcentaje de positividad (PP) promedio de los controles positivos débiles debe ser

>35%

La OD4so media de los controles negativos debe ser <0.15

* 100 = % Positividad

Si no se cumplen estos criterios, los resultados no son validos y debe volver a analizar la prueba.

Interpretacion de resultados

Se toma como punto de corte un valor de PP=20%
Los resultados iguales o superiores del 20% de PP se consideran positivos.

Los resultados inferiores al 20% de PP se consideran negativos.
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Anexo 3. Protocolo de HAI Toxotest

TOXOTEST. Wiener Lab

MATERIALES DE LABORATORIO

Micropipeta monocanal de 10-100pL

Micropipeta multicanal de 20-200uL

Cajas de Tips de 200 puL

Recipiente de Tips usados

Reservorios multicanales

Placa de dilucién de fondo U

Plumon indeleble

Tijera

A I B Nl Il Iad Bl o

Papel de parafina

Caja oscura

— | —
— o

Hoja de HAI

MATERIAL BIOLOGICO

Controle Positivo

Controle Negativo

Antigeno HAI

Globulos rojos no sensibilizados

Rl Il Il B N

Sueros de porcinos

REACTIVOS

Buffer HAI

Reconstituyente HAI

Solucion Proteica

EQUIPOS

Shaker (Homenizador)

Incubadora 22°C

Un dia antes de realizar la prueba, se debe trasladar los sueros de congelacion (-69°C) a

PROCEDIMIENTO

refrigeracion (0-4°C).

1.

Colocar los sueros en una plancha codificada.

2.

Homogenizar cada suero utilizando el shaker.
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w

Codificar la placa de dilucién utilizando el plumén indeleble.

Preparacion de la muestra
Mezclar el Antigeno HAI con 5.2ml de Reconstituyente HAI
Mezclar 0.2ml de Solucion Proteica con 10ml de Buffer

Agregar 25 puL de buffer en cada pocillo a utilizar

Agregar 25 pL de cada control y de los sueros a la Fila 1

Realizar diluciones a partir de la Fila 1 (Dilucion '%) hasta la Fila 12 (Dilucion
1/4096).

9. | Colocar en las filas 1 y 2, 25 pL de globulos rojos no sensibilizados para el

Sl I A Il

control de heterofilia.

10. | En el resto de los pocillos, agregar 25 uL. de Antigeno HAI

11. | Agitar la placa golpeando con los dedos durante 30 segundos

Incubacion de la muestra

12. | Tapar la placa de dilucion con el papel de parafina y colocar en la caja oscura.
13. | Llevar a la incubadora, dejar incubando a 22 + 3°C (Prom. 22°C) durante 90
minutos

Lectura

14. | Leer la placa de dilucion utilizando un espejo, iluminando la placa desde arriba
e interponiendo un papel blanco entre la placa y la fuente de luz.

. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Titulos > 64 significan mayor probabilidad de infeccion a T. gondii. A fin de determinar una
primoinfeccion reciente deben procesarse 2 muestras tomadas con un intervalo de 2-3 semanas.
Un aumento de titulo mayor de 2 diluciones entre la lra y 2da muestra indican infeccion
recientemente adquirida.

IMAGEN NEGATIVA

ONO

IMAGEN POSITIVA

YOI01010)

(1) Manto
(2) Punto Final (50%)

No Reactivo: Presencia de un sedimento en forma de botéon o pequefio anillo de bordes
regulares.

Reactivo: Formacion de una pelicula o manto que cubre el 50% o mas del fondo de los
pocillos.
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