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Ausencia de evidencia molecular de Toxoplasma gondii en cerebros
de roedores capturados en Yucatan, México

No molecular evidence of Toxoplasma gondii in brains of rodents
captured in Yucatan, Mexico
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Resumen

Toxoplasma gondii es un pardsito obligado reconocido como el agente etiologico de la toxoplasmosis, enfermedad
zoonotica distribuida a nivel mundial, incluyendo México. La toxoplasmosis presenta ciclos de infeccion silvestres
y domésticos, en los cuales participan diversos animales, entre ellos los roedores. El objetivo del presente estudio fue
evaluar, con ayuda de una prueba diagnodstica molecular, la presencia de T. gondii en cerebros de roedores sinantrdpicos
y silvestres capturados en comunidades rurales y urbanas de Yucatdn, México. Se capturaron un total de 228 roedores
pertenecientes a las especies: Mus musculus, Rattus rattus, Heteromys gaumeri y Peromyscus yucatanicus. La
deteccion de T. gondii se intentd a través de la prueba molecular de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en
su variante punto final. El porcentaje de infeccion en cerebros de roedores fue nulo (0%; 0/228); no obstante, nuestros
resultados no excluyen la presencia de T. gondii en roedores de la regidn y se hace necesario la evaluacion de otros
organos donde el pardsito puede alojarse y generar infecciones cronicas.
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Abstract

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite recognized as the etiologic agent of toxoplasmosis, a zoonotic
disease distributed worldwide, including Mexico. Toxoplasmosis presents wild and domestic infection cycles, in which
various animals including rodents are involved. The aim of this study was to evaluate, with a molecular diagnosis
test, the presence of T. gondii in brains of synanthropic and wild rodents captured in urban and rural communities of
Yucatan, Mexico. A total of 228 rodents belonging to the species: Mus musculus, Rattus rattus, Heteromys gaumeri
and Peromyscus yucatanicus, were caught. Detection of T. gondii was using the Polymerase Chain Reaction (PCR)
in its end-point variant. The infection rate of rodent”s brain was null (0%; 0/228); however, our results do not exclude
the presence of T. gondii in rodents of this region, and a thorough evaluation of other rodent tissues where the parasite
may reside and induce chronic infections is needed.
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son los tinicos hospederos definitivos conocidos de
T. gondii por lo que pueden excretar al ambiente
ooquistes resistentes contenidos en sus heces,
completando el ciclo del parésito (Weiss & Dubey,
2009).

Las infecciones causadas por T. gondii se presentan
de manera crénica en un tercio de la poblacién
humana mundial con seroprevalencias que van
del 10 al 50% en regiones templadas de paises
desarrollados y aumenta hasta un 80% en climas
tropicales (Dubey & Jones, 2008). Las fuentes mas
frecuentes de infeccion son el consumo de carne
poco cocida conteniendo quistes tisulares o de
agua u otros alimentos contaminados. Asimismo,
ocasionalmente la infecciéon puede darse por la
ingestiéon accidental de ooquistes ambientales
(Robert-Gangneux & Dardé, 2012) y por la via
congénita (Rico-Torres et al., 2012).

Toxoplasma gondii posee ciclos de infecciéon
domésticos y silvestres. En el primero participan los
seres humanos y diversos animales domésticos, por
lo que estan mejor documentados; a diferencia del
segundo, donde la informacién sobre las especies
animales involucradas y las implicaciones en la
salud publica, es muy limitada (Wendte et al., 2011).
Los roedores silvestres y sinantrépicos participan en
ambos ciclos de infeccién, debido a que representan
fuentes de alimentacién para gatos domésticos
y silvestres, ademds de diversos predadores.
Igualmente, los roedores son considerados como
centinelas de la circulaciéon de T. gondii y otros
patégenos en el ambiente, lo que permite estimar el
riesgo de infeccién para los hospederos definitivos
(Reperant et al., 2009).

Meéxico es uno de los paises desarrollados donde
la toxoplasmosis es prevalente en animales y
seres humanos, debido principalmente a la alta
contaminacién ambiental (Herndndez-Cortazar
et al., 2015). Las fuentes de infeccién varian entre
los grupos étnicos y la localizaciéon geografica
dentro del territorio nacional (Tenter et al., 2000).
En el Estado de Yucatan, la toxoplasmosis ha sido
reportada en seres humanos y animales domésticos,
evidenciando la amplia circulacién de T. gondii en
la region (Hernandez-Cortazar et al., 2015); sin
embargo, poco se sabe de su circulacién en especies
sinantrépicas o silvestres (Torres-Castro et al., 2016).

El objetivo del presente estudio fue evaluar, con
ayuda de una prueba diagnéstica molecular, la
presencia de T. gondii en cerebros de roedores
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sinantrépicos y  silvestres capturados en
comunidades rurales y urbanas de Yucatan, México.

Materiales y Métodos

Sitios de estudio

Los roedores se capturaron con trampas “Sherman”
(7.5cm x 23cm x 9cm, HB Sherman Traps Inc®,
EE.UU.), colocadas en el peridomicilio de viviendas
en dos comunidades rurales y una urbana de
Yucatan, México (Figura 1). Las comunidades
estudiadas comparten un clima tropical htimedo
con lluvias en verano (Aw 0), con una temperatura
promedio anual de 26° C. El tipo de vegetacién
predominante es selva baja caducifolia y el uso
de suelo es principalmente para actividades
agropecuarias y de modo secundario para
asentamientos humanos, a excepcién de la Ciudad
de Mérida donde las actividades agropecuarias
estdn limitadas a la periferia del territorio (INEGI,
2010). El periodo de muestreo fue de mayo a
noviembre de 2014. En todas las localidades existen
grandes poblaciones de gatos domésticos que viven
generalmente en las afueras de los hogares, pero
que ocasionalmente ingresan a las viviendas.

Yucatan

Figura 1. Mapa de México (A) mostrando la ubicacién
de Yucatan (B) con las comunidades donde se realiz¢ la
captura de roedores (puntos negros). Tomado de: Torres-
Castro et al., 2016.

Captura y toma de muestras

La captura de animales se realizé con el permiso
de la Secretaria de Medio Ambiente Recursos
Naturales (SEMARNAT) de México (Registro
SGPA/DGVS/02528/13) y siguiendo los estatutos
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de la American Society of Mammalogists (ASM).
Los individuos capturados fueron trasladados
al Laboratorio de Zoologia del Campus de
Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (CCBA) de
la Universidad Auténoma de Yucatan (UADY),
donde se les registraron las medidas morfométricas
correspondientes y posteriormente se sacrificaron
con una sobredosis (390mg/mL) de pentobarbital
sodico via intraperitoneal. La cavidad craneana fue
abierta con ayuda de tijeras y pinzas de diseccién
estériles. El cerebro se dividi6 verticalmente en dos
hemisferios (derecho e izquierdo), uno de ellos se
embebié en solucién RNAlater® (Thermo Fisher
Scientific Inc., EE.UU.) y el otro fue fragmentado
en dos partes de aproximadamente 400 pg. Una de
estas partes fue macerada con morteros y pistilos
previamente esterilizados y embebida en 500
uL de RNAlater®. Todos los fragmentos fueron
conservados a -70°C, hasta su uso en la extraccién
de ADN. El material encefdlico restante se empled
en investigaciones distintas a la presente.

Extraccion de ADN y Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR)

Para la extraccion de ADN total, se utilizo el
fragmento de hemisferio macerado. Se tomaron 100
ul y se procesaron con la soluciéon TRIzol® Reagent
(Ambion, Thermo Fisher Scientific Inc®, EE.UU.),
siguiendo las especificaciones del fabricante. Se
determiné la concentracién y pureza de los acidos
nucleicos por medio de un espectrofotémetro
(NanoDrop 2000TM, Thermo Scientific®, EE.UU.).

La deteccion molecular se realiz6 por medio de
PCR en su variante punto final utilizando los
cebadores propuestos por Boughattas et al. (2014):
B22: AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGA vy
B23:  TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAAC,

los cuales amplifican un fragmento de 114pb que
se repite en tandem dentro del cromosoma IX
de T. gondii. Estos cebadores fueron empleados
previamente por Torres-Castro et al. (2016), en la
identificacién molecular de T. gondii en animales
silvestres capturados en la misma region.

Los reactivos utilizados tuvieron las siguientes
concentraciones finales: PCR Buffer 1X, 2.5 mM de
MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s, 0.2 mM de cada cebador,
1U de Taq polimerasa (Thermo Fisher Scientific,
Inc., EE.UU.) y agua bidestilada. Las condiciones en
el termociclador fueron: desnaturalizacién inicial
a 95° C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos
durante 95° C por un minuto, 58° C por 45 segundos
y 72° C por 45 segundos; la extension final fue de
72° C durante 10 minutos. Todas las reacciones
incluyeron controles positivos (ADN total de cerebro
de roedor [BALB/c] infectado experimentalmente
con Toxoplasma gondii) y negativo (agua estéril). La
electroforesis de los productos de PCR se realizé en
geles de poliacrilamida al 8%, tefiidos con nitrato de
plata (1.1M).

Resultados y discusion

Se capturaron un total de 228 individuos. Como
se muestra en la Tabla 1, las especies capturadas
fueron: Mus musculus y Rattus rattus (sinantrépicos)
y Heteromys gaumeri y Peromyscus yucatanicus
(silvestres). La especie con mayor ndmero de
individuos capturados fue M. musculus (67.9%;
155/228), mientras que las especies con menor
captura fueron H. gaumeri y P. yucatanicus (0.8%;
2/228). El mayor ntimero de individuos capturados
se presentd en la ciudad de Mérida (60.9%;139/228),
mientras que el menor se obtuvo en la comunidad
rural de Tixméhuac (10.9%; 25/228).

Tabla 1. Especies y namero de individuos capturados por sitio de estudio.

Sitio de estudio

Mus musculus Rattus rattus

Tixméhuac 14 10
Opichén 50 13
Meérida 91 46
Total 155 69

Especies
Heteromys gaumeri ~ Peromyscus yucatanicus ~ Total
1 25
1 64
2 139
2 2 228




La identificacién molecular de T. gondii en los
cerebros, conducida por PCR-punto final, arrojé
resultados negativos (0%; 0/228) en todos los
individuos considerados en nuestro estudio. En
la Figura 2, se muestra un gel de poliacrilamida
con algunas muestras negativas y el control
positivo.

Figura 2. Gel representativo de poliacrilamida al 8%,
tefiido con nitrato de plata. MP: Marcador de peso
molecular (50pb); carriles: 1, 2, 3, 4, 5, 7 y 8: muestras
negativas; carril 6: control positivo de T. gondii (114pb);
carril 9: control negativo

Losroedoresrepresentanel masabundantey diverso
orden de mamiferos y tienen una participacién
activa en la ecologia de la cadena alimenticia y la
transmisiéon de multiples pardsitos y otros patégenos
a seres humanos y animales domésticos o silvestres.
Estos mamiferos estan ampliamente distribuidos
en la Peninsula de Yucatdn, principalmente M.
musculus, R. rattus y P. Yucatanicus (Hernandez-
Betancourt et al., 2012; Panti-May et al., 2012;
Panti-May et al., 2016). Dichas especies han sido
identificadas en distintos estudios como reservorios
de agentes patégenos zoondticos tales como
Leptospira spp. (Torres-Castro et al., 2014), Rickettsia
felis (Panti-May et al., 2015), R. typhi (Peniche-Lara
etal., 2015), Trypanosoma cruzi (Zavala-Veldzquez et
al., 1996), Flavivirus (Cigarroa-Toledo et al., 2016);
entre otros; por lo que su relevancia en los ciclos de
infeccién de enfermedades zoonéticas circulantes
en la region es evidente.

La informacién generada en México sobre la
participaciéon de los roedores sinantrépicos en el
ciclo de infeccién de T. gondii es limitada y escasa.
Existen estudios serolégicos realizados en el Estado
de Durango por Dubey et al. (2009), que reportan
seroprevalencias de 0.8% para ratones y 3.1% para
ratas, capturadas en un area urbana. Asimismo,
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Roch & Varela (1996), reportan la circulaciéon de
anticuerpos contra T. gondii de 36.3% en 350 ratas
capturadas en la Ciudad de México. En lo referente
a roedores silvestres, el estudio de corte serolégico
realizado por Rendén-Franco et al. (2014), reporta
anticuerpos contra T. gondii en las especies Sigmodon
hispidus 'y Liomys irroratus; igualmente, reportan
no haber encontrado anticuerpos en individuos
Peromyscus spp.

En el presente estudio no se detectaron individuos
positivos a la prueba de PCR, lo cual es indicativo
de que T. gondii no se encuentra en el tejido
encefélico; no obstante, la infeccién por T. gondii
en pequefios roedores no siempre se presenta a
nivel de las estructuras nerviosas, consecuencia
de la respuesta inmune del propio hospedero, lo
cual se ve reflejado en la habilidad para controlar
la distribucién de ooquistes y la disminucién de su
patogenicidad (Dubey & Frenkel, 1998). Asimismo,
la toxoplasmosis presenta un amplio rango de
manifestaciones clinicas segin la especie de
hospederos afectados; asi, en la infeccién crénica,
el parasito tiene la capacidad de distribuirse en
distintos 6rganos parenquimatosos ademds del
cerebro, principalmente corazén y masculo estriado
(Hernandez-Cortazar et al., 2015); tejidos que no
estuvieron disponibles para su uso en la presente
investigacion.

La infeccién por T. gondii en roedores se presenta
debido a la interacciéon de diversos elementos
ecolégicos que incluyen factores abidticos como el
clima y la sobrevivencia de los ooquistes infecciosos
y factores biolégicos como la susceptibilidad de las
distintas especies de roedores a la infecciéon por
T. gondii y sus genotipos, patrones diferentes de
transmisién congénita en roedores y gatos, asi como
los cambios en el comportamiento de los roedores
infectados, los cuales se vuelven mas susceptibles
a la depredacién (Dabritz et al., 2008; House et al.,
2011).

El mecanismo de transmision de T. gondii en
los roedores es principalmente por el consumo
accidental de ooquistes infecciosos y resistentes
en el suelo donde viven o por fuentes de agua
contaminadas (Dubey & Frenkel, 1998). Los
reportes de prevalencia de T. gondii en roedores
sinantrépicos naturalmente infectados muestran
una gran diversidad. Sin embargo, esta amplia
variaciéon depende del método de identificacién
empleado (Vujani¢ et al., 2011), lo cual es otro
aspecto que pudo influir en los resultados negativos
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del presente estudio, ya que el empleo de un solo
par de oligonucleétidos pudo haber restringido la
sensibilidad de la prueba diagndstica (Boughattas
etal., 2014).

Conclusiones

En el presente no se detectaron animales positivos
a T. gondii en muestras de cerebro; sin embargo,
es necesario aumentar el namero y tipo de tejidos
(corazén y miusculo esquelético) empleados en
la extraccion de ADN y la consecuente prueba
molecular; asimismo, deben wutilizarse otras
pruebas diagnosticas, serolégicas (ELISA) y directas
(histopatologia), para determinar cabalmente que
T gondii no se encuentra infectando a roedores de
Yucatan, México.
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