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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo detectar la presencia de Toxoplasma gondii
en carne de consumo humano proveniente de bovinos, ovinos y porcinos expendidos en
los diferentes mercados del distrito de Cajamarca mediante la amplificacion del Gen B1
de T. gondii. Para ello se colecté muestras de carne de mercados de abasto del distrito de
Cajamarca; seguidamente se realizo la extraccion de ADN gendmico total de las muestras,
mediante el uso de Fenol, Cloroformo, Alcohol isoamilico, el cual fue analizado con
respecto a su calidad y cantidad para luego servir de molde para la PCR Anidada con dos
pares de cebadores de inicio y reversa los cuales permitieron la amplificacion de la
secuencia del Gen B1 de T. gondii. Se logré detectar la presencia del gen B1 de T. gondii
en un 25% (13/52) del total de muestras de carnes analizadas. Un 19.05% (4/21) de las
muestras positivas fueron de bovino, 37.5% (6/16) fueron de ovino y 20% (3/15) de
porcino. Ademas, se encontro que la mayor frecuencia de carnes positivas (27.2%)
procedieron del Mercado San Sebastian (3/11), seguido del Mercado Modelo con 25.81%
(8/31), luego el Mercado Central con 16.67% (1/6) y el Mercado San Martin con 25%
(1/4). Esta investigacion ha demostrado la presencia de T. gondii en diferentes tipos de
carne de consumo humano comercializados en el distrito de Cajamarca, lo cual significa

que la poblacién esta en un alto riesgo de infeccidn por este parasito.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, carne, ADN, bovino, ovino, porcino
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ABSTRACT

The objective of this research was to detect the presence of Toxoplasma gondii in meat
for human consumption from cattle, sheep and pigs that is sold in the different markets
of the district of Cajamarca through the amplification of Gen B1 of T. gondii. For this,
the extraction of DNA from meat samples was carried out using Phenol, Chloroform,
Isoamyl Alcohol, which was analyzed with respect to its quality and quantity to later serve
as a template for the Nested PCR with two pairs of start primers. and reverse which
allowed the amplification of the sequence of Gene B1 of T. gondii. The presence of the
T. gondii B1 gene was detected in 25% (13/52) of the total meat samples analyzed. Of the
total samples analyzed, 19.05% (4/21) were from cattle, 37.5% (6/16) were from sheep
and 20% (3/15) from pigs, it was also found that the highest frequency of positive meats,
27.2 % came from Mercado San Sebastian, which had the highest frequency with 27.27%
(3/11) positive meat samples, followed by Mercado Modelo with 25.81% (8/31) of
positive samples, then Mercado Central with 16.67% (1/6) of positivity and the Mercado
San Martin with 25% (1/4). This research has shown the presence of T. gondii in different
types of meat for human consumption marketed in the district of Cajamarca, which means

that the population is at high risk of infection by this parasite.

Keywords: Toxoplasma gondii, meat, DNA, cattle, sheep, pigs



INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias han influido en forma determinante en la evolucion de la
historia del hombre, siendo en algunos casos causa de alta mortalidad (1). Toxoplasma
gondii es el agente causal de la Toxoplasmosis, enfermedad considerada como la cuarta
entre las veinticuatro mas peligrosas para los seres humano (2) y afecta a diferentes
especies animales (3), teniendo como hospedador definitivo a los felinos domésticos y
salvajes (4), ademés son también portadores de la forma infectante los bovinos, ovinos,
porcinos y las aves (5), animales de abasto que permiten la obtencién de proteina
necesaria para el desarrollo y supervivencia de los seres humanos, siendo la carne de estos
de venta comun y un medio de infeccion de este parasito (6). Se han llevado a cabo varios
trabajos relacionados a la seroprevalencia en animales y humanos (7,8) y se ha
demostrado que esté presente entre el 35% y 50% de la poblacion a nivel mundial (9)
Ademas diferentes trabajos demuestran la presencia del parésito en carne (10-14) y agua
(12,15,16). En nuestro pais se ha reportado prevalencias sobre el 77.2% (17), sin embargo,
no se han realizado estudios que demuestren la presencia del parasito en carnes de
consumo humano ni la diversidad genética de este, siendo le Tipo | de T. gondii el
causante de enfermedad clinica (18). Es en este contexto que el objetivo de este trabajo
de investigacion fue detectar molecularmente la presencia de T. gondii mediante la
aplicacion de técnicas moleculares que permitan obtener datos reales del nivel de
infeccidn que se presenta en las carnes que son expendidas en los mercados de la ciudad
de Cajamarca y de esta forma ser un antecedente para futuras investigaciones.
Estructuralmente, esta investigacion esta constituida por cinco capitulos: en el
capitulo | se plantea el problema de la investigacion cientifica, la formulacion,
justificacion y objetivos; en el capitulo Il se realiza la descripcién del marco teoérico

empleado para dar sustento a la investigacion, en el capitulo 111 se presenta las hipétesis



y la operacionalizacion de las variables; el capitulo IV describe la metodologia utilizada;
y en el capitulo V se hace la presentacion de los resultados de la investigacion a través de
fotografias de los geles obtenido y graficos con su respectiva discusion de resultados.

Finalmente se sefialan las conclusiones y las recomendaciones.

Xi



CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema.

Las zoonosis son infecciones transmisibles de los animales al hombre (1). Toxoplasma
gondii es un protozoario que infecta animales de sangre caliente incluyendo el hombre
(19,20), este se infecta por ingestion de alimentos y agua con ooquistes esporulados de T.
gondii 0 por transmisién congénita (6,12,20). En humanos es responsable de la pérdida
de la vision en al menos un 1% de las personas infectadas (21) y presenta alta morbilidad
de fetos y pacientes inmunosuprimidos (22,23). T. gondii como hospedadores definitivos
a felinos salvajes y domésticos, los que liberan en las heces la forma resistente del parasito
(3,24-26). T. gondii es prevalente a nivel mundial (9) varia de acuerdo con factores
culturales, geograficos, climaticos y de exposicion (27). En los seres humanos se
encuentra sobre el 35% de la poblacién (9,21) y puede producir esquizofrenia (28) y
especificamente en mujeres embarazadas producir muerte fetal y lesiones neurologicas y
oculares con consecuencias incapacitantes (22,29). La OMS ha clasificado a T. gondii
como el cuarto parasito mas peligroso de las parasitosis a nivel mundial ocasionadas por
el consumo de alimentos (2).

En ese sentido, y siendo Cajamarca un distrito con consumo diario de carne de diferentes
especies y contando con varios mercados publicos para su venta, es que se propone

determinar la presencia de Toxoplasma gondii en carnes de consumo humano.



1.2 Formulacion del problema

Frente a este problema es que se planted la siguiente pregunta:
¢Existe presencia de T. gondii en las carnes de consumo humano expendidas en los

mercados del distrito de Cajamarca en el afio 2021?

1.3. Justificacién de la investigacion

Se conoce que T. gondii infecta animales de sangre caliente, como bovinos, aves, porcinos
y otros, de los cuales su carne se usa para el consumo humano, razén por la cual se han
identificado como fuentes de infeccion. En Cajamarca no existen estudios que indiquen
la presencia o ausencia de este protozoo en las carnes que diariamente consume la
comunidad. Esta falta de informacion permite que se expendan carnes que constituyan
riesgo de infeccion por T. gondii en consumidores, especialmente de gestantes y pacientes
inmunocomprometidos. Por lo tanto, se hace necesario realizar estudios que ayuden a
determinar la presencia de T. gondii en las carnes de consumo humano que se expenden
en los diferentes mercados de Cajamarca mediante la deteccion del gen B1 de T. gondii
en muestras de carne de bovino, ovino y porcino, ademas de determinar la diversidad
genética de los linajes de T. gondii mediante la Restriccién de Fragmentos Polimérficos

(RFLP).



Objetivos de la investigacion

1.4.1 Objetivo general
Determinar la presencia de T. gondii en carnes de consumo humano expendidas
en los mercados del distrito de Cajamarca, mediante la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa.

1.4.2 Objetivos especificos
1. Determinar la frecuencia del gen B1 de T. gondii en carne de bovino,
ovino y porcino.
2. Determinar la diversidad genética del gen B1de T. gondii mediante

Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion - RFLP



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio

Antecedentes Nacionales

En nuestro pais se reportan varios estudios relacionados a T. gondii, dentro de
ellos los realizados en animales en el 2009, Chang (30) en 249 muestras de sangre de
Ilamas, en la sierra central hallando una seroprevalencia moderada de 13.7% (34/249),
Cerro et al. (31) sobre la frecuencia de T. gondii en Lima en 178 muestras, aplicando dos
técnicas, reportando seroreactores en hemaglutinacion 11.2% y en inmunofluorescencia
indirecta 17.9%, asi también el realizado por Chavez et al. (32) en 1119 caprinos hallando

una seroprevalencia de 28.15%.

Para el caso de humanos solo existe un trabajo publicado por Silva — Diaz y Diaz
- Ginez. (17) en 92 muestras de donantes de sangre en el Hospital Il de Tarapoto, hallando
una seroprevalencia de 77.2% sugiriendo la posible transmisién del parasito por

transfusion sanguinea.

Antecedentes Internacionales

Se han llevado a cabo muchos estudios en el mundo acerca de esta enfermedad,
utilizando diferentes técnicas para su deteccion, siendo la identificacion de anticuerpos
las principales tanto en humanos como en animales (5,7,33,34). El uso de nuevas técnicas
como las de biologia molecular son ahora utilizadas para la deteccion de T. gondii
(10,11,35-42). Tal es asi, el trabajo realizado por Mahami-Oskouei (42) en el que se

detecta la presencia del gen B1 de T. gondii y la identificacion de genotipos por RFLP



(Restriction Fragment Length Polymorphism) en 150 muestras de carne de pollo, bovino
y ovino en diferentes regiones al noreste de Irdn hallando un 26 (17.33%) muestras
positivas a T. gondii, siendo 4 (8%) de pollo, 8 (16%) de bovino y 14 (28%) de ovino,
ademas de identificar el genotipo | en todos los amplificados.

Del mismo modo en China realizé un estudio en 2215 mejillones colectados al
azar, en los que se realiz6 la amplificacion del gen B1 de Toxoplasma gondii en 55
muestras (2.48%) de las muestras analizadas, siendo el primer estudio en confirmar la
presencia del parasito en productos acuaticos (43). También se han realizado estudios en
vegetales, como el de Slany (44) en 292 muestras de vegetales que incluyen zanahorias,
pepinos y lechugas hallando positividad a T. gondii en 9.2% (28/292) de muestras
analizadas.

En Colombia se realizé un primer estudio en 180 muestras de carne de porcino,
bovino y pollo, 20 muestra de cada especie, en las ciudades de Manizales, Pereyra y
Armenia, para lo cual utilizaron una PCR anidada y luego la amplificacion del Gen B1
de T. gondii, en las que 95 muestras, es decir el 52.7% amplificaron una region de 160
pares de bases, considerandose positivas, con respecto a la carne de cerdo se detectaron
un total de 42 de 60 muestras, lo que representa el 70% de muestras positivas, seguida
por las de bovino con 29 de 60, es decir 80% de positividad y 24 de 60 en pollo lo que
representa un 70% de positividad por especie (11).

Del mismo modo en Sincelejo — Sucre, Colombia, en el afio 2014 se analizaron
120 muestras de carne, 40 de bovino, 40 de porcino y 40 de pollo, hallando positividad
en 38 de 120, 32% a la presencia del gen B1 de T. gondii, para pollo 13 de 40 muestras
positivas, representando el 35%, en cerdo 14 de 40 positivas, que equivale al 35.5% y en

bovino 11 de 40, lo que equivale a un el 27.5% (10) de positividad.



En ese mismo afio en Iran, Azizi et al., (45) realiz6 un estudio en muestras de
carne y visceras de 50 bovinos y 70 ovinos, reportando 8.57% de positividad para el
primero y 38% para el segundo al analisis molecular, pero antes en el 2010, Asgari et al.
(14) detect6 una prevalencia similar del 37.5%.

Finalmente, el trabajo realizado por Medina et al. (41) en Ibagué, Colombia
menciona presencia del gen B1 de T. gondii en 22.5% (14/62) de muestras de carne de

porcino y en 19.3% (12/62) muestras de carne de res.

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Toxoplasmosis

Es una zoonosis, causada por el parasito intracelular obligado T. gondii, el cual fue aislado
en un inicio por Charles Nicolle y Manceaux en 1908, de roedores del Africa identificados
como Ctenodactylus gundii (4,26). La infeccion en humanos se ha extendido en todo el
mundo y la frecuencia varia mucho segun las zonas geogréficas y los habitos alimentarios

(12,27,46) .

2.2.2 Etiologia
T. gondii ha pasado por multiples clasificaciones hasta la actual, teniendo como

nomenclatura taxonémica mas aceptada de este protozoo (esporozoo) la siguiente:

Reino : Protista
Subreino : Protozoo
Phylum : Apicomplexa
Clase : Coccidia
Familia : Sarcocystidae
Género : Toxoplasma
Especie : Toxoplasma gondii

Fuente: Soulsby 1987 (47)



T. gondii lleva este nombre porque morfologicamente tiene una forma arqueada, ademas
proviene del griego toxon que significa arco y plasma que significa forma (48). El parasito
existe en tres formas infectantes por Ooquiste u oocisto: es la forma de resistencia en el
medio ambiente y mide de 10 a 12 um de diametro. Los taquizoitos o trofozoitos que son
de forma semilunar con longitud de 5 a 8 um y ancho de 3 um, por Gltimo, los bradizoitos,
contenidos en los quistes intratisulares, los cuales tienen 5-100 pum de diametro,

constituyendo los que constituyen la forma de resistencia al medio interior (49,50).

2.2.3 Ciclo bioldgico

Este se divide en dos: Ciclo sexual, el cual se da por gametogonia en las células epiteliales
del intestino delgado de los gatos, el que es su hospedero definitivo y de algunos otros
felidos; y un ciclo asexual que ocurre en los tejidos extraintestinales de los félidos y de
otros hospedadores, incluido el hombre, todos estos como hospederos intermediarios

(6,26).

2.2.4 Ciclo sexual

El gato es infectado al ingerir animales (roedores y aves) portadores de quistes o0 bien
vegetales contaminados con ooquistes, estos al ubicarse en el intestino como
enteroquistes, se diferencian en microgametos femeninos y masculinos (51). Su
fecundacion da origen a un ooquiste diploide y no esporulado que es eliminado con las
heces (6,40). Es asi que millones de ooquistes formados por dos esporoquistes y cada uno
con cuatro esporozoitos, se excretan asi en el transcurso de las tres semanas siguientes a
la primera infeccion del gato, luego en el medioambiente se da la esporulacion, esto entre
uno a cinco dias, volviéndose infectantes (4,6,51). La gran resistencia que tiene la pared

del ooquiste permite al parasito sobrevivir mas de un afio en el suelo cuando las



condiciones de humedad y temperatura (4-37°C) son favorables, convirtiéndose en una

fuente de contaminacion para el hombre y los animales (6,19,48,51,52).

2.2.5 Ciclo asexual.

Los humanos y animales se infectan por la ingestion de ooquistes maduros procedentes
de las heces de los gatos o de las formas quisticas presentes en los tejidos de otros
animales, cuyas carnes son ingeridas crudas o mal cocidas en los que se dan invasiones
extraintestinales, dandose un ciclo incompleto de reproduccién (6,24,51). En estos casos
la infeccion es aguda dandose la reproduccion intracelular de los taquizoitos, es en ese
momento que el hospedero desarrolla inmunidad, la infeccion se hace cronica y se forman
los verdaderos quistes con los bradizoitos, este mismo proceso también se da en los gatos

que a la vez son hospedadores definitivos (6,26,48,53).

2.2.6 Patogenia

Los parasitos son liberados de los quistes intratisulares (bradizoitos) o de los oocistos
(esporozoitos) por el proceso digestivo en el tracto gastrointestinal del hospedero, estos
se multiplican en los enterocitos, y a continuacion, los trofozoitos formados se diseminan
por el torrente sanguineo o linfatico parasitando las células de una variedad de 6rganos
particularmente tejidos linfaticos, musculo esquelético, miocardio, retina, placenta, y mas
frecuentemente, el sistema nervioso central (SNC) (48,53-55). Los trofozoitos penetran
en las células de forma activa gracias a sus movimientos y a la produccion de
hialuronidasas y lisozimas (56). En estas células se multiplican por endogénesis, forman
acumulos citoplasmaticos y provocan lesiones tisulares como consecuencia de la

destruccion celular y una reaccion inflamatoria (57,58).



2.2.6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es un método de biologia molecular, que se realiza “in vitro”, el cual permite
obtener y amplificar un fragmento de la secuencia de ADN, obteniéndose multiples copias
a través de repetidos ciclos, con diferentes periodos de tiempo y temperaturas de
incubacion en presencia de una enzima ADN polimerasa termoestable (59). Esta es una
técnica que ha sido estandarizada para la deteccion de T. gondii en muestras de diferente

origen (60,61).

La PCR consta de tres fases, una primera fase es la desnaturalizacion de la molécula de
ADN, donde la doble cadena que se amplificara es separada mediante la aplicacion de
altas temperaturas, 95°C durante 20-30 segundos, una segunda fase llamada de
hibridacion, en donde los “Primers” o “Cebadores” que son pequefos fragmentos de
ADN disefiados una computadora, se acoplan a una region complementaria del ADN
molde, sefialando una pequefia region que daré inicio a la clonacion en doble cadena al
ser reconocida por la polimerasa. Esta fase se realiza a una temperatura entre 50- 60°C,
durante 10 a 60 segundos y una tercera fase que es la extension en la cual la enzima
incorpora los nucledtidos complementarios (ANTP’s) a la cadena molde, en el sentido 5°-
3"a partir de los oligonucleotidos ordenados (Primers) previamente pegados; esto se da a
una temperatura de 72°C, y el tiempo dependera del tamafio de la region a amplificar,

utilizando 1 minuto por cada 1000 nucleétidos de extensién como regla general (59).

2.2.7 Gen B1 de Toxoplasma gondii

Este gen es uno de los mas utilizados por su alto nivel de conservacion, repetibilidad y la

frecuencia con que es usado para el diagndstico pues es altamente especifico y sensible



(62,63). Este gen es el méas usado en diferentes estudios clinicos con PCR y PCR Anidada

(64-67) y la deteccidn de T. gondii en muestras de tejidos (10,38,41,68) y agua (69).

2.2.8 Diversidad genética de Toxoplasma gondii

La diversidad genética de T. gondii esta relacionada con tres linajes clonales conocidos
como Tipo I, Il y Il pertenecientes a los locus polimérficos del antigeno de superficie
SAG2 (37). Las linajes tipo | y 11 son prevalentes tanto en aislamientos de animales como
en humanos (70) estando la cepa tipo 1 el relacionado con virulencia aguda en el ratén
(33,71,72), es asi que estos linajes clonales se han estudiado correlacionandolos con las
diferentes formas clinicas de toxoplasmosis congénita, hallando el tipo 1l en 65% de
aislamientos de casos de pacientes con VIH y el tipo Ill cominmente en animales y
ocasionalmente en humanos, esto sugiere que el genotipo de la forma parasitaria

determina el progreso y la severidad de la enfermedad (18).
2.3 Hipotesis

T. gondii esta presente en carne de diferentes especies expendida en los mercados del

distrito de Cajamarca.
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2.4 Variables

Variable independiente: Carne de diferentes especies (bovino, ovino y porcino).

Variable dependiente: Presencia de Toxoplasma gondii.

Variable

Dimensiones

Definicion conceptual

Indicadores

Técnica

Fuentes

Carne de diferentes
especies (bovino,ovino

y porcino).

Presencia de

Toxoplasma gondii

Carne de bovino
Carne de ovino

Carne de porcino

Presencia del
parasito Toxoplasma

gondii

Parte del cuerpo de los animales
preparada para el consumo
humano; especialmente la de

los animales no marinos y en

particular la de las reses

Protozoo intracelular obligado
que infecta animales de sangre

caliente.

Confirmacion
molecular del gen B1

de Toxoplasma gondii.

Coleccién de muestras
de carne

PCR
Electroforesis

RFLP

Puestos de expendio

en los mercados

ADN genoémico de

Toxoplasma gondii
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CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO

3.1 Disefio y Tipo de estudio
Investigacion basica, no experimental, observacional descriptivo de corte

transversal.

3.2 Criterio de inclusion y exclusion
Criterio de inclusion: Carne del brazuelo de bovino, ovino y porcino.
Criterio de exclusién: Carne de otras partes de bovino, ovino y porcino.

3.3. Poblacion

Poblacidn: Esta constituida por 52 muestras de carne de consumo humano de bovino,
ovino y porcino que se expende en los mercados del distrito de Cajamarca.

Muestreo: Muestreo aleatorio simple.

Muestra: La muestra de estudio estuvo conformada por 52 muestras de carne proveniente

de cuatro mercados ubicados en el distrito de Cajamarca.

Tabla N°1: Distribuciéon de las muestras analizadas segun el mercado de
procedencia

St Bovino Ovino Porcino Total
San Sebastian (9 puestos) 4 4 3 11
Modelo (27 puestos) 14 8 9 31
Central (6 Puestos) 2 2 2 6
San Martin (5 puestos) 1 2 1 4
TOTAL 21 16 15 52

12



Tabla 1. Distribucion de las muestras analizadas segin el mercado de procedencia

Bovino Ovino Porcino

Mercado Total
San Sebastian (9 4 4 3 11
puestos)
Modelo (27 14 8 9 31
puestos)
Central (6
Puestos) 2 2 2 6
San Martin (5 1 9 1 4
puestos)

TOTAL 21 16 15 52

Unidad de Analisis

Carne de diferentes especies: Bovino, ovino y porcino.

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.4.1 Coleccion y mantenimiento de muestras de canes

Las muestras fueron obtenidas en los diferentes puestos de los cuatro mercados del distrito de
Cajamarca, se obtuvo 100g de muestra de carne de la paleta para las tres especies, bovino, ovino
y porcino, cada una fue colocada dentro de una bolsa con cierre hermético e identificada, luego
fueron transportadas al Laboratorio de Inmunologia e Investigacion de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la Universidad Nacional de Cajamarca.

Una vez en el laboratorio, las muestras se congelaron a -30 °C en un Congelador de
Laboratorio de Alto rendimiento marca Thermo Scientific™ ULT1230-USA, hasta su

procesamiento.
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3.4.2 Preparacion previa a la extraccion de ADN

Previamente, los materiales empleados como pinzas, morteros y pilones fueron lavados
con detergente liquido, luego desinfectados con alcohol 70%, se colocaron en bolsas de
polipropileno y se llevaron a congelar a -70 °C por 24 horas. Antes de iniciar el proceso
de extraccion de ADN, toda el area de trabajo fue desinfectada con lejia y a continuacion
con alcohol al 70%. Los guantes, pipetas, puntas de diferente calibre y microtubos de
1.5ml se colocaron en cabina de flujo laminar y fueron sometidos a luz UV por 30 minutos
para su esterilizacion. Las muestras de carne conservadas a -30 °C fueron previamente
digeridas antes de la extraccion del ADN gendmico por el método de Fenol, Cloroformo

y Alcohol Isoamilico 25:24:1, de acuerdo al siguiente protocolo (73,74).

3.4.2 Digestion de muestras de carne

1. Se colocé aproximadamente 10 mg de muestra de carne en un microtubo de 1.5
ml, luego se lavd con agua destilada tres veces.

2. La muestra fue retirada y se colocd en un microtubo nuevo de 1.5 ml para
congelarse en nitrogeno liquido por 20 segundos, luego descongel6 a temperatura
ambiente. Este proceso se repiti0 3 veces para facilitar la posterior

homogenizacién.
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Figura 1. Muestra de carne congelada en nitrégeno liquido lista para ser

homogenizada en un mortero.

3. La muestra se coloco en el mortero y con ayuda de un pilén se homogeniz6 hasta
que el tejido tomd consistencia de un polvo.

4. Se agrego6 500 ul de agua ultra pura Milli Q®, luego se aspird y dejo el contenido
varias veces. A continuacion, con un tip de 1000ul se trasvaso el material en un

nuevo microtubo de 1.5 ml.

Figura 2. Obtencidn de polvo de tejido (carne) listo para el proceso de

digestion.

5. Se agreg0 a cada microtubo 1000 ul de buffer de lisis y se homogenizo en Vortex

por 20 segundos, luego se llevd los microtubos a centrifugar a 14 000 rpm por 5

15



minutos a temperatura ambiente (18 a 20°C) y se descarto el sobrenadante dejando
solo 50ul del liquido por encima del pellet.
6. Se agreg6 500 pl de buffer de lisis y se homogeniz6 por inversion, después se
agrego 20ul de B-mercapto etanol y luego 10 pl de Proteinasa K a cada microtubo.
7. Finalmente se incubd toda la noche en Bafio Maria a 56° C y se agit6 en Vortex a

las 2 horas de iniciado el proceso y 2 horas antes de finalizar.

Figura 3. Microtubos con muestras de carne colocados en Bafio Maria a 56°C.
3.4.3 Extracciéon de ADN de muestras de carne utilizando Fenol — Cloroformo —
Alcohol Isoamilico

Se utilizé el método descrito por Sambrook et al. (75).

1. Se agregd a cada microtubo (que contiene la muestra previamente digerida del
paso anterior) 500 pl de la mezcla: Fenol/Cloroformo/Isoamilico 25:24:1, luego
se agitd en Vortex por 15 segundos y a continuacion se centrifugd a temperatura
ambiente a 14 000 rpm por 5 min para separar las fases, una fase acuosa en la
parte superior donde se encuentra el ADN y una fase organica en la parte inferior

con residuos proteicos.
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Figura 4. Microtubo luego de centrifugacion a 14000 rpm donde se observa la
fase acuosa y la fase organica.

Se transfirio la fase acuosa (superior) a otro microtubo, evitando pipetear la
interfase, luego se agregd 600 pl de isopropanol al 100% a temperatura ambiente
y se mezclo por inversion (se repitié aproximadamente 50 veces).

Se llevé los tubos a centrifugar a 14 000 rpm durante 15 minutos a temperatura
ambiente, de esta manera se obtuvo el pellet de ADN.

Se descarto el sobrenadante y a continuacion se agrego 1000ul de etanol al 70%
a temperatura ambiente para lavar el pellet., nuevamente se centrifugo a 14 000
rpm por 5 minutos y se volvio a descartar el sobrenadante, el lavado con etanol
70% se repiti6d por 2 veces mas.

Finalmente se llevo a la estufa a secar el pellet por 2 horas a 37°C, dejando el tubo
destapado e inclinado sobre papel filtro verificando que no queden restos de etanol
en el tubo, sequidamente se le agreg6 50 ul de agua ultrapura con la finalidad de
resuspender el ADN. Se incubd a 37°C por 30 minutos en Bafio Maria y se

congeld a -30°C hasta su evaluacion en Nanodrop.
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3.4.4 Evaluacion de la calidad y pureza del ADN por espectrofotometria
La evaluacion de calidad y concentracion de las muestras de ADN se llevo a cabo
mediante espectrofotometria en Nanodrop 2000 (Thermo Fisher), a 260 nmy 280 nm.
Para determinar la concentracién de ADN se midié a 260 nm y su pureza se calculd
mediante la relacion de absorbancia 260/280 nm. Ademas, se evaluo el pardametro a
230 nm para ver el grado de contaminacion por fenol mediante la relacion de

absorbancia 260/230. A continuacion, se describe el protocolo empleado:

1. Se levanté el brazo del Nanodrop y se coloco en el pedestal 1 pl de agua grado
molecular, con la finalidad de blanquear el equipo, después se limpid con papel
secante la parte del brazo del equipo que tiene contacto con el agua y el pedestal.
Antes de iniciar la medicion de las muestras se tomo la medida de agua ultrapura
para verificar que esta no esté contaminada con nucledtidos o proteinas.

2. Cada muestra es colocada en el pedestal para hacer la medicion respectiva. Las
mediciones de concentracion y pureza del ADN se evidencian en la pantalla del
computador a través de un software instalado en el mismo. Los valores leidos se
almacenan en una hoja de datos que se muestra en la parte inferior de la pantalla
con el nombre de la muestra, los valores de las lecturas y la fecha. Con estos datos
se obtuvo un archivo Excel con toda la informacion.

3. Después de leer todas las muestras, se colocd 1 uL de agua ultrapura para de esta
manera limpiar el cabezal del Nanodrop. Las muestras de ADN obtenidas fueron

conservadas a -30 °C.
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Figura 5. Evaluacion de la calidad de ADN genomico a partir de muestras de

tejido (carne).
3.4.5 Primers
Los primers para la amplificacion correspondientes del Gen B1 de T. gondii se
disefiaron a partir de las secuencias completas de nucledtidos disponibles en las
bases de datos del Gen Bank y a partir de estudios realizados por otros
investigadores, obteniéndose las secuencias: ToxoN1
GGAACTGCATCCGTTCATGAG y ToxoCl TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC
para la primera amplificacion y ToxoN2: TGCATAGGTTGCCAGTCACTG vy

ToxoC2: GGCGACCAATCTGCGAATACA (10,41,63,76)

3.4.6 Amplificacion del ADN por PCR Anidada
La amplificacion de los fragmentos de ADN del Gen B1 de T. gondii se realizé a
partir de 1ul del ADN extraido. Para este proceso se empleo el kit comercial KOD

Hot Start DNA Polymerase, con el siguiente protocolo:

19



1. En un microtubo de 1,5 ml estéril, libre de ADNasas se combind por muestra: 32 pl
de agua grado molecular, 5 pl de Buffer DNA, 3 pl de MgSO4, 5puL dNTP, 1,5ul de
primer forward ToxoN1 GGAACTGCATCCGTTCATGAG, 1,5 pl de primer
reverse ToxoC1 TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC, dando un volumen final de 48 pl,
que fueron servidos en microtubos de 200 ul. A cada microtubo se agreg6 1 pl del
ADN obtenido de cada muestra y finalmente 1 pl de la enzima Kod Hot Star
Polymerase.

2. Las condiciones de reaccion se dieron en un termociclador Bio-Rad modelo T100 y

fueron:

Tabla 2. Programa de PCR para primera amplificacion de gen B1 de T. gondii.

94 °C por 5 minutos

94 °C por 1 minutos

53 °C por 1 minutos 35 ciclos

72 °C por 1 minutos

72 °C por 3 minutos

4 °C por 3 indefinidamente

3. El primer producto amplificado obtenido fue utilizado como molde para realizar la
segunda reaccion, la cual tuvo la misma concentracion de la primera reaccion de PCR
y los primer usados fueron ToxoN2: TGCATAGGTTGCCAGTCACTG y ToxoC2:

GGCGACCAATCTGCGAATACA, las condiciones de reaccion fueron:
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4. Tabla 3. Programa de PCR para la segunda amplificacion de gen B1 de T. gondii.

94 °C por 5 minutos

94 °C por 1 minutos

53 °C por 30 segundos 30 ciclos

72 °C por 30 segundos

72 °C por 10 minutos

4 °C por 3 indefinidamente

5. Finalmente, las amplicones se conservaron a -20 °C hasta su deteccion por

electroforesis.

3.4.7 Deteccion de fragmentos amplificados (bandas) por electroforesis en gel.

El producto de la PCR se analiz6 mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1.2 % preparado con Tris Borato EDTA 0.5X (TBE), y tefiido con SYBR
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) (10 ul), segun el protocolo siguiente:

El gel solidificado se coloco en el sistema de electroforesis y también fue cubierto
con TBE. En el primer pocillo se colocé el marcador de peso molecular de 100 pb
(pares de bases) + buffer de siembra, a razon de 5 pl + 1 pl respectivamente, luego
el control negativo (master mix sin ADN), y luego los amplificados, todos a razon

de 4 ul + 1 pul de buffer de corrida.

Se conecto a la fuente de poder, se hizo una corrida inicial por 10 minutos a 80
voltios y luego a 100 voltios por 45-50 minutos mas. Finalizada la corrida
electroforética, las bandas se observaron con transiluminacion de luz UV en un
Visi-Blue TransilluminatorTM (UVP). Las bandas fueron fotografiadas para su

posterior analisis.
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3.4.8 Restriccion de Fragmentos Polimérficos con enzima Pmll (Eco72l)
Para este procedimiento se usO los fragmentos amplificados del gen B1 de T.
gondii de origen bovino, ovino y porcino y se siguio el siguiente protocolo

proporcionado por el fabricante de la enzima de restriccion Pmil (Eco72l).

En un microtubo de 200 pl de volumen agregar 16 ul de agua libre de nucleasas,
a continuacion 2 pl del Buffer Tango 10X, 1 pl del ADN amplificado y finalmente

1 pl de la enzima de restriccion Pmll (Eco72l).

1. Se llevé a Bafio Maria por 1 horaa 37°C,
2. Finalmente se llevo a electroforesis en gel de Agarosa al 2% a 100 voltios por

35 minutos y luego al transiluminador para su observacion y documentacion.

3.4.9 Analisis de los fragmentos amplificados
Las bandas de los fragmentos amplificados fueron fotografiadas con un equipo foto-
documentador MicroDOC Basic System (Cleaver Scientific Ltd.); luego medidas
por aproximacion al marcador de peso molecular (MPM) mediante la utilizacion
del software Gel Analyzer 2019®, disponible en forma gratuita en

www.gelanalyzer.com. obteniéndose los pesos moleculares individuales.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos. EI nimero total de muestras
analizadas fue 52, de las que se obtuvo ADN total en dptimas concentraciones y calidad.

Tabla 4. Frecuencia del gen B1 de Toxoplasma gondii con respecto al lugar de obtencion
de la muestra y el tipo de carne.

Variable N° de muestras ~ N° muestras Porcentaje de
analizadas positivas positividad
Mercado
San Sebastian 11 3 27.27
Modelo 31 8 25.81
Central 6 1 16.67
San Martin 4 1 25.00
Total 52 13 25
Tipo de carne
Bovino 21 4 19.05
Ovino 16 6 37.50
Porcino 15 3 20.00
Total 52 13 25.00

Mediante el uso de primers a los que denominamos ToxoC1, ToxoN1 para la
primera amplificacion y ToxoC2, ToxoN2 para la segunda amplificacion de la PCR
anidada se obtuvo como productos fragmentos de ADN de aproximadamente 100 pb, los
que pertenecen al gen B1 de T. gondii, estas bandas, producto de la amplificacidn de este
gen fueron analizados con el programa GelAnalyzer 10.0, lo que nos permitié confirmar

que se amplificaron las moléculas correspondientes al gen B1 en estudio.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% mostrando bandas de
aproximadamente 100pb correspondientes al gen B1 de T. gondii a partir de muestras de
carne de Bovino. MW: Marcador de peso molecular.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% mostrando bandas de

aproximadamente 100pb correspondientes al gen B1 de T. gondii a partir de muestras de

carne de Ovino. MW: Marcador de peso molecular.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando bandas de aproximadamente
100pb correspondientes al gen B1 de Toxoplasma gondii a partir de muestras de carne de
Porcino. MW: Marcador de peso molecular.

La presencia de T. gondii en carne consumo humano constituye desde ya una
fuente de infeccion para seres humanos y por ende un problema de salud puablica
(11,40,42,77), ya que este parasito trae como consecuencia problemas reproductivos
relacionados con aborto y toxoplasmosis congenita en seres humanos (29,40,78) y
animales (34), también problemas oculares como uveitis, retinitis, neuroretinitis, las que

terminan en ceguera (22,53,79) y mentales como la esquizofrenia (28,77).

De las 52 muestras de carne analizadas, el 25% (13/52) fueron positivas a la
presencia del gen B1 de T. gondii. Con respecto a la carne de bovino en este estudio se
reporta 19% (13/52) de muestras positivas muy similar al 19.3% reportado por Medina et
al. (41) y relativamente mayor a lo mencionado por Azizi et al. (45) con 8.57%, Mahami-
Oskouei et al. (35) quienes hallaron 17.33% por debajo del 27.5% reportado por Campos-
Portacio et al.(10) y el 52.7% de Lora et al.(11), en todos los casos se detecta a T. gondii,
esto probablemente se deba a las condiciones de crianza que reciben los animales, los que
pueden infectarse por el consumo de ooquistes en los pastizales y el agua de bebida

(19,51).
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En el caso de las muestras provenientes de ovino, hallamos presencia del gen B1
en el 37.5% (6 de 16), siendo esta especie en la que se detectd mayor cantidad de
positivos, este valor el muy consistente al 38% que reporta Azizi et al., (45) y el 37.5%
mencionado por Asgari(14). Es valido mencionar que en los ovinos T. gondii es uno de
los principales agentes abortivos (80,81), y ha sido detectado en diferentes partes
comestibles de la carne de ovino (82,83). Si bien en este estudio no se han detectado los
linajes Tipo Il y Il como en los reportados por Melo et al. (84), Chen et al. (85) y
Sanchez-Sanchez et al. (86) ya existe un trabajo en México realizado por Martinez-Flores
et al. (87) que relaciona la presencia del gen B1 con genotipos potencialmente virulentos

a partir de ovinos naturalmente infectados.

Con respecto a la carne de porcino, se hallé un 20% (3 de 15), si bien es cierto
este valor es menor a lo que reportan Medina et al.(41) con 22.5% y Campo y Portacio
(10) con presencia del gen B1 en el 32.5% (14 de 40), para ambos casos se presentan
como el segundo tipo de carne con presencia del gen B1 de T. gondii, a su vez, el estudio
realizado por Lora et al. (11) detect6 al gen B1 en el 70% (42 de 60) de las muestras
analizadas, esto probablemente también se relacione con la forma en que crian los cerdos
en Cajamarca, los cuales son mantenidos en el traspatio o a estaca sin condiciones

higiénicas adecuadas, lo que predispone a estos animales a la infeccion por T. gondii (19).

Los resultado obtenidos y comparados con la literatura denotan las implicaciones
hacia la salud publica (6,18,37,70,71,77), poniendo en riesgo a la poblacion, hasta el
momento no se cuenta con pruebas que permitan determinar la fuente de infeccion (41)
por lo que no se sabe si se adquiere la infeccidn por ingestion de quiste en el medio

ambiente o por el consumo de carne (6,40).
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Por consiguiente, la mejor forma de evitar la infeccidén por Toxoplasma gondii es
concientizar y educar a la poblacidn que tiene mayor riesgo de desarrollar la enfermedad,

como son las personas inmunocomprometidas y las mujeres embarazadas (28,51,79,88)
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Figura 10. Mapa de distribucion de los sitios muestreados en relacion a su positividad.

En relacion a la diversidad genética hay algunos estudios en los que se muestra
que en varias regiones del mundo se presentan linajes en ciertas especies que son
hospedadoras, tanto en humanos como en animales (18,37), en este estudio se realizo la
técnica de Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion RFLP, con la cual se
pretendio evidenciar la presencia de los linajes de T. gondii usando la enzima Pmll
(Eco72l), la cual es capaz de restringir la posicion 5°...CAC GTG...3" y permite

diferenciar el linaje Tipo | ya que corta los linajes Tipo Il y I11.
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Figura 11. Electroforesis en Gel de Agarosa al 1.2% mostrando el patron de restriccion

de RFLP para la endonucleasa de restriccion Pmll (Eco72l) a partir de muestras de carne
de vacuno, ovino y porcino en las que no muestran restriccion. MW: Marcador de peso

molecular.
El total de muestras no restringieron a la enzima mencionada, esto permite

identificar a los amplificados como linaje Tipo I, siendo este el identificado en humanos
como lo menciona Howe et al. (18,37,70) y el mas virulento para ratones como lo

menciona Melo et al. (84,86).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. Este estudio concluye que el 25% (13/52) del total de carnes analizadas
expendidas en los mercados del distrito de Cajamarca fueron positivas a T
gondii mediante la deteccion del gen B.

2. La mayor frecuencia T. gondii se hallo en las carnes de ovino 37.5% (6/16).

3. La frecuencia de T. gondii hallada en carne de porcino fue 20% (3/15).

4. La frecuencia de T. gondii hallada en carne de bovino fue 19.05%.

5. Ladiversidad genética de T. gondii mediante el Polimorfismo de Longitud de

Fragmentos de Restriccion (RFLP), corresponde al linaje Tipo I.

5.2. Recomendaciones

1. Realizar estudios con mayor cantidad de muestras de carne y en diferentes
especies a las ya estudiadas.

2. Continuar con el genotipaje de aislamientos de T. gondii y llevar esta técnica
de diagnostico al andlisis en humanos lo cual nos permitira relacionar el
consumo de carnes con el tipo de T. gondii presente en la poblacion de

Cajamarca.
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ANEXO

1.- Eletroforesis de ADN gendmico obtenido de muestras de carne.

Marcador de ADN gendmico
peso molecular

Figura 6: Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% mostrando bandas de ADN

gendmico obtenidas de muestras de carne de vacuno, ovino y porcino.
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