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INTRODUCCION

De entre los abortos de tipo infeccioso Toxoplasma gondii es considerado una de las
causas mas importantes. El ganado ovino se infecta a través de alimentos
contaminados por ooquistes excretados por gatos jovenes. En la mayoria de los
casos la infeccion cursa de forma subclinica en la oveja, de manera que pasa
desapercibida. Ademas un contacto previo con la enfermedad confiere inmunidad
frente a reinfecciones. Sin embargo, cuando la infeccion tiene lugar por primera vez
durante la gestacion, 7. gondii constituye una de las principales causas de aborto y
mortalidad neonatal (1) con las consiguientes implicaciones econémicas. Estudios
previos realizados mediante examen histoldgico y anélisis serolégico de fetos
determinaron el importante papel que juega T. gondii en la etiologia de los abortos
ovinos en la Comunidad Autonoma del Pais Vasco (2). Sin embargo, el diagnostico
de la toxoplasmosis ovina es dificil de realizar basandonos en la epidemiologia al ser
ésta similar a la que se presentan en otros procesos causantes de aborto, y las
lesiones macroscopicas del feto no son concluyentes. El examen microscopico
puede esar comprometido por la autolisis, y finalmente, la serologia fetal depende
del desarrollo inmunologico del feto (3). Es por esto que hemos desarrollado una
tecnica de 2CR para la deteccion de DNA de Toxoplasma en tejidos fetales, y
completar el protocolo laboratorial del diagndstico de los abortos en NEIKER. Como
parte de un estudio mas amplio para el diagnostico de las causas de aborto ovino,
en este trabajo se exponen los resultados de la aplicacion de esta técnica de PCR a
los casos remitidos durante la paridera 1999-2000, y se comparan con los obtenidos
por histologia y serologia.

MATERIAL Y METODOS

Muestras. Las muestras estudiadas consistieron en fetos (encéfalo, bazo, puimén,
higado, rinon y liquido fetal), placentas, hisopos vaginales, sueros sanguineos vy
sangres enteras de sus madres, procedentes de 32 explotaciones. Con estas
muestras se realizaron una serie de analisis para el estudio de la causa de aborto:

Analisis anatomopatologico e histopatologico. Muestras de tejido fetal se fijaron en
formol y fueron incluidas en parafina. Secciones de 4 um se tifieron con
hematoxilina-eosina.

Analisis seroldgico. La presencia de anticuerpos frente a Toxoplasma en fluido fetal
y sueros maternos se determind mediante inmunofluorescencia indirecta (Toxospot
IF; Bio-Merieux), utilizando conjugado anti IgG ovino (SIGMA).

Otros agentes abortivos. Se investigd la presencia de otros agentes abortivos:
Chlamydia, Brucella, Yersinia, Campylobacter, Listeria, Ehrlichia phagocytophila
(fiebre por garrapatas), virus de la enfermedad de Border (BD) y fiebre Q mediante
técnicas microbiologicas, seroldgicas, parasitologicas, etc (2).
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Extraccion de DNA y amplificacion por PCR. Aproximadamente 1 g. de tejido fetal
fue homogeneizado en buffer TE. 400 ul de esta suspensiéon se digirieron con
proteinasa K y SDS, y el DNA se extrajo con fenol/cloroformo. Para determinar la
presencia de DNA de Toxoplasma en diversos tejidos fetales se ha seleccionado la
regién comprendida entre el 185 y el 5.88 rRNA (ITS1) con alta variabilidad
interespecifica pero altamente conservada dentro de la especie (99% entre cepas de
T. gondiiy y presente con 110 copias (4). Asi mismo, y para reducir al maximo la
probabilidad de contaminacion sin detrimento de la sensibilidad de la técnica se ha
usado una PCR anidada en un solo tubo. La especificidad de la técnica se determind
mediante analisis de DNA de organismos filogenéticamente préximos (Neospora
caninum y Sarcocystis sp.) y la sensibilidad por diluciones seriadas de DNA de la
cepa tipo de T. gondii RH. Tras la puesta a punto, se amplificaron 250 ng de DNA de
cada muestra por PCR anidada en un solo tubo con cebadores especificos para la
region intergénica 18S-5.8S rRNA (ITS1) de T. gondii.

RESULTADOS Y DISCUSION

La PCR amplifico un fragmento del tamano esperado (227 pb) de la region ITS1 a
partir de DNA de la cepa tipo de T. gondii RH, sin embargo no se obtuvo ningun
producto con DNA de Sarcocystis sp. ni N. caninum. Mediante diluciones seriadas se
establecio un limite de deteccion de 0.1 pg (equivalente a 1 organismo) para DNA
puro de T. gondii RH, y de 1 pg en presencia de DNA ovino.

Una vez establecidas la especificidad y sensibilidad de la técnica se analizaron un
total de 53 fetos, de los que se procesaron por PCR 145 muestras de tejidos fetales.
De éstas, 36 pertenecientes a 9 fetos y 1 mortinato procedentes de 8 explotaciones
fueron positivos (Tabla 1), sugiriendo que T. gondii estaba implicado en los abortos
ocurridos en el 25% de las explotaciones estudiadas. De entre los distintos tejidos
fetales analizados se obtuvo un mayor porcentaje de PCR-positivos en muestras de
encéfalo (9 de 9), placenta (3 de 3) y pulmodn (8 de 9). El hecho de que el 100% de
muestras de encéfalo fueran positivas por PCR estaria en concordancia con la
mayor frecuencia con que se observan lesiones histologicas asociadas a
toxoplasmosis en este tipo de tejido. Sin embargo, se observaron lesiones
compatibles con infeccion por T. gondii consistentes en focos de gliosis compuestos
por un centro necrotico eosinofilico a veces mineralizado, rodeado de células
inflamatorias, en el encéfalo de 5 de estos fetos PCR-positivos. Por PCR se detectd
DNA de Toxoplasma en todas las placentas disponibles para los casos positivos,
pero al no disponer de muestra de placenta de los otros 7 animales es dificil sacar
conclusiones sobre su idoneidad para el analisis por PCR. La serologia fetal
demostré la presencia de anticuerpos frente a Toxoplasma en 12 de las 41 muestras
de fluido fetal analizadas. Nueve de ellas correspondian a fetos con lesiones
histologicas asociadas a Toxoplasma y/o positivas por PCR (Tabla 1). No se
confirmo la presencia de ningun otro agente abortivo entre las muestras positivas a
Toxoplasma.

En todos los casos en que los resultados de histologia y serologia fueron positivos
(HP* IFI") o negativos (HP™ IFI’), la PCR fué del mismo signo. En los 4 casos en los
que la serologia fue positiva en ausencia de lesiones histologicas, uno fue también
positivo por PCR; de los otros 3, en uno se detectaron titulos muy bajos (1/8) y de
los otros dos, con titulos altos, solo se pudo procesar por PCR muestra de bazo
(Unica muestra disponible) que no es el tejido en el que se obtuvo mayor porcentaje
de positivos. Ademas, dada la distribucion focal del parasito, el analisis de una sola
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muestra de tejido reduce la probabilidad de que ésta contenga el parasito y por tanto
se pueda amplificar con éxito su DNA. El estado autolitico de otros 18 fetos impidid
el examen histopatologico. De entre estos, 3 fueron positivos tanto por PCR como
por serologia. Ademas, 1 fue positivo por PCR en todos los érganos analizados pero
negativo por IFI. Se trataba de un feto de 16 cm, lo que sugiere que se trataba de un
aborto al comienzo de la gestacion con lo cual el feto no era aun inmunocompetente,
lo que explicaria el resultado negativo de IFI.

Tabla 1. Resultados de PCR para T. gondii en relacion con histologia (HP) y
serologia fetal (IFI)

Histologia Serologia No. de No. PCR
{HP) {IF1) fetos positivos 8
+ + 5 5
22 0
+ 0 0
+ 4 1
NR 4 0
autolitico + 3 3
autolitico 9 1
autolitico NR 6 0

NR, test no realizado
§ Feto positivo por amplificacion de DNA de T. gondii por PCR en ai menos un tejido.

La ventaja de las técnicas de PCR vy serologia es su capacidad de detectar la
infeccion por Toxoplasma incluso cuando el tejido esta autolitico. Sin embargo la
PCR presenta la ventaja adicional frente a la serologia de detectar DNA de T. gondii
independientemente del estado inmunoldgico del feto, ademas de poder identificar
una infeccion transplacentaria en el caso de morinatos en los que se sospeche que
hayan tomado calostro y que darian falsos positivos por IFl. Asi mismo, y dado que
existen discrepancias a la hora de establecer un titulo de anticuerpos umbral
indicativo de infeccion en fluidos fetales, la PCR aporta un resultado mas
concluyente. En conclusion, la sensibilidad y especificidad de la tecnica de PCR en
nido en un solo tubo demuestran su utilidad para el diagnéstico de los abortos ovinos
asociados a Toxoplasma.
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