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SEROPREVALENCE oF Toxoplasma gondii in Gallus domesticus IN HavanA, CuBa

Raiden Grandia G.*4, Manuel Colas C.2, Julio Soroa R.:, Angel Entrena G,
Teresa Figueroa B.!, Ana Bada B.!, Susana Jauregui C.!, Yara Caraballoso H.%,
Itamys Garcia V.!, Miriam Burdén R.!, Moraima Pérez G.!, Natacha Negrin R.%,

Danny Pantaleén M.3, Raydel Frias M.3, Angel Rodriguez L.3,
Miguel Barrios H.%, Ariam Rodriguez J.®

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo determinar la seroprevalencia de T. gondii en Gallus
domesticus en La Habana, Cuba. Se colectaron 300 muestras de suero de pollitas White
Leghorn L33 en fase de desarrollo en 2015, distribuidas a razén de 100 aves por cada lote
incorporado a la unidad avicola desde procedencias diferentes. Las muestras fueron
analizadas mediante un ELISA de inhibicién y se utilizaron las pruebas Chi-cuadrado y
Docima de Duncan para comparar las proporciones de aves positivas entre los lotes
estudiados. Se encontro una relativa baja seroprevalencia de T. gondii (9.6%), similar a
otros hallazgos reportados a nivel internacional. Se evidenciaron diferencias significati-
vas (p=0.0001) en la prevalencia de T. gondii entre los tres lotes de aves. Se concluye que
la seroprevalencia de T. gondii en Gallus domesticus en La Habana es baja, aunque esta
constituye un riesgo de infeccion para las poblaciones humanas y animales suscepti-
bles.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the seroprevalence of T. gondii in Gallus
domesticus in Havana, Cuba. Three hundred serum samples were collected from White
Leghorn pullets L33 in growing stage in 2015. Samples represented 100 birds per batch
incorporated into the poultry unit from different origins. Samples were evaluated by an
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ELISA inhibition test and data was analyzed by the Chi-square and Duncan tests to
compare proportions of positive birds among batches. A relatively low seroprevalence of
T. gondii was found (9.6%), similar to other findings reported internationally. Significant
differences (p=0.0001) in the prevalence of T. gondii among the three bird batches were
found. It is concluded that the seroprevalence of T. gondii in Gallus domesticus in
Havana is low, though this constitutes a risk of infection for susceptible human and

animal populations.

Key words: seroprevalence, Toxoplasma gondii, Gallus domesticus, Havana

INTRODUCCION

Desde el descubrimiento en 1908 por
Nicolley Manceaux, Toxoplasma gondii (T.
gondii) ha sido reportado a nivel mundial
como un protozoo que afecta a diversas es-
pecies de mamiferos y aves, sin excluir al ser
humano. La toxoplasmosis es por lo tanto
considerada una zoonosis cosmopolita y de
gran importancia médica y veterinaria
(Aldebret et al., 2011; Shah et al., 2014).

Esta enfermedad es generalmente de
curso asintomatico en las aves (Dubey,
2010a,b), aunque en algunos casos con sinto-
mas muy sutiles comunes a otras afecciones,
al mismo tiempo que genera lesiones silentes
en Organos vitales para el desarrollo y la ex-
presion potencial de las caracteristicas pro-
ductivas en aves destinadas a la produccion.
Asimismo, se ha demostrado un mayor ries-
go de infeccidn con T. gondii en poblaciones
de pollos criados en condiciones poco con-
troladas (Asgari et al., 2008), donde la mor-
talidad puede alcanzar hasta un 50%
(Kaufmann, 1996).

La toxoplasmosis clinica en pollos pre-
senta lesiones en encéfalo y en el globo ocu-
lar, asi como quistes tisulares en cerebro, co-
razon, muasculo esquelético y diafragma
(Dubey, 2010b). Asimismo, se reportan
tremores de cuello y cabeza, parélisis y pér-
dida de la vision, inhabilidad en la marcha,
posicion lateral yacente y reduccion de la pro-
duccion de huevos (Kaufmann, 1996; Dubey
etal., 2007).
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En La Habana, Cuba, se reportan valo-
res de seroprevalencia en humanos superio-
res al 70% (Calero, 2013). Asimismo, otros
estudios en esta ciudad evidenciaron una
seroprevalencia similar en gatos, la que estu-
vo condicionada por la existencia de factores
de riesgo que incrementaron la vulnerabili-
dad en estos hospederos definitivos (Grandia
et al., 2013a,b). Esta elevada prevalencia en
los gatos habaneros constituye un riesgo po-
tencial de infeccion para otros hospederos
intermediarios como los pollos, los que han
sido considerados como un indicador de con-
taminacion del suelo por ooquistes de T.
gondii (Dubey, 2010b).

Las investigaciones en Cuba sobre
toxoplasmosis en aves son escasas, particu-
larmente en pollos (Gallus domesticus), con-
dicionado por la carencia de medios diagnos-
ticos y recursos econémicos para la importa-
cion de kits e insumos de laboratorio, asi como
para el desarrollo de métodos nacionales para
el aseguramiento de la red de diagndstico
veterinario. Por estas razones, el Centro Na-
cional para la Produccion de Animales de
Laboratorio (CENPALAB) ejecut6 la vali-
dacion de un sistema ELISA de inhibicion
para el diagnostico de T. gondii en varias
especies, incluyendo las aves.

El desarrollo de este método diagnosti-
co, unido a la importancia que tienen las aves
como hospederos intermediarios en la trans-
mision de este protozoo hacia el ser humano
y otros animales, y el efecto negativo de la
toxoplasmosis en la expresion genética pro-
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ductiva en aves de cria intensiva, promovie-
ron la implementacion del presente estudio
con el objetivo de determinar Ia
seroprevalencia de T. gondii en G.
domesticus en La Habana.

MATERIALES Y METODOS

El estudio transversal de T. gondii se
realiz6 en una unidad avicola del oeste de La
Habana, Cuba, ubicada en una zonaa 90 m
sobre el nivel del mar, con valores promedios
anuales de temperatura de 21 °C y humedad
relativa de 65%. Esta unidad tiene como pro-
posito la cria intensiva de pollitas de reem-
plazo de ponedoras White Leghorn (genotipo
L33) en fase de desarrollo.

Seleccion y Toma de Muestra

Se seleccion6 una muestra de 300
pollitas de 16 semanas de edad, distribuida a
razén de 100 aves por cada lote incorporado
a la instalacion avicola desde procedencias
diferentes. EI muestreo se realizé en los me-
ses de febrero y marzo de 2015. Para el es-
tudio se seleccionaron 50 aves por nave (seis
naves), ubicadas en lugares representativos
de las instalaciones.

Se recolectd 1.5 ml de sangre de cada
ave por puncion de la vena braquial con je-
ringuilla de 5 ml y aguja 21 G, con previa an-
tisepsia de la zona de extraccion con alcohol
al 70%. La sangre fue transferida a viales
Eppendorf de 1.5 ml y centrifugada a 3500 g
durante 5 min para separar el suero, el cual
se trasvaso a viales de 0.5 ml. Las muestras
fueron conservadas a -20 °C.

Serologia

Las muestras de suero se procesaron
en el Laboratorio del Grupo Investigacion +
Desarrollo de la Direccion de Biotecnologia
del CENPALAB con la utilizacion de un
ELISA de inhibicion (ELISA/). Este ensayo
fue disefiado para determinar anticuerpos
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anti-T. gondii en varias especies (Entrena,
2011). Se utiliz6 un conjugado obtenido de
conejos inmunizados en el CENPALAB,
compuesto por una IgG policlonal anti-T.
gondii conjugada con peroxidasa. Asimismo,
se empled un antigeno soluble proveniente de
la cepa RH de T. gondii donada por el Insti-
tuto de Medicina Tropical «Pedro Kouri» en
1988, la cual tiene su origen en el Instituto
Pitik-Salpetriera de Francia, y que fue
criopreservada en 5% de glicerol en nitroge-
no liquido hasta ser utilizada.

La densidad optica de las muestras se
determind en un lector de ELISA (Biochrom
Anthos 2010 v2) a una longitud de onda de
492 nm. Se consideraron como positivas,
aquellas muestras cuyo factor de inhibicion
fuera igual o mayor al 20%, negativas con
valores iguales o menores al 15% Yy sospe-
chosas con valores mayores de 15% y me-
nores de 20%.

Previo al monitoreo seroldgico, el
ELISAVi fue validado frente a un sistema de
referencia (Aglutinacion con Latex) de ori-
gen italiano (Mascia Brunelli SpA). La eva-
luacion de los controles negativo y positivo
(de bajo y alto titulo) demostré una
repetibilidad y precision intermedia adecua-
das (CV<10%), al mismo tiempo que garan-
tiz6 resultados exactos y precisos (variabili-
dad media de las réplicas entre + 2 desvia-
ciones estandares). EI desempefio diagndsti-
co evidencio que el ELISAVi validado frente
al sistema de referencia generé adecuados
valores de sensibilidad (98%), especificidad
(98%), valores predictivos negativos y positi-
vos (98%), eficacia (98%) e indice Kappa
(0.96).

Andlisis Estadistico

Se obtuvieron frecuencias absolutas y
relativas para evidenciar la cantidad de aves
reactivas en cada uno de los lotes de aves.
Se realizaron las pruebas Chi-cuadrado de
Pearson y Décima de Duncan para compa-
rar las proporciones de aves positivas entre
lotes. Se consideré como significacion esta-
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distica una p<0.05. Los datos fueron analiza-
dos con el programa estadistico InfoStat v. 2.0.

REsuLTADOS Y DiscusioN

Los resultados seroldgicos evidenciaron
29 muestras positivas, para una prevalencia
de anticuerpos anti-T. gondii en las pollitas
White Leghorn L33 de 9.6% (Cuadro 1);
hallazgo que denota una seroprevalencia re-
lativamente baja. Este resultado llama la aten-
cion dado que se esperaba una mayor preva-
lencia de T. gondii, basado en hallazgos de
2013 donde se encontraron valores de 70%
en la poblacién de gatos y superiores al 72%
en humanos de La Habana (Calero, 2013;
Grandia et al., 2013a). Por otro lado, no se
observaron signos y sintomas compatibles con
la toxoplasmosis aviar en la poblacion estu-
diada.

El 9.6% de seroprevalencia sugiere la
ausencia o insuficiente dosis infectiva de
ooquistes de T. gondii en la mayoria de las
fuentes potenciales de contaminacion de las
pollitas, pese a que las condiciones de alma-
cenamiento del alimento y el no tratamiento
del agua de bebida (Elsheikha, 2008) en la
unidad avicola constituyeran condiciones de
riesgo de infeccién en los animales evalua-
dos.

Este resultado dependeria también de
la cepa de T. gondii circulante en la zona
estudiada. Sobre ello, Dubey (2010b) hizo
referencia a las manifestaciones clinicas y
lesiones en pollos infectados experimental-
mente con cepas de T. gondii, donde qued6
demostrado que la virulencia de la cepa jue-
ga un papel esencial en la infeccion. Asi, la
infeccion con 100 000 ooquistes de la cepa
GT1 ocasiond anorexia, necrosis focal en in-
testino, higado y bazo, formacién de quistes
tisulares en cerebro, corazon y musculo es-
quelético, y muerte, en tanto que la inocula-
cion de la cepa Me-49 con la misma dosis de
ooquistes no genero signos clinicos.
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Cuadro 1. Frecuencia de anticuerpos anti-
T. gondii por lote en 300 pollitas White
Leghorn L33 en La Habana, Cuba

Lote Positivos Pre\?g/lsncia
| 3/100 38
| 6/100 6%
11 20/100 20

b syperindices diferentes indican diferencias
estadisticas entre lotes  (X’=18.86;
p=0.0001)

Asimismo, aunque la presencia de ga-
tos (Lopes et al., 2008) y abundantes pobla-
ciones de insectos (moscas y cucarachas)
(Dubey, 2010a) en las instalaciones de crian-
za estan considerados escenarios que facili-
tan la infeccion con T. gondii en los hospe-
deros susceptibles, estos factores tampoco
fueron suficientes para generar una mayor
prevalencia, al menos en la muestra de aves
estudiada.

Existen reportes similares al del presente
estudio, donde se incluyen seroprevalencias
de 14 a 30% en Portugal, Polonia e Italia
(Dubey et al., 2006a, 2008) y de 19 a 25%
en Indonesia, Pakistan y Vietnam (Dubey et
al., 2008; Dwinata et al., 2012; Mahmood et
al., 2014). Asimismo, se suman otros hallaz-
gos con prevalencias inferiores al 30% en el
continente americano, como el 27.3% en Per(
(Ruizetal., 2012), 16.9% en Estados Unidos
(Dubey et al., 2003) y 6.2% en México
(Dubey et al., 2004).

Por otra parte, a diferencia de estos re-
portes mencionados y de los resultados obte-
nidos en este estudio, existen otros con
prevalencias de T. gondii en Gallus
domesticus que superan el 45%. Por ejem-
plo, en paises africanos como Etiopia, Egipto,
Uganda, y la Republica Popular del Congo
(EI-Massry et al., 2000; Dubey et al., 2005;
Lindstrom et al., 2008; Tilahun et al., 2013).
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Igualmente, en el continente americano se han
reportado valores elevados, tales como 41.2%
en Brasil (Casartelli-Alves et al., 2015),
55.3% en Chile (Dubey et al., 2006b) y 85.7%
en Nicaragua (Dubey et al., 2006c¢).

La prevalencia obtenida en las aves del
presente estudio constituye un riesgo poten-
cial de infeccion para otros hospederos inter-
mediarios y definitivos. La base fundamental
de ello radica en que los pollos han sido con-
siderados un indicador de contaminacion del
suelo por ooquistes de T. gondii (gran sus-
ceptibilidad a la infeccion con esta forma
infectiva) (Dubey, 2010b) y por ser su carne
una de las mas consumidas y de mayor ries-
go de infeccion con quistes tisulares a nivel
mundial (Lora et al., 2007; Chumpolbanchorn
etal., 2013).

Este resultado permite inferir un cierto
riesgo de infeccion para el ser humano como
posible zoonosis, ya que podrian existir
prevalencias superiores a la demostrada en
la muestra analizada en otros muestreos de
aves. Es asi, que el Cuadro 1 revela diferen-
cias significativas (p=0.0001) en la prevalen-
cia de T. gondii entre los tres lotes de aves
evaluados con diferentes origenes de crian-
za, desde donde estas fueron incorporadas a
la nueva instalacién avicola. El lote Il de
pollitas provino de una zona con condiciones
mas adecuadas para la esporulacion de los
ooquistes de T. gondii (50 msnm, 22 °C de
temperatura y 75% de humedad relativa),
aunado de mayores deficiencias en las con-
diciones de almacenamiento del alimento y
calidad del agua en las fases de inicio y cre-
cimiento.

Los resultados obtenidos en el presente
estudio permiten concluir que la
seroprevalencia de T. gondii en Gallus
domesticus en La Habana es baja, aunque
esta constituye un riesgo de infeccion para
las poblaciones humanas y animales suscep-
tibles.
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