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Deteccidon molecular de Brucella sp, Leptospira spp y
Toxoplasma gondii en felinos domésticos y silvestres y el
impacto zoondtico en el personal encargado de su
manejo en Pereira, Colombia
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RESUMEN

El estudio busco determinar la presencia de los agentes infecciosos causantes de la
toxoplasmosis, brucelosis y leptospirosis empleando la técnica molecular PCR conven-
cional en felinos domésticos y silvestres, asi como en el personal relacionado con el
cuidado y manejo de estos animales en la ciudad de Pereira, Risaralda (Colombia). Se
tomaron muestras de sangre de felinos domésticos (n=99) y silvestres en cautiverio (n=4)
y del personal responsable de su cuidado y manejo (médicos veterinarios, zootecnistas,
y operarios; n=65). Se estimo6 una prevalencia de 37% para toxoplasmosis y de 1% para
leptospirosis en felinos domésticos. No se encontro la presencia de los patdgenos en el
personal.

Palabras clave: PCR, felinos, brucelosis, leptospirosis, toxoplasmosis

! Grupo de Investigacion Bioecos, Laboratorio Multifuncional, Programa de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Universidad Tecnologica de Pereira. Risaralda, Colombia

2 Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia. Medellin,
Antioquia, Colombia

3 Grupo de Investigacion Infeccion e Inmunidad, Laboratorio de Biologia Molecular, Programa de
Medicina, Universidad Tecnoldgica de Pereira. Pereira, Risaralda, Colombia

* E-mail: lydaccm_27@utp.edu.co

Recibido: 26 de junio de 2020
Aceptado para publicacion: 31 de diciembre de 2022
Publicado: 27 de febrero de 2023

©Los autores. Este articulo es publicado por la Rev Inv Vet Pert de la Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Este es un articulo de acceso abierto, distribuido bajo los
términos de la licencia Creative Commons Atribucion 4.0 Internacional (CC BY 4.0) [https://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es] que permite el uso, distribucion y reproduccion en cual-
quier medio, siempre que la obra original sea debidamente citada de su fuente original



L. Caballero et al.

The study aimed to determine the presence of the infectious agents that cause
toxoplasmosis, brucellosis and leptospirosis using the conventional PCR molecular
technique in domestic and wild cats, as well as in the personnel related to the care and
management of these animals in the city of Pereira, Risaralda. (Colombia). Blood samples
were taken from domestic cats (n=99) and wild cats in captivity (n=4) and from the
personnel responsible for their care and management (veterinarians, zootechnicians, and
operators; n=65). A prevalence of 37% for toxoplasmosis and 1% for leptospirosis in
domestic felines was estimated. The presence of these pathogens was not found in the

personnel.
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INTRODUCCION

Cerca del 60% de las enfermedades que
afectan a los humanos son consideradas de
caracter zoonotico (Castrillon et al., 2019),
siendo muchas especies silvestres los
reservorios de patdgenos que ponen en ries-
go la salud animal y humana, asi como la con-
servacion de la biodiversidad (Romero et al.,
2012). La poblacién felina de vida libre es
considerada una fuente de enfermedades
zoondticas como la toxoplasmosis, rabia, y
peste negra, entre otras, constituyendo una
posible amenaza para la salud publica
(Gerhold y Jessup, 2013).

La toxoplasmosis es una enfermedad
zoondtica de distribucion mundial causada por
Toxoplasma gondii, parasito intracelular
obligado con capacidad de infectar animales
de sangre caliente, siendo los félidos los uni-
cos huéspedes definitivos (Wyrosdick y
Schaefer 2015). Por otro lado, las aves, ma-
miferos y humanos pueden actuar como
huéspedes intermediarios (Ding et al., 2017,
Bawm et al., 2020; Wana et al., 2020. Los
felinos excretan ooquistes resistentes al me-
dio ambiente (Cardia et al., 2013; Yekkour et
al.,2017), pero usualmente son asintomaticos,
mientras que en otros mamiferos pueden ocu-
rrir infecciones severas e incluso la muerte
(Cong et al., 2016). La transmision a huma-

nos y animales ocurre por la ingesta acciden-
tal de ooquistes presentes en aguas o alimen-
tos contaminados, en tanto que la infeccion
congénita puede provocar abortos, muertes
neonatales y anormalidades fetales (Abdel-
baset et al., 2017). Se estima que la
toxoplasmosis afecta cerca de mil millones
de individuos, teniendo impacto no solo en la
produccion animal sino en la salud publica
mundial (Sudan et al., 2013).

La leptospirosis es considerada otra
enfermedad de caracter zoondtico, causada
por un grupo de bacterias del género
Leptospira, que comprende alrededor de 64
especies (Quintero et al., 2021). Las
espiroquetas de este género comprenden va-
rios serovares liberados por animales domés-
ticos y silvestres, principalmente los roedo-
res (Molina ef al., 2020). La infeccion ocu-
rre mediante la ingesta de agua, tierra y ali-
mentos contaminados con orina, sangre o te-
jidos infectados, aunque la espiroqueta pue-
de ingresar, ademas, por via oral, nasal,
conjuntival, genital o por lesiones cutaneas
(Lopez et al., 2020). Esta enfermedad es
endémica en gran parte del mundo, especial-
mente en regiones de climas tropicales o pos-
terior a periodos de lluvia (Murillo et al.,
2020a). La frecuencia de Leptospira en
félidos es baja; sin embargo, son considera-
dos huéspedes accidentales de algunos
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serovares de Leptospira spp que prevale-
cen en animales silvestres y domésticos
(Azocar et al., 2014; Talebkhan et al., 2015;
Lehtla et al., 2020).

Una de las enfermedades zoonoéticas con
mayor impacto en la salud publica es la
brucelosis. Especies de Brucella pueden
transmitirse entre animales infectados, sien-
do la gran mayoria patogenas para el huma-
no. Esta enfermedad es considerada una de
las causas mas importantes de trastornos
reproductivos en animales domésticos de ori-
gen infeccioso (Megid et al., 2010). Los ga-
tos son considerados normalmente resisten-
tes a Brucella sp y no presentan enferme-
dad clinica (Furtado et al., 2015), aunque se
ha reportado como causante de enfermedad
leve en gatos callejeros (Garoussi et al.,
2018).

El presente estudio busco determinar la
presencia de los agentes infecciosos causan-
tes de la toxoplasmosis, brucelosis y
leptospirosis empleando la técnica molecular
PCR convencional en felinos domésticos y
silvestres, asi como en el personal relaciona-
do con el cuidado y manejo de estos anima-
les en la ciudad de Pereira-Risaralda (Co-
lombia).

MATERIALES Y METODOS

Consideraciones Bioéticas

El estudio fue aprobado por el Comité
de Bioética Animal (Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales-CICUA-
UAM) y humano (Comité de Bioética CBE-
UTP). Los procedimientos fueron realizados
en las instalaciones del Laboratorio
Multifuncional del Programa de Medicina
Veterinaria y Zootecnia y en el Laboratorio
de Biologia Molecular de la Facultad de Cien-
cias de la Salud, Universidad Tecnoldgica de
Pereira UTP), Colombia.
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Tipo de Estudio y Poblacion

Se realiz6 un estudio descriptivo de tipo
corte transversal con la poblacion felina aten-
dida por la Unidad Mévil de Bienestar Ani-
mal del Bioparque Ukumari a través de la
campaiia de esterilizacion realizada en la ciu-
dad de Pereira, Risaralda (Colombia) en 2020-
2021. Asimismo, se tomaron muestras de
felinos silvestres que se encontraban en cau-
tiverio en el Bioparque Ukumari o del hogar
de paso de fauna silvestre de APAP-
CARDER. Se consider6 una poblacion mini-
ma de 99 felinos domésticos con un nivel de
significancia del 95%. La poblacion humana
muestreada abarco a todas las personas
involucradas en la manipulacion de los ani-
males muestreados.

Se consideraron las variables edad,
sexo, estado de vacunacion (si el felino esta-
ba vacunado frente a algin agente infeccio-
s0) y zona geografica de procedencia. Como
criterios de inclusion se tuvieron en cuenta
felinos no castrados entre 1 y 10 afios perte-
necientes a familias de estratos socio-econo-
micos uno (bajo-bajo), dos (bajo) y tres (me-
dio-bajo) de la ciudad de Pereira, que corres-
ponden a zonas con recursos economicos li-
mitados y, por tanto, de escaso acceso a ser-
vicios veterinarios. Se excluyeron animales
con enfermedades coronarias y neuroldgicas
de base o en edades extremas (menores de 1
afio y mayores de 10 afios).

Toma de Muestras Sanguineas

Las muestras de sangre de los felinos
fueron tomadas de las venas cefalicas o yu-
gular externa, posterior al procedimiento qui-
rurgico aprovechando que el paciente aun se
encontraba bajo anestesia para facilitar su
manejo. La toma de muestras a las 65 perso-
nas se hizo a través de puncion periférica
(vena basilica o cefalica). La sangre fue co-
lectada en tubos de BD Vacutainer tapa lila
que contenian EDTA (acido etilendiamino-
tetraacético) como anticoagulante. Las mues-
tras fueron transportadas en neveras portati-



L. Caballero et al.

les (4-8 °C) hasta el Laboratorio de Biologia
Molecular adscrito a la Facultad de Ciencias
de la Salud, UTP.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las muestras
de sangre se hizo empleando el kit QlAamp
DNA Blood Mini kit (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se verifico la
cantidad y calidad del ADN extraido emplean-
do el equipo Multiskan Go (Thermo Scientific)
a un rango de absorbancia de 260/280. Se
realiz6 la estandarizacion de la PCR para
cada uno de los agentes estudiados.

Los controles positivos fueron aislados
comerciales obtenidos de laboratorios de re-
ferencia Laboratorio LMV SAS (Laborato-
rio Médico Veterinario, Bogota, Cundina-
marca, Colombia), Laboratorio CIDAR (Cen-
tro Integral de Diagnostico Agropecuario de
Risaralda, Pereira, Risaralda, Colombia) y
Laboratorio Biologia Molecular y
Biotecnologia - UTP (Pereira, Risaralda,
Colombia), mediante la amplificacion de un
fragmento de ADN especifico para la region
del gen lipL.32 lipoproteina de membrana frag-
mento 422 pb correspondiente a Leptospira
sp, fragmento de ADN especifico para la re-
gion del gen Bl fragmento 469 pb corres-
pondiente a Toxoplasma gondii, y mediante
la amplificacion de un fragmento de ADN
especifico de laregion del gen BCSP31 frag-
mento 223 pb correspondiente a Brucella sp

Cuadro 1. Secuencia de cebadores

empleando la técnica PCR convencional. Los
cebadores empleados fueron comparados con
las secuencias reportadas en el sitio web
GenBank NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (Cuadro 1).

Como controles positivos se emplearon
serovares de Leptospira pomona, serovar
de Leptospira copenhageni cepa M20,
ADN de taquizoitos de Toxoplasma gondii
y ADN de Brucella abortus cepa S99 frag-
mento 223 pb. La PCR se realiz6 en el equi-
po Termociclador Biorad por separado con
el fin de identificar cada uno de los
microorganismos siguiendo el protocolo es-
tandarizado por el grupo de investigacion y
adaptado de acuerdo con la revision de la li-
teratura para cada uno de los agentes estu-
diados. El protocolo empleado fue un volu-
men total de 50 pl de reaccion que consiste
en 2.5 ul de buffer 1x, 0.5 pl ANTPs 0.2 mM,
0.25 ul Taq polimerasa 1.25 UL, 1 pl MgCl,
2.0mM, 5 Wl ADN, 13.25 pl agua milliQ esté-
ril. Las condiciones para la PCR se presen-
tan en el Cuadro 2.

Los amplificados obtenidos fueron co-
rridos en geles de agarosa al 2%, las bandas
fueron observadas en un transiluminador de
luz UV y documentadas utilizando una ca-
mara fotografica digital. La presencia de
amplificados de acuerdo con el tamafio del
amplicon fue indicativo de la presencia del
microorganismo.

% Tem Tamafo
Secuencia GZI © C)p amplicon Ref.
(pb)
Leptospira sp. 5'-CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT 3'(F) 44 66 422 (Moreno y
CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT-3’ (R) 42 67 Agudelo,
2010)
Toxoplasma  5-AAAAATGTGGGAATGAAAGAG-3’ (F) 33 56 469 (Castillo et
5’-ACGAATCAACGGAACTGTAAT-3" (R) 38 56 al.,2012)
Brucella sp. 5’-TGGCTCGGTTGCCAATATCAA-3’ (F) 48 66 223 (Gemechu
5-CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG-3" (R) 62 70 etal.,
2011)
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Cuadro 2. Condiciones para la PCR

Brucella sp Toxoplasma gondii

Condicion Leptospira spp
Desnaturalizacion inicial 95 °C, 5 min
Desnaturalizacion 93 °C, 1 min
Hibridacion 54 °C, 1 min
Extension 72 °C, 2 min
Extension final 72 °C, 5 min

93 °C, 5 min 95 °C, 10 min
94 °C, 1 min 94 °C, 1 min
53.9°C, I min 54°C,50s
72°C,50s 72 °C, 1 min
72 °C, 5 min 72 °C, 7 min

PR

Figura 1. Electroforesis en geles de agarosa
2% para Toxoplasma gondii. MPM: Mar-
cador de peso molecular 100 pb, 1, 2, 3: mues-
tras de felinos domésticos, CP: control positi-
vo, CN: control negativo

Analisis de Datos

Se determino la frecuencia de animales
infectados y se realiz6 una descripcion esta-
distica de los datos segun procedencia, grupo
etario y sexo. Todos los datos fueron someti-
dos a pruebas de normalidad y homoce-
dasticidad, y una vez cumplidas las premisas
se procedio con los andlisis de correlacion
utilizando las pruebas Chi cuadrado y t test
(p<0.05).
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RESULTADOS

Se muestrearon 168 individuos: 99
felinos domésticos, 4 felinos silvestres (puma:
Puma concolor, tigrillo: Leopardus wiedii,
yaguarundi: Puma yagouaroundi, Ocelote:
leopardus pardalis) y 65 humanos entre los
que se incluyeron médicos veterinarios,
zootecnistas y técnicos especialistas en cui-
dado animal de las instituciones hogar de paso
CARDER-APAP y del Bioparque Ukumari.
Se observo que, de los 99 felinos domésticos,
37% fue positivo para Toxoplasma gondii 'y
1% positivo para Leptospira spp. De los
felinos silvestres, 50% fue positivo para
Toxoplasma gondii. No se encontrd
Brucella sp en los individuos muestreados.
Enla Figura 1 se observa el producto de PCR
que muestra un tamafio de banda esperada
de 469 pb para Toxoplasma gondii.

Siendo Toxoplasma gondii el agente
infeccioso mas frecuente en felinos domésti-
cos, se analizod la relacion entre la presencia
del agente y algunas variables. Con base en
el analisis de correlacion de Pearson no se
encontro correlacion significativa (p>0.05)
entre la variable Toxoplasma en la poblacién
con las variables vacuna, sexo, edad y zona,
siendo los coeficientes de correlacion de
Pearson cercanos a cero. No obstante la au-
sencia de correlacion entre las variables se
puede observar un aparente mayor nimero
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Figura 2. Relacion de individuos positivos para Toxoplasma gondii 'y 1a edad, en felinos domés-

ticos en el municipio de Pereira.

de casos positivos en hembras que en ma-
chos, asi como una mayor cantidad de casos
positivos en los individuos mas jovenes (Fi-

gura 2).

Los sectores con mayor nimero de ca-
sos positivos a Toxoplasma gondii fueron
Cuba (zona 2) y Morelia (zona 4), seguidos
de los sectores de Mundo Nuevo (zona 5),
Arabia (zona 9), Cerritos (zona 8), que co-
rresponden a estratos socioecondmicos ba-
jos. Con respecto al estado de vacunacion,
56.8% de los felinos domésticos positivos a
Toxoplasma gondii no estaban vacunados.

DiScUusION

Toxoplasma gondii es considerado uno
de los parasitos mas estrechamente relacio-
nados con enfermedades de caracter zoono-
tico, aunque la toxoplasmosis clinica en felinos
es muy rara; sin embargo, las infecciones
congénitas pueden llegar a ser fatales (Attipa

etal.,2021). E137% de los gatos domésticos
muestreados en la ciudad de Pereira fue po-
sitivo a Toxoplasma gondii, prevalencia cer-
cana al 32.3 y 41.3% reportada por Attipa et
al. (2021) y Bawm et al. (2020) en otros
paises; sin embargo, difieren del 56.2 y
17.85% de prevalencia encontrados en Co-
lombia por Castrillon et al. (2019) y Zamora
et al. (2020).

Los felinos domésticos pueden desarro-
llar toxoplasmosis con cuadros clinicos de dis-
nea, polipnea, ictericia, asi como uveitis y
retinocoroiditis (Lindsay, 2020). El presente
estudio determiné una prevalencia de 50%
(2/4) de infeccion en felinos silvestres, aun-
que el tamafio muestral fue muy bajo, requi-
riendo de mayores estudios en poblaciones
felinas silvestres para tener una mejor esti-
macion de la frecuencia de esta enfermedad.
La presencia de este parasito en animales
silvestres infectados mantenidos en cautive-
rio representa un riesgo para los trabajado-
res (Valenzuela ef al., 2020).
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La mayoria de los casos por Toxoplas-
ma gondii en felinos son subclinicas o croni-
cas y pueden diagnosticarse indirectamente
mediante pruebas serologicas como la detec-
cion de anticuerpos anti-Toxoplasma (Must
et al. 2017); sin embargo, la técnica de PCR
presenta una mayor sensibilidad para diag-
nosticar toxoplasmosis activa en muestras
bioldgicas en comparacion con las pruebas
serologicas (Gashout et al., 2016).

Diversos estudios han reportado una
mayor excrecion de ooquistes en felinos jo-
venes en comparacion con los felinos mayo-
res (Habibun, 2018). Aunque la infeccion
aguda en gatos jovenes puede ser fatal, la
gran mayoria suele ser asintomatico, lo que
conlleva a incrementar la probabilidad de in-
feccion accidental (Lilly y Wortham, 2013).
Por otro lado, la aparente mayor prevalencia
de Toxoplasma gondii en felinos menores
de un afio puede justificarse por la menor
competencia de su sistema inmune
(Symeonidou et al., 2018). En el presente
estudio no se observaron diferencias por sexo,
pero Jung et al. (2015) reportaron mas casos
positivos en felinos hembras que en machos.
Con relacion a las zonas de procedencia, el
mayor nimero de casos positivos correspon-
dio a estratos socioecondmicos bajos, pudien-
do justificarse por las limitadas condiciones
economicas, sistemas deficientes de sanea-
miento, bajo nivel de educacion y limitado
acceso a los servicios de salud por parte de
los propietarios en comparacion con estratos
socioecondmicos mas altos (Majid et al.,
2016; Caballero et al., 2022).

La presencia de Leptospira spp en la
poblacion felina doméstica fue muy baja com-
parada con otros estudios realizados en el pais
(Espinosa et al., 2015) y nula en la poblacion
felina silvestre y humana. Estos resultados
podrian deberse a los planes de control sani-
tario llevados a cabo por las autoridades sa-
nitarias del departamento de Risaralda o por
la dificultad de detectar el agente en etapas
tempranas de la enfermedad mediante la téc-
nica PCR, toda vez que la prueba de
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microaglutinacion (MAT) para la identifica-
cion de las serovariedades de Leptospira spp
es considerada la prueba oro a nivel mundial
(Schlichting et al., 2015); sin embargo, es una
técnica con limitaciones para su ejecucion e
interpretacion (Molina et al., 2020). No obs-
tante, se podria emplear muestras de orina
para el uso de la PCR (Murillo et al., 2020b)
o variaciones de la técnica de PCR que me-
joren su sensibilidad (Tubalinal et al., 2018).

CONCLUSIONES

e Toxoplasma gondii es el agente infec-
cioso mas frecuente hallado en la pobla-
cion felina doméstica y silvestre.

e Leptospira spp no fue un agente infec-
cioso frecuente en la poblacion felina do-
méstica y silvestre muestreada.

e No se encontr6 la presencia de
Toxoplasma gondii, Leptospira spp o
Brucella sp en el personal encargado de
la salud y el cuidado de los animales
muestreados.
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