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Resumen

Toxoplasma gondii es un parasito zoondtico, con una gran diversidad genética a
nivel mundial. El genotipo del parasito es uno de los factores mas importantes en la
determinacion de la severidad clinica en humanos y animales. La caracterizacion
de T. gondii se puede realizar mediante genotipificacion usando marcadores
genéticos asociados a la virulencia del parasito; uno de estos es la proteina 6 de los
granulos densos (GRAG6). Otra alternativa es la serotipificacion, que permite el
reconocimiento de péptidos antigénicos y polimorficos por anticuerpos séricos de
los hospedadores infectados con T. gondii. Los principales péptidos usados son los
de GRAG6. En este trabajo se determind la concordancia entre el serotipo y el
genotipo de GRA6 de T. gondii en muestras de borregos del estado de Colima. De
un banco de muestras de tejido y suero de borregos semi cautivos destinados para
consumo humano, se seleccionaron aquellas positivas por PCR tiempo real para el
gen B1; se analizaron mediante una PCR semi anidada para el gen GRAG6 y sus
productos fueron secuenciados. En dos muestras con probable infeccion mixta se
realiz6 la clonacion y secuenciacion de este gen. Los sueros de estas muestras se
probaron en ensayos de serotipificacion usando 3 péptidos de GRA6 disefiados in
silico (GRAG6-1, GRA6-II, GRAG-III). En doce muestras de tejido se detectd el DNA
del parasito por PCR tiempo real; de éstas, 10 fueron positivas para el gen GRA6 y
mediante secuenciacion se identifico el alelo Ill. En dos muestras, se encontrd
infeccidn mixta con alelos Il+lll. Por serotipificacién, seis muestras presentaron un
serotipo I/1/11l, una muestra tuvo el serotipo I/ll, una mas presento el serotipo Il y
dos no reaccionaron con ningun péptido. Seis de diez sueros (60%) mostraron
concordancia parcial entre el serotipo y genotipo de GRAG6. La reaccion de
anticuerpos séricos con mas de un péptido puede ser por reaccion cruzada entre
las secuencias de los péptidos o debido a una infeccién mixta, como se demostré
en dos borregos. La falta de reactividad a todos los péptidos puede estar
relacionada con la cinética de IgG a lo largo de la infeccién o por la presencia de
cepas atipicas, que generan una respuesta humoral diferente. La serotipificacion es
una técnica util para la caracterizacion genética de T. gondii; no obstante, debe ser
afinada para mejorar la discriminacién del serotipo y tener un panorama mas amplio
de la diversidad genética del parasito y su asociaciéon con la severidad clinica de la
toxoplasmosis en México.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, GRAG, concordancia, serotipo, genotipo



Abstract

Toxoplasma gondii is a zoonotic parasite, with great genetic diversity worldwide. The
parasite genotype is one of the most important factors determining clinical outcome
in humans and animals. This protozoan can be genotyped using genetic markers
associated with its virulence, one of them is dense granule protein 6 (GRABG).
Another alternative is serotyping, which allows the detection of serum antibodies
from the T. gondii infected hosts that specifically recognize antigenic and
polymorphic peptides from parasite proteins; the main peptides used are those from
GRAG6. The aim of this study was to determine the concordance between the
genotype and the serotype of T. gondii GRA6 gene/protein in sheep from Colima
State, Mexico. Twenty-six tissues (heart or diaphragm) from semi-captive sheep
destined for human consumption were analyzed for the presence of parasite DNA
by real-time PCR amplifying the B1 gene. Then, they were analyzed by a semi-
nested PCR for the GRA6 gene and their products were sequenced. To verify the
presence of mixed infection, cloning and sequencing of this gene was performed in
two samples. In parallel, sera samples were used in serotyping assays. We used
three, in silico design, GRA6 peptides (GRA6-I, GRAG6-Il, GRAG-III). Twelve of
twenty-six tissue samples were positive by real-time PCR; from these, 10 were
positive for the GRA6 gene and by sequencing we identified the type Il allele. In two
samples, mixed infection with GRAG alleles type Il and Ill was found. By serotyping,
six samples showed a serotype I/ll/lll, one sample had serotype I/ll, one more
presented serotype Il and two did not react with any peptide. Six out of ten sera
(60%) showed partial concordance between GRA6 serotype and genotype. The
reaction with more than one peptide may be explained by cross-reactivity between
the peptide sequences or due to mixed infection as demonstrated in two sheep. The
lack of reactivity to all peptides could be related to the kinetics of IgG throughout the
infection or the presence of atypical strains, which induce a different humoral
response. Serotyping is a useful technique for T. gondii characterization; however,
must be refined to improve serotype discrimination and have a broader picture of the
genetic diversity of the parasite and its association with the clinical severity of
toxoplasmosis in Mexico.

Keywords: Toxoplasma gondii, GRAG, concordance, serotype, genotype
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1. Introduccién
1.1. Generalidades

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado, que infecta a
animales de sangre caliente, incluidos los humanos (Morisset et al., 2008; Xiao et
al., 2009; Maksimov et al., 2013). Es la Unica especie dentro del género Toxoplasma
y es considerado uno de los patégenos eucariotas mas exitosos, debido al gran
namero de especies hospedadoras que infecta en todo el planeta, provocando una
de las zoonosis mas ampliamente distribuidas en el mundo (Kaplan et al., 2009; Su
et al., 2010).

1.2. Biologia de Toxoplasma gondii

Este parasito se puede transmitir mediante la ingestién de carne cruda o mal
cocida que contenga quistes tisulares; de igual forma, un individuo puede infectarse
con este protozoario mediante la ingestion de alimentos, agua o tierra contaminados
con ooquistes, por ejemplo, a través de la jardineria o al cambiar la arena de la caja
de los gatos. Otras maneras de contraer la infeccion son la transmision vertical a
través de la placenta y el trasplante de 6rganos (Tenter et al., 2000; Jones et al.,
2001; Khurana y Batra, 2016).

1.2.1. Taxonomia
De acuerdo con Dubey (2010), la clasificacion taxonémica de Toxoplasma

gondii es la siguiente:

Phylum: Apicomplexa; Levine, 1970

Clase: Sporozoasida; Leukart, 1879

Subclase: Coccidiasina; Leukart, 1879

Orden: Eimeriorina; Leger, 1911

Familia: Toxoplasmatidae; Biocca, 1956
Género: Toxoplasma; Nicolle y Manceaux, 1909

Especie: Toxoplasma gondii



1.2.2. Estadios de Toxoplasma gondii

1.2.2.1. Taquizoitos

Los taquizoitos son el estadio de multiplicacion rapida y tienen la capacidad
de infectar cualquier célula nucleada. Poseen una forma de media luna,
aproximadamente de 2 por 6 micrometros (um), con un extremo anterior puntiagudo
(conoidal) y un extremo posterior redondeado (Figura 1A). Por lo general, presentan
un ndcleo con ubicacion central. Un taquizoito esta conformado por la pelicula
(compuesta por tres membranas, el plasmalema y dos membranas aplicadas
cercanamente que forman el complejo de membranas interno), el citoesqueleto
(microtubulos, anillos apicales, anillos polares, conoide), organelos secretorios
(roptrias, micronemas, granulos densos), microporo, mitocondria, reticulo
endoplasmico rugoso y liso, aparato de Golgi, ribosomas, nucleo, granulos de

amilopectina y apicoplasto (Dubey et al., 1998).

1.2.2.2. Bradizoitos y quistes tisulares

Los bradizoitos son el estadio de multiplicacion lenta, miden entre 5-8.5 x 1-
3 um y se ubican dentro de un quiste tisular (Figura 1B). Los quistes tisulares crecen
y se mantienen de forma intracelular mientras que los bradizoitos contindan su
division mediante endodiogenia. Los bradizoitos tienen algunas diferencias
estructurales con respecto a los taquizoitos; presentan el ndcleo mas cerca del
extremo posterior, son mas delgados y contienen varios granulos de amilopectina
gue se tifien de rojo con la tincién de acido periédico de Schiff (PAS), mientras que
en los taquizoitos este material esta en particulas discretas o ausente (Dubey et al.,
1998).

El tamafio de los quistes varia, los quistes tisulares jovenes pueden ser tan
pequefios como de 5 um de diametro y contener solamente dos bradizoitos mientras
gue los quistes maduros pueden tener cientos de organismos. Los quistes tisulares
en el cerebro son por lo general esféricos y alcanzan un diametro de 70 um,

mientras que los quistes intramusculares son elongados y pueden medir 100 um de



longitud (Dubey, 2010). La pared del quiste tisular estd compuesta por una
membrana externa cubierta por una matriz densa que contiene vesiculas
membranosas, mide entre 200 a 850 nm de grosor y es ligeramente positiva a la
tincion de PAS (Zhang et al., 2001). Los quistes tisulares son mas prevalentes en
los tejidos nerviosos y musculares, incluyendo el cerebro, ojos, miasculo esquelético
y cardiaco; pueden permanecer intactos sin causar dafio y persistir por mucho
tiempo en el organismo del hospedador sin promover una respuesta inflamatoria
(Dubey et al., 1998; Dubey, 2010).
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Figura 1. Estadios bioldgicos de Toxoplasma gondii. (A) Taquizoito en muestra de fluido
de lavado broncoalveolar tefiido con Giemsa (flecha negra; magnificacion, 500x), (B) Quiste
tisular en el cerebro de un ratén infectado (magnificacion, 500x), (C) Ooquiste no
esporulado (magnificacion, 500x), (D) Ooquiste esporulado (magnificacion, 1000x).
Tomado de Robert-Gangneux y Dardé, 2012.

1.2.2.3. Estadios enteroepiteliales asexual y sexual
Los bradizoitos liberados de un quiste tisular penetran en las células

epiteliales del intestino delgado de los felinos, donde se desarrollan cinco tipos



morfologicamente distintos de esquizontes de T. gondii antes de que comience la
gametogonia. Los esquizontes dan origen a los merozoitos, los cuales miden 4.5-
6.1 x1.1-2.9 um. Los esquizontes y gamontes se desarrollan exclusivamente en los
enterocitos mientras que los taquizoitos se encuentran solamente en la lamina
propia (Dubey et al., 1998; Dubey, 2010).

Después de la division asexual, inicia el ciclo sexual con formacion de los
gametos femenino (macrogameto) y masculino (microgameto). Los macrogametos
son esféricos, contienen un nucleo central y varios granulos positivos mediante
PAS. Los microgametos tienen forma ovoide a elipsoidal y son biflagelados (Dubey
et al., 1998).

1.2.2.4. Ooquistes

Los ooquistes sin esporular tienen forma esférica y miden 10 a 12 pm de
diametro (Figura 1C). Mediante microscopia éptica, la pared del ooquiste consta de
dos capas incoloras. Por su parte, los ooquistes esporulados son esféricos o
elipsoidales y miden 11 a 13 pm de diametro. Cada ooquiste contiene dos
esporocistos 0 esporoblastos y cada uno contiene 4 esporozoitos (Figura 1D).
Comparando la ultraestructura, los esporozoitos son similares a los taquizoitos,
aungue poseen micronemas, roptrias y granulos de amilopectina en abundancia.
Los esporozoitos miden 2 x 6-8 um con un nucleo subterminal (Dubey et al., 1998;
Dubey, 2010).

1.2.3. Ciclo de vida

Los felinos domésticos y silvestres desempefian un papel importante en la
epidemiologia porque son los hospedadores definitivos del parasito y eliminan los
ooquistes de T. gondii al ambiente (Dubey, 2010; Maksimov et al., 2013). Después
de que un felino ha ingerido quistes tisulares, su pared es destruida por las enzimas
proteoliticas en el estbmago e intestino delgado. Los bradizoitos que se liberan,
penetran en las células epiteliales del intestino delgado e inician el desarrollo de 5

tipos morfoldgicos, conocidos como estadios enteroepiteliales (tipos A a E), y entre



cada estadio se producen varias generaciones. Los tipos C, D y E se multiplican
mediante esquizogonia, un mecanismo de reproduccion asexual, en el cual el
nacleo se divide dos 0 mas veces sin que exista la division del citoplasma. Antes o
de manera simultanea con la ultima division nuclear, la formacion del merozoito
inicia cerca del centro del esquizonte. Los merozoitos se mueven a la periferia del
esquizonte y la membrana plasmatica de éste se invagina alrededor de cada
merozoito formando su respectiva membrana plasmatica. Finalmente, los
merozoitos se separan del esquizonte en el extremo posterior (Dubey, 2010).

El ciclo sexual comienza dos dias después de la ingestion de quistes tisulares
por un felino. Se sugiere que los esquizontes tipos D y E inician la formacion de los
macrogametos y microgametos. Estos ultimos emplean sus flagelos para nadar,
penetrar y fertilizar a los macrogametos maduros para formar zigotos. Después de
la fertilizacion, se forma la pared del ooquiste alrededor del zigoto, las células
epiteliales infectadas se lisan y descargan los ooquistes al lumen intestinal, los
cuales son excretados al ambiente junto con las heces. La esporulacion de los
ooquistes ocurre entre 1 a 5 dias dependiendo de la temperatura y oxigenacion del
ambiente (Dubey, 2010). Los ooquistes también son infectivos para los felinos,
aungue son menos eficientes que los quistes tisulares (Robert-Gangneux y Dardé,
2012).

Los hospedadores intermediarios como mamiferos y aves se infectan por la
ingestién ya sea de ooquistes o quistes tisulares. Después de la ingestion, los
esporozoitos (ooquistes) o bradizoitos (quistes tisulares) emergen e invaden la
mucosa intestinal, donde se transforman en taquizoitos; éstos pueden invadir casi
cualquier célula nucleada (Rougier et al., 2017).

En las células infectadas, los parasitos se encuentran dentro de vacuolas
parasitoforas donde se dividen asexualmente mediante endodiogenia, una forma de
reproduccién especializada en la cual dos células hijas se forman a partir de una
célula madre (Dubey, 2010) (Figura 2), para después egresar activamente de la
célula infectada; proceso que depende de la liberacion de proteinas de adhesion y

factores de lisis secretados por las micronemas (Roiko et al., 2014). La



transformacion a bradizoitos sucede por la presion del sistema inmune y otros
factores estresantes que se desconocen; los bradizoitos se replican lentamente

dentro quistes tisulares. Probablemente, los quistes tisulares permanecen a lo largo

de la vida del hospedador (Rougier et al., 2017).
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Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Si un hospedador intermediario o definitivo
ingiere ooquistes o quistes tisulares, en su organismo sucede la reproduccién asexual de
T. gondii y solamente en el hospedador definitivo (felinos) ocurre la reproduccion sexual, lo
que genera la excreciéon de ooquistes al ambiente, en el cual esporulan y se vuelven
infectivos. Tomado y modificado de Robert-Gangneux y Dardé, 2012.

1.3. Epidemiologia

La infeccion por T. gondii es mas prevalente en climas calidos y areas de
altitud baja y humedas que en clima frio, regiones montafiosas y areas secas. Esto
se relaciona con las condiciones favorables para la esporulacion y sobrevivencia de

los ooquistes en el ambiente (Dubey, 2010). Los felinos son los hospedadores



definitivos y juegan un papel fundamental en la epidemiologia y mantenimiento de
la enfermedad, ya que en su sistema digestivo se lleva a cabo el ciclo sexual del
parasito; el resto de los mamiferos y las aves actian como hospedadores
intermediarios (Dubey y Jones, 2008).

La prevalencia de la infeccion por T. gondii en humanos a nivel mundial varia
desde 10% hasta 80% dependiendo del clima y el desarrollo de la poblacion (Kaplan
et al., 2009). Esta parasitosis tiene importancia en salud publica e impacto
economico en medicina veterinaria, debido a que puede ocasionar abortos,
malformaciones, lesiones oculares o incluso la muerte (Dubey, 2010).
Particularmente, la toxoplasmosis puede causar lesiones severas en nifios con
infeccidn congénita y pacientes inmunocomprometidos (Sousa et al., 2008), aunque
se han reportado casos graves de la enfermedad en individuos inmunocompetentes
(Carme et al., 2002; Demar et al., 2007).

1.3.1. Toxoplasmosis en México

En México, la prevalencia de la infeccion por T. gondii en humanos fue de
40.0% y 43.9%, en 2000 y 2006, respectivamente (Figura 3; Caballero-Ortega et al.,
2012). En el afo 2005, se realizd un estudio para determinar la frecuencia de
anticuerpos contra T. gondii en infantes de la Ciudad de México y se determiné una
frecuencia de dos casos de toxoplasmosis congénita por cada 1000 nacimientos
(Vela-Amieva et al.,, 2005). En distintos estados de México se ha reportado la
frecuencia de la infeccién por T. gondii en animales domésticos, principalmente
mediante el empleo de técnicas serolégicas, lo que implica que el parasito esta

ampliamente distribuido en el pais (Cuadro 1).
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Figura 3. Mapas de México que indican el rango de prevalencia por estado de
anticuerpos anti-Toxoplasma gondii de los afios 2000 y 2006. Los rangos de
prevalencia se muestran en diferentes tonos de rojo. Tomado de Caballero-Ortega et al.,

2012.

Cuadro 1. Frecuencia de lainfeccion por Toxoplasma gondii en animales domésticos

en México
Especie Estado Frecuencia Técnica Referencia
_ Edo. Méx. 6.2%
Gallina _ . MAT Dubey et al., 2004
Ciudad de México (13/208)
(Gallus gallus :
_ 6.9% Alvarado-Esquivel et
domesticus) Durango MAT
(36/519) al., 2012d
Conejo Edo. México ) _
_ . 26.9% Figueroa-Castillo et
(Oryctolagus Ciudad de México ELISA
. (77/286) al., 2006
cuniculus) Puebla
IgM 8.3%
_ (2/124) Galvan-Ramirez et
Jalisco ELISA
lgG 70.8% al., 1999
Gato
o ) (17/24)
(Felis silvestris S
. 28.8% Garcia-Marquez et
catus) Colima ELISA
(23/80) al., 2007
21.0% Alvarado-Esquivel et
Durango MAT
(22/105) al., 2007




9.3 %

MAT Dubey et al., 2009
(14/150)
_ . 21.8% Besné-Mérida et al.,
Ciudad de México ELISA
(37/169) 2008
IgM 75.5%
(166/220) Castillo-Morales et
Yucatan ELISA
lgG 91.8% al., 2012
(202/220)
51.5%
MAT Dubey et al., 2007¢
(52/101)
Durango
45.3%
MAT Dubey et al., 2009
(68/150)
Perro 61.7% Cedillo-Pelaez et al.,
) S Oaxaca ELISA
(Canis familiaris) (95/154) 2012
42.5% Cedillo-Pelaez et al.,
ELISA
. (31/73) 2011a
Guanajuato :
29.4% Cedillo-Pelaez et al.,
ELISA
(74/252) 2015
8.9% Garcia-Vazquez et
Morelos ELISA
(107/1203) al., 1993
. 2.1% Galvan-Ramirez et
Jalisco ELISA
(1/48) al., 2010
12.7% Alvarado-Esquivel et
Cerdo Durango MAT
(136/1074) al., 2011a
(Sus scrofa :
. Traspatio
domesticus)
17.2%
(58/337) Alvarado-Esquivel et
Oaxaca _ MAT
Granja al., 2012e
0.5%
(1/188)
Caballo 6.1% Alvarado-Esquivel et
Durango MAT
(Equus caballus) (30/495) al., 2012b




Burro 10.9% Alvarado-Esquivel et

_ Durango MAT
(Equus asinus) (26/239) al., 2015
Bovino 11.9% Garcia-Vazquez et
Morelos ELISA
(Bos taurus) (47/397) al., 1993
55%
Morelos (65/118) AT Garcia-Vazquez et
San Luis Potosi 29% al., 1990
(27/93)
Cabra —
3.2% Garcia-Vazquez et
(Capra aegagrus Morelos ELISA
_ (23/707) al., 1993
hircus) :
31.0% Alvarado-Esquivel et
Durango MAT
(174/562) al.,, 2011b
_ i 15.2% Alvarado-Esquivel et
Michoacan MAT
(52/341) al., 2013c

MAT: prueba de aglutinacion modificada. ELISA: ensayo inmunoenzimatico. IFAT: prueba de
inmunofluorescencia indirecta.

Especificamente en borregos (Ovis aries) se ha reportado un rango de
frecuencia entre 15 a 84% en diferentes estados de México (Cuadro 2). Esta especie
tiene un potencial zoon6tico importante ya que puede infectarse con T. gondii y
alojar quistes tisulares, con el riesgo de transmitir la parasitosis a los humanos si
ingieren su carne cruda o mal cocida (Dubey, 2009). Ademas, es un buen centinela
del riesgo de infeccién y de los genotipos del parasito que estan presentes en una
region determinada (Caballero-Ortega et al., 2008b).
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Cuadro 2. Frecuenciade lainfeccidon por Toxoplasma gondii en borregos (Ovis aries)
de México

Especie Estado Frecuencia Técnica Referencia
Morelos 55% (53/97) o
_ . Garcia-Vazquez et
San Luis Potosi 39% (37/95) IFAT
_ al., 1990
Guanajuato 20% (60/303)
37.9% Cruz-Vazquez et
Morelos IFAT
(266/702) al., 1992
_ 29.2% Caballero-Ortega et
Colima ELISA
(102/351) al., 2008a
Borrego
_ _ ELISA Caballero-Ortega et
(Ovis aries) Puebla 77.0-84.0%
wWB al., 2008b
15.1% Alvarado-Esquivel
Durango MAT
(77/511) etal., 2012c
23.1% Alvarado-Esquivel
Oaxaca MAT
(99/429) etal., 2013a
_ 29.9% Alvarado-Esquivel
Michoacan MAT
(121/405) etal., 2013b

IFAT: prueba de inmunofluorescencia indirecta. ELISA: ensayo inmunoenzimatico. WB: Western blot.
MAT: prueba de aglutinacion modificada.

1.4. Susceptibilidad del hospedador a la toxoplasmosis

Existen diversos factores que participan en la susceptibilidad a la
toxoplasmosis; de parte del hospedador se deben considerar, ante todo, la eficacia
y el perfil de la respuesta inmune, la cual depende de la evolucién de la especie, la
edad, el fondo genético y la presencia de coinfecciones, mientras que por parte del
parasito se deben tomar en cuenta la carga parasitaria, el estadio, la ruta de
transmision y la virulencia de la cepa, siendo éste ultimo otro factor importante (Xiao
et al., 2009; Dubey, 2010).

Generalmente se considera que los primates del Nuevo Mundo y los

marsupiales australianos son muy susceptibles a la toxoplasmosis debido a que
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probablemente evolucionaron sin entrar en contacto con el parasito, lo que evitd que
estas especies desarrollaran una respuesta inmune adaptativa contra T. gondii
(Dardé et al., 1998). Otras especies como los humanos y ovinos tienen una
susceptibilidad intermedia a la toxoplasmosis, mientras que los primates del Viejo
Mundo, ratas, bovinos, caballos, cerdos y cabras son altamente resistentes (Innes,
1997; Dubey, 2010). La mayoria de las especies de felinos infectados rara vez
presentan signos clinicos, sin embargo, algunas coinfecciones (virus de la leucemia
felina, virus de la inmunodeficiencia felina, virus de la panleucopenia felina) pueden

agravar la infeccion por T. gondii (Dubey, 2010).

1.5. Respuestainmune alainfeccién por Toxoplasma gondii

En las etapas tempranas de la infeccion por T. gondii, las células de la
respuesta inmune innata como macroéfagos, neutréfilos y células asesinas naturales
(NKs) se encargan de la fagocitosis, citotoxicidad celular y junto con las células
dendriticas producen interleucina 12 (IL-12). Esto sucede debido a que los
receptores tipo Toll (TLRsS) reconocen a los patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPS), especificamente en la infeccion por T. gondii en ratones, los
TLR11 y TLR12 detectan la profilina del parasito; mientras que en humanos son
TLR5 que reconocen a la profilina, los TLR2 y TLR4 detectan anclas de
glicosilfosfatidilinositol y TLR4 a la proteina de choque térmico 70 (Aliberti, 2005;
Mun et al., 2005; Yarovinsky et al., 2005; Correa et al., 2007; Debierre-Grockiego et
al., 2007; Koblansky et al., 2013; Gonzélez et al., 2014). La IL-12 es importante en
la activacion de las células NK para que produzcan interferon gamma (IFN-Y), que
desencadena el desarrollo de la respuesta Thl (Correa et al., 2007; Miller et al.,
2009).

Los macréfagos y células dendriticas presentan los antigenos a las células
por medio del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), a través del MHC
clase | los antigenos son reconocidos por linfocitos T CD8+ (citotoxicos),
encargados de eliminar las células infectadas por medio de apoptosis o lisis.

Mientras que los linfocitos CD4+ interactuan con el MHC clase II, lo que estimula la
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produccion de IL-2 (Denkers y Gazzinelli, 1998; Galvan-Ramirez y Mondragén-
Flores, 2017). La produccion de IFN-Y activa a los macréfagos para producir factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que tiene sinergia con el IFN-v para comenzar la
produccion de 6xido nitrico. EI TNF-a 'y 6xido nitrico contribuyen a la destruccion del
parasito. El IFN-v participa en otros mecanismos de control que incluyen la
generacion de especies reactivas de oxigeno, deprivacion de hierro, inanicion de
triptéfano por la expresiéon de la indolamina 2,3-dioxigenasa y activacion de
guanosina trifosfatasa (GTPasa) como GTPasas relacionadas con la inmunidad p47
(IRG) y proteinas de union al guanilato p65 (GBP) (Miller et al., 2009; Sasai et al.,
2018).

La respuesta inmune mediada por las células T y la resistencia al estadio de
taquizoito son un paso clave en el ciclo de vida de T. gondii, ya que determinan la
sobrevivencia del hospedador intermediario y del parésito (Denkers y Gazzinelli,
1998). Si en una infeccidén primaria ocurre una respuesta Th2, no se bloquea la
replicacion de T. gondii y se presentan problemas clinicos asociados a la
destruccion tisular por el parasito. Una vez finalizado el control sobre el parasito, la
respuesta celular Th3, células T reguladoras o células dendriticas producen la
interleucina 10 (IL-10) y el factor de crecimiento transformante B (TGF-B) que
modulan la respuesta Th1l proinflamatoria, ya que si no es regulada puede provocar
dafo tisular e incluso matar al hospedador (Gazzinelli et al., 1996; Correa et al.,
2007).

Los anticuerpos IgM aparecen por lo general entre 3 a 10 dias después de la
infeccidn. Los niveles de IgM aumentan hasta llegar a un pico después de 1-3
meses. A lo largo de los préximos 9 meses, existe una disminucion progresiva de
los niveles de IgM hasta la negativizacion (Villard et al., 2016). Sin embargo, una
parte de los pacientes (9-27%) ha demostrado una respuesta persistente del
anticuerpo IgM que permanece por 2 afios o0 mas (Gras et al., 2004). La produccién
de IgM es seguida por anticuerpos IgA, que pueden persistir por lo general durante
6 a 7 meses después de la infeccidn; mientras que los anticuerpos IgE se detectan

en la fase aguda de la infeccion y su persistencia en el organismo en mas breve en
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comparacion con las clases IgM e IgA (Montoya, 2002; Wong et al., 1993). Los
anticuerpos IgG aparecen después de 1-3 semanas de la infeccién y alcanzan su
pico a los 2 0 3 meses, permanecen en un nivel de meseta durante 6 meses y
después de 1 afio comienzan a disminuir lentamente a niveles residuales hasta el
final de la vida del individuo infectado (Robert-Gangneux y Dardé, 2012; Villard et
al., 2016). En un hospedador inmunocompetente, se considera que la ruptura
ocasional de quistes individuales es responsable de la estimulacion continua de la

respuesta inmune (Robert-Gangneux y Darde, 2012).

1.6. Presentaciones clinico-patologicas de la infeccion por Toxoplasma

gondii

1.6.1. En humanos

La infeccién puede inducir un amplio rango de manifestaciones clinicas de
acuerdo con el estado inmunoldgico del paciente (Morisset et al., 2008). La mayoria
de las infecciones con T. gondii en humanos inmunocompetentes son asintomaticas
0 pueden presentar sintomas inespecificos como fiebre, linfadenopatias o un
sindrome similar a la mononucleosis, que se resuelven de manera espontanea
(Jones et al., 2001; Morisset et al., 2008). El diagnostico en pacientes
inmunocompetentes se realiza principalmente mediante pruebas serolégicas (Murat
et al., 2013).

1.6.1.1. Toxoplasmosis congénita

La transmision transplacentaria de T. gondii puede generar anormalidades
neurologicas severas o lesiones oculares (Xiao et al., 2009). La tasa de transmision
de la infecciébn aumenta conforme avanza la gestacién mientras que la severidad de
la enfermedad disminuye a lo largo del embarazo (Dunn et al., 1999; Teixeira et al.,
2002). Por lo tanto, la mayoria de los neonatos infectados congénitamente con
cepas poco virulentas nacen sin problemas clinicos aparentes. En la toxoplasmosis

congénita transmitida en los dos primeros trimestres se puede presentar muerte
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fetal, prematuridad o enfermedad severa al nacimiento con dafio ocular o cerebral
que provocan secuelas de por vida, especialmente si los nifios no reciben
tratamiento (McLeod et al.,, 2012). Existen casos con retinocoroiditis activa
recurrente, pérdida de cognicion y funcibn motora y convulsiones en afios
posteriores en personas que son asintomaticas al nacimiento (McLeod et al., 2012).
Dependiendo de su localizacion en el cerebro, las calcificaciones pueden ser
subclinicas o inducir hidrocefalia (Morisset et al., 2008). Debido a que la infeccidon
es asintomética en mujeres embarazadas, se recomienda realizar un diagndstico
serolégico preferentemente antes de la gestacién o en las etapas tempranas de la
misma. Esto se debe a que la mayoria de las madres seropositivas antes de la
gestacion no transmiten la infeccion al feto, aunque existen excepciones en casos
de reinfeccion con una cepa mas virulenta (Desmonts et al., 1990). Cuando hay
evidencia de seroconversidon en una mujer embarazada seronegativa, se debe
realizar un seguimiento prenatal para determinar si existen anormalidades fetales
mediante ultrasonido, esto le permite al clinico decidir la administracién del
tratamiento mas adecuado (espiramicina o pirimetamina-sulfadiazina y acido
folinico) para prevenir la transmision vertical del parasito o disminuir la severidad de

la presentacion clinica (Tenter et al., 2000; Montoya y Remington, 2008).

1.6.1.2. Toxoplasmosis en pacientes inmunocomprometidos

En pacientes inmunocomprometidos con enfermedades hematolégicas,
enfermedad de Hodgkin y otros linfomas, pacientes con SIDA e individuos que
reciben terapia inmunosupresora con drogas citotoxicas, corticoesteroides o
pacientes con trasplante de drganos se puede presentar toxoplasmosis diseminada
con falla multiorganica (Tenter et al., 2000; Khurana y Batra, 2016).

La toxoplasmosis en pacientes con SIDA se considera como unas de las
infecciones oportunistas mas comunes y generalmente sucede por la reactivacion
de una infeccion latente (Dubey et al., 1998). Los pacientes con trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas estan en riesgo de reactivacion del parasito durante

el tiempo de su condicionamiento para el trasplante, aun aquellos que han recibido
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un trasplante de un donante seronegativo. De igual manera, los beneficiarios de un
trasplante de érgano solido estan expuestos a la reactivacion de los quistes en su
organismo, asi como a la reactivacion de los quistes que se encuentran en el érgano
trasplantado (Murat et al., 2013).

El diagndstico en este tipo de pacientes se puede realizar mediante ensayos
serolégicos, ya que en una infeccion adquirida existe la seroconversion con
presencia de anticuerpos IgM e 1gG, mientras que la presencia de anticuerpos IgG
con un indice de avidez alto en ausencia de IgM sugiere la reactivacion de T. gondii
(Khurana y Batra, 2016). Debido a que la produccion de anticuerpos en pacientes
inmunosuprimidos esta afectada, se recomienda utilizar métodos moleculares para
evidenciar el DNA del parasito en sangre o liquidos corporales, también se puede
realizar el aislamiento del pardsito o wuna evaluacion histolégica por

inmunohistoquimica (Montoya, 2002; Murat et al., 2013).

1.6.1.3. Toxoplasmosis ocular

Esta enfermedad es una secuela comun de la infeccidon congénita, aunque
también puede ser una consecuencia de la infeccibn adquirida en adultos. La
infeccién ocular puede permanecer latente por afios y emerger en la segunda o
tercera década de vida del paciente provocando una retinocoroiditis severa
(Boothroyd y Grigg, 2002). La toxoplasmosis ocular asociada con la infeccion
congénita puede ser aparente al nacimiento, ya sea como una lesién activa en la
retina 0 como cicatrices retinocoroidales. La recurrencia de las lesiones en la retina
puede ocurrir tanto en la infeccién congénita como en la adquirida y se manifiesta
como lesiones satélites en el borde de cicatrices retinocoroidales preexistentes,
aunque en algunos pacientes se desarrollan nuevas lesiones retinales primarias que
se ubican lejos de las cicatrices previas. La recurrencia generalmente se asume que
se debe a la liberacion de parasitos de los quistes tisulares en la retina. También se
considera que puede ocurrir por la diseminacion de parasitos desde lugares distintos

al ojo o por la reinfeccion del paciente (Holland, 2003).
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En la mayoria de los casos, la toxoplasmosis ocular es diagnosticada
mediante una examinacion oftalmoldgica; en los casos en que las lesiones no son
diagndsticas o la respuesta al tratamiento no es Optima se puede detectar el DNA
del parésito por PCR o por la produccion local de anticuerpos 1gG, IgA o ambos,
usando muestras de humor acuoso; el suero se debe analizar simultaneamente
(Montoya, 2002; Villard et al., 2016). Si se confirma la presencia del DNA de T.
gondii es posible determinar el genotipo mediante RFLP o secuenciacion. También
se puede evidenciar la presencia del parasito mediante aislamiento o histopatologia
(Montoya, 2002). La enfermedad ocular en pacientes inmunocompetentes se puede
tratar efectivamente con drogas apropiadas y terapia de esteroides para controlar la
inflamacioén. En los casos en que la enfermedad es mas dramética y no responde al
tratamiento, se opta por tomar una biopsia para ser analizada mediante PCR
(Boothroyd y Grigg, 2002).

1.6.1.4. Otras presentaciones clinicas

Se han reportado casos de toxoplasmosis severa diseminada que afecta mas
de dos dérganos no continuos en individuos inmunocompetentes relacionadas con
cepas atipicas altamente virulentas en regiones de Sudamérica como Surinam y
Guyana Francesa. Estos pacientes han experimentado fiebre elevada y prolongada,
pérdida de peso, citdlisis hepatica, linfadenopatia, cefalea y neumonia. Otros signos
menos frecuentes fueron prurito, retinocoroiditis, miocarditis, miositis y desérdenes
neurolégicos (Dardé et al., 1998; Carme et al., 2002; Carme et al., 2009; Bastos da
Silva et al., 2016).

1.6.2. En animales

La infeccion de T. gondii se ha descrito en mas de 350 especies de
mamiferos y aves (Tenter et al., 2000). La mayoria de los animales no desarrollan
signos clinicos y eventualmente son ingeridos por humanos, constituyendo una

fuente importante de infeccion (Robert-Gangneux y Darde, 2012).
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Los animales que se encuentran en pastoreo poseen una presion infectiva
mayor que los animales en condiciones de produccion intensiva debido a la
contaminacion ambiental con ooquistes, como las ovejas y las cabras (Tenter et al.,
2000). Los borregos son particularmente susceptibles a la toxoplasmosis, la ingesta
de ooquistes al inicio de la gestacion puede generar aborto mientras que la infeccién
en la gestacion avanzada favorece la transmision vertical y el nacimiento de
corderos débiles o incluso clinicamente normales, ocasionando importantes
pérdidas econdmicas en la produccién a nivel mundial (Buxton, 1990; Benavides et
al., 2017).

Los cerdos pueden adquirir la infeccién al ingerir ooquistes del ambiente o al
consumir quistes tisulares de animales infectados como roedores (Burrells, 2014).
Por lo general no presentan signos clinicos, aunque se han reportado brotes de la
enfermedad, donde los animales desarrollaron anorexia y temperatura rectal mayor
a 40 °C, con morbilidad del 57% y mortalidad aproximada de 2% (Li et al., 2010).

Las gallinas son naturalmente resistentes a la toxoplasmosis, pero son
consideradas hospedadores importantes en la epidemiologia de la enfermedad,
porgue son uno de los mejores indicadores de la contaminacion del suelo con
ooquistes de T. gondii (Hill y Dubey, 2013).

Los bovinos son resistentes a la toxoplasmosis y no son considerados
hospedadores importantes del parasito, por lo que la ingestién de carne de res no
es considerada como un riesgo de infeccion importante dentro de la epidemiologia
del patdgeno, debido a la resistencia innata de los bovinos al parasito. No se han
confirmado casos de toxoplasmosis clinica en bovinos ni en caballos (Dubey y
Jones, 2008; Dubey, 2010).

En mamiferos marinos, se ha reportado la infeccion por T. gondii en delfines,
marsopa comun, ballenas, focas, nutrias y leones marinos (Forman et al., 2009;
Alvarado-Esquivel et al., 2012a; van de Velde et al., 2016). Especificamente en
nutrias marinas (Enhydra lutris nereis) la infeccibn se ha relacionado con
meningoencefalitis (Miller et al., 2004), mientras que en una marsopa comun

(Phocoena phocoena) y delfines de cabeza blanca (Cephalorhynchus hectori) se
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manifestd como una infeccién fatal diseminada (Roe et al., 2013; Herder et al.,
2015).

1.7. Diagnostico de Toxoplasma gondii

Debido a que los signos clinicos de la infeccibn con T. gondii son
inespecificos, para el diagndstico se opta por realizar diferentes técnicas de
laboratorio como pruebas seroldgicas, microscopia, bioensayos en ratones y
métodos moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Su et
al., 2010; Ferra, Holec-Gasior y Kur, 2015). Con los métodos indirectos se identifican
anticuerpos contra el parasito, mientras que los métodos directos evidencian a T.
gondii (Murat et al., 2013).

1.7.1. Métodos serolégicos

Estos permiten la identificacion de la infeccion por T. gondii mediante la
deteccion serologica de anticuerpos IgM, IgG, IgA e IgE. Se pueden separar en 2
grupos con el objetivo de optimizar su interpretacion. En el primer grupo estan los
meétodos de tamizaje y en el segundo las pruebas confirmatorias. Los métodos de
tamizaje son de bajo costo y se requiere de una pequefia cantidad de suero, como
la hemoaglutinacion, aglutinacién o ensayo inmunoenzimatico (ELISA) (Villard et al.,
2016). Entre los métodos confirmatorios se encuentran la prueba de Sabin-
Feldman, Western blot o el ensayo de aglutinacion inmunoabsorbente (ISAGA). La
interpretaciéon de los resultados servirda para decidir la profilaxis primaria, el
tratamiento especifico, el seguimiento serolégico y la elaboracién de otras pruebas
usando otros fluidos corporales como liquido amnidtico, lavado broncoalveolar o
fluido espinal (Villard et al., 2016).

1.7.1.1. Ensayos inmunoenzimaticos
Se han desarrollado varios tipos de ensayos inmunoenzimaticos, entre ellos,
el ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA). Este se ha adaptado para

la deteccion de anticuerpos IgM, IgG e IgA. Se fundamenta en la union de los
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anticuerpos del paciente a una fase sélida sensibilizada previamente con antigenos
(método indirecto) o anticuerpos especificos (ELISA de captura). Para la deteccion
de anticuerpos especificos de clase IgG anti-T. gondii usualmente se emplea como
antigeno el lisado completo del parasito a partir de taquizoitos recuperados de
ratones o cultivos celulares, pero los anticuerpos de clase IgM e IgA suelen
determinarse por ensayos de captura de anticuerpos debido a que suelen tener
menor afinidad o concentracion que los de clase IgG (Olmedo-Hernandez, 2009;
Ferra, Holec-Gasior y Kur, 2015). Debido a su alta sensibilidad, el ELISA es una
prueba tamiz que se utiliza frecuentemente para la deteccién de anticuerpos anti-T.
gondii (Caballero-Ortega et al., 2014).

Para el diagnéstico de la infeccion por T. gondii en individuos
inmunocompetentes (incluyendo mujeres embarazadas) se recomienda realizar
pruebas para detectar anticuerpos IgG e IgM. El siguiente paso es establecer si la
infeccidn es reciente o crénica; un resultado negativo para IgM descarta la presencia
de una infeccién reciente, mientras que un resultado positivo no necesariamente
indica que el individuo cursa con una infeccion aguda, ya que estos anticuerpos
pueden permanecer durante un afio 0 mas después de la infeccién, por lo que son
necesarias pruebas complementarias, como el western blot, que apoyen el
diagndstico de una infeccion reciente (Dhakal et al., 2015). Se recomienda realizar
una prueba de avidez de anticuerpos IgG, ya que si los anticuerpos anti-T. gondii
son de baja afinidad puede ser indicativo de una infeccion aguda; los resultados
deben ser interpretados por un especialista experimentado (Olariu et al., 2018).
También el aumento de cuatro veces en el titulo de IgG en muestras de suero
tomadas con 3-4 semanas de diferencia, corridas en paralelo, puede indicar una
infeccidn reciente con este parasito (Montoya, 2002; Dhakal et al., 2015).

En casos donde se establece, o0 es altamente sugerente, una infeccion aguda
en una mujer gestante o cuando se encuentra una anormalidad en el feto que
sugiere toxoplasmosis congénita, se recomienda hacer el diagnéstico prenatal
mediante ultrasonido y PCR del liquido amniético a partir de la semana 18 de

gestacion (Montoya, 2002). En el neonato, se usan pruebas para detectar
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anticuerpos IgA e IgM, de preferencia empleando muestras de suero obtenidas de
sangre periférica, ya que las muestras de cordon umbilical pueden contaminarse
con la sangre materna (Montoya, 2002).

En los infantes de madres con infeccidon crénica por T. gondii se pueden
detectar anticuerpos IgG en sangre periférica. En estos pacientes, se debe realizar
el seguimiento seroldgico de estos anticuerpos durante las primeras etapas de su
vida, para descartar la transmision vertical del parasito o si ésta ocurrié entonces

administrarles tratamiento para controlar la parasitosis (Montoya, 2002).

1.7.1.2. Western blot

Es un método inmunoenzimatico, que se emplea para identificar un patron de
reconocimiento antigénico por anticuerpos. Es una prueba util para el diagnostico
postnatal temprano de toxoplasmosis congénita y es un ensayo confirmatorio para
la deteccién de anticuerpos IgG e IgM debido a que es una prueba con alta
especificidad (Murat et al., 2013; Caballero-Ortega et al., 2014). En la toxoplasmosis
congeénita, esta prueba nos permite comparar los patrones de bandas para IgG e
IgM entre las muestras de la madre y el neonato (Robert-Gangneux et al., 1999).
Con esto se puede determinar si hay produccién de neoanticuerpos o mayor
intensidad en las bandas para IgG en el suero del nifio, lo que indica la existencia
de infeccidn congénita; mientras que, si ambos patrones de bandas del binomio son
similares y no hay produccion de IgM en el bebé, se consideran estos resultados
una consecuencia de la transmision pasiva de anticuerpos IgG al feto (Robert-
Gangneux et al., 1999). En casos de toxoplasmosis ocular, se pueden comparar
muestras de humor acuoso y sangre, para determinar la sintesis local de

inmunoglobulinas (Murat et al., 2013).

1.7.2. Aislamiento del parasito
El diagnéstico de la infeccibn aguda por T. gondii en casos congénitos,
oculares y pacientes inmunosuprimidos se puede hacer mediante el aislamiento del

parasito in vivo (bioensayo) o in vitro (cultivo celular). El primer método consiste en
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inocular muestras sospechosas de liquidos o tejidos corporales en un modelo
murino, con el objetivo de que el parasito se reproduzca en el hospedador y de esta
manera confirmar la presencia del patdégeno en la muestra clinica (Montoya, 2002;
Galvan-Ramirez y Mondragon-Flores, 2017). Se ha reportado que el bioensayo
tiene una sensibilidad de 80-90% y una especificidad de 100% (Galvan-Ramirez y
Mondragdn-Flores, 2017; Carral et al., 2018). Se pueden emplear cepas de ratones
susceptibles como C57BL/6 (deficientes en células B), knock outs para INF-y o
cepas resistentes a la enfermedad como BALB/c (Dubey et al., 2012). Una de las
desventajas de este método es el tiempo prolongado para la obtencion del resultado
(6 semanas), ya que se pueden requerir semanas hasta obtener el aislamiento, asi
como el sesgo de aislar solamente cepas de mediana virulencia, ya que
generalmente las cepas virulentas exterminan al hospedador y no se consigue el
aislamiento, mientras que las cepas avirulentas son eliminadas por el sistema
inmune del huésped (Homan et al., 2000; Teixeira et al., 2002).

Por su parte, el cultivo celular in vitro evita las cuestiones éticas acerca del
uso de animales de laboratorio, el resultado se obtiene en menor tiempo y se ha
reportado que tiene igual sensibilidad que el bioensayo (Derouin et al., 1987;
Vismarra et al., 2017). El aislamiento in vitro se puede realizar en lineas celulares
susceptibles para ser invadidas y que permiten la proliferacidn de los parasitos como
células Vero, fibroblastos humanos o una linea celular semi inmortal de
microvasculatura (HMEC-1) (Calzada-Ruiz, 2012; Galvan-Ramirez y Mondragén-
Flores, 2017). Los aislamientos obtenidos por ambos métodos se pueden
almacenar para posteriormente realizar la caracterizacion del parasito (Murat et al.,
2013).

1.7.3. Inmunohistoquimica

Es una prueba anatomopatoldgica, que se basa en la unién antigeno-
anticuerpo que estan presentes en secciones histolégicas (Dagleish et al., 2010).
La técnica de inmunohistoquimica con el método de deteccién complejo peroxidasa

permite la identificacion especifica y morfolégica de taquizoitos o quistes tisulares
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de T. gondii en tejidos (Cedillo, 2015). El diagnostico de infeccion aguda se
establece mediante la demostracion de taquizoitos en cortes de tejido o frotis de
liquidos corporales (ej.: liquido cefalorraquideo, amniético o lavado bronco alveolar),
mientras que la presencia de varios quistes tisulares sin alteraciones por lo general
es diagndstica de una infeccion cronica (Cedillo, 2015).

Bajo ciertas circunstancias, como en condiciones de inmunosupresion, los
quistes tisulares se pueden reactivar y generar lesiones necroticas con respuesta
inflamatoria (Cedillo, 2015).

1.7.4. Biologia molecular

Existen métodos moleculares que se enfocan en la deteccion especifica del
DNA del parasito en muestras bioldgicas, en este grupo se incluyen principalmente
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)
convencional, la PCR anidada, la PCR multiple y la PCR en tiempo real. Para la
deteccion de una secuencia determinada, se recomienda realizar una PCR anidada
a partir de una PCR convencional, con lo cual se incrementa la sensibilidad de la
prueba; mientras que la PCR en tiempo real tiene una sensibilidad superior ala PCR
anidada y convencional (Contini et al., 2005).

Las tres secuencias repetidas de DNA que son mas empleadas para la
deteccion de T. gondii en muestras bioldgicas incluyen al gen B1 de 35 copias, al
elemento repetido de 529 pb con 200-300 copias y al espaciador interno transcrito
(ITS-1) con 110 copias o secuencias del gen 18S DNAr (Su et al., 2010). Se ha
reportado que el fragmento no codificante de 529 pb es 10 veces mas sensible que
el gen B1 (Homan et al., 2000). EL marcador 18S DNAr es una herramienta
excelente para detectar organismos apicomplexas que estan estrechamente
relacionados con T. gondii en muestras de animales (Su et al., 2010). La PCR
multiple consiste en una primera reaccién usando los oligonucleétidos externos de
varios marcadores genéticos y los productos de esta amplificacion se emplean como
molde para la reaccion individual de cada marcador usando los oligonucledtidos

internos. La ventaja de esta técnica es que utiliza una cantidad pequefia de DNA, y
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es util en casos clinicos que tienen poca cantidad de material genético (Su et al.,
2010).

1.8. Genomay diversidad genética de Toxoplasma gondii

El genoma nuclear del parasito es haploide, con un tamafio genético de ~592
cM, un tamairio fisico de ~65 Mb, con un promedio de 104 kb/cM. Esta constituido
por 14 cromosomas (la, Ib, II, Ill, IV, V, VI, Vlla, Vlib, VIII, IX, X, Xl y XII), con un
tamafio que varia de 1.8 (cromosoma la) a >7 Mb (cromosoma X), contiene entre
7860 a 8460 genes codificantes y su contenido de G+C es en promedio de 52%
(Khan et al., 2005; Lau et al., 2016). En el genoma de la cepa RH se han reportado
111 genes Unicos en comparacion con el de las cepas GT1, ME49 y VEG. Aunque
la mayoria de estos genes expresan proteinas con funciones desconocidas, 17 de
ellos expresan proteinas relacionadas con funciones celulares vitales, asociadas
con la regulacion de la expresion génica (Lau et al., 2016).

El genoma mitocondrial es lineal, tiene un tamafio entre 6-8 kb y contiene tres
genes que codifican las proteinas del citocromo ¢ oxidasa | (cox1) y Il (cox3) y
citocromo b (cytb), junto con genes de RNA ribosomal de la subunidad pequefia y
grande (Gjerde, 2013). El genoma del apicoplasto es circular, de 35 kb, posee genes
de RNA ribosomal de la subunidad grande y pequeia, repetidos en tandem
invertidos, genes de RNA de transferencia y otros que codifican ciertas proteinas
(Roos et al., 1999).

La diversidad genética del parasito se comenzé a estudiar desde hace mas
de 20 afos. En un estudio empleando polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) en seis loci (SAG1, SAG2, ROP1, 850, L328, 62) de 106
aislamientos de humanos y animales, principalmente de Norte América y Europa,
se establecié que la estructura genética de T. gondii estaba conformada por tres
genotipos clasicos designados como |, 1l y Ill, ya que mas del 95% de los
aislamientos se clasificaron en uno de estos tres genotipos. Por lo que se considero
que la presencia de genotipos recombinantes y atipicos era muy poco frecuente
(Howe y Sibley, 1995).
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Sin embargo, varios estudios han demostrado que existe una mayor
diversidad genética. Dubey y Su (2009) reportaron 58 genotipos a partir de 149
aislamientos de T. gondii de pollos de Brasil, mientras que en 253 aislamientos de
cerdos, corderos y venados cola blanca de Estados Unidos, se identificaron 18
genotipos. En los aislamientos de Brasil no se encontrd el genotipo Il y la mayoria
de los genotipos fueron atipicos y recombinantes; en cambio, en los aislamientos
de Estados Unidos el genotipo Il fue el que predominé (54%), seguido por el
genotipo Il (23%). Rajendran et al. (2012) analizaron 164 aislamientos de T. gondii
a partir de muestras de gatos y gallinas de diversos paises de Centroamérica y
Sudamérica; usando 11 marcadores mediante PCR-RFLP, identificaron 42
genotipos, por lo que concluyeron que las poblaciones de América Central y del Sur
tienen gran diversidad, con un dominio del genotipo Ill y un genotipo cercanamente
relacionado, ToxoDB #7, con excepcion de Chile donde el genotipo Il fue el que
domino.

Shwab et al. (2014) analizaron 1457 aislamientos de T. gondii mediante PCR-
RFLP utilizando 10 marcadores genéticos e identificaron 189 genotipos. Estos
autores concuerdan con lo reportado en estudios previos, ya que encontraron pocos
genotipos que predominan en el hemisferio norte en comparacion con lo que sucede
en el hemisferio sur donde existen cientos de genotipos que coexisten.

Actualmente se han reportado al menos 287 genotipos de T. gondii a nivel
mundial, mediante PCR-RFLP (ToxoDB.org, 2018).

Su et al. (2012) establecieron un sistema de tipificacion del parasito para
determinar la estructura genética de la poblacién de T. gondii. Para esto emplearon
12 marcadores PCR-RFLP, 15 microsatélites y secuenciacion de 4 intrones de
genes constitutivos para agrupar los genotipos en haplogrupos y éstos a la vez en
clados, asi como también identificar cepas representativas de cada haplogrupo. A
través de la evaluacion de 956 aislamientos recolectados de diferentes partes del
mundo, se obtuvieron 138 genotipos, que se clasificaron en 15 haplogrupos
divididos en 6 clados (Su et al., 2012; Figura 4).
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Figura 4. Estructura genética de 138 genotipos de Toxoplasma gondii. Se clasifica en
6 clados (A-F), los haplogrupos se muestran en numeros dentro de circulos, la cepa
representativa de cada haplogrupo se encuentra en un rectangulo amarillo. Tomado y
modificado de Su et al., 2012.

El clado A esta formado por los haplogrupos 1 (clasico 1), 6 y 14 (cepas de
Sudamérica y Africa), el clado B tiene los haplogrupos 4 y 8 (cepas dominantes de
Sudameérica), el clado C esta constituido solamente por el haplogrupo 3 (clasico IlI),
el clado D contiene los haplogrupos 2 (clasico Il) y 12 (dominantes en Norte
América), en el clado E se encuentra el haplogrupo 9 y el clado F esta compuesto
por los haplogrupos 5, 10 (cepas de Guyana Francesa) y 15 (cepas de Brasil). Los

haplogrupos 7, 11y 13 se ubicaron en los limites de los clados, por lo que no fueron
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agrupados dentro de alguno en especifico. Recientemente, Lorenzi et al. (2016)
determinaron la existencia de 16 haplogrupos mediante secuenciacion masiva de
62 aislamientos de T. gondii. El haplogrupo 7 fue clasificado dentro del clado A,

mientras que los haplogrupos 11 y 13 forman parte del clado D (Figura 5).
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Figura 5. Estructura genética de la poblacion de Toxoplasma gondii, de acuerdo con
la secuenciacion masiva de 62 aislamientos de T. gondii. Las figuras de colores representan
los clados, los nimeros de los haplogrupos se encuentran en paréntesis con base en su
asignacion previa. Los nombres en rosa denotan las cepas representativas. La barra de
escala corresponde al numero de SNPs por sitio. Tomado y modificado de Lorenzi et al.,
2016.

1.8.1. Genotipos de Toxoplasma gondii en México

Los estudios de la diversidad genética de T. gondii en México con muestras
de humanos de casos congénitos, asi como de animales domeésticos y silvestres
han determinado la existencia de los genotipos |, Ill, asi como genotipos
recombinantes y atipicos (Dubey, et al., 2004, 2009, 2013; Chavez-Criséstomo,
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2010; Besné-Mérida, 2010; Alvarado-Esquivel et al., 2011c; Cedillo-Pelaez et al.,
2009, 2011b, 2015; Valenzuela-Moreno, 2014; Rico-Torres et al., 2012, 2015,
2018).

En casos de toxoplasmosis congénita en humanos se ha identificado el
genotipo | o aislamientos relacionado a éste en neonatos, con dafio clinico
moderado a severo, usando cuatro marcadores genéticos (Rico-Torres et al., 2012).
En otro estudio de genotipificacion de toxoplasmosis congénita en humanos de la
Ciudad de México se observo una predominancia de alelos I, seguidos de 1l y lll, asi
como la presencia del genotipo ToxoDB #10 (clasico 1), genotipos compatibles con
ToxoDB #112 o 142, #10 o 27 y #225 y tres genotipos nuevos (Rico-Torres et al.,
2018). De relevancia es que en este grupo de pacientes se encontraron cinco
binomios con infecciones mixtas, es decir con dos genotipos distintos de T. gondii.

En aislamientos provenientes de muestras de gallinas del Estado de México
y Ciudad de México y perros y gatos de Durango, mediante PCR-RFLP usando 11
marcadores se identificaron 5 genotipos, que corresponden a ToxoDB #2 (clasico
1), #9 (genotipo atipico), #73, #74 y #155 (genotipos recombinantes); todos fueron
avirulentos en ratones (Dubey et al., 2004, 2009). En Durango, el genotipo ToxoDB
#9 también se encontré en un aislamiento de una paloma (Columba livia), y el
genotipo atipico ToxoDB #222 se aislé de una muestra de puma (Felis concolor) y
fue virulento en un modelo murino (Alvarado-Esquivel et al., 2011c; Dubey et al.,
2013).

Toxoplasma gondii también ha sido genotipificado parcialmente (SAGZ2,
SAG3, GRAG, BTUB) en gatos de la Ciudad de México, Estado de México y Colima,
y se encontraron alelos | y Il (Besné-Mérida, 2010). A partir de un aislamiento de
un gato proveniente de Colima, se logro la identificacion del genotipo ToxoDB #28,
el cual en todos sus loci es | excepto para c22-8 (II), L358 y Apico (lIl) (Rico-Torres
et al., 2015). En muestras de borregos de Colima se identificaron 13 haplotipos, la
mayoria relacionados con el genotipo | mediante secuenciacion del locus Bl
(Martinez-Flores et al., 2017).
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1.9. Asociacién entre el genotipo de Toxoplasma gondii y la severidad de
la presentacion clinica

No existe una correlacion definida entre el genotipo de T. gondii y la
enfermedad en humanos y tampoco existe evidencia que la virulencia observada en
ratones se correlacione con las infecciones en humanos u otras especies
(Boothroyd y Grigg, 2002; Peyron et al., 2006). De acuerdo con Grigg et al. (2001a)
la virulencia parece ser resultado de la combinacion de alelos en dos o mas loci que
cooperan para conferir un incremento en la patogenicidad.

A pesar de lo anterior, el genotipo | ha sido encontrado en casos de
toxoplasmosis congénita humana con presentaciones clinicas severas (Howe y
Sibley, 1995; Rico-Torres et al., 2012), asi como en pacientes con retinocoroiditis
severa 0 atipica, junto con genotipos recombinantes (Grigg et al., 2001b). Por su
parte, Xiao et al. (2009) establecieron que la evidencia seroldgica de infeccion
materna con el genotipo | conlleva un incremento estadisticamente significativo en
el riesgo de psicosis en la descendencia y no encontraron una asociacion entre la
presencia de anticuerpos contra otros genotipos y el riesgo de psicosis en la edad
adulta. EIl genotipo | también se han reportado en muestras de humanos con SIDA
y toxoplasmosis cerebral (Ferreira et al., 2008). Cabe resaltar que en una revision
sisteméatica se encontr6 una fuerte asociacién entre un genotipo | o atipico y
presencia de problemas clinicos en la toxoplasmosis congénita en humanos (razén
de momios = 2.4, p<0.05), independiente del efecto del trimestre del embarazo
(Rico-Torres et al., 2016).

El genatipo Il es el que predomina (cerca del 80%) en casos de toxoplasmosis
sintomatica humana en pacientes con SIDA y en otros pacientes
inmunocomprometidos, asi como en la mayoria de los casos de toxoplasmosis
congénita de Europa y Estados Unidos adquiridos en los primeros dos trimestres de
gestacion (Howe y Sibley, 1995; Howe et al., 1997; Dardé, 2004; Rico-Torres et al.,
2016). Este genotipo se ha encontrado en diferentes presentaciones de la
enfermedad congénita como infeccion letal, dafio neuro-ocular, coriorretinitis aislada

o toxoplasmosis latente (Dardé, 2004). Sin embargo, Fuentes et al. (2001)
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determinaron que el genotipo | es el que predomina en casos de toxoplasmosis
congénita en Espafa, realizando PCR-RFLP del loci SAG2 directamente de
muestras clinicas. En animales, el genotipo Il es el que se aisla con mayor
frecuencia del ganado destinado al consumo humano, en Europa y Estados Unidos
(Owen y Trees, 1999; Dardé, 2004).

Por su parte, el genotipo Il se ha encontrado en infecciones de animales
(Howe y Sibley, 1995) y con menor frecuencia en casos de humanos con SIDA,
toxoplasmosis cerebral y toxoplasmosis congénita (Ferreira et al., 2008; Rico-Torres
et al., 2016).

Los genotipos atipicos se han sido identificado en casos de toxoplasmosis
severa en pacientes inmunocompetentes con disfuncion multiorganica (Bossi et al.,
1998; Dardé et al., 1998; Carme et al., 2009), asi como en casos de toxoplasmosis
congénita principalmente en América y Africa (Dardé, 2004; Rico-Torres et al.,
2016).

1.10. Caracterizacion genética de Toxoplasma gondii

Para identificar el genotipo de T. gondii, se usan técnicas moleculares de alta
resolucion como son los fragmentos de restriccion de longitud polimoérfica (PCR-
RFLP), los microsatélites, la tipificacion multilocus de secuencias y la secuenciacion
(Su et al., 2010). Dentro de los métodos seroldgicos, la serotipificacion es la técnica
que permite distinguir principalmente cepas tipo I/lll de las Il (Sousa et al., 2008).
Mediante la caracterizacion genética se puede inferir si existe una asociacion entre
el genotipo del parasito y la patogénesis de la toxoplasmosis en humanos y

animales (Sousa et al., 2009).

1.10.1. Técnicas de genotipificacién

Estas técnicas (PCR-RFLP, microsatélites, secuenciacién) nos permiten
identificar la diversidad genética de T. gondii y entender su epidemiologia molecular
(Sousa et al., 2009). Una desventaja de éstas es que frecuentemente es dificil

obtener suficiente cantidad de DNA del parasito a partir de tejidos y fluidos de
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hospedadores incluso en casos clinicos, y el DNA de T. gondii a partir de casos
subclinicos por lo general no esta disponible (Xiao et al., 2009; Maksimov et al.,
2013).

1.10.1.1. PCR-RFLP

Es la técnica de genotipificacion empleada con mayor frecuencia para T.
gondii en el mundo. Su et al. (2006) desarrollaron un conjunto de nueve marcadores
de genes unicopia (c22-8, c29-2, L358, PK1, SAG2, GRA6, SAG3, BTUB y Apico)
mediante PCR-RFLP que tienen la capacidad de distinguir los tres genotipos
clasicos, asi como genotipos recombinantes, atipicos e infecciones mixtas.
Posteriormente se desarroll6 una PCR-RFLP multiple anidada con 10 marcadores
genéticos que incluye SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1
y Apico (Dubey et al., 2007a).

Para alcanzar un nivel de resolucién genético mayor, se requiere usar varios
marcadores mediante PCR-RFLP, ya que en los genes de copia Unica la diversidad
alélica es baja (2-3 alelos/locus) (Ajzenberg et al., 2002). Mediante los marcadores
para PCR-RFLP se revelan solo las mutaciones puntuales estables, por lo que no
se identifican las mutaciones en otros sitios del gen (Khan et al., 2011). Por esta
razon son inadecuados para distinguir aislamientos genéticamente relacionados
(Ajzenberg et al., 2010); sin embargo, para conseguir esta diferenciacion la PCR-
RFLP se puede realizar en combinaciébn con un andlisis de microsatélites o
secuenciacion (Su et al., 2006).

La genatipificacion multiple mediante PCR-RFLP es simple, costo-efectiva
comparada con la secuenciacion y es considerada como una herramienta rapida y
practica para la identificacion y estimacion de la diversidad genética de T. gondii (Su
et al., 2006).

1.10.1.2. Microsatélites

Los microsatélites son secuencias cortas, repetidas en tandem de 2 a 6

nucleotidos. Son altamente polimorficos debido a la variacion en su longitud por lo
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gue exhiben multiples alelos. Son especialmente Utiles para identificar mutaciones
recientes en aislamientos estrechamente relacionados dentro de un linaje (Dardé,
2004; Su et al., 2006; Ajzenberg et al., 2002, 2010).

Los polimorfismos pueden ser identificados por PCR lo que requiere una
cantidad pequefa de DNA y el tamafo del alelo puede ser estudiado mediante el
empleo de oligonucledtidos fluorescentes y un secuenciador automatico que
asegura confiabilidad en los resultados (Ajzenberg et al., 2002; Dardé, 2004).
Ajzenberg et al. (2010) desarrollaron un método para genotipificar que asegura la
discriminacion genética de los aislamientos de T. gondii mediante un ensayo de
PCR multiple usando 15 marcadores microsatélites localizados en 11 cromosomas
diferentes del parasito. Debido a que T. gondii es haploide, se espera solamente un
pico para un locus determinado que corresponde a un alelo. En infecciones mixtas
se puede observar mas de un pico, lo que indica la presencia de diferentes alelos
en la muestra (Ajzenberg et al., 2002).

Los ensayos con microsatélites brindan mayor resolucion que el PCR-RFLP
para revelar si dos aislamientos son genéticamente idénticos o diferentes, permiten
identificar una fuente comudn de infeccion en un brote, contaminacion de laboratorio
e infecciones mixtas. Sin embargo, para este ensayo se requiere de un
secuenciador automatico y una sensibilidad de 50 a 100 equivalentes genémicos
(nimero de parasitos/por reaccion de PCR) de T. gondii por cada 5 pL de muestra
de DNA (Ajzenberg et al., 2010; Su et al., 2010).

1.10.1.3. Secuenciacion de DNA

Se basa en la deteccion de polimorfismos incluyendo SNP, inserciones y
deleciones de nucledtidos en la secuencia de DNA. Es el método de eleccion para
estudios filogenéticos debido a que brinda mayor resolucion de la diversidad
genética y evolucion del genoma, aunque se necesita una cantidad mayor de DNA
de T. gondii (Dardé et al., 2014). Debido a que la PCR-RFLP y microsatélites son
simples y costo-efectivas en comparacion con esta prueba, se prefieren esas

técnicas como herramientas para la caracterizacion del parasito en estudios de

32



epidemiologia (Su et al., 2010). Recientemente se ha realizado la secuenciacion del

genoma completo de 62 aislamientos del parasito (Lorenzi et al., 2016).

1.10.2. Serotipificacion

Otra manera de realizar la caracterizacion de T. gondii es mediante la
serotipificacion, que se basa en el reconocimiento de péptidos sintéticos
provenientes de las secuencias de proteinas antigénicas y polimorficas de
diferentes cepas de T. gondii por los anticuerpos séricos de hospedadores
infectados (Kong et al., 2003; Xicoténcatl-Garcia, 2014). Entre los péptidos que se
han empleado para la serotipificacidn se encuentran los antigenos de superficie
SAG1, SAG2, SAG3, SAG4, BSR4 y SRS2, proteinas de las roptrias ROP1 y
proteinas de granulos densos GRA1, GRA3, GRA4, GRA5, GRA6 y GRA7; siendo
los dltimos tres los péptidos usados con mayor frecuencia (Kong et al., 2003;
Nowakowska et al., 2006; Peyron et al., 2006; Sousa et al., 2008, 2009, 2010;
Vaudaux et al., 2010; McLeod et al., 2012; Maksimov et al., 2013, 2018). Por lo
general, los péptidos se derivan de las secuencias de las cepas clasicas |, Il y IlI,
sin embargo, en varios estudios solamente permiten distinguir infecciones causadas
por genotipos Il de aquellas /111, debido a que los genotipos | y Il codifican proteinas
de GRA6 y GRAY casi idénticas (Kong et al., 2003; Nowakowska et al., 2006).

De acuerdo con Kong et al. (2003), esta técnica se fundamenta en que el
parasito estimula una respuesta inmune humoral fuerte en el hospedador, por lo que
los anticuerpos en contra de las proteinas de T. gondii permanecen con titulos altos
y estdn presentes en pacientes con todas las manifestaciones clinicas de la
infeccidon, desde casos oculares, congénitos y hasta en casos asintomaticos.

En comparacion con las técnicas moleculares o con la toma de una biopsia,
el método seroldgico es menos invasivo y permite analizar muestras de pacientes
sintoméaticos y asintométicos (Kong et al., 2003; Peyron et al., 2006; Sousa et al.,
2008; Maksimov et al., 2013).

Una de las limitaciones de esta prueba serolégica es que se basa en el

supuesto de que el hospedador es inmunocompetente. Ademas, no se ha logrado
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distinguir correctamente a los genotipos atipicos de los clasicos, a pesar de que las
secuencias de los péptidos provienen con mayor frecuencia de uno de los dos alelos
predominantes de los genotipos clasicos y en menor grado a partir de los genotipos
atipicos (Grigg et al., 2001a; Kong et al., 2003; Vaudaux et al., 2010; Maksimov et
al., 2013).

1.10.2.1. Proteina 6 de granulos densos (GRAG)

Los granulos densos son microesferas de aproximadamente 200 nm de
diametro, rodeados de una membrana Unica (Mercier et al., 2005). La proteina
GRAG6 se encuentra en los granulos densos y es secretada durante el proceso de
invasion a la célula hospedadora. Después de su secrecion, la proteina se
encuentra tanto en forma soluble como asociada a la membrana de la vacuola
parasitofora. Dentro de ésta, se asocia con una red de tdabulos membranosos
elongados que se ensamblan en el extremo posterior del parasito junto con las
proteinas GRA2 y GRA4 (Lecordier et al., 1999; Adjogble et al., 2004).

La proteina GRAG6 es inmunogénica y esta involucrada en la estabilizacion de
la estructura tubular de la red intravacuolar, la cual tiene conexiones con la vacuola
parasitéfora, lo que sugiere que puede servir como una extension de la superficie
para mejorar la absorcion de nutrientes a partir de la célula hospedadora o para
exportar proteinas y lipidos desde el parasito hacia la membrana de la vacuola
parasitéfora o de la célula hospedadora (Adjogble et al., 2004; Mercier et al., 2002,
2005). A pesar de su posible funcion, la red intravacuolar membranosa no es
esencial para la tasa de crecimiento in vitro de los parasitos ya que la disrupcion
exitosa de los genes GRA2, GRA5 y GRA6 en un mismo parasito, no altera el
desarrollo de éste (Mercier et al., 2005).

El gen GRAG6 es Unico en el genoma haploide del parasito, se encuentra en
el cromosoma X (Mercier et al., 2005). De acuerdo con Fazaeli et al. (2000), el
alineamiento de secuencias de GRA6 de 30 cepas de T. gondii demostro la
existencia de 9 alelos, 24 polimorfismos y 22 substituciones de nucleétidos; de

éstas, 21 resultaron en un cambio de aminoacido. En las cepas tipo Il, se detecto la
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delecién de 15 pares de bases (pb) y 3 pb en las posiciones 635-649 y 658-660,
respectivamente. Existen dos regiones variables en los extremos 5 y 3’ del gen,
pero la mayor variabilidad de nucledtidos se localizé en una region de 110 pb en el
extremo 3’. Se asociaron polimorfismos especificos con las cepas |, Il y lll en tres,
diez y seis posiciones, respectivamente (Fazaeli et al., 2000). La proteina en las
cepas | y lll esta formada por 230 aminoacidos, mientras que en las cepas Il por
224 aminoécidos. La region mas polimorfica de la proteina GRAG se identifico en el

extremo C-terminal (Sousa et al., 2009).

1.11. Concordancia entre la serotipificacion y genotipificacion de T. gondii

Existen estudios de serotipificacibn que usan muestras previamente
genotipificadas para validar a los péptidos; sin embargo, en la mayoria de las
investigaciones en las que se han empleado los péptidos de GRA6, como es el caso
de este trabajo, el genotipo ha sido determinado mediante otros marcadores
genéticos, lo que puede provocar una determinacion erronea de la concordancia
entre estas técnicas (Cuadro 3).

Nowakowska et al. (2006) realizaron una PCR-RFLP de 4 marcadores (5'-
SAG2-3’, SAG3, GRA6 y BTUB) directamente de liquido amniotico y liquido
cefalorraquideo de 19 casos de toxoplasmosis congénita humana de Polonia. En
los nueve casos que lograron genotipificar, exclusivamente encontraron el genotipo
Il, ocho de los nueve casos provenian de casos de toxoplasmosis severa. Por otro
lado, realizaron la serotipificacion empleando péptidos de GRA6 y GRA7 e
identificaron que en nueve casos el genotipo Il era el causante de infecciones
sintomaticas y asintomaticas. En total, 7/9 (77.8%) muestras presentaron
concordancia entre la genotipificacion y la serotipificacion.

Sousa et al. (2008) emplearon péptidos polimérficos del extremo C-terminal
de GRAG. Para validar el ensayo emplearon muestras de suero de infecciones
humanas provocadas por genotipos clasicos (I, Il y lll) y genotipos atipicos,
previamente genotipificadas usando 5 marcadores microsatélites (TUB2, TgM A,

W35, B17, B18). Los resultados de la serotipificacion tuvieron 87% de concordancia
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(20/23) con la genotipificacion en casos infectados con genotipos clasicos. Por otro
lado, no se lograron serotipificar los genotipos atipicos usando solamente dos

péptidos, ya que todos fueron mal clasificados como genotipos clasicos.

Cuadro 3. Serotipificacion de Toxoplasma gondii en muestras previamente
genotipificadas

Especie Serotipificacion Genotipificacion Referencia

PCR-RFLP: 5'SAG2 3',
SAG2, SAG3, GRAG,

Humano GRAGI/I, GRAGII, Nowakowska et

(TC) GRAT7II, GRATIII BTUB al., 2006
Microsatélites: TUB2, Sousa et al.,
Humano GRAGII, GRAGI/II TgM A, W35, B17, B18 2008
Humano GRA7I, GRATIII, Microsatélites: TUB2, Sousa et al.,
Ame6, Af6, Am7 TgM A, W35, B17, B18 2009
. GRAGII, GRAGI/III, . Sousa et al.,
Gallina GRA7I, GRA7III PCR-RFLP: SAG2 2010
Cerdo GRAGII, GRAGI/III, Microsatélites: TUB2, Sousa et al.,
GRA7I1, GRATIII TgM A, W35, B17, B18 2010
Humano GRA®GI/II, GRAGII, Secuenciacion de B1, Vaudaux et al.,
(brote) GRAT7II GRA6 y GRA7 2010
Humano GRAG I/111, Secuenciacion de B1, Shobab et al.,
(TO) GRAG Il, GRATII NTS2 2013

TC: toxoplasmosis congénita. TO: toxoplasmosis ocular.

En otro estudio usando péptidos de genotipos clasicos (I, Ill) y atipicos de
GRA6 y GRA7, observaron que el péptido GRA7III fue un buen candidato para
serotipificar infecciones causadas por el genotipo Ill, mientras que el péptido GRA7I
presento baja sensibilidad. Los péptidos para identificar genotipos atipicos (Am6 y
Af6) tuvieron baja especificidad ya que reaccionaron con sueros de pacientes
infectados con genotipos clasicos, genotipificadas mediante microsatélites (Sousa
et al., 2009).
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Sousa et al. (2010) validaron su ensayo de serotipificacibn empleando
muestras de suero de gallinas y cerdos que previamente habian sido genotipificadas
mediante PCR-RFLP del locus SAG2 y cinco marcadores microsatélites (TUB2,
TgM A, W35, B17, B18), respectivamente. Cuatro gallinas de 11 (36.4%) tuvieron el
mismo resultado mediante serotipificacion y genotipificacion, mientras que, en suero
de cerdos infectados, solamente 2 de 15 (13.3%) el resultado fue concordante en
ambas técnicas.

En el estudio de Vaudaux et al. (2010) compararon los resultados de los
serotipos de humanos infectados en un brote de toxoplasmosis en Brasil con los de
ratones infectados experimentalmente con el aislamiento del brote, que previamente
habia sido identificado como un genotipo atipico, clasico de Brasil denominado Brl.
Mediante secuenciacion de los loci B1, GRA6 y GRA7, se identificaron el genotipo
Brl y otros genotipos atipicos. Al utilizar los péptidos de GRA6 y GRA7, se observo
el mismo serotipo en la mayoria de las muestras de humanos, lo que coincidié con
el serotipo determinado en el suero de los ratones.

Mediante secuenciacion de los loci Bl y NTS2 de pacientes con
toxoplasmosis ocular, se identificaron genotipos atipicos y la mayoria de las
muestras no reacciond con ninguno de los péptidos de GRA6 y GRA7 (Shobab et
al., 2013).
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2. Planteamiento del problema

Aunque T. gondii es prevalente en México tanto en humanos como en
animales, se sabe poco de los genotipos que circulan en todo el territorio nacional.
En términos ecoldgicos o epidemioldgicos, no es relevante la especie animal de
donde se determine el DNA del parasito, ya que T. gondii no tiene preferencia por
algun hospedador; lo trascendental es su localizacion geografica, asi como los
hospedadores definitivos que habiten en la zona, debido a que las cepas del
paréasito pueden variar dependiendo del clima de una regién a otra, y de los eventos
de recombinacién que puedan generarse al llevar a cabo su reproduccién sexual en
las células intestinales de los felinos. Ademas, las cepas que circulan en una regién
pueden determinar la severidad de los casos clinicos y mas aun, la respuesta al
tratamiento (Pena et al., 2006, 2008; Rico-Torres et al., 2016). La caracterizacion
genética del parasito mediante PCR-RFLP/secuenciacion, estrategia considerada
de referencia, es dependiente de la cantidad de DNA del parasito que se pueda
extraer a partir de tejidos de un individuo infectado, por lo que su utilidad tiene esta
limitante. Por su parte, la serotipificacion se basa en el reconocimiento de péptidos
sintéticos polimérficos por los anticuerpos séricos del hospedador infectado (Kong
et al., 2003). Aunque hay informacién acerca de la relacién entre el genotipo y el
serotipo, ésta es escasa y en muchos estudios no se ha realizado la caracterizacion
del mismo gen mediante genotipificacion y serotipificacion; por lo anterior, es
importante determinar la concordancia entre ambas técnicas, para usarlas en el

diagnéstico integral de casos de toxoplasmosis en humanos y animales.
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3. Hipotesis de investigacion

Si se lleva a cabo la serotipificacion y la genotipificacion del gen GRA6 de
Toxoplasma gondii en muestras de borregos, la concordancia sera igual o mayor al
70%.

4. Objetivo
Determinar la concordancia entre el serotipo y el genotipo del gen GRA6 de
Toxoplasma gondii en muestras de sangre y tejido de borregos del estado de

Colima.
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5. Material y Métodos

5.1. Tipo de estudio

Prospectivo, observacional, transversal y comparativo.

5.2.  Lugar de estudio

Para este estudio se selecciono el Estado de Colima ya que cuenta con las
condiciones climéticas apropiadas para la transmision de T. gondii, al ser un lugar
calido-himedo con un promedio anual de temperatura y humedad de 25.3°C y 67%
respectivamente. Ademas, en humanos se reportd una prevalencia de anticuerpos
anti-T. gondii mayor al 70% y en esta region habitan felinos domésticos y seis
especies de felinos silvestres (Garcia-Marquez et al., 2007; Caballero-Ortega et al.,
2012).

5.3. Muestras bioldgicas

Se empleod un banco de muestras de DNA, tejidos de corazon y diafragma y
sueros de borregos semi estabulados destinados para el consumo humano,
colectado entre los afios 2013 y 2014 para un estudio de filogenia del parasito
(Martinez-Flores et al., 2017; Cuadro 7). El rango de edad de los borregos fue desde
menores de 12 meses hasta mayores de 4 afos, de ambos sexos, diferentes razas
(Pelibuey, Dorper, Black belly y cruzas) y habitaban a una distancia de 2 a 14 km

desde la linea costera.

5.4. Teécnicas de laboratorio

Dentro de la estrategia general del estudio se realizaron técnicas moleculares
y serologicas para identificar a los animales positivos a la infeccion parasitaria
(Figura 6). Las muestras que resultaron positivas o dudosas por PCR tiempo real
del gen B1 fueron analizadas mediante una PCR semi anidada para el marcador
genético GRAG y sus productos fueron secuenciados. Los sueros de los borregos

positivos a la genotipificacion, se probaron en ensayos seroldgicos empleando
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extracto crudo de taquizoitos de la cepa RH y tres péptidos sintéticos de la proteina
6 de los granulos densos (GRAG-I, GRAG6-II, GRAG-III).

Banco de muestras de
borregos

DNA/Tejido
(corazén/diafragma)

ELISA indirecto

__ (extracto crudo de taquizoitos)
PCR semi anidada

(gen GRASG)

Secuenciacion Serotipificacion

RFLP de GRAG de GRAG (GRAG6-I, GRA6-II, GRA6-III)

Analisis de resultados

Figura 6. Estrategia general del estudio

5.4.1. Extraccion de DNA

Se usaron once muestras de DNA de tejidos de borregos (muestras 1 a 11,
Cuadro 7) extraidas previamente en el laboratorio mediante el estuche comercial
Gentra Puregene Tissue Kit (QIAGEN, Cat. 158622, Anexo 1). Adicional a este
estuche comercial se probaron los métodos de extraccibn de DNA: fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1 v/v) (Green y Sambrook, 2012, Anexo 2) y
precipitacion salina (Anexo 3) en cuatro tejidos de borregos seleccionados al azar
(muestras 12 a 15, Cuadro 7). Posteriormente, se realizé la extraccion de DNA de
11 tejidos de borregos (muestras 16 a 26; Cuadro 7) mediante la técnica de fenol:

cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1, v/v), caracterizadas previamente para el gen
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B1 por Martinez-Flores et al. (2017). Con la finalidad de incrementar la probabilidad
de deteccion del DNA del parasito, en las muestras de tejido se empleé la técnica
de concentracion de quistes tisulares reportada previamente (Anexo 4; Martinez-
Flores et al., 2017). La concentracion y pureza del DNA se determinaron mediante
un espectrofotometro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific) a 260 y 280 nm,
depositando 1 pL de cada muestra sobre el pedestal del equipo (Cuadro 7). El DNA

se almacen6 a -20 °C hasta su uso.

5.4.2. PCR en tiempo real

Se realizaron ensayos semicuantitativos del gen B1 de T. gondii, usando los
oligonucleotidos descritos por Kompalic-Cristo et al. (2007) que amplifican una
region de 62 pb (Cuadro 4, Anexo 5). En cada ensayo se incluyeron como controles
positivos el DNA de la cepa RH de T. gondii y tejido de pulmédn de ratones infectados
experimentalmente con 5x10° y 5x10° taquizoitos/10 mg de tejido, el control
negativo fue agua inyectable y adicionalmente en cada muestra se coloc6 el control
interno de la PCR. La muestras se consideraron positivas si la amplificacion del gen
de interés estaba por encima del umbral de deteccion; negativas cuando la
amplificacion del gen estaba por debajo del umbral de deteccién y dudosas cuando
solo una de las repeticiones fue positiva o todas las repeticiones fueron positivas,

pero estaban cerca del umbral de deteccion del ensayo (Applied Biosystems, 2010).

Cuadro 4. Oligonucleétidos y sonda para el gen B1 de Toxoplasma gondii

Nombre Secuencia del oligonucleétido*
Sentido GEN_B1_TG-TX2F 5'CTAGTATCGTGCGGCAATGTG 3’
Antisentido GEN_B1_TG-TX2R 5'GGCAGCGTCTCTTCCTCTTTT 3’

5'(6-FAM)-CCACCTCGCCTCTTGG-(NFQ-
MGB) 3’

*FAM: reportero 6-carboxifluoresceina; NFQ: apagador no fluorescente; MGB: Minor Groove Binder

Sonda GEN_B1_TG-TX2M1
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5.4.3. PCR semianidada del gen GRAG6

Se llevdé a cabo una PCR punto final empleando los oligonucleétidos
reportados por Su et al. (2010) y Fazaeli et al. (2000) que amplifican un producto de
854 pb (Cuadro 5, Anexo 5;). Como control positivo se emple6 el DNA de la cepa
RH y como control negativo se us6 agua inyectable. Los productos de amplificacion
se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio
(0.5 mg/1 mL, Invitrogen) en amortiguador TBE 1X; se usaron 3 uL del marcador de
peso molecular (GelPilot DNA Loading Dye, 5x, QIAGEN, Cat. 239901) y 20 pL del
producto de PCR. Los resultados se visualizaron bajo luz ultravioleta (UV) usando
un fotodocumentador.

Posteriormente, se realiz6 una PCR interna usando los oligonucleétidos
reportados por Su et al. (2010), que amplifican una regién de 344 pb (Cuadro 5). De
ésta ultima PCR se hicieron dos ensayos utilizando 1.5 pL y 3.0 pL de la dilucion
1:2 del producto de la primera PCR punto final (Anexo 5). Como controles positivo
y negativo se emplearon la cepa RH y agua inyectable, respectivamente. Los
productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al
1.5% con bromuro de etidio (0.5 mg/1 mL, Invitrogen) en amortiguador TBE 1X,

como se menciond previamente.

Cuadro 5. Oligonucleétidos para la PCR semianidada del gen GRA6

Oligonucled6tido *Tm  Producto Referencia
Int-F: 5-TTTCCGAGCAGGTGACCT-3’ Suetal.,, 2010
55°C 854 pb _
Seq2-R:5'-TACAAGACATAGAGTGCCCC-3' Fazaeli et al., 2000

Int-F: 5-TTTCCGAGCAGGTGACCT-3’

60 °C 344 pb Su et al., 2010
Int-R: 5-TCGCCGAAGAGTTGACATAG-3

*Temperatura de alineamiento

5.4.4. PCR-RFLP del gen GRA6
El producto de la PCR interna en la que se utilizaron 1.5 pL de la dilucion 1:2
de la PCR externa del gen GRAG6 fue digerido con la enzima de restriccion Msel,

gue reconoce y corta la secuencia TTAA (Anexo 5). Las cepas de referencia de T.
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gondii, RH (tipo 1), ME49 (tipo Il) y VEG (tipo Illl) se emplearon como controles
positivos del ensayo. Los fragmentos de restriccion fueron separados mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% tefildo con bromuro de etidio (0.5

mg/mL, Invitrogen) y visualizados con luz ultravioleta.

5.4.5. Secuenciacién de GRA6 y analisis

Los productos de la PCR interna en la que se utilizaron 3.0 pL de la dilucion
1:2 de la PCR externa del gen GRAG se enviaron al Instituto de Biologia de la UNAM
para su purificacion y secuenciacion en ambos sentidos. Brevemente, el
procedimiento que utilizaron en dicho Instituto para purificar las muestras fue
mediante un estuche comercial ExoSAP-IT™ (Thermo Fisher Scientific Inc.). Para
preparar las reacciones de secuencia se usO el estuche comercial BigDye™
Terminator. Los mismos oligonucleétidos que se emplearon en la amplificacion de
la PCR interna se usaron para las reacciones de secuenciacion. Las condiciones de
amplificacion fueron: 30 ciclos a 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos y 60
°C por 4 minutos. Los productos se purificaron con placas CENTRI-SEP con
Sephadex y se corrieron en un secuenciador 3730x| (Applied Biosystems, Cat.
3730XL) utilizando el método de Sanger.

Los electroferogramas fueron analizados usando el programa SnapGene®
Viewer 4.1.1 y el alineamiento de las secuencias de nucledtidos se realizé con el
programa CLC Sequence Viewer 7.8.1. En la base de datos GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) se obtuvieron las secuencias de
nucledtidos del gen GRA6 de las cepas de T. gondii: RH (AF239283.1), GT1
(JX044183.1), ME49 (AF239285.1), VEG (JX044209.1), TgCatPr09 (KU599025.1).
La confirmacion de cada una de las secuencias (sentido-antisentido) se realizo
usando la herramienta “Nucleotide BLAST” de la pagina web PubMed y se corroboro
gue tuvieran entre 98 a 100% de identidad con secuencias de GRAG6 de T. gondii.
Se selecciond la parte de la secuencia que cumplia con un valor de calidad (Q) =
30, que indica que la probabilidad de una base incorrecta es 1/1000 con una

exactitud de la secuencia de 99.9% y usando las secuencias sentido y antisentido,
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se acopld una sola secuencia que fue utilizada para el alineamiento con el resto de
las secuencias de T. gondii obtenidas a partir de tejidos de borregos, asi como de

cepas de referencia.

5.4.6. Clonacion del fragmento de GRAG6 (344 pb) y purificacion de plasmido
Las muestras que tenian un doble pico en los sitios polimérficos sugerente
de infeccion multiple, se analizaron nuevamente mediante una PCR interna de
GRAG, se corté la banda de 344 pb en el gel de agarosa y se purifico con el estuche
comercial Zymoclean ™ Gel DNA Recovery (Zymo Research, Cat. D4008, Anexo
5). Ese producto se inserté en el plasmido de clonacion pJET1.2/blunt usando el
estuche comercial CloneJET PCR Cloning (Thermo Scientific, Cat. K1232, Anexo
5). Se usaron bacterias Escherichia coli de la cepa TOP10 quimicamente
competentes para realizar la transformacion quimica; se dejaron en recuperacion
en 1.0 mL de caldo Luria Bertani (LB) durante 1 hora a 37° C en agitacion (600 rpm)
y posteriormente se cultivaron en un agar LB con ampicilina durante toda la noche
a 37° C. Se seleccionaron 20 colonias aisladas, las cuales fueron cultivadas en agar
LB con ampicilina y las primeras diez colonias se sembraron en caldo LB con
ampicilina, se dejaron a 37° C durante toda la noche en agitacién leve. Se realiz6
una PCR de colonia usando los oligonucledtidos Int-F e Int-R para el marcador
GRAG6 (344 pb) de T. gondii (Anexo 5); como controles positivos se usaron las cepas
de referencia RH, ME49 y VEG vy el control negativo fue agua inyectable. Las
colonias en las que se observé una banda aproximada de 344 pb se sometieron a
PCR-RFLP, empleando la enzima Msel para GRA6 (Anexo 5). Con base en los
resultados de la PCR-RFLP, se seleccionaron las colonias para realizar la
purificacion del plasmido, mediante el estuche comercial GeneJET Plasmid
Miniprep (Thermo Scientific, Cat. K0503). Las muestras de plasmido fueron
cuantificadas por espectrofotometria (Nanodrop 1000, Thermo Scientific) y se
enviaron al Instituto de Biologia de la UNAM para su secuenciacion en ambos

sentidos. Los electroferogramas fueron analizados usando el programa SnapGene®

45



Viewer 4.1.1 y el alineamiento de las secuencias de nucleétidos se realizé con el

programa CLC Sequence Viewer 7.8.1.

5.4.7. ELISA indirecto

Los sueros de los borregos genaotipificados del gen GRAG6 fueron evaluados
mediante un ELISA indirecto previamente estandarizado (Caballero-Ortega et al.,
2008b). Las placas de ELISA (NUNC MaxiSorp™, Invitrogen) fueron incubadas con
2.0 ug/mL de antigeno de extracto crudo de taquizoitos de la cepa RH diluido en 15
mM de amortiguador de carbonatos, pH 9.6, durante toda la noche a 4 °C. Las
placas se lavaron tres veces con solucién salina de fosfatos 0.01 M, NaCl 0.15 M,
pH 7.2 (PBS) adicionado con 0.05% de Tween 20 (PBS-T) durante 5 minutos cada
lavado. Los sitios de unién inespecificos se bloquearon con 200 pL/pozo de
albumina sérica bovina (Biowest, Francia) al 1.0% en PBS-T y se realiz6 una
incubacion a 37 °C durante 30 minutos. Se repitid el proceso de lavado. Se
colocaron 100 pL/pozo de suero (diluciébn 1:500 en PBS-T) y se incubaron por 2
horas a 37 °C. Las placas se lavaron como se mencion0 y se incubaron con 100
pL/pozo de conjugado anti-IgG de borrego ligado a peroxidasa (Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, MO, EE. UU., producto A3415) a una dilucién 1:4000 en PBS-T
durante 2 horas a 37 °C. Se repitio el proceso de lavado (3 veces con PBS-T y 2
veces con PBS). La reaccion se revel6 al adicionar 100 pL/pozo de la solucion de
cromégeno/sustrato (5 mL de acido citrico 0.1 M, 5 mL de citrato de sodio 0.1 M, 5
mg de o-Fenilendiamina (Sigma-Aldrich) y 5 pL de peréxido de hidrégeno al 30%).
Las placas se incubaron en la oscuridad y la reaccion se detuvo con 50 uL/pozo de
acido sulfurico 1N. La absorbancia se midié a 490 nm mediante el lector multimodo
Modulus™ 1[I Microplate (Turner BioSystems, Inc., Sunnyvale, CA, EE. UU.). El
punto de corte se obtuvo calculando el promedio de 3 sueros negativos por
duplicado mas tres veces su desviacion estandar. El indice de reactividad (IR) se
establecio al dividir el promedio de la absorbancia de cada suero entre el punto de
corte. Las muestras con un IR > 1.1 fueron consideradas positivas, entre 1.0 — 1.1

fueron indeterminadas y con un IR < 1.0, negativas.
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5.4.8. Western blot

Con la finalidad de seleccionar controles negativos para los ensayos de
serotipificacion, se analizaron 14 sueros de borregos (sueros B1-B14) que
previamente habian sido diagnosticados como negativos por ELISA indirecto
(extracto crudo) y PCR tiempo real del gen B1 de T. gondii. Se siguio el protocolo
reportado por Caballero-Ortega et al. (2008b), con algunas modificaciones. Se
realiz6 la electroforesis de 2 x 10° taquizoitos de la cepa RH en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato sodico y las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa, que fue bloqueada con leche descremada al 2% en PBS durante 1
hora y lavada tres veces con PBS-T al 0.05%. Las tiras de nitrocelulosa fueron
incubadas toda la noche a 4 °C con muestras de suero diluidas 1:50 en PBS-T.
Después de tres lavados con PBS-T, se colocé el conjugado anti-lgG de borrego
ligado a peroxidasa (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE. UU., producto A3415)
a una dilucion de 1:500 en PBS-T durante 2 horas a 37 °C. Los inmunocomplejos
fueron detectados usando 30 mg de 4-cloro-1-naftol (Sigma-Aldrich) en 5 mL de
metanol adicionado a 5 mL de PBS con 50 pL de peroxido de hidrogeno al 30%; la
reaccion se detuvo con agua destilada. Las muestras se consideraron positivas

cuando se detectaron al menos tres bandas en la tira de nitrocelulosa.

5.4.9. Serotipificacion con péptidos de GRA6

Para identificar las cepas clasicas del parasito se utilizaron tres péptidos
disefiados in silico (GRA6-I, GRAG-II, GRAG6-III); para esto se elimin6 una secuencia
conservada de 5 aminoacidos entre las cepas | y lll (Cuadro 6; Figura 6; cortesia de
Lizbeth Xicoténcatl-Garcia, articulo sometido a revision). Las placas de ELISA
(Nunc Immobilizer Amino, Thermo Scientific Inc.) fueron incubadas con un péptido
a una concentracion de 10 pg/mL en amortiguador de carbonatos, pH 9.6, durante
toda la noche a 4 °C. Las placas se lavaron tres veces con solucién salina de
fosfatos 0.01 M, NaCl 0.15 M, pH 7.2 (PBS) adicionado con 0.05% de Tween 20
(PBS-T) durante 5 minutos cada lavado. Los sitios de unidn inespecificos se

blogquearon con 200 pL/pozo de albumina sérica bovina (Biowest, Francia) al 3% en
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PBS-T y se incub6 1 hora a 37 °C. Se repitio el proceso de lavado. Se colocaron
100 pL/pozo de suero (dilucién 1:100 en PBS-T) y se incubaron durante 2 horas a
37 °C. Las placas se lavaron como se menciond y se incubaron con 100 pL/pozo de
conjugado peroxidasa anti-lgG de borrego (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.
UU., producto A3415) a una dilucién 1:1000 en PBS-T durante 2 horas a 37 °C.
Nuevamente, las placas se lavaron (3 lavados con PBS-T y 2 lavados con PBS) y
la reaccion se revel6 al adicionar 100 pL/pozo de la solucién de cromdgeno/sustrato
descrita previamente. Las placas se incubaron en la oscuridad y la reaccién se
detuvo con 50 pL/pozo de acido sulfurico 1N. La absorbancia se midié a 490 nm
mediante el lector multimodo Modulus™ II Microplate (Turner BioSystems, Inc.,
Sunnyvale, CA, EE. UU.). El punto de corte se obtuvo calculando el promedio de 3
sueros negativos por duplicado mas tres veces su desviacion estandar. El indice de
reactividad (IR) se estableci6 al dividir el promedio de la absorbancia de cada suero
entre el punto de corte. Las muestras con un IR > 1.1 fueron consideradas positivas,

entre 1.0 — 1.1 fueron indeterminadas y con un IR < 1.0, negativas.

Cuadro 6. Secuencias de péptidos de GRA6 de Toxoplasma gondii*

Secuencia del péptido y posicion de aminoacidos

Péptido
177-190 Linker 198-230
GRA6-I CRSPQEPSGDGGND GGSGGGSGSG NGGNEGR - - - - - GEGGAEDDRRPLHPERVNVFDY
GRAG-Ill  CRSPPEPSGDGGND GGSGGGSGSG NRGNEGR - - - - - GEGGGEDDRRALHPERVNVFDY
177-190 202-224
GRAG6-Il  CRSPQEPSGGGGND GGSGGGSGSG NGGNEGR - - - - - GEGG -EDDRRPLHPGSVNEFDF

Los aminoé&cidos en color verde son polimorficos.
*Cortesia de Lizbeth Xicoténcatl-Garcia, articulo sometido a revision.
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Tipo I Tipo II Tipo III

\)

Figura 7. Modelos tridimensionales de péptidos de GRAG |, Il y Ill. Los extremos NH +y
COO — se representan en azul y rojo, respectivamente. Las partes de color naranja
corresponden a los péptidos de unibn, las zonas verdes son aminoacidos polimaérficos y el
gris representa regiones conservadas entre los péptidos. Cortesia de Lizbeth Xicoténcatl-

Garcia, articulo sometido a revision.
5.5. Andlisis estadistico

Se establecié el porcentaje de concordancia entre los resultados de la

serotipificacion y la genotipificacion del gen GRAG6 de T. gondii.
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6. Resultados

6.1. PCR en tiempo real

Se probaron 26 muestras de DNA extraidas de tejidos de borregos (Cuadro
7) para la deteccion de T. gondii mediante ensayos semicuantitativos por PCR en
tiempo real, usando el marcador B1; de éstas, nueve fueron positivas y tres dudosas

(Figura 8). En el resto de las muestras se inhibié el control interno de la PCR.
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Figura 8. PCR en tiempo real para la deteccién del gen B1 de Toxoplasma gondii
en tejidos de borregos. Cuadros negros: muestras positivas 1 a 9 (A) y dudosas 10 a
12 (B). IPC: control interno de la PCR; M1+ y M2+: tejido de pulmén de raton infectado
con 5x10° y 5x10° taquizoitos/10 mg de tejido, respectivamente; C+: cepa RH. PS:
precipitacion salina; FC: fenol: cloroformo: alcohol isoamilico; K: estuche comercial
Gentra Puregene.
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Cuadro 7. Banco de muestras hiolégicas de borregos empleadas en el estudio

*Métoo_lg Concentracion  260/280 260/230 ngluL *qPCR ID
extraccion de quistes (1.80-2.00) (2.00-2.20) (gen B1) GRAG6
1 1 No 1.66 2.94 91.0 -
2 Si 1.97 2.14 214.0 -
2 1 No 1.74 1.59 1717.6 + 1
3 1 No 2.07 3.81 69.6 1 2
4 1 No 1.45 0.69 119.7 -
5 1 No 1.68 1.05 23.7 + 3
6 1 No 2.08 2.07 108.1 + 4
7 1 No 2.09 2.31 153.0 A 5
8 1 No 1.95 1.99 51.0 + 6
9 1 No 2.01 3.16 90.1 A 7
10 1 No 2.08 2.24 144.0 + 8
11 1 No 2.13 4.02 40.4 + 9
12 1 Si 1.89 2.18 66.4 -
13 1 Si 1.86 1.7 20.1 -
14 2 Si 1.93 2.44 113.7 -
3 Si 1.93 2.31 38.8 -
15 2 Si 1.83 2.49 56.7 -
3 Si 1.64 2.37 16.8 Dudoso 10
16 2 Si 1.81 2.19 30.8 -
17 2 Si 1.78 2.12 25.4 -
18 2 Si 1.87 2.25 69.9 -
19 2 Si 1.89 2.06 97.7 -
20 2 Si 1.88 2.3 71.7 -
21 2 Si 1.67 2.14 19.3 -
22 2 Si 1.59 2.03 23.8 -
23 2 Si 1.77 2.24 30.9 -
24 2 Si 1.78 2.31 28.9 Dudoso 11
25 2 Si 1.81 2.32 70.8 -
26 2 Si 1.74 2.21 33.3 Dudoso 12

*1. Estuche comercial Gentra Puregene Tissue Kit; 2. Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico; 3.
Precipitacion salina.
** Dudoso: cuando solo una de las repeticiones era positiva o todas las repeticiones fueron
positivas, pero estaban cerca del umbral de deteccién del ensayo.
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6.2. PCR semianidada del gen GRAG6

Después de realizar la PCR externa de GRA6 (854 pb), no se observé ningan
producto del tamafio esperado (Figura 9). Sin embargo, a partir de los productos de
amplificacion de este ensayo, se realizé una PCR semianidada utilizando 1.5 pL de
la dilucion 1:2 del producto de la PCR externa, dando como resultado que en 10/12
muestras se visualizara una banda de aproximadamente 344 pb (Figura 10A;
Cuadro 8). El ensayo se repiti6 usando el doble de volumen de la dilucién 1:2,

mejorando la intensidad de la banda de 344 pb (Figura 10B).

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 12 10 MPM C+ C-

Figura 9. PCR externa (854 pb) del gen GRA6 de Toxoplasma gondii. MPM: marcador de
peso molecular 50 bp, Qiagen, Cat. 239901. 1-12: DNA de tejido de borregos (500 ng); C+:
control positivo (cepa RH); C-: control negativo (agua inyectable). Gel de agarosa al 1.5% tefiido
con bromuro de etidio (0.5 mg/mL).
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MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 12 10 C+ C-

500 pb
400 pb
300 pb

B

Figura 10. PCR semianidadainterna para el gen GRAG6 (344 pb) de Toxoplasma gondii
en musculo cardiaco y estriado de borregos; (A) y (B) 1.5 ply 3.0 pl de la dilucién 1:2
del producto de la PCR externa, respectivamente. MPM: marcador de peso molecular 50
bp, QIAGEN, Cat. 239901. 1-12: DNA de tejidos de borregos; C+: control positivo
(reamplificacion cepa RH); C-: control negativo (agua inyectable). Gel de agarosa al 1.5%
tefiido con bromuro de etidio (0.5 mg/mL).

6.3. PCR-RFLP del gen GRAG6

Las muestras 5 y 9 quedaron fuera de este ensayo al no haber producto de
amplificacion. Al llevar a cabo la digestion de la banda en las 10 muestras restantes,
se observaron patrones sugerentes de los genotipos Il y Ill, con algunas bandas
adicionales (Figura 11). Debido a que no se logr6 determinar el genotipo mediante

esta técnica, las bandas se enviaron a secuenciar.
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MPM 1 2 3 4 6 7 8 11 12 10 MPM RHME49VEG GT1 ME49 VEG
Amplificados esperados

300 pb 258 pb
200 pb pali 161 pb
161 pb
100 pb 97 pb
86 pb 86 pb
50 pb

Figura 11. PCR-RFLP del gen GRAG6 de Toxoplasma gondii en musculo cardiaco y
estriado de borregos, con la enzima Msel. MPM: marcador de peso molecular 50 bp,
QIAGEN, Cat. 239901. 1-12: DNA de tejidos de borregos; |: cepa RH; II: cepa ME49; lll:
cepa VEG. A la derecha del gel: patron de referencia obtenido con el programa NEBcutter
V2.0. Gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio (0.5 mg/mL).

Cuadro 8. DNA de borregos probados mediante gPCR y PCR punto final parala
deteccion de GRAG6 de Toxoplasma gondii

gPCR PCR punto final
(gen B1) (gen GRAG)
+ +

O

+ + +

© O N UAWN R
+ + + + + + +
+ + 4+

+ -
10 Dudoso
11 Dudoso
12 Dudoso

+ + +
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6.4. Andlisis de las secuencias del gen GRA6

Mediante la secuenciacion se observé que en el primer sitio de restriccion de
la enzima Msel se observo que las secuencias de T. gondii obtenidas de los tejidos
de borregos tenian un patron de corte igual al de las cepas Il o lll y en el segundo
sitio de restriccion, mostraban identidad con las cepas | o lll, por lo que se
consideraron iguales a la secuencia de la cepa Ill (VEG) con excepcion de dos

polimorfismos (Figura 12).

RHGRAS [ TiccclcTcTRcCECEERTGGH e ¢

GT1GRA6 TTccccTCTRCCECRRRTCCRARRRCCTC TcEccEEGEECEGT!

ME49 GRAS 1 TrccclcTcTRcGECHEETcCRERRRGGT G TcHccEEGHNGEGT
VEG GRA6 [T TBTTcccEGTGTRGGEGHER EBABGGTGG TcEGGEEGEAGEGT
GRAG1 [ TBTTcccHGTGTRGGRGHER ABABGGTG ToEGGEECEEGEGT
GRA62 [ TBTTcccEcTcTRGGEGHER BBABGGTGG ToEcCRECEECECT
GRA63 I TBTTGGCEGTGTRGGEGHE! [EBEBGGTG TcEGGEREGHEEGEGT!
GRAG4 [ TBTTGGGEGTGTEGGEGHE! [ EBEBGGTG TcEGCBECEEGEGT
GRA66 I TBTTcGGEGTGTRGGEGHN! BEBEBGGTG TcEGCEBECEEGEGT
GRA67 I TBTTcGGHGTGTRGGRGHER BBEBGGTGG TcEGGEEGEEGEGT
GRAG8 [ TBTTGGcEcTCTRGCRCEEETGGRERRRGGTG ToEGcEECEEGEGT
GRA610 [ TBTTcccHcTCTRCCECEEETcCREBRBGCT G ToEGCRECEEGEGT
GRA6 11 [ TBTTcccBcTcTRGGECEERTGCREBERGGTG lclce GEEGEGTA
GRA6 12 FXTTTTETTcccEcTcTRGCECEERTGCRABRBGGTG TcBccBEcEEGEGT

‘ 2 corte
RH GRAS scl lllsllcll “lscelcl“llslmll cllGsclcslelllelellggcnemsleclcclsllll G“lllcclll
GT1GRAS GGTEETTCTEcTRTTRETCCCT TTGCCTGCHGTRG clceTceTGTTER
ME49 GRAS ecl TTTGTEGTRTTRETGGGTGT BTTRGTTGGGTGGEGTRGRT G H GGTGGTGTTHG ll GGHEE
VEGGRAS GGTETTTCTECTITTRATCGCTCT I GI TTRGTTGGGTGGHGTRGRT G cBAG GIIGGIGIIII GGHEE
GRAG 1 GG= lllcllcllll lccclcllll cl ll GIIGGGIGGIGI IGI GIIG GGIGGIGII Il Gclll

Sz COTRTTIGTRCIRY : e
GRA63 GG lll BoT lseelel II cllscslcclel IGI G GGIGGIGI.“G Gl bl Gclll
GRAG4 GGTEITTCTHGCT Il TGGGTGT Il GETGGGTGGHGTHRG IGI GGRGGTGTTRECERECHER- - - - - - - - - - -

c G
GRA66 GGTRTTTCTECTETITRATGGGTGT TReTTGcGeTGGEGTRGRTGTRG c GEBBGEGGTGGTGTTERCEACEREEETTRGGEER
GRAS7 GGTRITTCTECTETTRETGGGTCT l TRCTTGGGTGGEGTRGRTGT c Gl GCTGCTCTTRECRECERRE - - - - - - - - -
GRA6S GGTRTTTCTECTETTRATGGCTCTERTEG TRGTTGGCTGGEGTRGRTGTRG! = GGTGGTGTTEEG BEBTTEGGHEE
GRAS10 GGTETTTCTECTETTEETGGGTCTARTEC TRGTTGGGTGGEGTRGRTGT G GEBBGBGGTGGTGTTER BEBBTTEGGEEE
GRA5 11 GGTETTTCTECTRTTRETGGGTGTERTRG TReTTGGGTGGEGTRGRTGTRG c Gl GGTGGTGTTRAACRECERERETTEGCHAR
GRA6 12 GGTETTTCTECTETTRETCGCTCTARTEG TReTTceeTGCECTRCRTGTRCRECEEG cemGomCTTRECRECER- - - ------ - -

Figura 12. Alineamiento de Ias secuencias del gen GRAG6 de Toxoplasma gondii (GRA6
1 aGRAG6 12) con las cepas de referencia (RH, GT1, ME49, VEG). Se muestran los 2 sitios
de restriccion de la enzima Msel (flechas rojas). Los polimorfismos de la secuencia de la cepa
VEG (tipo lll) se sefialan con flechas negras.

Para determinar a qué genotipo correspondian, se realizé un alineamiento
con mas secuencias de cepas lll y se comprobo que las secuencias de los parésitos
presentes en los tejidos de los borregos tienen semejanza con la secuencia de
GRAG6 obtenida en un aislamiento a partir de un gato de la isla Mona de Puerto Rico
(TgCatPr09; Figura 13) (Dubey et al., 2007Db).
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TOCAIPI09 .= oe smwsai aimiiiia vl cclllncclccnl-lllclss-cllslcl“lllllGl-lllllllclll-lllcllsllslGclll
GRA6 1 llllGcslelcllsslsl-lcelllllsclcslll lGIGG-cllslcllllllllel-lllllllelll-lllellGllslsclll
GRA6 2 TERTTTERRTCTETEEEREGTTGRTGTGGTRT
GRA6 3 BEBTGTETERARE
GRA6 4
GRAG 6
GRAG7
GRAG6 8

GRAG 10

GGRATEEET GGREGEEGECTEERTTE BEETGTETEEEBAGTTGE
GRAG 11 TETTGGCEGTGTEGGECEERTGCREREEGCTCCRETREATETCECGRECERCECTERRTTETGTEETTTARETCTETEEERECTTCRTCTGCTRT
GRA6 12 TRTTGGCEGTGTEGGECEERTGCRERRNGCTGCRETREETETGEGCRECERCECTERRTTRTGTERTTTERRTcTETRREREGTTCERTCTGCTET

GRAG 1
GRA6 2
GRA6 3
GRAG 4
GRAB 6 | ll

GRA6 7 llsllclllllllssclGlllllclllllllsllcseclGGIGIIGIIGIIG-GIGIIIGIGGIGGIGIIIIGHGI- --------------
GRAG8 TTGTEGTETTEETGGGTGTERTEGTREETTRGTTGGGTGCEGTRCGRTGTRCEACREGERRCEGGTGCTCTTEECEECERRERTTEGCEREREGGT
GRA6 10 W Il TETTRETGGGTGTERTEGTREETTRGTTGGGTGGEGTRCRTGTECEECEEGEREGRGGTGGTCTTEECEECERRERTTE

GRAG 11 TEETGGGTCTERTRGTRERTTRGTTGGGTGCEGTRGRTGTRCRACRECERACEGGTGCTCTTRAECRECER

GRAB 12 IlcllelllllllccclslllllslnllllsllseslGslsllcllGIIGIIGIGIIIGIGGIGslcllllsnel-lllcclll-ccl

Figura 13. Alineamiento de las secuencias del gen GRA6 de Toxoplasma gondii
(GRAG6 1 a GRA6 12) con la cepa TgCatPr09 (GRAG tipo llI).

TgCatPr09 llGllGllllHlGGGlGll.llGlllllllGllGGGlGGIGIIGIIGllG-GnGmGIGGIGGlGllIlG“G_lllGGIII-GGI

Con el objetivo de identificar infecciones mixtas, los electroferogramas fueron
analizados en los dos sitios polimorficos. La mayoria de las muestras presentaban

un pico definido en ambos sitios tanto en las secuencias sentido como antisentido
(Figura 14).

1er sitio 2ndo sitio
CTOeTCC YEITvANCT 6 TiCc Te GGTG GTGTT3~G CAG

Alelo 11l

Figura 14. Sltlos pollmorflcos deI gen GRAG6 de Toxoplasma gondu SecuenC|a de
DNA igual a la del alelo Ill, tanto en la secuencia sentido como antisentido.

Solamente dos muestras (No. 2 y 11) presentaron dos picos en un mismo

sitio sugerentes de infeccion doble con un alelo Il en la secuencia sentido (Figura
15).
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2 2ndo sitio 11 2ndo sitio
GG'GG'G"DG«: G GG'GG'G"DGI: G

HH ¢ | °

Figura 15. Secuencias del gen GRA6 de Toxoplasma gondii sugerentes de
infeccidon mixta. Se observa un doble pico en el sitio polimorfico (flecha roja) de los
borregos 2y 11.

6.5. Verificacion de la infeccion doble por clonacidén y secuenciacion

Mediante la PCR de colonia y PCR-RFLP del fragmento de GRA6 de 344 pb
se identifico la presencia de genotipos Il y 11l de T. gondii (borregos 2 y 11, Figuras
16 y 17), los cuales se enviaron a secuenciar.

El analisis de los sitios de restriccion de la enzima Msel en el alineamiento
de las secuencias de GRAG6 evidencid el genotipo Il (TgBo2.1 y TgB02.2) y el
genotipo Il (TgBo2.3) en el borrego 2; mientras que en el borrego 11, las secuencias
TgBo011.1y TgBol11.3 fueron lll, y la secuencia TgBo11.2 fue Il (Figura 18).

Las cuatro secuencias Ill fueron semejantes a la cepa VEG (Il clasica) con
excepcion de dos polimorfismos, los cuales coinciden con los de la cepa TgCatPr09
(Figura 19). Las secuencias TgBo02.3 y TgBo11.2 fueron similares a la cepa ME49
(Il clasica) excepto por uno y dos polimorfismos, respectivamente (Figura 20).

En los electroferogramas se analizaron los sitios polimorficos de restriccion
de la enzima Msel. En el segundo sitio de restriccion, las cepas Il se distinguen de

las cepas lll por la substitucién de una adenina por una guanina (Figura 21).
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1 2 3 MPM RH ME49 VEG H20

400 pb

300 pb

GT1 ME49 VEG
Amplificados esperados

258 pb

Figura 16. PCR (A) y RFLP (B) del gen GRAG6 (344pb) de Toxoplasma gondii del
borrego 2. Carriles 1-3: plasmido purificado. MPM: marcador de peso molecular 50 bp.
RH, ME49 y VEG: cepas de referencia de T. gondii, tipo I, Il y lll, respectivamente. (B)
Digestién de los plasmidos respectivos de la imagen A con patrones de corte
correspondientes a los genotipos Il y lll. A la derecha del gel se muestra el patrén de
referencia obtenido con el programa NEBcutter V2.0. Gel de agarosa al 3.0% tefiido con
bromuro de etidio (0.5 mg/mL).
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1 2 3 MPM RH ME49 VEG H20

GT1 ME49  VEG
Amplificados esperados

258 pb

200 pb
183 pb

161 pb
100 pb

Figura17. PCR (A)y RFLP (B) del gen GRAG6 (344pb) de Toxoplasma gondii del
borrego 11. Carriles 1-3: plasmido purificado. MPM: marcador de peso molecular
50 bp. RH, ME49 y VEG: cepas de referencia de T. gondii, tipo I, Il y Il
respectivamente. (B) Digestién de los plasmidos respectivos de la imagen A con
patrones de corte correspondientes a los genotipos Il y lll. A la derecha del gel se
muestra el patrén de referencia obtenido con el programa NEBcutter V2.0. Gel de
agarosa al 3.0% tefiido con bromuro de etidio (0.5 mg/mL).
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RH
GT1
ME49
VEG
TgBo2.1
TgBo2.2
TgBo2.3
TgBo11.1
TgBo11.2
TgBo11.3

RH

GT1

ME49

VEG
TgBo2.1
TgBo2.2

TgBo2.3
TgBo11.1
TgBo11.2

TgBo11.3

GETGGGTGGHGT
GTTGGGTGGHEGT
GTTGGGTGGHRGT
(e} f fefelel: fefe! e
GTTGGGTGGHGT!

GRTGT
GITGGGTGGEGTECETGT
cETcccTccBcTRCBTCT

RH

GT1

ME49

VEG
TgBo2.1

TITGTEGTETT
TCTEGTRTT!

ceTfcorcTTREG

TgB02.2 GGTGGTGTTEE
TgB02.3 GGTGGTGTTHEG
TgBo11.1 CETGGGTGGHGTECRTCT GGTGGTCET
TgBo11.2 (el b fefelel felel 3 Tl § e GGTGCTCTTEGCEMG!

T
e f felelel fefel 3 f e ffe

TgBo11.3 TTTcTEGTRTT GGTGCTCTTERCERG!
RH cllc GGHGHE
GT1 clc e 1¢ |
ME49 clc GGEGHE
VEG cHG e Iel |
TgBo2.1 cHlc e Iel |
TgBo2.2 cHlc cGHGR
TgBo2.3 GHGl GGHGH
TgBo11.1 cHGl GGHGHE
TgBo11.2 cHc GGEGHE
TgBo11.3 cHlc e [e] |

Figura 18. Alineamiento de las secuencias del gen GRA6 de Toxoplasma gondii de los
borregos 2 y 11 con las cepas de referencia (RH, GT1, ME49, VEG). Se muestran los
polimorfismos en los sitios de restriccion de la enzima Msel (flecha roja). Las secuencias
TgBo2.1, 2.2, TgBo11.1, 11.3 tienen los polimorfismos en los sitios de corte compatibles con
los de la cepa tipo Il (VEG), mientras que las secuencias TgBo2.3 y TgBo011.2 coinciden
con los de la cepa tipo Il (ME49).
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VeG TRTEEcEcEEGGTcEEBTcGoTRCETTTTTTcREEBECEEGCERRERRGETTECTcoTcREERGTRGEGTGEBTToTTccRCEETERETTT

TOORIPT00] Sicstois o 5% gy Iy e Shapho et S e et e S AN O AR SR S L e A R S N el s

ToBo2.1 HETEECECEBECCTCERBTCCCTNCETTTTIT G GG cBTTEGTGCT cTEcEcTCRTTcTTccBCEBTERETTT

TgBo22 TETEBECHGEBEGGTCEBETGGCTEGETTTTITTCH [e]e] | clBTTRGTGGT cTECEGTGBTTGTTGCEGEBTABBTTT

TgBo111 FETEECHECEBEcCTCEBBTGGCTRCETTTTTTIGH GGl cBTTBcTGGT GTEGEGTCRTTGTTGCECARTEABEBTTT

TgBo11.3 FETEEcEcEEcCTCEEETCCCTHCETTTTTING clBcae clBTTEGTGoT cTEcBcTCETTcTTcCECARTARETTT
A

VEG TETTETTccclcTicTiBccEcEERTGCRER TETGH
ToCatPI09 ----vccccccccccacnn- (;.= TG
16

IEERECCTCCRETERETET GEGGREG! THEET
jEEEEGCT GG cTEEETTETGT
TgBo2.1 FEFTETFcccHcTicilccHECH cBEBABGGT GG TcEGGREGEBGEGTERRTTETGT
Toso22 HEANSRRcccHcHcHBccHcHRRNce ABABGCTC BchochSchchcERRRTIRTCE
| G

GRBG

ToBo11.1 EETTETTcCCHcTCTNGCHG q B 7T

Tccll ‘ 8|
TgBo11.3 WEETEETcccHcTcTBccEcRERTG TETcEGCEECEECECTEERTTETGT ToTETEEEERGTTGC

* *
VEG TelGGTRTITTcTECTTITTRETcGCTCTER B (e f {elelel felel [eh | Gl cllselcllﬂc Gl
TgCatPro9 FoTGGTRTTTCTECTRTTRET ¢ ‘ GTTGGGTGGHGT Gl cGTGeTcTTARGEEG
TgBo21 FGRGGTRTTTCTEGTERTTEETGGGTCTHR 1 GTTGGGTGGHGT GEBEcEBGGTGGTGTTERGEAG!
TgBo2.2 FeRGCTBTTTCTHCTRTTE 3 ! (e} f fefefel fefe! ek cHBEcEBccTccTcTTEECEAG!
TgBo11.1 HWeRGCTBTTTCTECTRTTERTCGCTCH! [e} s fefelel felel [e} al ceTccTcTTEECEEG
TgBo11.3 WeNGeTRITTCTECTETTRETGGCTGT! : GETGGGTGGHGT cEBEcEBccTcoTcTTEECEEG!
VEG FilccHEEBEGGET TETTEGGEGHE
TocatPro9 EEBGG GGTT TETTEGGHEG
TgBo2.1 TEEGG] GGTT TETTEGGHG!
TgBo22 FHEGGC GGTT TETTEGGEGE
TgBo11.1 FTBGG! GGET TETTEGGEGH
TgBo11.3 FHMGCH ceTTHGE TETTECCECHE

Figura 19. Alineamiento de las secuencias del gen GRA6 de Toxoplasma gondii de
los borregos 2y 11 con las cepas VEG y TgCatPr09 (GRAG tipo Ill). Los polimorfismos
diferentes a los de la cepa VEG se encuentran sefialados con asterisco (*).

ME49 TTTEECECEEGCTCERETGGGTRGETTTTTTGE cllce T cicBITcETG TEERTTT
TgBo23 FHTEEcEcEEGCT TGGGTRCRTTTTTTGE cllice T GTGETTGING TERBTTT
Tgeo112 FHTEEcEcEEcCTCERETGGCTRGRTTTTTING (e | (el T cTcRITcTTGa TERBTTT

vE49 TATTETTCcCEcTcTECCECEEETCCRERERCCTCCRET l=l TGRGGEEGEEGEGTEERTTETGTERTTTERBTGTET! GETG
TgBo23 FRTTETTccGEcTGTEGCEGHERRT GG H,fl GGTGCRETETETETGEGCEEGEEGEGT TcTEBTTTEEBTGT GTTGl
TgBo112 FTTTETTcccHMcTcTEGCHECEEETccRABRRCCTCCBATRRETETcAcCRECEECECTRARTTETCTRRTTTRARETCTRT GET

ME4 FoTGeTBTTTCTECTRTTRETcGcTcTRRTRCTRERTTRGTTGcGGTGGEGTRGETGE cEEcEBEcEGcTGCTCTTHGGEEG
TgBo2.3 TeTcoTBTTTcTECTRTTEATccoTcTERTECTRRRTTECGTTccoTCCEGTRCGET G cHE clceTceTcTTEGGEEG)
TgBo11.2 TeFceTBTTTCTEcTRTTEATcocTcTERTRCTRRRTTRGTTcecTcclcTRGET G cBEcEBBcEGcTGeTCTTEGGEEG

ME4e FEBGG GG*. cHcBGGTGCHER GEEcEBEcTcccCEBEEBTCEECERTATCTEEAETETTECGEGE
TgB02.3 Illseﬁlecll GIGIGGIGGE&GEIGEGIGGGG ‘ leilcﬂlllc;llllllcglcl
TgBo11.2 FHMGG coliTBcEclccTccREEGHEBCEECREGTcoccRRNEARTCREGERTAT cTREERTETTRGGECE
Figura 20. Alineamiento de las secuencias del gen GRA6 de Toxoplasma gondii de
los borregos 2y 11 con la cepa ME49 (GRAG tipo Il). Los polimorfismos diferentes a los
de la cepa ME49 se indican con flechas, en negro para el borrego 2 (TgBo2.3) y en rojo
para el borrego 11 (TgBo011.2).
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1er sitio 2ndo sitio
AACTGT GGTGGTGTT:-GC»:G

Tipo III “

AAARAR! | I |

Figura 21. Polimorfismos en los sitios de restriccion de la enzima Msel en la
secuencia del gen GRAG6 de Toxoplasma gondii. A. Secuencia de DNA del alelo III;
B. Secuencia de DNA del alelo II.

6.6. Western blot

Para obtener sueros negativos a la infeccion por T. gondii y emplearlos en
los ensayos de serotipificacion con los sueros de muestras previamente
genotipificadas, se analizaron 14 sueros de borregos, de los cuales cinco resultaron
negativos (B4, B6, B8, B13, B14; Figura 22). De éstos, se seleccionaron los sueros
B4, B6 y B14 como controles negativos para los ensayos de serotipificacion ya que
fueron negativos a T. gondii por tres técnicas diagnésticas (ELISA indirecto, gPCR

y western blot).
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kbamMPM C+ C-C+B B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10B11B12B13B14

100 —

75 —

50 —

37 —
20 —

b ‘ e - B

Figura 22. Deteccién de sueros de borregos negativos a Toxoplasma gondii por
western blot. MPM: marcador de peso molecular 10-250 kDa, Bio-Rad, Cat. 1610375.
Control positivo (C+) y negativo (C-) de humanos. C+B: control positivo de borrego. Sueros
de borregos, dilucién 1:50 (B1 a B14).

6.7. Serotipificacion usando péptidos de GRA6

Siete sueros reaccionaron con mas de un péptido, de los cuales seis
presentaron un serotipo I/1I/11l y uno tuvo el serotipo I/ll. El serotipo Il se determind
en un suero, el cual reacciond Unicamente con el péptido GRA6-II, mientras que dos
sueros no reaccionaron con ningun péptido y fueron categorizados dentro del
serotipo no reactivo (Cuadro 9; Figura 23). Como ya se menciond, en las 10
muestras caracterizadas se determiné el genotipo Ill y en dos de ellas se demostro

infeccidn mixta con los genotipos I+l (Cuadro 9).

6.8. Concordancia entre la genotipificacion y serotipificacion de GRA6
Seis de diez sueros (60%) presentaron concordancia parcial entre el genotipo
y el serotipo Ill. Considerando solamente las muestras que reaccionaron (6/8), se

obtendria una concordancia parcial del 75% (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Serotipo y genotipo de GRA6 de Toxoplasma gondii encontrado en diez
borregos del Estado de Colima

indice de reactividad

ELISA
ID Serotipo Genotipo
Extracto  ~pongl  GRAGAI  GRAGHI P P
crudo
I/II/111 III
I/II/I11 IT + III
No reactivo III
I/II/II1 II1
I/TII/I11 II1
No reactivo III
II III
I/II/I11 III
I/II/II1 II + III
I/11 II1
Positivo = IR > 1.10; =IR=1.00 - 1.10; Negativo = IR < 1.00
4.00
10
4 10 T
% 3.00 i1 10
S 3 %
o
3
% 2.00 R
= =2 2
[0s) 6 * [ ]
A 11 11
L flde
& 1.00 .
33
0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00

IR GRAGI, GRAGI, GRAGII

Figura 23. Correlacion de los indices de reactividad (IR) entre los distintos péptidos
de GRAG6 (GRAG6-I, GRA6-II, GRAB-III). Las lineas rojas indican el punto de corte (IR mayor
a 1.10).
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7. Discusion

La caracterizacion genética de T. gondii es una linea de investigacion que se
lleva a cabo en muchas partes del mundo, debido a que el genotipo del parasito
puede determinar la presentacion clinica de la enfermedad en sus hospedadores.
Actualmente se conocen varios genes que estan intimamente relacionados con su
virulencia, lo que permite inferir el grado de dafio que puede causar en los individuos
que infecta (Silva et al., 2014). La genotipificacion de este protozoario en ocasiones
es dificil de lograr, ya que se requieren cantidades suficientes de DNA del parasito,
lo que eventualmente limita su alcance, principalmente en casos clinicos, ya que el
material genético del hospedador generalmente se encuentra en mayor proporcion
que el del agente infeccioso. Por lo anterior, desde hace mas de 15 afios se
comenzaron a probar otras técnicas que permitieran conocer las caracteristicas
genéticas de T. gondii. Este es el caso de la serotipificacion, un método que permite
el reconocimiento de péptidos sintéticos, antigénicos y polimaorficos por anticuerpos
séricos de hospedadores infectados con T. gondii. Sin embargo, existen pocos
estudios que establezcan la concordancia entre estas dos técnicas empleando el
mismo gen. Por lo anterior, nos propusimos determinar la concordancia entre el
serotipo y el genotipo de GRAG6 de T. gondii en muestras de borregos del estado de
Colima en México.

La deteccion del DNA del parasito se llevo a cabo mediante una PCR tiempo
real, debido a que tiene mayor sensibilidad que la PCR punto final, ya que logra
detectar ~1 parasito en la muestra (Costa et al., 2000; Su et al., 2010). De las 26
muestras probadas por PCR en tiempo real, solo nueve fueron positivas y tres
dudosas para la presencia de T. gondii. En algunos casos no amplificé el control
interno de la PCR que se coloca en el mismo tubo de la muestra, lo que podria
indicar la presencia de inhibidores de la reaccion. Las muestras de DNA se
obtuvieron de corazoén y diafragma, tejidos que contienen mioglobina, una molécula
que tiene un grupo hemo, considerada como un inhibidor de la DNA polimerasa
(Bélec et al., 1998). Durante el proceso de extraccion, el DNA también se puede

contaminar con sustancias como fenol, cloroformo, isopropanol, etanol, o EDTA,
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inhibidores que afectan la sensibilidad de la reaccion (Schrader et al., 2012). A pesar
de que se emple6 una mayor cantidad de tejido (5 g) para la técnica de
concentracion de quistes tisulares en comparacion con el método comun de
extraccion de DNA (200 a 300 mg), no se incremento la deteccidn del parasito, esto
pudo suceder debido a que los tejidos de los borregos llevaban aproximadamente
tres afios en congelacion (- 80°C) y se ha reportado que mantener la carne a -12°C
0 menos grados por al menos tres dias es eficaz para eliminar los quistes tisulares
(Dubey, 1988).

En México, se han reportado tres alelos (I, Il, Ill) del gen GRA6 mediante
PCR-RFLP (Dubey et al., 2009; Alvarado-Esquivel et al., 2011c; Dubey et al., 2013;
Rico-Torres et al., 2015, 2018). En este estudio, las 12 muestras de DNA (nueve
positivas y tres dudosas) fueron sometidas a una PCR semi anidada para la
deteccién de una region del gen GRA6 (344 pb), resultando 10 positivas. Cabe
resaltar que las tres muestras dudosas por PCR en tiempo real fueron positivas para
la amplificacion de GRAG6. Los productos de la PCR semi anidada fueron sometidos
a una PCR-RFLP de GRAG6 y presentaron una combinacion del patron de genotipos
Il 'y lll, con algunas bandas extra que pueden deberse a una amplificacion
inespecifica, existencia de infeccién mixta (la cual se comprobd en dos muestras) o
presencia de alelos atipicos, como se ha reportado con otros marcadores como
SAG1], alt. SAG2, C22-8, C29-2, PK1, CS3 y SAG3 (Pena et al., 2013).

En todas las secuencias de GRA6 de borregos de Colima, se determiné la
existencia de dos polimorfismos, que los diferencian de la cepa VEG (tipo Ill). Las
secuencias de este estudio fueron compatibles con la de GRAG6 de la cepa TgCatPr9
reportada previamente por Dubey et al. (2007b) y clasificada como Ill. Esta cepa fue
aislada de musculo esquelético de un felino hembra joven de la isla Mona de Puerto
Rico. Este aislamiento no fue patogénico para los ratones, su genotipo fue reportado
como atipico mediante seis marcadores microsatélites (TUB2, W35, TgM-A, B18,
B17, M33) y utilizando 10 marcadores por PCR-RFLP fue determinado como el
genotipo ToxoDB #115, que es recombinante con alelos | y 1l (Dubey et al., 2007b).
En México, el alelo Ill de GRAG6 ya habia sido identificado en aislamientos a partir
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de tejidos de gato (ToxoDB #155), gallinas (ToxoDB #2) y humanos (genotipo
nuevo) (Dubey et al., 2009; Rico-Torres et al., 2018). Por su parte, las secuencias
del alelo Il de GRAG identificadas en dos muestras (TgB02.3 y TgB011.2) fueron
diferentes entre si y poseen uno y dos polimorfismos, respectivamente, en
comparacion con la secuencia de la cepa clasica ME49 (tipo Il). Este alelo ha sido
reportado en muestras de perro (ToxoDB #74), gato, paloma (ToxoDB #9), puma
(ToxoDB #222) y humano (genotipo nuevo) (Dubey et al., 2009; Alvarado-Esquivel
et al., 2011c; Dubey et al., 2013; Rico-Torres et al., 2018). En Colima ya se habia
reportado el alelo | de GRA6 (ToxoDB #28) a partir de un aislamiento proveniente
de tejido de un felino doméstico (Rico-Torres et al., 2015).

De las nueve muestras positivas y tres dudosas por PCR tiempo real,
solamente la mitad fueron positivas para anticuerpos IgG anti-T. gondii por ELISA
indirecto. Kompalic-Cristo et al. (2007) establecieron que en las muestras positivas
por PCR tiempo real con infeccion cronica (positivas a IgG), los animales
presentaban parasitemia intermitente con baja carga parasitaria. Mientras que un
resultado positivo por PCR tiempo real en individuos negativos a IgG e IgM indica
que el parasito podria estar circulando en ausencia de anticuerpos, es decir, que los
individuos no sean capaces de producir inmunoglobulinas especificas debido a una
inmunodeficiencia, esta aparente paradoja también podria estar relacionada con el
momento de la infeccidn; en una infeccion reciente o crénica, la produccion de
anticuerpos puede ser insuficiente y por lo tanto no se detectan al momento de
realizar la prueba seroldgica (Kompalic-Cristo et al., 2007). Este fenbmeno se
reportd en borregos, en los cuales se determind la seroconversién positiva o
negativa en sueros obtenidos con meses de diferencia (Caballero-Ortega et al.,
2008b).

Los péptidos empleados en este estudio son distintos a los usados en otras
investigaciones de serotipificacion de T. gondii. Con el objetivo de disminuir
reacciones cruzadas entre los péptidos GRAG6-1 y GRAG-III, éstos se redisefiaron,
eliminando cinco aminoacidos antigénicos conservados. La modificacion causo la

pérdida de dos bucles de alfa hélice en la estructura tridimensional del péptido
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GRAG6-I, lo que podria exponer aminoacidos polimérficos lineales; sin embargo, este
cambio no alterd su reactividad global. En el péptido GRAG-III no se alterd el Gnico
bucle del carboxilo terminal, pero se obtuvieron indices de reactividad mas bajos
que con el péptido que contiene la secuencia conservada. Esto gener6 una mayor
diferencia entre los serotipos | y Il, pero disminuyd la discriminaciéon entre los
péptidos Il y lll, a pesar de que entre éstos existe el mayor numero de residuos
polimorficos (Lizbeth Xicoténcatl-Garcia, comunicacién personal). Aln con estas
modificaciones en los péptidos, se obtuvieron sueros que reaccionaron con mas de
un péptido en los ensayos de serotipificacion. Esto puede deberse a la presencia de
infecciones mixtas, como lo sugieren Nowakowska et al. (2006); ya que algunos de
los sueros de ese estudio reaccionaron con los péptidos de GRAG-II y I/lll. Asi
mismo Sousa et al. (2010) observaron que los individuos infectados con una cepa
Il reaccionaron con el péptido GRAG6-II, pero también con los péptidos 1 y Ill, lo que
indicaria la presencia de una infeccidén mixta que no se detecté mediante bioensayo.
En nuestro trabajo se corroboro infeccion mixta en dos muestras, con alelos 1l y 11l
de GRAG. Incluso en los sueros donde solo se obtuvo la presencia del alelo 11, no
se puede descartar la probabilidad de infeccion mixta. Para la extraccion de DNA
se utiliza solo una fraccién muy pequeiia del tejido (200 mg) y se ha reportado que
en los musculos de animales infectados naturalmente existe un niamero reducido de
quistes tisulares de T. gondii, con distribucion no homogénea (Robert-Gangneux y
Dardé, 2012; Hill y Dubey, 2013), por lo que en diferentes areas del cuerpo podrian
existir genotipos distintos. Las infecciones mixtas con T. gondii ya se han reportado
en diversas especies, incluyendo a los humanos (Valenzuela-Moreno, 2014; Verma
et al., 2017; Rico-Torres et al., 2018).

Por otro lado, un suero puede reaccionar con mas de un péptido si el
individuo ha sido infectado con cepas atipicas. Sousa et al. (2008) encontraron que
las secuencias de GRAG de algunas cepas atipicas difieren en el extremo C-terminal
con las cepas clasicas por 1 o 2 aminoacidos y esto puede inducir la produccién de
anticuerpos que reaccionan con los péptidos II, I/lll 0o una respuesta a ambos.

Vaudaux et al. (2010) mediante la secuenciacion del gen GRA6 comprobaron la
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existencia de un alelo atipico que determind la combinacion de aminoacidos
polimorficos de los alelos | y II; el suero de ese individuo reacciondé con ambos
péptidos de GRAG6 (GRAG-1/11l y GRAG-II).

Por otra parte, algunos sueros no reaccionaron con ninguno de los péptidos,
lo que puede estar relacionado con la cinética de la IgG y el tiempo transcurrido
desde la infeccion. Como ya se menciong, al inicio de la infeccién aguda existe una
produccion baja de anticuerpos, mientras que en una infeccidén crénica avanzada
los titulos de anticuerpos disminuyen hasta un nivel que no es detectado por la
técnica serologica (Sousa et al., 2008; Geuthner et al., 2014). Este efecto de la
cinética de anticuerpos en la serotipificacion de T. gondii se ha observado en
binomios humanos madre/hijo, ya que en algunos casos solo se logré serotipificar
a un miembro del binomio (Lizbeth Xicoténcatl-Garcia, comunicacion personal).

La respuesta inmune contra GRA6 es heterogénea y se pueden presentar
diferentes perfiles de reactividad contra los péptidos incluso en pacientes infectados
con la misma cepa (Sousa et al., 2009). Esto concuerda con lo reportado por
Shobab et al. (2013), quienes secuenciaron los loci B1 y NTS2 de T. gondii a partir
de humor acuoso de 7 pacientes con toxoplasmosis ocular, determinando la
presencia de alelos I, cuyos sueros fueron analizados con péptidos de GRA6 vy
GRA7. De éstos, 4 pacientes tuvieron el serotipo no reactivo, dos se clasificaron
como serotipos atipicos (reaccion con mas de un péptido) y uno con serotipo Il. Sin
embargo, es posible que esta discrepancia se deba a que la genotipificacion y la
serotipificacion se hicieron con genes distintos.

En nuestro estudio la concordancia parcial obtenida entre el genotipo y el
serotipo de GRA6 fue del 60% (6/10). Esto pudo ocurrir por los fenGmenos
discutidos previamente o a que el nimero de muestras que pudimos analizar por
ambas técnicas fue reducido. Es importante agregar que la region secuenciada de
GRAG se encuentra hacia el extremo 5’, mientras que los péptidos fueron disefiados
a partir de la secuencia del extremo 3’, regién que es mas polimoérfica entre las cepas
del parasito. No se logré amplificar la region de GRA6 que contiene la secuencia

con la cual fueron disefiados los péptidos, debido a que uno de los oligonucledtidos,
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previamente empleado en muestras de humano, reaccioné con el DNA de los
ovinos, generando bandas inespecificas, de las cuales ninguna correspondia a la
esperada para T. gondii (Fazaeli et al., 2000).

Cabe destacar que, aunque el tamafio de la muestra fue limitado, se logro la
caracterizacion molecular y serolégica del mismo marcador genético, GRAG, que es
el mas empleado para el disefio de péptidos. Nowakowska et al. (2006) usaron una
PCR-RFLP de 4 marcadores (incluyendo GRA6) de muestras de liquido amnidtico
y liquido cefalorraquideo de 19 casos de toxoplasmosis congénitos en humanos de
Polonia. De éstos, obtuvieron en 9 casos el genotipo Il. En los ensayos de
serotipificacion emplearon péptidos de GRA6 y GRA7, obteniendo 9 serotipos I, de
los cuales 7 coincidian con el genotipo, lo que establece una concordancia entre el
genotipo y el serotipo de 77.8% (7/9). En otro estudio se usaron péptidos de GRA6
y GRA7 para determinar el serotipo de sueros de cerdos y gallinas, que habian sido
genotipificadas mediante cinco marcadores microsatélites y PCR-RFLP del gen
SAG2, respectivamente. La concordancia entre la genotipificacion y la
serotipificacion fue de 13.3% para los cerdos y 36.4% para las gallinas (Sousa et
al., 2010). Nuevamente, los blancos tipificados fueron distintos para las dos
técnicas.

Debido a que los animales pueden ser fuentes potenciales de la infeccidon
humana por el consumo de quistes tisulares, la deteccion y caracterizacion genética
de T. gondii en carne de animales de produccién es importante y se requieren
métodos rapidos y eficientes para tal fin (Sousa et al., 2010). La serotipificacién tiene
sus bondades; entre ellas, que es menos invasiva pues no se requiere la toma de
una biopsia y se puede usar en investigaciones a gran escala, con muestras de
pacientes o animales sintomaticos y asintomaticos, que generalmente no se logran
tipificar mediante los métodos de biologia molecular (Peyron et al.,, 2006). No
obstante, esta técnica debe ser refinada para alcanzar un mayor grado de
discriminacion entre los genotipos de T. gondii. Un nuevo analisis bioinforméatico
permitiria disefiar péptidos que contengan un mayor numero de aminoacidos

polimorficos con menos regiones conservadas y mas zonas inmunogénicas.
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. Conclusiones

El porcentaje de concordancia parcial obtenido entre el serotipo y genotipo del

gen GRAG de T. gondii en muestras de borregos de Colima fue de 60%.
La secuenciacion del gen GRAG evidencid la presencia de alelos Il y IlI diferentes
a los de las cepas clasicas del parasito y constituye el primer dato de infeccion

mixta en ovinos del estado de Colima.

La serotipificacion es un técnica no invasiva que tiene el potencial de identificar

infecciones mixtas por T. gondii.
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Anexo 1: Estuche comercial Gentra Puregene Tissue kit

9.

Pesar entre 200 — 300 mg de tejido congelado de diafragma o corazén.

Cortar el tejido en pedazos pequeiios y macerar en un mortero con 1 mL de la
solucion de lisis celular (QIAGEN, Cat.158908), después transferir a un
microtubo de 1.5 mL.

Adicionar 10 pL de proteinasa K (20 mg/mL; Sigma, Cat. 39450-01-6) e incubar
a 56 °C en termoblock toda la noche.

Transferir el contenido a un tubo tipo Corning de 15 mL, agregar 1 mL de solucién
de precipitacion de proteinas (QIAGEN, Cat.158912).

Agitar en vortex y centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo al que previamente se le debe
adicionar 2 mL de isopropanol (Sigma, Cat. 19516-500ML) para precipitar el
DNA, mezclar por inversion 20 veces.

Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos.

Decantar el sobrenadante y adicionar 2 mL de etanol al 70% (Sigma-Aldrich, Cat.
E7023-500ML).

Agitar en vortex y centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos.

10. Decantar el etanol, invertir el tubo y dejar secar sobre papel absorbente durante

toda la noche para que el etanol se evapore.

11. Adicionar 100 pL de la solucién de hidrataciéon comercial (1 mM EDTA, 10 mM

Tris-Cl pH 7.5) (QIAGEN, Cat. 158916), mezclar y transferir a un microtubo de

1.5 mL para su cuantificacion.

12. Almacenar el DNA a -20 °C hasta su uso.
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Anexo 2: Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1 v/v)

1.

Después de realizar la técnica de concentracion de quistes tisulares (Anexo 4),
a la pastilla obtenida se agregan 500 puL de amortiguador de lisis SNET (Tris-Cl
20 mM pH 8.0, EDTA 5 mM pH 8.0, SDS 1%, NaCl 400 Mm, esterilizado por
filtracion) y RNAsa a una concentracion final de 100 pg/mL e incubar a 37 °C por
1 hora.

Adicionar proteinasa K a una concentracion final de 400 ug/mL e incubar a 55
°C toda la noche en posicion horizontal en una placa de vaivén o incubadora con
agitacion.

Adicionar un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, sellar el tubo
e incubar en agitacién por 30 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a maxima velocidad por 5 minutos a 4 °C.

5. Transferir la fase acuosa a un microtubo nuevo y descartar la fase orgénica.

Precipitar el DNA adicionando un volumen igual de isopropanol. Mezclar por

inversion suave y colocar en hielo durante 5 minutos.

7. Centrifugar a maxima velocidad por 15 minutos a 4 °C.

Descartar con cuidado el isopropanol y adicionar 600 pL de etanol al 70%,
mezclar por inversion y repetir el paso 7.
Decantar el etanol e invertir el tubo sobre papel absorbente durante 15 a 20

minutos.

10. Disolver el DNA con una dilucién 1:10 de la solucién de hidratacion (1 mM

EDTA, 10 mM Tris-Cl pH 7.5) e incubar a 95 °C durante 1 hora.

11. Cuantificar el DNA y almacenar la muestra a -20 °C.
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Anexo 3: Precipitacién salina

1.

© © N o 0 &

11.

12.

13.

Después de realizar la técnica de concentracion de quistes tisulares (Anexo 4),
a la pastilla obtenida se agregan 500 puL de amortiguador de lisis SNET (Tris-Cl
20 mM pH 8.0, EDTA 5 mM pH 8.0, SDS 1%, NaCl 400 Mm, esterilizado por
filtracion) y proteinasa K a una concentracion final de 400 pug/mL.

Incubar a 55 °C toda la noche en posicion horizontal en una placa de vaivén o
incubadora con agitacion.

Agregar 300 pL de solucion de precipitacién de proteinas, agitar durante 40
segundos e incubar a -20 °C durante 20 minutos.

Centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos.

Transferir el sobrenadante a un microtubo de 1.5 mL.

Adicionar 1200 pL de isopropanol y agitar suavemente para precipitar el DNA.
Centrifugar a 4000 rpm durante 1 minuto.

Decantar el isopropanol y agregar 500 pL de etanol al 70%.

Colocar en agitacion continua durante 10 minutos y repetir el paso 7.

.Desechar el sobrenadante y realizar dos lavados mas con 1 mL de etanol al

70%, centrifugando a 6000 y 14000 rpm en cada paso durante 1 minuto.

Decantar el etanol e invertir el tubo sobre papel absorbente durante 8-10
minutos.

Adicionar 200 pL de la solucién de hidratacion (1 mM EDTA, 10 mM Tris-Cl pH
7.5).

Cuantificar el DNA y almacenar la muestra a -20 °C.
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Anexo 4: Técnica de concentracion de quistes tisulares

1.

Pesar 5 gramos de tejido y en un recipiente de boca ancha agregar 25 mL de
agua bidestilada.

Mezclar con una licuadora manual hasta homogeneizar bien el tejido.

Filtrar la mezcla con un tamiz metalico con apertura de 100 micras, usar un
embudo para transferir directamente a un tubo tipo Corning de 50 mL.

Aforar con agua bidestilada hasta 50 mL y agitar manualmente.

5. Centrifugar por 5 minutos a maxima velocidad y descartar el sobrenadante

evitando no perder la pastilla.

Repetir los pasos 4 y 5.

7. Adicionar la solucién de sacarosa (gravedad especifica 1.2) hasta llegar a 20 mL

9.

y agitar en vortex hasta disolver completamente la pastilla.

Colocar la campana de Ferreira y agregar mas solucion de sacarosa hasta que
la rondana metalica se cubra totalmente. Cerrar el tubo con cuidado de no
derramar la solucién.

Centrifugar a 1500 rpm durante 3 minutos.

10. Transferir 500 pL del liquido de la punta de la campana (de preferencia usar una

pipeta de 200 L) a un microtubo de 1.5 mL.

11. Aforar con agua bidestilada hasta 1.5 mL y centrifugar a maxima velocidad por

10 minutos.

12.Decantar el sobrenadante y repetir el paso 11.

13.Descartar el sobrenadante y realizar el método de extraccibn de DNA de su

preferencia.
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Anexo 5: Biologia molecular

PCR en tiempo real

Cada reaccion se realiz6 con 5 pL de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Cat. 4304437), 0.5 pL de los oligonucleétidos del gen Bl y sonda
marcada con fluoresceina, 2.5 uL de DNA de los tejidos de diafragma o corazon (50
ng/uL), 0.8 uL de agua estéril, 1 pL de oligonucledtidos del control interno de la PCR
(IPC) y 0.2 pL de DNA del IPC. La mezcla de la reaccion se incub6 por 2 minutos
a 50 °C para permitir que la enzima uracil-N-glicosilasa actue; enseguida se incubé
por 10 minutos a 95 °C para inactivarla y activar la enzima AmpliTag Gold. La
amplificacion se realizo durante 35 ciclos, en dos pasos: desnaturalizacion a 95 °C
por 15 segundos y alineamiento a 60 °C durante 1 minuto, en un termociclador Step
One™ Real Time PCR System (Applied Biosystems, Cat. 4376357), la fluorescencia

se analiz6 con el software Step One 2.0.

PCR semianidada del marcador GRAG6

PCR externa (Int-F/Seq2-R; 854 pb)

Cada reacciéon se ajusté a un volumen final de 50 pL, se usaron 5 pL de
amortiguador de PCR (10x PCR Gold Buffer, Roche), 4 puL de cloruro de magnesio
(MgCl2 25 mM, Roche), 1 pL de PCR Nucleotide Mix (10 mM, Roche), 1 puL de cada
oligonucledtido (Int-F / Seg2) (400 pmol), 1 uL de DMSO (Dimetil sulfoxido, 5%
Sigma) y 0.3 pL de Taq polimerasa (5 U/pL AmpliTag Gold, Roche). Se usaron 500
ng de DNA y el resto del volumen se aforé con agua inyectable. La amplificacion se
realizd en un termociclador Veriti™ 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Cat. 4388444), con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C por
4 minutos, 30 ciclos con desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos, alineamiento
55 °C por 40 segundos, extension a 72 °C por 2 minutos y extension final a 72 °C

por 2 minutos. Al terminar los ciclos, las muestras se mantuvieron a 4 °C.
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PCR interna (Int-F/Int-R; 344 pb)

Se usaron las mismas cantidades de los reactivos mencionadas en la PCR externa,
empleando diferentes oligonucledtidos (Int-F/Int-R). Se colocaron 1.5 pL y 3 pyL de
una dilucién 1:2 del producto de la PCR externa y lo demas se aforé con agua
inyectable, para tener un volumen final de 50 pL. Se utilizé el mismo termociclador
y las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 4
minutos, 35 ciclos con desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos, alineamiento 60
°C por 1 minuto, extension a 72 °C por 1:45 minutos. Al terminar los ciclos, las

muestras se mantuvieron a 4 °C.

PCR-RFLP de GRAG6

Para la reaccion de digestién se emplearon 0.35 L de la enzima de restriccion Msel
(10 U/uL, New England), 5 uL de amortiguador de digestion (NEB2 10x, New
England) y 30 uL de DNA amplificado por PCR. De las muestras de clonacion, se
colocaron 20 pL de cada colonia o plasmido y 15 pL de los controles. La reaccion

se incub6 toda la noche a 37 °C.

Zymoclean ™ Gel DNA Recovery Kit

1. Cortar el fragmento de DNA del gel de agarosa usando una hoja de bisturi y
transferirlo a un microtubo de 1.5 mL.

2. Adicionar 3 volimenes de la solucion ADB por cada volumen de agarosa cortado
del gel (ej. para 100 pL (mg) de la porcion del gel de agarosa adicionar 300 pL
de ADB.

3. Incubar a 55 °C por 10 minutos hasta que la porcion del gel se disuelva
completamente.

4. Transferir la soluciéon de agarosa derretida a una columna Zymo-Spin ™ en un
tubo colector.

5. Centrifugar por 1 minuto a 12000 rpm. Descartar el contenido del tubo colector.

6. Adicionar 200 pL de solucién de lavado a la columna y centrifugar por 1 minuto

a 12000 rpm. Descartar el contenido del tubo colector. Repetir el paso de lavado.
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7. Centrifugar la columna vacia por 1 minuto a 12000 rpm.

8. Dejar la columna cubierta con Parafilm® con agujeros hasta el siguiente dia para
permitir que el etanol se evapore totalmente.

9. Adicionar 7 pL de agua inyectable (previamente calentada a 60 °C) directamente
en la matriz de la columna. Colocar la columna en un microtubo de 1.5 mL.

10. Dejar por 15 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar por 1 minuto a 12000
rpm.

11. Cuantificar y almacenar a -20 °C hasta su uso.

CloneJET PCR Cloning Kit

1. Realizar la reaccion de despunte (blunting) en hielo.

2. Colocar 1.5 uL de agua libre de nucleasas, 10 yuL de amortiguador de reaccién
2X, 1 uL de la enzima DNA blunting y 50 ng del producto de PCR.

3. Mezclar en vértex brevemente e incubar por 5 minutos a 70 °C. Enfriar en hielo
por varios segundos.

4. Colocar la reaccion de ligacion en hielo. Adicionar 0.5 pL del vector de clonacion
pJET1.2/blunty 1 pL de la DNA ligasa T4 a la mezcla de la reaccion de despunte.

5. Mezclar en vortex levemente e incubar a temperatura ambiente (16-22 °C) por 1
hora.

6. Usar la mezcla de ligacion directamente para la transformacion o mantenerla a

-20 °C hasta su uso.

PCR de colonia

Por cada reaccion se usaron 5 pL de amortiguador de PCR (10x PCR Gold Buffer,
Roche), 4 pL de cloruro de magnesio (MgClz 25 mM, Roche), 1 pL de PCR
Nucleotide Mix (10 mM, Roche), 1 uL de cada oligonucle6tido de GRAG (Int-F / Int-
R) (400 pmol), y 0.3 uL de Taq polimerasa (5 U/pL AmpliTaq Gold, Roche). Se uso
1 yL de cada colonia (caldo LB + ampicilina). El resto del volumen se afor6 con agua
inyectable hasta llegar a un volumen de 50 pL. La amplificacion se realiz6 en un
termociclador Veriti™ 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Cat. 4388444),
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con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 minutos, 35
ciclos con desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, alineamiento 60 °C por 1
minuto, extension a 72 °C por 1:45 minutos. Al terminar los ciclos, las muestras se

mantuvieron a 4 °C.

GeneJET Plasmid Miniprep Kit

1. Usar 1-5 mL de cultivo de E. coli en medio LB para la purificacién del plasmido.

2. Transferir 1.5 mL del cultivo a un microtubo de 1.5 mL y centrifugar por 1 minuto
a 10000 rpm. Decantar el sobrenadante. Repetir este paso a terminar todo el
medio LB.

3. Adicionar al botén de células, 250 uL de la solucién de resuspension. Las
bacterias deben ser resuspendidas completamente mediante pipeteo suave.

4. Adicionar 250 pL la solucion de lisis y mezclar por inversion gentiimente entre 4
a 6 veces hasta que la solucion se haga viscosa y ligeramente clara.

5. Adicionar 350 pL de la solucién de neutralizacion y mezclar inmediatamente por
inversion gentilmente entre 4 a 6 veces.

6. Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm.

7. Transferir con pipeta el sobrenadante a una columna GeneJET spin. Evitar
transferir el precipitado blanco.

8. Centrifugar por 1 minuto a 13000 rpm. Descartar el contenido del tubo colector.

9. Adicionar 500 pL de solucion de lavado a la columna. Centrifugar por 1 minuto a
13000 rpm. Descartar el contenido del tubo colector.

10. Repetir el paso 9.

11.Centrifugar la columna vacia por 1 minuto a 13000 rpm para remover los
residuos de la solucién de lavado.

12. Transferir la columna a un microtubo de 1.5 mL. Adicionar 50 pL de agua Milli-Q
esterilizada al centro de la membrana de la columna para eludir el DNA. Incubar
por 1 minuto a temperatura ambiente y centrifugar por 2 minutos a 13000 rpm.

13. Descartar la columna y almacenar el DNA plasmidico purificado a -20 °C.

96



	Portada

	Resumen
	Contenido
	1. Introducción
	2. Planteamiento del Problema
	3. Hipótesis de Investigación
4. Objetivo
	5. Material y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	Referencias
	Anexos


