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2. RESUMEN

Toxoplasma gondii es un parasito cosmopolita intracelular obligado que infecta a vertebrados
de sangre caliente. Su ciclo de vida presenta una fase sexual en el hospedero definitivo y la
asexual en los hospederos intermediarios. Existe una sola especie en el género Toxoplasma
pero posee una amplia diversidad genética. En México, existen estudios que sugieren que
las poblaciones de T. gondii son genéticamente heterogéneas en las distintas regiones
geograficas del pais. El objetivo de este estudio fue describir la diversidad genética y
distribucion filogeografica de T. gondii en una regién costera del Pacifico Mexicano, en la que
se han reportado fendmenos biolégicos relevantes para la toxoplasmosis. La tipificacion se
realizé por secuenciaciéon de un fragmento del gen B1 de T. gondii, en muestras de 305
borregos de 27 localidades distintas. Se obtuvieron secuencias en las muestras de 23
borregos distintos, los electroferogramas de 20 muestras presentaron perfiles claros en la
secuencia, mientras que en las tres muestras restantes los perfiles sugerian la existencia de
coinfecciones, por lo que se generaron dos secuencias (A y B) de cada muestra. La
comparacion de las secuencias revelaron la existencia de 13 haplotipos (Hap): los Hapl al 5
agruparon a las cepas de referencia mientras que los restantes fueron exclusivos de
borregos. El Hapl fue el mas frecuente con 13 secuencias, seguido del Hap6 con cuatro.
Los analisis filogenéticos revelaron que los Hap6 al 12 mostraron una estrecha relaciéon con
el Hapl que agrupé a las secuencias de las cepas virulentas RH, CtCo5 y FOU. Nuestros
resultados sugieren que en la region geografica analizada, existen cepas similares a las de
otras regiones en el mundo asi como cepas autdctonas. Concluimos que el gen BI1
representa una herramienta poderosa en la identificacion de cepas frecuentes y/o virulentas

en zonas geograficas o poblaciones de hospederos no analizadas con anterioridad.
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3. ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a ubiquitous protozoan with obligate intracellular parasitism that infects
warm-blood vertebrates. Its life cycle consists in a sexual phase in the definitive host and an
asexual phase in the intermediate hosts. There is a single species in the genus Toxoplasma,
but possess a wide genetic diversity, which is higher in the tropics. Studies in Mexico,
suggests that the T. gondii populations are genetically heterogeneous among distinct
geographic regions in the country, which might be favored by certain factors namely
ecological an epidemiological in the country. The goal of present study was to describe the
genetic diversity and phylogeographic distribution of T. gondii in a Pacific coastal region of
Mexico, in which has been described biological phenomena relevant to the infection.
Sequencing of a B1 gen region was used to typify T. gondii in tissue samples from 305 sheep
from 27 localities. Sequences were obtained from 23 different samples, chromatograms from
20 samples showed no conflict in the called nucleotide bases, while three samples showed
conflict in specific nucleotide positions, thus each one was separated in two different versions
(A and B). Sequence analysis including those available in public nucleotide collections,
revealed 13 haplotypes (Hap): Hapl to 5 clustered reference strains while Hap6 to 13 were
exclusive in sequences from present study. Among sequences obtained, Hapl was the most
prevalent with 13 sequences, following Hap6 with four sequences. Analysis revealed that
Hap6 to 12 were phylogenetically related to Hapl, that clustered RH, CtCO5 and FOU
virulent strains. Results from present study suggests that in the Pacific coastal region of
Mexico, there are strains reported for other regions in the world as well as autochtonous
strains. We conclude that B1 gen is a powerful first approach that can identify prevalent and

virulent strains in new sampled host populations and geographic regions.
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4. INTRODUCCION

4.1. ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA TOXOPLASMOSIS
A inicios del siglo XX, diversos cambios politicos, sociales, cientificos y tecnolégicos
permitieron que una gran cantidad de cientificos de Europa y EEUU, viajaran a regiones
colonizadas o de interés econdmico a realizar investigaciones de enfermedades infecciosas
endémicas (Morrissette and Ajioka 2009). En este contexto, durante sus investigaciones en el
Instituto Pasteur de Tunez, Charles Nicolle y Louis Herbert Manceux (Nicolle and Manceux
2009), describieron en 1908 una nueva infeccion por protozoarios que afectaba a los gundis
(Ctenodactylus gundi), roedores del norte de Africa (Nicolle and Manceux 2009). El mismo
afo, de manera independiente en Brasil, Alfonso Splendore reporté también una infeccion
por protozoarios en los conejos de su laboratorio, observando similitudes con la enfermedad
del Kala-Azar' (Splendore 2009). Estas observaciones (Nicolle and Manceux 2009;
Splendore 2009) llevaron a definir el nombre que conserva hasta la actualidad: Toxoplasma

gondii, del griego Toxon (arco), plasma (que es moldeado) y gondii (referente a la especie de

roedores C. gundi en donde fue observado por primera vez) (Nicolle and Manceux 2009;
Nicolle and Manceaux 1909).

A pesar de haber sido descrito a inicios del siglo XX, no fue sino hasta los primeros reportes
confirmados de toxoplasmosis en humanos, que el interés cientifico sobre este protozoario
incrementd considerablemente. Para entender la importancia de este hecho, es necesaria
una breve descripcion del mismo y los acontecimientos previos. En 1937, tras analisis pos-
mortem de una nifia de un mes de edad, Wolf y Cowen observaron protozoarios en tejidos
con lesiones, identificAndolos en ese momento como parasitos del género Encephalitozoon;y

comprobando posteriormente la relacién del parasito con lesiones similares en los ratones

1 Kala Azar.- Nombre con el que se le conoce a la leishmaniasis visceral. Del hindustani (dialecto del norte de

la India) Kala — Negra y Azar — Fiebre.
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usados para los aislamientos (Wolf et al. 1939a, 1939b). De acuerdo a los autores, la
comparacion de estos hallazgos con reportes con caracteristicas similares en la literatura
permitio, por un lado, confirmar que T. gondii era el agente etiolégico de la infeccién y por
otro lado, los llevo a desarrollar una hipétesis sobre la transmision congénita del parasito,
confirmandose esta hipotesis en estudios posteriores durante infecciones in vitro en ratones
(Wolf et al. 1939b; Cowen 1950a, 1950b, 1950c, Cowen and Wolf 1951a, 1951b). El creciente
namero de investigaciones sobre T. gondii en las décadas siguientes, permitié elucidar
diversos aspectos bioldgicos y epidemiolégicos como: mecanismos de transmision, ciclo de
vida, relevancia como agente infeccioso, descripciones detalladas de su morfologia,
clasificacion taxondmica, distribucién en distintas poblaciones humanas, virulencia, etc. Estos
aspectos resultan de interés para este estudio, por lo que seran tratados en apartados
posteriores.

4.2. ULTRAESTRUCTURA DE LAS FORMAS UNICELULARES DE Toxoplasma gondii
Durante su ciclo biolégico, T. gondii presenta distintas formas morfologicas, el bradizoito, el
taquizoito, el esporozoito y el merozoito, que a su vez se subdivide en cinco formas
estructurales en el intestino de los félidos. De manera general se considera que el bradizoito,
el taquizoito y el esporozoito, son los Unicos estadios infectivos (Dubey et al. 1998), sin
embargo, algunos autores también consideran al merozoito como un estadio infectivo, debido
a que tiene la capacidad de invadir nuevas células y replicarse en ellas (Ferguson and
Dubremetz 2014). Estas cuatro formas morfolégicas de T. gondii poseen dos roles bioldgicos
especificos en su ciclo de vida: 1) la infeccion de un nuevo hospedero la realizan el
esporozoito o el bradizoito, mediante el ooquiste y el quiste tisular respectivamente; y 2) la
propagacion dentro del hospedero, la realizan el merozoito o el taquizoito (Ferguson 2004).

Los estudios de morfologia que usan técnicas de microscopia electronica, han mostrado que
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los cuatro estadios poseen una ultraestructura? compartida, sin embargo, presentan también
caracteristicas que permiten diferenciar a cada uno.
4.2.1. CARACTERISTICAS COMPARTIDAS

T. gondii presenta una forma elongada de luna creciente (Figura 1) con el extremo anterior
conico-puntiagudo y el extremo posterior romo (Ogino and Yoneda 1966; Garnham et al.
1962; Sheffield and Melton 1968; Speer et al. 1998; Speer and Dubey 2005). Posee una
membrana de tres capas, la capa exterior se denomina plasmalema (PI) y cubre la totalidad
de la célula; las dos capas interiores forman al complejo membranal interno (CMI) que inicia
en el anillo polar 1 y finaliza en el anillo posterior, en donde el CMI es mas grueso (Sheffield
and Melton 1968; Morrissette et al. 1997). Debajo del CMI se extienden en espiral 22
microtubulos submembranales que en sentido antero-posterior, inician en uno de los anillos
polares y finalizan en un anillo posterior (Morrissette et al. 1997; Anderson-White et al. 2012;
Sheffield and Melton 1968). En el extremo anterior presentan: dos anillos apicales (Ana); dos
anillos polares (Anp); una estructura denominada conoide (Co) con apariencia de resorte
comprimido que es formada por microtubulos; las micronemas (Mn), organelos de secrecién
gue tienen una distribucién debajo del Anp; y las roptrias (Rp), organelos de secrecion de
distribucion lineal y en algunos casos extendidas al interior del conoide (Speer et al. 1998;
Sheffield and Melton 1968). El nacleo (Nu) presenta cumulos de cromatina y un nucléolo
central, en su periferia se encuentra el aparto de Golgi (Gi), el reticulo endoplasmico liso (RI)
y rugoso (Rr) (Sheffield and Melton 1968). Posee un apicoplasto (Ap), organelo que da
nombre al grupo de los Apicomplexa, y que se obtuvo por un segundo proceso de
endosimbiosis (Kohler 1997). Presenta una sola mitocondria (Mt) ramificada extendida hacia
el extremo anterior de la célula (Melo et al. 2000). Presenta dos invaginaciones, el microporo

(Mp) que es una invaginacién del plasmalema, y el poro posterior (Garnham et al. 1962). No

2 Ultraestructura. La estructura de una célula que solo puede definirse mediante microscopia electronica.
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poseen organelos visibles de locomocion, sin embargo, puede deslizarse, ondularse o girar.

En el citoplasma se distribuyen de manera libre: los granulos densos (GrD) que se
consideran un tercer organelo de secrecion; varios ribosomas (que también pueden estar
asociados a membrana); granulos de amilopectina (GrA) y cuerpos lipidicos (CpL) (Garnham

et al. 1962; Sheffield and Melton 1968).

Figura 1. Estadios de Toxoplasma gondii. En las figuras se pueden observar algunas de las caracteristicas ultra-
estructurales que comparten los cuatro estadios como el conoide (CO), el Plasmalema (PIl), el Complejo Mem -
branal Interno (CMI), los granulos densos (GrD), las Roptrias (Rp), las micronemas (Mn), los cuerpos lipidicos
(Cpl), los granulos de amilopectina (GrA), ademas de los organelos como el Nicleo (Nu), Aparato de Golgi (Gi)
y Mitocondrias (Mt). A). Esporozoito, modificado de Speer et al (1998). B) Bradizoito modificado de Dubey et al

(1998). C) Taquizoito, modificado de Dubey et al (1998). D) Merozoito, modificado de Speer y Dubey (2005).
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4.2.2. DIFERENCIAS ULTRAESTRUCTURALES

Algunos autores consideran que las principales diferencias ultraestructurales entre los cuatro
estadios de T. gondii son el tamafio de la célula, la posicion del nucleo y diferencias en el
namero, tamafo y apariencia de los organelos de secrecion y cuerpos de inclusion que
poseen, el concentrado de las diferencias se encuentran agrupadas en la Tabla 1 (Dubey et
al. 1998; Ferguson and Dubremetz 2014; Speer et al. 1998).

Tabla 1. Resumen de las diferencias ultraestructurales de los estadios de T. gondii

. Posicion del . Roptrias Granulos Granulos de
Estadio nicleo Micronemas |\ imero /F;\pariencia densos polisacaridos
Esporozoito |Central Pocas 5-12 Laberinto |Numerosos |Pocos
Bradizoito Posterior Numerosas 5-10 Sélidas Numerosos |Numerosos
Taquizoito Central Pocas 3-5 Solidas Numerosos |Ausentes
Merozoito Posterior Numerosas 5-10 Laberinto |Numerosos |Numerosos

Resumen de las principales diferencias ultraestructurales entre los cuatro estadios de Toxoplasma gondii.
Posicién del nicleo, nUmero de micronemas, nimero y apariencia de las Roptrias y numero de los granulos

densos y de polisacéridos. Modificado de Ferguson y Dubremetz (2014).

4.2.3. QUISTES TISULARES
Por varios afios existio confusion sobre las estructuras que T. gondii formaba en los tejidos
de hospederos intermediarios; por un lado, se denominaban “pseudo-quistes” a los grupos de
taquizoitos, mientras que el término quistes tisulares se referia a los grupos de bradizoitos
(Dubey et al. 1998). No obstante, la resistencia de los bradizoitos a la digestion por jugo
gastrico (pepsina-HCI) permitio aclarar la confusion, por lo que actualmente se reconoce que
el bradizoito es el Unico estadio de T. gondii que forma quistes verdaderos (Jacobs et al.
1960). Los quistes comienzan a formarse a partir del tercer dia post-infeccién y permiten a
los bradizoitos persistir por periodos largos en los hospederos (Dubey and Frenkel 1976).
Permanecen y crecen en el citoplasma de la célula hospedera mientras el bradizoito sigue

dividiendose, sin embargo, los mecanismos de formacion y rompimiento de los quistes
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siguen siendo desconocidos (Ferguson and Hutchison 1987a, 1987b; Ferguson et al. 1989;
van der Waaij 1959). Aunque se considera que T. gondii posee la capacidad de infectar
cualquier célula nucleada y por ende generar quistes en cualquier 6rgano del cuerpo, suelen
observarse principalmente en musculo esquelético y cardiaco, cerebro y ojo, considerandose
que la distribucion en el organismo esta relacionada con el hospedero intermediario y a la
cepa infectante (Dubey 1997; Dubey et al. 1996; Koch et al. 2016; Lindsay et al. 1997).

El tamafio de los quistes es muy variado y depende de factores como la edad, ubicacion y
namero de bradizoitos contenidos (Figura 2); sin embargo, se ha descrito que distintas cepas
de T. gondii generan quistes de diferentes tamafios durante el mismo periodo post-infeccién
(Dubey 1996, 1997; Dubey et al. 1998; Ferguson and Hutchison 1987a; Lainson 1958). Los
quistes de reciente formacién pueden presentar un diametro de 5 um y contener 2
bradizoitos; mientras que ha sido registrado que en cerebro y musculo alcanzan los 70 um y
100 um de diametro respectivamente y contener cientos de bradizoitos. Sin embargo,
algunos autores reportan no haber encontrado quistes que superen los 70 um (Dubey et al.
1998). La pared quistica se compone principalmente de materiales celulares tanto del
hospedero como del parasito, es delgada, elastica y no contiene glucégeno u otros
polisacaridos; asimismo, los espacios libres en la pared y dentro del quiste son ocupados por
un material granular (Ferguson and Hutchison 1987a, 1987b; Sheffield and Melton 1968).

4.2.4. OOQUISTES

Con el descubrimiento de estructuras de resistencia de T. gondii en heces de gatos, los
términos “quiste tisular” y “ooquiste” fueron acufiados para diferenciar a las 2 estructuras,
siendo estos ultimos de formacion exclusiva en el epitelio intestinal de los hospederos
definitivos como resultado de la fase sexual (Dubey and Beattie 1988; Dubey and Frenkel
1972). La estructura de los ooquistes se modifica durante la esporulacion en el medio

ambiente de uno a cinco dias después de haber sido excretados con las heces fecales
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Figura 2. Quistes tisulares (QT) de T. gondii. A, QT a 11 dpi. con dos bradizoitos en proceso de endodiogenia,
los dos parasitos hijos (D1 y D2) estan contenidos en el parental. B, QT a 21 dpi. con muchos bradizoitos (Bz)
con granulos de amilopectina (GrA). C, QT a 8 meses post-infeccion. En la imagen se observa la pared del quis-
te (Pqg), un microporo (rectangulo negro) y ~110 bradizoitos vivos (Bz) y degenerados (Dz).D, QT a 14 meses
post-infeccion. La pared quistica apenas se observa (flecha), se estima que el QT contiene mas de 1000 bradi-
zoitos. Imagenes Ay B modificadas de Ferguson y Hutchison (1987a), imagen C y D modificadas de Dubey et al

(1998).
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(Dubey et al. 1998) (Figura 2B-D). La esporulacion representa la transicion entre el cigoto

(ooquiste no esporulado) y el ooquiste (esporulado). Posterior a la esporulacion, la nueva
estructura presenta dos esporoquistes de 6 a 8 um de didmetro que a su vez contienen
cuatro esporozoitos cada uno, resultado de varias divisiones del ndcleo y la membrana.
Durante este proceso existe también una transicibn de estructuras subesféricas a
elipsoidales, con didmetros en el rango de los 10 a los 13 um. Las paredes del ooquiste y los
esporoquistes presentan tres y dos capas respectivamente, que aumentan su densidad del
interior hacia el exterior y un poro de ~350 nm de didmetro ubicado de manera aleatoria

(Ferguson et al. 1978, 1979d, 1979a, 1979b, 1979c).

Figura 3. Ooquistes (Oq) de T. gondii. A, Oq sin esporular. B, Oq esporulado con dos esporoquistes, en uno se
ven cuatro esporozoitos (flechas). C, Oq esporulado en el que se ve la pared del ooquiste (flecha grande), dos

esporoquistes (cabezas de flecha) y esporozoitos (flechas pequefias). Tomado de Dubey et al (1998).

4.3. CICLO DE VIDA
El ciclo de vida (Hutchison et al. 1970) de T. gondii (Figura 4) involucra un proceso de
reproduccion asexual (Goldman et al. 1958) y formacién del quiste tisular en los hospederos
intermediarios (HI) que pueden ser cualquier vertebrado de sangre caliente (Jacobs 1973),

dos procesos de reproduccion asexual (Piekarski et al. 1971; Speer and Dubey 2005) y un
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sexual (Hutchison et al. 1970; Frenkel et al. 1970; Frenkel 1970; Dubey et al. 1970) en los

hospederos definitivos (HD) que pueden ser cualquier especie de la familia Felidae (Dubey
2009a) y un proceso asexual que se realiza exclusivamente de manera extracelular en el

medio ambiente (Dubey et al. 1970).

Hospederos intermediarios: Hospt_edero_s definitivos:
Vertebrados de sangre caliente Familia Felidae

Ruptura del
quiste tisular

Cerebro, corazon, ojo,
pulmoén, misculo,
placenta

Quiste tisular
(bradizoitos)

Diseminacié
Ipor sangre
Células
intestinales

Endodiogénia Carnivoria 7
[
(O

Ingesta

Invasion de monocitos

Células
4 ) Taquizoitos intestinales

> ¢
U

Células _> Micro@ /Macro 9 gametos

intestinales

Ooquiste esporulado
4 Q (2 esporoblastos con
Ingesta 4 esporozoitos cada uno)

Esporozoitos

Esporogoma Ooqmste sin esporular

; 4 Medlo externo

Figura 4. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. La endodiogenia es el Unico tipo de reproduccién en los
hospederos intermediarios (izquierda). La esporogonia, gametogonia y formacion del cigoto se llevan a cabo
exclusivamente en félidos (derecha). La esporulacién, Unico proceso extracelular (abajo). Modificado de Robert-

Gagneux y Dardé (2012).



15
4.3.1. HOSPEDEROS INTERMEDIARIOS

Situando el inicio de la infeccion cuando un HI ingiere ooquistes esporulados, durante su
paso por el tracto digestivo, las paredes del ooquiste y esporoquistes sufren degradacion
debido a la exposicion a sales biliares y enzimas proteoliticas digestivas, permitiendo la
liberacion de los esporozoitos en la luz intestinal (Black and Boothroyd 2000). En condiciones
controladas de laboratorio en experimentos in vivo en ratones infectados por la via oral con
ooquistes, Dubey et al. (Dubey et al. 1997) reportaron que en un rango de 12 a 18 horas
post-infeccion (hr-pi) los esporozoitos se diferencian a taquizoitos y a los 5 dias post-
infeccidn (dpi) los taquizoitos se diferencian a bradizoitos, en tanto que a los 8 dpi es posible
observar quistes tisulares en cerebro. Durante el proceso, los esporozoitos (Dubey et al.
1997; Speer and Dubey 1998), los taquizoitos (Goldman et al. 1958) y los bradizoitos dentro
de los quistes tisulares (Ferguson and Hutchison 1987a) se reproducen mediante un proceso
asexual especializado denominado endodiogenia. De manera general, el proceso consiste en
gue finalizada la mitosis, el parasito parental comienza un proceso de gemacion interna en el
gue se forman dos yemas unidas por un huso en el polo nuclear, se forma un Complejo
Membranal Interno que delimita a los dos parasitos formados, un conjunto completo de
organelos y una porcion del citoplasma parental. Los nuevos parasitos contindan su
crecimiento en tanto que el CMI parental desaparece, lo que permite que el plasmalema
parental derive en el de los nuevos parasitos. Cuando termina el proceso, los dos nuevos
parasitos se separan dejando un cuerpo citoplasmatico residual (Goldman et al. 1958;
Sheffield and Melton 1968; Ogino and Yoneda 1966).
4.3.2. HOSPEDEROS DEFINITIVOS

Cuando algun HD se infecta mediante la ingesta de carne con quistes tisulares, las paredes
del quiste se degradan en su paso por el tracto digestivo, lo que permite que los bradizoitos

sean liberados en la luz intestinal (Black and Boothroyd 2000). Los bradizoitos invaden los
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enterocitos del intestino delgado y comienza la fase de esquizogonia caracteristica de los

Coccidios, la cual se realiza de manera exclusiva en el epitelio intestinal de los HD
(Hutchison et al. 1970). De acuerdo a lo reportado por Dubey y Frenkel (Dubey and Frenkel
1972), la esquizogonia comienza a partir de las 12 hr-pi y finaliza a los 15 dpi, tiempo en el
que se desarrolla una diferenciacién secuencial en cinco tipos de esquizontes y merozoitos
denominados tipo A al tipo E (Tabla 2), debido al tiempo post-infeccién en el que pueden ser
observados. Durante la esquizogonia, T. gondii se reproduce asexualmente de forma
asincrénica por endodiogenia (Speer and Dubey 2005) y de forma sincronica por
endopoligenia (Piekarski et al. 1971). La endodiogenia en el HD se lleva a cabo de la misma
forma que en el HI (Speer and Dubey 2005); mientras que la endopoligenia difiere de la
endodiogenia, en que se producen de manera sincronizada entre 4 y 20 nuevos parasitos en

el interior de un parasito parental (Piekarski et al. 1971; Speer and Dubey 2005).

Tabla 2. Comparacion de caracteristicas entre los esquizontes y merozoitos tipo B al E

_— Tipo de esguizonte
Caracteristica B C 3 =
i Enterocitos, Enterocitos, . .
LUbicacion Lamina propria Lamina propria Enterocitos Enterocitos
L Endodiogénia Endopoligenia Endopoligenia  |Endopeligenia
Tipo de division (asincraénica) (sincranica) (sincranica) (sincraénica)
Tamano del
esquizonte 26 x 17 pm 16 x 10 pm 7.3 x 56 pm 12 x 8.8 pm
Mo. de merozoitos
por esquizonte 2—438 24 — 36 12-18 50 — 80
Tamano del
Merozoito 5.8x 2.9 ym 6.1x 1.5 gm 58x 1.3 pum 45x 1.1 ym

Tabla comparativa de los esquizontes y merozoitos tipo B al tipo E. Ubicacion en el intestino del gato, tipo de
division celular, tamafio del esquizonte, Nimero de merozoitos que se forman y el tamafio que alcanzan.

Modificado de Speer y Dubey (2005).
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La reproduccion sexual en el HD inicia con la fase de gametogonia, que se lleva a cabo
durante los dias 3 y 15 posteriores a la infeccion, al final de esta fase, los gametocitos
masculinos producen entre 6 y 21 gametos biflagelados, mientras que los femeninos solo
producen un gameto. Se desconoce que tipo de estructura durante la esquizogonia da origen
a los microgametos masculino y femenino, sin embargo, debido a que la gametogonia ocurre
durante el mismo periodo en el que puede observarse el esquizonte tipo E, se considera que
este podria ser el precursor de los gametocitos (Dubey and Frenkel 1972)). El proceso de
fecundacion ha sido comprobada mediante cruces con dos cepas distintas de T. gondii en
gatos (Pfefferkorn and Pfefferkorn 1980), pero no ha sido posible observar el proceso de
fecundacion por microscopia, sin embargo, se ha reportado que tanto el gametocito femenino
como el masculino pueden encontrarse en la misma célula (Dubey and Frenkel 1972). Se
considera que posterior a la fecundacion y formacién del cigoto (Unico estado diploide de
este parasito) se forma una pared quistica de manera progresiva que da como resultado un
ooquiste no esporulado, el cual seré liberado a la luz intestinal cuando la célula infectada se
rompa. Los procesos que se llevan a cabo desde la infeccibn hasta la produccion de
ooquistes se conocen como periodo prepatente, y presenta diferencias en el tiempo en el
que se concluye dependiendo del estadio que generd la infeccion, si fue generada por
quistes tisulares/bradizoitos se realiza en 3 a 10 dias, si se inicio por taquizoitos se requieren
> 13 dias y si es iniciada por ooquistes esporulados/esporozoitos = 18 dias (Dubey et al.
1970; Dubey and Frenkel 1976). Durante el periodo de excreciébn de ooquistes, los HD
pueden excretar hasta mil millones de ooquistes en un rango de 7 a 20 dias (Dubey and
Frenkel 1972; Dubey et al. 1970).
4.3.3. MEDIO EXTERNO
La esporulacion es el Unico proceso que se realiza de manera extracelular en el medio

ambiente. Después de haber sido defecados, los ooquistes esporulan en un rango de 24 a 48
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horas en condiciones adecuadas de temperatura (~25°C) y aireacion, tiempo en el que ya

son infectivos. Por otro lado, los ooquistes se inactivan a temperaturas menores a 4°C o
mayores a 50°C (Dubey et al. 1970). De manera general, durante la esporogonia el cigoto
realiza dos divisiones nucleares en tanto comienza a formarse una segunda membrana que
limita a los dos esporoblastos binucleados (Ferguson et al. 1979a). Los esporoblastos
adoptan una forma elipsoidal y se forman las placas de las paredes de los esporoquistes en
tanto se desarrollan cambios citoplasmaticos (Ferguson et al. 1979b). En cada extremo de
los esporoquistes se forman dos esporozoitos mientras las placas de los esporoquistes
continlan su crecimiento. Al finalizar la esporulacion, cada ooquiste contiene dos
esporoquistes con cuatro esporozoitos cada uno (Ferguson et al. 1979c).
4.4. MECANISMOS DE TRANSMISION

T. gondii posee dos mecanismos principales de transmision (Figura 5) por los cuales puede
generar infeccion en un nuevo hospedero y estan relacionadas con las dos estructuras de
resistencia que se forman durante su ciclo de vida (Figura 4). El primero es el consumo de
carne contaminada por quistes tisulares. Desmonts y colaboradores (Desmonts et al. 1965)
describieron la relevancia epidemiolégica de consumir carne poco cocida en la que pueden
permanecer viables los quistes tisulares. Ellos observaron que la incidencia de la
toxoplasmosis incrementaba en nifios internados en un hospital en Paris en donde se les
alimentaba con carne poco cocida. Cuando en la dieta se incluian dos porciones de carne
poco cocida de res o caballo, la tasa anual del 10% incrementaba al 50%; mientras que el
incremento era del 100% si la carne proporcionada era de borrego, con lo que se confirmaba
el papel del carnivorismo en la transmision de la infeccion. El segundo mecanismo es el
consumo de agua o alimentos contaminados con ooquistes. Este mecanismo se conoci6
gracias a la descripcion y la confirmacion de la infectividad de los ooquistes en el excremento

de gatos que habian sido alimentados con tejidos contaminados con quistes tisulares de T.
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gondii (Dubey 1968; Dubey et al. 1970; Dubey and Frenkel 1973; Frenkel et al. 1969, 1969;

Sheffield and Melton 1969; Work and Hutchison 2009). Adicionalmente T. gondii posee un
tercer mecanismo, la transmision congénita (Cowen 1950a, 1950b, 1950c). Sin embargo,
este mecanismo podria considerarse como accidental, ya que se presenta solamente si una
hembra gestante esta cursando por la fase aguda de la infeccion debido a que los taquizoitos
pueden atravesar la barrera placentaria e infectar al producto en gestacion. Se han reportado
otros mecanismos de transmision, pero debido a que son de menor relevancia

epidemioldgica no se trataran en lo sucesivo.
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Figura 5. Mecanismos de transmisién de la toxoplasmosis. Los dos principales mecanismos de infeccién son
por la ruta fecal-oral mediante la ingesta de ooquistes esporulados con esporozoitos (flechas rojas) o por
carnivorismo mediante la ingesta de quistes tisulares (flechas azules). Adicionalmente, la infeccién se puede
adquirir por la via congénita con taquizoitos (flecha rosa) si las hembras de los mamiferos adquieren la infeccion

durante la gestacion.
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4.5. PATOGENIA

4.5.1. CICLO LiTICO
En la fase aguda de la toxoplasmosis, la diseminacion a otros 6rganos extra-intestinales
depende de los taquizoitos a través de una serie de procesos conocidos como ciclo litico®
(Black and Boothroyd 2000), el cual incluye tres eventos secuenciales (Blader et al. 2015): 1)
Invasién de la célula hospedera. En la primera parte de este proceso cuando los taquizoitos
se encuentran en el medio extracelular, proteinas de superficie del parasito como la laminina
o una familia de proteinas de superficie conocidas como SAG (surface antigen) por sus siglas
en inglés, se unen a ligandos de la superficie de la célula del hospedero como integrinas 1y
estructuras de proteoglicanos sulfatados, permitiendo generar un anclaje a la célula
hospedera (Carruthers et al. 2000; Furtado et al. 1992; He et al. 2002; Jacquet et al. 2001;
Manger et al. 1998). Durante la segunda parte de este proceso, el parasito migra alrededor
de la célula mediante movimientos en espiral hasta que se reorienta de manera que el cono
apical entre en contacto con la superficie de la célula (Leung et al. 2014). En este sitio, las
micronemas secretan proteinas como la AMA1 (Hehl et al. 2000) y MIC8 (Kessler et al. 2008)
en tanto que las roptrias secretan las proteinas RON5 (Beck et al. 2014), permitiendo que en
la membrana de la célula se forme una brecha en forma de anillo conocida como uniéon movil
(Alexander et al. 2005; Besteiro et al. 2009; Lamarque et al. 2011; Mital 2005; Shen and
Sibley 2012). Durante la tercera fase de la invasion suceden varios eventos de manera
paralela que ponen fin al proceso de invasion. Después de la formacion de la union movil, las
roptrias secretan las proteinas ROP1 que estan involucradas en la formacion inicial de la
vacuola parasitéfora (Carruthers and Sibley 1997), durante este proceso, T. gondii se

constrifie para ingresar a través de la uniébn movil en sentido antero-posterior del parésito e

3 Ciclo litico. Proceso de replicacion de los virus que finaliza en la ruptura de la membrana de la célula

infectada, con lo cual la progenie es liberada al medio extracelular y puede infectar nuevas células
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invadir a la célula del hospedero (Alexander et al. 2005) en un lapso de 15 a 30 segundos
(Bommer et al. 1969). Mientras el parasito continda la invasion, la membrana de la célula se
invagina para formar la vacuola parasitéfora (Suss-Toby et al. 1996), y una vez formada, los
granulos densos secretan proteinas conocidas como GRA, permitiendo la formacion de un
complejo microtubular entre el parasito y la vacuola parasitéfora (Achbarou et al. 1991,
Carruthers and Sibley 1997; Gold et al. 2015; Mordue et al. 1999). Finalizado el proceso de
invasion, algunos organelos de la célula hospedera como la mitocondria y el reticulo
endoplasmico (Melo et al. 1992; Coppens et al. 2006) son secuestrados, permitiendo la
nutricion y replicacion del parasito (Dunn et al. 2007). 2) Replicacion del parasito. Una vez
que el parasito modifique el microambiente celular para su beneficio, los taquizoitos se
replicaran inmediatamente por endodiogenia (Sheffield and Melton 1968; Goldman et al.
1958) por varios ciclos de replicacién con una duracién de ~7 horas cada uno hasta su
egreso de la célula (Radke 2001; Radke and White 1998). 3) Egreso de los parasitos. Este
proceso que se realiza de manera rapida (Blader et al. 2015), inicia cuando los parasitos
atraviesan la vacuola parasitéfora constriiendose de manera similar al proceso de invasion
celular, y finaliza con la lisis de la célula, lo que permite la salida de los parasitos al medio
extracelular e infeccion de nuevas células (Caldas et al. 2010). Para iniciar y concluir el
proceso, son necesarios algunos estimulos, como la disminucion del potasio (Moudy et al.
2001), el incremento del calcio intracelular (Endo et al. 1982) o el incremento en la
concentracion de acido abscisico (ABA) (Nagamune et al. 2008). En conjunto estos estimulos
se agrupan en los que involucran al sistema inmune del hospedero y los que no lo involucran
(Blader et al. 2015).
4.5.2. INFECCION POR T. gondii
De manera general, se considera que la toxoplasmosis no representa un problema de salud

publica en humanos, debido a que ~80% de las infecciones son asintomaticas y a que no
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presentan complicaciones ni en la fase aguda ni en la crénica (Montoya and Liesenfeld
2004). Del porcentaje restante, algunos individuos presentan sintomatologia moderada que
suele ser autolimitante (Montoya and Liesenfeld, 2004; Robert-Gangneux and Darde, 2012) y
solo una pequefia proporcion de los individuos infectados con sintomatologia desarrolla las
formas mas severas de la infeccion, resultando en complicaciones congénitas, oculares,
cerebrales e incluso la muerte si la infeccion es diseminada en la mayoria de los 6rganos.
Las descripciones de la toxoplasmosis en animales no humanos se basa principalmente en
las realizadas en animales domeésticos y en especies silvestres en semicautiverio o que se
encuentran amenazadas; sin embargo, se considera de manera general que las
manifestaciones clinicas son similares a las descritas en el humano (Montoya and Liesenfeld
2004). En la toxoplasmosis, las diferencias en la sintomatologia de los hospederos es el
resultado de la interaccion de factores caracteristicos del parasito y de las especies que
infecta, de las cuales, la interaccion in vivo mas estudiada es con el ratén, debido a su uso
como modelo experimental. Por esta razoén, el principal criterio para determinar la virulencia
de las cepas es el porcentaje de sobrevivencia y mortandad que genera un inoculo
determinado de parasitos en el raton (Kaufman et al. 1958).

La virulencia de las cepas de T. gondii se debe a la combinacion de factores celulares,
moleculares y genéticos.

1) Factores celulares. A diferencia de los merozoitos, los esporozoitos y los bradizoitos cuya
existencia esta limitada al epitelio intestinal 0 a estructuras de resistencia, los taquizoitos son
el Unico estadio con la capacidad de diseminar la infeccibn a 6rganos extraintestinales
(Ferguson 2004). De acuerdo con Blader et al. (2015), las formas mas severas de la
toxoplasmosis se relacionan a la destruccion tisular generada por el ciclo litico de los
taquizoitos durante la fase aguda de la infeccion. Durante esta fase, los taquizoitos pueden

invadir tejidos lejanos al sitio de infeccién inicial, debido a que tienen la capacidad de
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transitar activamente en el medio extracelular y atravesar capas celulares (Barragan and
Sibley 2002) sin que la integridad de la barrera celular o la del parasito se alteren (Barragan
et al. 2005). Adicionalmente se ha reportado que los taquizoitos invaden leucocitos sin
replicarse en ellos (Channon et al. 2000), pudiendo usarlos como transporte y llegar a
espacios extravasculares (Courret 2006), capacidad que le permite atravesar barreras
biolégicas (Barragan and Sibley 2003) e invadir 6rganos “inmunoprivilegiados™ como el ojo,
cerebro y placenta (Barragan and Sibley 2003).

2) Factores moleculares. T. gondii posee un repertorio de moléculas que lo vuelven inusual
entre otros patégenos intracelulares (Black and Boothroyd 2000). Ejemplo de ello son la
familia de proteinas SAG que estan involucradas en los eventos iniciales de invasion celular
(Manger et al. 1998), y a las cuales se les considera son las que permiten invadir cualquier
célula nucleada en los hospederos (Black and Boothroyd 2000). Otra molécula del parasito
que se ha relacionado con la virulencia es la proteina MIC2 secretada por las micronemas,
esta proteina interacciona con moléculas de adhesiéon celular ICAM-1 relacionadas con
mecanismos de trafico celular en los hospederos, por lo que se considera que esta
interacciébn le permite a T. gondii explotar estos mecanismos para diseminar mas
rapidamente la infeccién en tejidos extraintestinales (Barragan et al. 2005; Barragan and
Sibley 2002; Huynh and Carruthers 2006). Adicionalmente, se ha observado que la expresion
génica es diferente entre los cuatro estadios (Boothroyd et al. 1998) e incluso entre los
taquizoitos extracelulares e intracelulares (Lescault et al. 2010), lo cual explica en parte el

porque solo el taquizoito tiene la capacidad de diseminar la infeccion.

4 Inmunoprivilegiados. Concepto desarrollado por Peter Medawar en 1948. Establece que el cerebro y la
camara anterior del ojo son sitios privilegiados inmunolégicamente, debido a la ausencia de vasos
sanguineos o linfaticos, lo que los hace libres de reacciones anti-alotransplantes y de respuesta

inflamatoria. El concepto se ha extendido a otros érganos como testiculos, placenta, fetos.
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3) Factores genéticos. Se ha descrito que aspectos relacionados con la patogenicidad de T.
gondii como la diseminacion de la infeccion (Barragan et al. 2005; Barragan and Sibley
2002), la tasa de replicacion (Kaufman et al. 1959), la capacidad de producir quistes tisulares
(Dubey 1997) y otros mas, es diferente entre las distintas cepas. Por esta razén, los estudios
de tipificacibn genética incluyen genes de proteinas de virulencia secretadas durante la
infeccion (Khan et al. 2007; Su et al. 2010, 2006; Howe and Sibley 1995). Estos estudios han
evidenciado la relacion entre el genotipo de T. gondii y sintomatologias particulares en
algunos hospederos. Ejemplos de esta relacion son el de la cepa X que se asocia con
toxoplasmosis cerebral en nutrias marinas (Miller et al. 2004; VanWormer et al. 2014); las
cepas tipo | que se relacionan con la toxoplasmosis ocular y congénita en humanos (Khan
2006), las cepas tipo Il que se relacionan con abortos en borregos (Chessa et al. 2014; Owen
and Trees 1999) o las cepas de la Guyana Francesa causantes de manifestaciones clinicas
severas en humanos (Bossi et al. 2002; Carme et al. 2002, 2009).
4.6. DIAGNOSTICO Y AISLAMIENTO DE T. gondii

En la actualidad existen diversas técnicas que permiten determinar si un organismo es
positivo a toxoplasmosis, y estan basadas en serologia, ADN o demostracion del parasito en
tejidos. Sin embargo, debido a que la toxoplasmosis suele ser asintomética, la mayoria de las
veces el diagnostico solo es indicativo que se tuvo contacto con el parasito en el pasado. Por
otro lado, aunque el aislamiento no es un procedimiento diagnostico rutinario, puede
utilizarse como una técnica auxiliar en casos particulares en los que se requiera asociar
sintomas o dafos tisulares con el parasito. La efectividad de las técnicas anteriores
dependen de aspectos como experiencia en la técnica, accesibilidad a muestras biologicas
como sangre, tejido, liquido cefalorraquideo, etc; la importancia médica, veterinaria,
econdémica y biolégica que represente el hospedero, por ejemplo mujeres embarazadas,

animales de produccion ganadera, especies protegidas, etc; las caracteristicas de la
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infeccion, por ejemplo toxoplasmosis ocular, cerebral, congénita, diseminada, etc (Montoya

and Liesenfeld 2004; Robert-Gangneux and Darde 2012; Dubey and Beattie 1988).
4.6.1. DIAGNOSTICO MEDIANTE SEROLOGIA

Las técnicas estan enfocadas en corroborar la existencia de anticuerpos anti-T.gondii en
suero, aungue existen modificaciones para detectarlo en jugo de carne, leche u otros fluidos.
La mayoria de las técnicas han sido desarrolladas para ser usadas como diagndéstico de
toxoplasmosis en humanos, aunque a través de los afios algunas han sido modificadas para
ser aplicadas principalmente en especies de interés ganadero, y en menor proporcion para
ser aplicadas en fauna silvestre (Montoya and Liesenfeld 2004; Robert-Gangneux and Darde
2012; Dubey and Beattie 1988).

La prueba de tincion de Sabin-Feldman (Sabin and Feldman 1948) DT por sus siglas en
inglés (Dye Test), es considerada como la prueba de oro para diagnosticar toxoplasmosis en
humanos (Dubey and Beattie 1988) aunque en la actualidad es poco usada (Robert-
Gangneux and Darde 2012). El procedimiento se basa en que si el suero a probar posee
anticuerpos anti-T.gondli, al ser incubado a 37°C por una hora con taquizoitos en presencia
de complemento, los anticuerpos promoveran la lisis del citoplasma del parasito, por lo que al
agregar un colorante (azul de metileno), es posible diferenciar mediante microscopia a los
taquizoitos viables de los no viables (Frenkel and Jacobs 1958). Existen otros métodos como
el IFA, siglas en inglés de “Indirect Fluorescent Antobody”, que utiliza anticuerpos
secundarios marcados con un fluoréforo para detectar los anticuerpos anti- T.gondii en suero
(Kelen et al. 1962). EI MAT acronimo en inglés de “Modified Agglutination Test”, en donde el
suero es tratado con (-mercaptoetanol para eliminar IgM y sustancias asociadas, con el fin
de detectar solamente anticuerpos IgM (Fulton and Turk 1959; Desmonts and Remington
1980; Dubey and Desmonts 1987). El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas “ELISA”

por su acronimo en inglés “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”, en el que un conjugado
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de antigeno del parasito (Franco et al. 1981) o suero del hospedero (Naot and Remington
1980) es fijado en una superficie plastica y mediante un sistema de anticuerpos, enzimas
primarias y secundarias detecta IgM por una reaccion colorimétrica. En la actualidad, esta
técnica es usada rutinariamente en laboratorios clinicos para detectar IgG e IgM en sueros
humanos, aunque ha sido usada también para animales como borregos (Caballero-Ortega et
al. 2008), perros (Zhuo et al. 2017), gatos (Sumner and Ackland 1999) y cerdos (Ichikawa-
Seki et al. 2015). El resto de las técnicas es mas usada en laboratorios de referencia e
investigacion (Robert-Gangneux and Darde 2012).
4.6.2. DIAGNOSTICO POR PCR
Esta metodologia ha probado ser sencilla, sensible y reproducible, por lo que proporciona un
método rapido y eficaz en la deteccion de DNA de T. gondii (Robert-Gangneux and Darde
2012; Su et al. 2010). Es posible aplicarlo en diversas muestras biolégicas de animales y
humanos como: orina (Fuentes et al. 1996), semen (Koch et al. 2016), distintos tejidos
(Holliman et al. 1990, 1992; Owen et al. 1998; Dubey et al. 2008; Berger-Schoch et al. 2011;
Belfort-Neto et al. 2007), humor vitreo (Montoya et al. 1999), fluido cerebroespinal (van de
Ven et al. 1991) entre otros (Robert-Gangneux and Darde 2012; Su et al. 2010). Para
incrementar la sensibilidad en el diagnéstico, se usan las variantes de PCR cuantitativo y
PCR anidado con dos pares de iniciadores, en combinacion con la amplificaciéon de
fragmentos de ADN cortos de regiones génicas unicopia y multicopia (Dubey and Beattie
1988). La region génica conocida como gen B1 (Burg et al. 1989) y el elemento 529 (Homan
et al. 2000), son dos de las mas usadas debido a su naturaleza multicopia.
4.6.3. AISLAMIENTO EN RATON

El aislamiento de T. gondii suele estar enfocado a relacionar al parasito con alguna
manifestacion clinica o como el agente causante de muerte, aunque también se practica con

muestras biolégicas de hospederos sin sintomatologia con el fin de determinar la distribucién
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geografica o la frecuencia de una cepa. En combinacion con pruebas de tipificacion, el
aislamiento es considerado como la metodologia absoluta para describir una nueva cepa, sin
embargo, algunos autores consideran que el utilizar ratones presenta sesgos potenciales
debido a la resistencia que muestran los ratones ante algunas cepas. De acuerdo con Dubey
y Beattie (1988), los modelos existentes para aislamiento de T. gondii son el ratén, el gato y
el cultivo celular, y su eleccion depende de las caracteristicas de la muestra biolégica (fluidos
corporales, tejidos, materia fecal), la via de inoculacién (intraperitoneal, subcutaneo y por la
via oral) y el estadio de T. gondii presente en la muestra. En el caso de los fluidos corporales
como sangre o liquido cerebroespinal, la muestra se centrifuga y el sedimento de taquizoitos
se inyecta de forma intraperitoneal (i.p.) 0 subcutdnea (s.c.) en ratones 0 se agrega a un
cultivo celular. Con los tejidos, la elecciéon de la técnica depende si es una infeccion aguda o
cronica. Si se sospecha de una infeccion aguda, el tejido se rompe mecénicamente y se
resuspende en solucién salina (NaCl al 0.9 %) con o sin antibi6tico, el sobrenadante se
inyecta de forma i.p. 0 s.c. en raton. Cuando se trata de tejidos de animales asintomaticos o
en fase crénica en donde podrian estar formados los quistes tisulares, el tejido se rompe
mecanicamente y se digiere con pepsina para liberar a los bradizoitos de los quistes
tisulares, la inoculacion de los bradizoitos se hace de forma s.c. en 5 a 10 ratones por
muestra biolégica. Con la materia fecal de los hospederos definitivos, la muestra puede
procesarse mediante un protocolo de flotacion estandar que use una solucién con densidad
mayor a 1.18, el sobrenadante se inocula por la via oral en ratones. Los gatos suelen
utilizarse cuando la carga parasitaria es baja, con lo que puede usarse una fraccion mayor
del tejido. Se han reportado aislamientos exitosos a partir de diversas muestras biologicas de
humanos y animales domésticos y silvestres. La metodologia mas empleada es la descrita
por Dubey (1998), y toma como base la resistencia del bradizoito a la digestién por pepsina

descrita por Jacobs et al. (1960).
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4.7. TIPIFICACION DE CEPAS Y AISLADOS DE T. gondii

Las primeras clasificaciones de T. gondii se basaron en la patogenicidad que las cepas
mostraban en el ratén. Administrando un inoculo determinado, se evaluaba el tiempo de
sobrevivencia y el porcentaje de mortalidad en los animales (Kaufman et al. 1958). Las cepas
se clasificaban como virulentas si existia poco tiempo de sobrevivencia y una alta tasa de
mortalidad, mientras que las clasificadas como no virulentas mostraban un efecto contrario.
El desarrollo de técnicas de tipificacion basadas en marcadores moleculares y su aplicacion
gradual en la toxoplasmosis, han llevado a una reclasificacion continua de algunas de las
cepas mas representativas (Tabla 3), lo que ha sido un aspecto conflictivo en la comparacion
de los resultados (Su et al. 2012). Los primeros marcadores moleculares que se utilizaron
para clasificar al parasito fueron las isoenzimas (Darde et al. 1988), aunque rapidamente
cayeron en desuso Yy fueron rebasadas por los andlisis de RFLP® (Cristina et al. 1991) y en
especifico por los analisis mediante PCR-RFLP (Sibley and Boothroyd 1992). Las primeras
conclusiones obtenidas con marcadores moleculares, fueron que Toxoplasma poseia poco
polimorfismo genético (Sibley and Boothroyd 1992; Dardé et al. 1992) y que todas las cepas
y aislados podian agruparse en tres linajes clonales (Howe and Sibley 1995). Estas
conclusiones fueron basadas en los resultados de los analisis de 35 aislados con 15
isoenzimas (Dardé et al. 1992); 28 cepas analizadas por PCR-RFLP con tres loci (Sibley and
Boothroyd 1992); y de 106 aislados, tipificados por PCR-RFLP con 6 loci (Howe and Sibley

1995).

5 RFLP.-Fragmentos de restriccién de longitud variable. Por sus siglas en inglés “Restriction Fragment Length

Polymorphism”
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Tabla 3. Tipificacion de T. gondii con distintas metodologias.

Cepa Pais de 7im# | Linaje / | Genotipo Hap Microsatélites

origen Genotipo | ToxoDB # TUB2 W35 TgM-A B18 B17 M33 MIV.I MXL1 M48 MI02 N60 N82 AA N61 N&3
CT1 EEUU. | 1 I - 1 | 201 248 209 160 342 169 274 358 209 168 145 119 265 B7 306
RH EEUU. | 1 I 1 - - - - - - - - - - - - -
Me49 EEUU. | 2 il - 2 | 289 242 207 158 336 169 274 356 215 174 142 111 265 91 310
PRUGNIAUD |Francia 2 il 3 2 - - - - - - - - - - - - - - -
CTG EEUU. | - i - 3| 289 242 205 160 336 165 278 356 215 190 147 111 269 83 312
VEG EEUU. | - i 2 3| 289 242 205 160 336 165 278 356 213 188 153 111 267 B89 312
MAS Francia 5 At 17 4 | 291 242 205 162 362 169 272 358 221 166 142 111 332 95 338
CASTELLS Uruguay | 7 At 15 4 | 287 242 207 158 358 160 274 356 2390 164 138 100 283 B7 324
RUB Er‘;:igga 6 At 98 5 | 280 242 205 170 360 167 274 356 223 190 142 109 259 B85 312
CAST EEUU. | - At 28 7 | 291 242 205 158 342 167 276 356 211 168 147 119 279 B7 306
TgCatBr5 Brasil - At 8 8 | 291 242 205 160 362 165 278 356 237 174 140 111 265 B89 314
P89 EEUU. | 10 At 8 9 | 291 242 205 160 362 165 278 354 229 174 140 111 265 91 308
TgCatBrl0 Brasil - At 21 9 | 291 242 207 160 360 165 278 356 229 174 140 105 263 91 314
VAND Er‘;:‘:za 12 At 60 10 | 291 242 203 162 344 167 276 356 217 170 142 113 277 91 308
GUY-DOS Er‘;ig; - At 97 10 | 291 242 205 162 342 165 278 356 231 166 153 111 265 91 344
TgCgCa0l Canada - i 66 1% | 289 242 203 160 336 169 274 358 209 176 142 111 257 107 340
COUGAR Canada - At 197 11 | 280 242 205 158 336 160 274 354 219 174 151 119 259 79 332
GPHT Francia 1 At - 6a| 201 248 205 160 342 165 274 354 229 166 147 111 283 01 306
FOU Francia - i 6 6a| 201 248 205 160 364 165 274 356 209 192 140 115 263 907 304
TgCatBr9 Brasil - At 42 6b| 201 242 205 160 362 165 278 354 227 174 140 111 260 B9 308
BOF Bélgica - At - Ga | 291 248 205 160 342 165 274 354 227 166 147 111 273 B89 306
ARI EEUU. | - il 5 12 | 289 242 209 158 336 169 274 362 215 170 147 131 295 B9 316
RAY EEUU. | - il 5 12 | 289 242 207 162 336 169 274 356 213 170 142 111 287 107 316
TgCkGho1 Ghana - - 137 13| 289 242 207 160 336 169 274 356 227 190 142 111 269 103 310
TgCkBr186 Brasil - - 88 14 | 291 248 205 160 342 165 278 354 227 166 145 105
GAB2-2007-
GAL-DOM?2  |Gabon - - 203 14 | 201 248 205 160 342 165 278 354 237 166 142 105 263 B9 306
(TgA15004)
TgCiCo05 Colombia | - - 61 15| 289 242 205 160 338 169 276 356 213 164 145 111 316 89 312
TgCkBr013 Brasil - At 63 15| 291 242 207 164 342 169 272 356 229 172 142 105 320 B1 310

Columna 3, Zimodemos basados en Dardé et al (1992). Columna 4, Linaje basado en Howe y Sibley (1995) o
Su et al (2006). Columna 5, Genotipo basado en Su et al (2010). Columna 6, Haplogrupo basado en Khan et al
(2007), Khan et al (2011) y Su et al (2012). Columnas 7-21, microsatélites basados en Ajzenberg et al (2010).

Modificada de Ajzenberg et al (2010).

En afios posteriores, la aplicacion y uso de técnicas y marcadores moleculares con mayor
capacidad resolutiva, como los microsatélites (secuencias cortas en tandem de 2-6
nucledtidos) que son muy poliméficos debido a las variaciones que presentan su longitud
(Ajzenberg et al. 2002a; Blackston et al. 2001), o el andlisis de intrones de genes
constitutivos (Khan et al. 2007; Su et al. 2006), que se considera evolucionan con menor
presion selectiva, han mostrado que existe una mayor diversidad genética (Ajzenberg et al.

2002b) y alélica (Khan et al. 2007) que la reportada durante los primeros estudios con
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isoenzimas (Dardé et al. 1992) y RFLP (Sibley and Boothroyd 1992; Howe and Sibley 1995).

De manera paralela a la tipificacion multilocus, se ha utilizado también la tipificacion basada
en un solo locus, como el SAG2 (Howe et al. 1997), el GRA6 (Fazaeli et al. 2000) o el B1
(Grigg and Boothroyd 2001). La tipificacibn con estos loci toma como ventaja el bajo
polimorfismo entre los linajes clonales que se relacionan con manifestaciones clinicas en la
toxoplasmosis humana (Howe and Sibley 1995), por lo que fueron disefiados inicialmente
para identificar cepas virulentas en humanos (Howe et al. 1997; Fazaeli et al. 2000; Grigg
and Boothroyd 2001). No obstante, se ha reportado que el marcador GRAG6 y el B1 han sido
de gran utilidad en la identificacién de nuevas cepas (Miller et al. 2004) o realizar rastreos
epidemiolégicos de las ya conocidas (VanWormer et al. 2014).
4.8. FILOGEOGRAFIA DE T. gondii.

Durante los primeros estudios de tipificacion de T. gondii, un hallazgo frecuente fue la escasa
diferenciacion genética entre las cepas y aislados del parasito (Dardé et al. 1992; Howe and
Sibley 1995). Esta ausencia de variabilidad genética, que concordaba con la definiciébn de
clona® que Tibayrenc y Ayala habian propuesto en su publicacién Towards a Population

Genetics of Microorganisms: The Clonal Theory of Parasitic Protozoa (Tibayrenc and Ayala

1991), sirvio en parte para proponer que la poblacion global de T. gondii era clonal (Tibayrenc
1993). Esta hipétesis perduré por varios afos, ya que a pesar de usarse marcadores
moleculares mas resolutivos como los microsatélites (Ajzenberg et al. 2002a), el desequilibrio
de ligamiento que se detectaba seguia siendo significativo, ademas de que la mayoria de las
cepas seguian conformando tres grupos (Wendte et al. 2011). El primer grupo, representaba

a las cepas conocidas genéricamente como “linajes/cepas” clonales, arquetipicas o tipo I, Il y

6 Clona: Término acufiado por Tibayrenc y Ayala (1991) para designar, en una especie clonal, todos los
aislados que aparentan ser genéticamente idénticos con base en un conjunto determinado de marcadores

moleculares.



31

lll, y representaban aproximadamente el 90% de las muestras; el segundo grupo son las
cepas conocidas como “linajes/cepas” recombinantes, referidas asi porque presentaban una
combinacion de alelos de las tres cepas clonales, y representaban aproximadamente el 5%
de todas las cepas; y el tercero es el grupo de las cepas atipicas o exéticas, definidas asi
debido a que poseian alelos no encontrados en las cepas clonales, y porque representaban
menos del 5% de las cepas existentes. Sin embargo, como ya ha sido discutido por otros
(Lehmann et al. 2000, 2004, 2006; Wendte et al. 2011), la hipotesis sobre la clonalidad de las
poblaciones de T. gondii fue basada en andlisis con sesgos de muestreo y técnicos, ya que la
mayoria de las cepas provenian de casos clinicos de toxoplasmosis en humanos o sus
animales de compafia y habian sido aisladas principalmente en Francia, Estados Unidos y
Brasil, por lo que existia una sobrerrepresentacion de algunas cepas. Por otro lado, la
diversidad genética era subestimada debido a limitaciones en la capacidad resolutiva de las
isoenzimas y los RFLP.

Las evidencias de que las poblaciones de T. gondii poseen una mayor diversidad genética de
la que se estimaba, comenzaron a obtenerse por los estudios que analizaron secuencias de
intrones de genes constitutivos y de virulencia en estudios poblacionales (Khan et al. 2007;
Lehmann et al. 2000; Su et al. 2012) y que incluyeron cepas aisladas de hospederos sin
sintomatologia (Lehmann et al. 2004), fauna silvestre (Khan et al. 2011) y de zonas
geograficas no muestreadas (Bertranpetit et al. 2017; Lehmann et al. 2006), logrando
capturar una mejor representacion de la estructura de la poblacién global de T. gondii.
Analizados por separado, algunos de estos estudios reportan resultados diferentes, como el
de la estimacién del ancestro en comin mas cercano (MRCA por sus siglas en inglés, Most
Recent Common Ancestor) sin embargo, analizados en conjunto proponen los posibles
procesos evolutivos que causaron la diversidad genética actual, asi como la distribucién y

prevalencia de las variantes genéticas del parasito.



32

En un estudio reciente en el que se analizaron mediante analisis por secuenciacion, 168
cepas agrupadas en 13 poblaciones en el mundo, Bertranpetit et al (2017) estimaron que el
ancestro en comin mas cercano de las cepas actuales de T. gondii se origin6 hace
aproximadamente 1.5 millones de afos. Los autores (Bertranpetit et al. 2017) proponen que
esta forma ancestral pudo haber migrado a Sudamérica a través de sus hospederos durante
el Gran Intercambio Biol6gico Americano (GABI) (Webb 2006), después de que el corredor
terrestre panamefio emergiera hace unos 2 o 3 millones de afios (O'Brien et al. 2008). Este
evento, que favorecio la expansion y diversificacion de diversas especies de mamiferos en
SA (Webb 2006), pudo haber favorecido también al T. gondii ancestral, permitiendo la
acumulacion de diversidad genética en las poblaciones sudamericanas (Bertranpetit et al.
2017).

Los reportes recientes indican que la diversidad genética en las poblaciones de T. gondii en
Norteamérica (NA), Europa (Eu), Africa (Af) o Asia (As) es considerablemente menor que en
SA, ademas de que en cada poblacion predominan de manera diferente algunas cepas
(Lehmann et al. 2006; Khan et al. 2007; Su et al. 2012; Bertranpetit et al. 2017). Por ejemplo,
en NA se distribuyen principalmente dos haplogrupos’ que integran a las cepas tipo II, llI
(Khan et al. 2007) y uno que integra a las cepas X y A, consideradas como el cuarto linaje
clonal (Khan et al. 2011). En Eu, Af y As, se distribuyen principalmente tres haplogrupos que
conforman las cepas clonales tipo I, Il y Ill (Khan et al. 2007; Su et al. 2012; Bertranpetit et al.
2017), de las cuales las cepas tipo Il son las mas frecuentes (Khan et al. 2007). Por el
contrario, En SA existen una mayor cantidad de haplogrupos (incluyendo los de las cepas

arquetipicas) sin que alguno presente una mayor prevalencia sobre el resto (Khan et al.

7 Haplogrupo. Aplicados en la tipificacion de T. gondii, el haplogrupo representa un sistema de nomenclatura
para referir a las cepas que comparten un conjunto de SNP’s (polimorfismos de un solo nucleétido) en al

menos cuatro loci que no se encuentran en desequilibrio de ligamiento.
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2007; Su et al. 2012; Lehmann et al. 2006). Esta estructura de la poblacional, ha llevado a

proponer que la poblacion mundial de T. gondii es el resultado de reducciones alélicas por
efectos de la deriva génica y efecto fundador después de algunos eventos de migracion, lo
cual ha disminuido la diversidad genética entre las poblaciones en tanto se alejan de los
centros de origen (Bertranpetit et al. 2017), modelo que ya ha sido probado en otros
parasitos como Plasmodium (Tanabe et al. 2010). Por esta razén, tomando como base la
distancia genética y geografica entre las poblaciones, se ha propuesto que el centro de
origen de T. gondii es alguna region de SA, debido a que presenta una mayor diversidad
genética que NA u otra poblacién en el mundo (Lehmann et al. 2006; Bertranpetit et al. 2017).
Una explicacién razonable sobre como pudo migrar T. gondii hacia NA, podria encontrarse
en eventos ocurridos durante el pleistoceno tardio hace ~10,000 afios (Culver et al. 2000; Su
2003; Morrison 2005). Algunos estudios sugieren que la divergencia de las cepas
arquetipicas, fue hace ~10,000 afios (Su 2003), tiempo en el cual sus poblaciones
comenzaron su expansion (Morrison 2005). Por otro lado, mediante el analisis de
polimorfismos genéticos del Cromosoma Y, DNA mitocondrial y microsatélites en 315
muestras de pumas (Puma concolor) de todo el continente Americano, Culver et al (2000)
concluyeron que estos felinos repoblaron NA hace ~10,000 afios, a partir de un grupo de
individuos provenientes del Este de SA (actual Brasil). Los autores consideran que este
evento migratorio pudo ser posterior a la extincion masiva ocurrida en NA durante el
pleistoceno tardio, en el que desaparecieron el 80 % de los grandes vertebrados (Culver et
al. 2000) y algunos mamiferos pequefios (MacConaill et al. 1968). El proceso de
repoblamiento de Pumas en América, podria representar el mecanismo de migracion por el
cual los linajes clonales de T. gondii se expandieron en NA, ya que ambos eventos ocurrieron
durante el mismo periodo y tienen como centro de origen una zona similar en SA (Culver et

al. 2000; Morrison 2005; Su 2003). Adicionalmente, Lehmann et al (2006) proponen que un
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segundo evento de migracion mediado por el hombre pudo haber introducido T. gondii al

Viejo Mundo. Los autores consideran que durante el trafico maritimo en el siglo XVI, pudieron
generarse focos hiperendémicos de la infeccién a bordo de los barcos por un ciclo constante
entre gatos y roedores, por lo que al llegar a los puertos, las poblaciones del parasito
pudieron expandirse al interior de los continentes mediante el gato doméstico (Lehmann et al.
2006). Como evidencia de su hipétesis, Lehmann et al (2006) sefialan que en su estudio, en
las poblaciones en las que se encontraban algunos de los puertos activos durante el siglo
XVI, tanto la diversidad genética del parasito como la prevalencia de la infeccién en los

hospederos, es mayor que en las regiones al interior del continente.
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5. ANTECEDENTES

5.1. SEROEPIDEMIOLOGIA DE LA TOXOPLASMOSIS EN MEXICO

A pesar de que ya se conocian diversos aspectos sobre la toxoplasmosis humana en México,
no es sino hasta los resultados de la Encuesta Nacional Seroepidemiolégica de 1987
(Velasco-Castrejon et al. 1992), que se observa de una forma mas clara la relacion de la
prevalencia de la infeccion y algunos aspectos biogeograficos en nuestro pais. En este
estudio, Velasco-Castrejon et al (1992), analizaron mediante inmunofluorescencia indirecta
29 272 sueros de una muestra representativa de la poblacion mexicana. Tomando en
consideracion las caracteristicas geograficas del territorio nacional, los autores dividieron las
32 entidades federativas en tres regiones. La region norte que se ubica al norte del Trépico
de Céancer (TC) y posee suelos mas aridos y climas extremosos; la regién centro que se
ubica al sur del TC, posee climas templados y carece de costas; y la region costera, también
al sur del TC, posee costas y climas subtropicales (Velasco-Castrejon et al. 1992). La
prevalencia de la infeccidén a una dilucion en suero de 1:128 fue de <10% en la region norte,
del 10-20% en la regién centro y del 20-60% en la region costera, en tanto que a una dilucion
de 1:16, los valores incrementaron hasta 10 puntos porcentuales en cada regién. De acuerdo
con los autores, estos resultados mostraron que en nuestro pais las caracteristicas
biocliméaticas de las tres regiones se asociaban con la prevalencia de la infeccion,
considerando que el clima arido del norte de México evitaba que los ooquistes esporularan y
favorecian que posteriormente murieran, en tanto que en la regién subtropical, la temperatura
y humedad favorecian que los quistes esporularan mas rapido y permanecieran viables por
mas tiempo (Velasco-Castrejon et al. 1992).

La actualizacion sobre la seroepidemiologia de la toxoplasmosis humana en México fue
basada en dos Encuestas Nacionales (Caballero-Ortega et al. 2012), la Encuesta Nacional

de Salud del 2000 (ENS-2000) y la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del 2006 (ENSN-
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2006). Mediante un estudio retrospectivo, Caballero-Ortega et al (2012) analizaron 3599

sueros de la ENS-2000 y 2916 sueros de la ENSN-2006, con el fin de detectar anticuerpos
IgG anti-T.gondii por ELISA en una muestra de la poblacién con caracteristicas similares a las
de Velasco-Castrejon et al (1992). En el estudio, las tres regiones mostraron un incremento
en la prevalencia global de la toxoplasmosis en el pais, de 19.5-32.0% en 1987 a 60.1% en
el 2000 y 62.6% para el 2006, mientras que en algunos estados de la regidn costera, como
Colima, Veracruz y Oaxaca, la prevalencia de la infeccion incremento a >70 % (Figura 6). A
pesar de que la comparacion entre ambos estudios es complicada debido a que el
diagnéstico se realizd con técnicas y tamafios de muestra diferentes, los resultados de las
prevalencias por regiones son congruentes en ambos estudios, en donde las prevalencias
mas altas correspondieron a la zona costera (Velasco-Castrejon et al. 1992; Caballero-

Ortega et al. 2012).

La seroepidemiologia de la toxoplasmosis en poblaciones animales en México es casi
desconocida si se compara con lo que se sabe para humanos, sin embargo se han analizado
de manera aislada algunas subpoblaciones de especies domésticas o en cautiverio
(Hernandez-Cortazar et al. 2015). En conjunto, se han analizado 29 especies distintas de
animales provenientes de los estados de Durango, Colima, Estado de México, Ciudad de
México, Tamaulipas, Oaxaca, Yucatan, Puebla, Veracruz, Michoacan, Coahuila, Nuevo Leon,

Baja California Sur, Sinaloa, Nayarit y Quintana Roo (Figura 7).

Estos estudios muestran similitudes con las diferencias en las prevalencias entre las tres
regiones geograficas descritas por Velasco-Castrejon (2012) en humanos. Por ejemplo, la
prevalencia promedio de la infeccion en animales silvestres, domeésticos, ferales o en
cautiverio, independientemente de sus hébitos alimenticios, es de ~20% en la region norte ,

del ~31% en la region centro y ~48% en la region costera.
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Prevalence: 19.5% (NSS-1987; 1:128)

Prevalence: 32.0% (NSS-1987: 1:16)
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Figura 6. Mapas de México mostrando los rangos de la prevalencia por estado, de anticuerpos anti- Toxoplasma

gondii en la Encuesta Nacional Seroepidemiolégica de 1987 (arriba), la Encuesta Nacional de Salud del 2000

(abajo a la izquierda) y la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del 2006 (abajo a la derecha). El codigo de

color por prevalencia se encuentra situado al centro de la imagen. Los mapas y el pie de figura fueron tomados

y modificados de Caballero-Ortega et al (2012).
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Baja California

Baja California Sur
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Figura 7. Mapa de México mostrando las entidades federativas en las que se han realizado estudios de
serologia en animales (Color gris). Los codigos de letras indican con la primer letra si el animal es un ave (A),
mamifero carnivoro (C), mamifero omnivoro (O) o mamifero herviboro (H), y con la segunda letra si son
domésticos (d), fauna silvestre (s), ferales (f), en cautiverio (c) y * si son mamiferos marinos. Mapa basado en

Hernandez-Cortazar et al (2015).

Por otro lado si se analizan por separado, se puede observar que las prevalencias varian
dependiendo del grupo filogenético o los habitos alimenticios. En las aves, la prevalencia
promedio es de ~9.8%, mientras que en los mamiferos es de ~38.7%, de los cuales el
~47.6% son carnivoros, el ~38.3% son omnivoros y el ~30.4% son herviboros. (Hernandez-

Cortazar et al. 2015).
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5.2. TIPIFICACION DE AISLADOS Y CEPAS MEXICANAS DE T. gondii

En México existen algunos estudios de tipificacion de las cepas de T. gondii en humanos y
animales (Figura 8), para los cuales se han empleado estrategias de tipificacion con un solo
locus con los marcadores SAG2 (Dubey et al. 2004; Rico-Torres et al. 2012), SAG3 (Cedillo-
Pelaez et al. 2011; Rico-Torres et al. 2015) y BTUB (Rico-Torres et al. 2012), y estrategias de
tipificacion multilocus (Dubey et al. 2013; Rico-Torres et al. 2015; Dubey et al. 2009), usando
metodologias ya reportadas (Su et al. 2010, 2006). A pesar de que estos estudios son
aislados, nos permiten generar una idea sobre la diversidad de T. gondii en nuestro pais. Por
ejemplo en la region central de México, Dubey et al (2004) tipificaron 6 cepas aisladas de 208
gallinas de traspatio de localidades rurales del Estado de México y la Ciudad de México,
mediante PCR-RFLP con el marcador SAG2 identificaron una cepa tipo | y 5 cepas tipo lll.
ARos posteriores, cuatro de estos aislados fueron tipificados nuevamente como cepas tipo Ili
por Dubey et al (2009), empleando una metodologia de PCR-RFLP multilocus propuesta por
Su et al (2006). En la misma region, Cedillo-Pelaez et al (2011) identificaron por PCR-RFLP
del marcador SAG3, cepas “tipo I” en pulmén e higado de dos monos ardilla (Saimiri
sciureus) que habian muerto previamente por toxoplasmosis. Aunque el origen de los monos
es desconocido, los autores consideran pudieron haber adquirido la infeccion cerca de la
Ciudad de México (Cedillo-Pelaez et al. 2011). Por otro lado, el Unico reporte de tipificacion
en humanos ha sido realizado por Rico-Torres et al (2012). En el estudio los autores
analizaron cuatro casos de toxoplasmosis congénita en la Ciudad de México, en el que
analizaron por PCR-RFLP muestras tanto de la madre como del neonato. Mediante el
marcador SAG3 identificaron cepas tipo | en dos neonatos y una madre, en tanto que con los
marcadores SAG2 y BTUB identificaron cepas similares a la tipo | con alélos Unicos, en las

muestras de en una madre y un neonato no relacionados (Rico-Torres et al. 2012). En la
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region norte del pais, Dubey et al (2009) identificaron cuatro genotipos mediante analisis

multilocus por PCR-RFLP, en 9 cepas aisladas de tres perros y cinco gatos de Durango, de
acuerdo con los autores tres de los genotipos ya habian sido reportados, uno fue nuevo pero
ninguno de los cuatro fueron clonales. También en Durango, Dubey et al (2013) identificaron
un nuevo genotipo mediante tipificacion multilocus empleando la estrategia propuesta por Su
et al (2010), la cepa analizada fue aislada de un puma (Felis concolor) de vida libre que
murié de toxoplasmosis aguda. Finalmente, Rico-Torres et al (2015) tipificaron por PCR-
RFLP las muestras de dos gatos distintos de Colima, mediante el marcador SAG3
identificaron una cepa tipo Il en la muestra de uno de los gatos, en tanto que con la
estrategia multilocus de Su et al (2010) identificaron el genotipo #28 en una cepa aislada del
otro gato. En conjunto estos reportes sugieren que en nuestro pais se encuentran circulando

cepas de los linajes clonales tipo |, Il y 1l como cepas recombinantes y atipicas.

Baja California

Gallinas (Dubey et al. 2004; Dubey et al. 2009)

SAG2 - Cepa tipo | (1) / Cepa tipo Il (5)

PCR-RFLP - Cepas tipo Il (4)

Mono ardilla (Cedilo-PEiéez et al. 2011)

SAG3 - Cepas tipo | (2)

Humanos (RicoTorres et al. (2012)

SAGS3 - Cepas tipo | (3)

SAG2/BTUB - Cepas tipo | con alélos Unicos (1)y nulos (1)

Baja California Sur

Durango

Perros y gatos (Dubey et al 2009)
PCR-RFLP - 4 genotipos
Puma (Dubey et al. 2013)
PCR-RFLP - Genotipo #222

Gatos (Rico-Torres et al. 2015)
SAG3 - Cepa tipo Il
PCR-RFLP - Genotipo #28

Figura 8. Estados de la Republica Mexicana en los que se han realizado tipificaciones de Toxoplasma gondii
(Gris). En la imagen se especifican los hospederos de los que se obtuvieron las muestras, los marcadores y

técnicas usados para tipificar y los resultados que se obtuvieron.
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5.3. BIOGEOGRAFIA DE MEXICO

Desde el punto de vista de la biogeografia, México es un territorio extraordinario ya que
representa una zona de transiciéon (Figura 9) entre dos regiones biogeograficas® (Morrone
2015). La Neartica, que esta integrada por el norte, los altiplanos y las montafias que los
rodean, y la Neotropical, integrada por las tierras bajas tropicales y la Peninsula de Yucatan
(Halffter et al. 2008). En la actualidad es posible identificar diferencias latitudinales y
longitudinales debido a la interaccion de estas regiones y la historia geologica de nuestro
territorio. Uno de los principales contrastes latitudinales se plantea entre la mitad norte, hoy
dia semiarida y arida, y la mitad sur, hoy templado-himeda y tropical, como resultado de los
cambios ocurridos durante el Cuaternario en los patrones de circulacion general de la
atmosfera y de los océanos (Arroyo-Cabrale et al. 2008). Otro aspecto importante que
permite diferenciar a las dos bioregiones Americanas en nuestro territorio, son los cambios
geolégicos que han ocurrido a lo largo del tiempo. En nuestro territorio, los actuales
accidentes geograficos han sido el resultado de las interacciones tectonicas y magmaticas en
los limites de placas que convergen en el entorno de México, y que ocurrieron desde finales
del Cretacico hace ~80 millones de afios, algunos de los ejemplos son la Sierra Madre
Oriental, la Sierra Madre Occidental, la Faja Volcanica Transmexicana (que sirve de conexion
entre las dos anteriores), el Golfo y Peninsula de California, entre otras (Arroyo-Cabrale et al.
2008). Adicionalmente, a partir de la formacién del corredor terrestre panamefio hace ~3.5
millones de afios y el posterior intercambio biolégico entre el Norte y el Sur del continente
Americano, en nuestro pais convergen dos grandes conjuntos biéticos muy distintos en su
historia evolutiva (Arroyo-Cabrale et al. 2008; Halffter et al. 2008). La interaccion de los

elementos Septentrionales y Meridionales, fue contenido en parte por la orografia y climas de

8 Region Biogeografica. Es una categoria jerarquica que refleja patrones de similitud biolégica a escala

global.
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nuestro territorio, pero principalmente por la Faja Volcanica Transmexicana y el aislamiento
del Altiplano Mexicano, dando como resultado que en la actualidad las partes altas estén
ocupadas por linajes de afinidad septentrional, y las partes bajas por linajes de afinidad
neotropical, en tanto que las zonas intermedias estan ocupadas por biotas mixtas y una

fuerte especiacion in situ (Halffter et al. 2008).

=115 =110, -105 -100 -95 -90

Neartica
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Transicion
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Figura 9. Regiones Neartica, Neotropical y la regién de transicién entre ellas en territorio Mexicano. Tomado de

(Escalante et al. 2004)
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Tomando como base los reportes de seroprevalencia de la toxoplasmosis en México de
Velasco-Castrejon et al (1992) y de Caballero-Ortega et al (2012), algunas regiones del pais
pueden considerarse hiperendémicas para la toxoplasmosis, ya que su prevalencia en
humanos ha permanecido constante con cifras altas y afecta a todos los grupos de edad por
igual. Un caso particular entre los focos hiperendémicos de la infeccién en México es Colima,
ya que la prevalencia de la infeccion en humanos aumenté de 41.7% y 64.7% (a las
diluciones de 1:128 y 1:16 consecutivamente) en la ENS-1987, al rango de 60% — 69.9% en
la ENS-2000 y a >70% en la ENSN-2006, colocando a este estado entre los primeros lugares
en todo el pais (Velasco-Castrején et al. 1992; Caballero-Ortega et al. 2012). Adicionalmente,
existen reportes sobre la toxoplasmosis con relacién a otros factores en esa region. Por
ejemplo, Caballero-Ortega et al (2008) reportaron que en borregos la prevalencia se encontrd
estratificada con respecto a la altitud, ya que en ranchos situados a tres altitudes distintas, ~6
metros sobre el nivel del mar (msnm), 527 msnm y 1200 msnm, la prevalencia de la infeccién
fue de 34.3 %, 28.1% y 12.2% consecutivamente. Con respecto a la infeccion en animales de
zonas rurales y urbanas las prevalencias son similares, con valores de 29.1% en borregos de
zonas rurales (Caballero-Ortega et al. 2008) y 28.8% en gatos de zonas urbanas (Garcia-
Marquez et al. 2007). Por otro lado la cepa aislada recientemente de un gato, fue identificada
como el genotipo ToxoDB #28 (Rico-Torres et al. 2015), el cual ha sido reportado ya para
cepas en gallinas y gatos en Sudamérica y en un paciente con SIDA en los Estados Unidos
(Su et al. 2012). En estos estudios, la altitud, la edad de los hospederos, el tipo de
alimentacion y la presencia en gatos se identificaron como factores de riesgo para adquirir la
infeccion (Caballero-Ortega et al. 2008; Garcia-Marquez et al. 2007).

De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (“Resumen. Colima” 2017),

Colima es el estado menos poblado en el pais y el cuarto mas pequefio en extension. Se
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encuentra delimitado al Sur por el Océano Pacifico y al Oeste, Norte y Este por relieves
montafiosos de la Sierra de Jalisco y el Volcan de Fuego, por lo que se encuentra en la
region Neotropical en los limites entre esta y la Zona de Transicion con la region Neartica.
Aproximadamente, el 86 % de su territorio posee un clima calido-subtropical entre las cotas
de los 200 a los 2500 msnm y 12.5% tiene clima seco-semiseco entre la cota de cero a los
200 msnm. EI 89% de su poblacion se concentra en zonas urbanas en 5 de los 10 municipios
del estado, por lo que la mitad de su territorio son zonas rurales.

Las caracteristicas descritas en los dos parrafos anteriores, permiten plantear la interrogante
sobre si la combinacion de las caracteristicas biogeograficas actuales de Colima y la
interaccion de los hospederos, permitira identificar una estructura poblacional de T. gondii
que muestre la transicioén de la diversidad genética de las poblaciones de este parésito entre
las regiones Neéartica y Neotropical. Para responder esta pregunta, se propuso analizar
muestras de tejidos de borregos provenientes de ranchos ubicados en distintas regiones de
Colima, siguiendo dos criterios. 1°) En los ranchos debia existir la presencia de gatos que
transitaran liboremente, lo cual puede favorecer el flujo de cepas entre distintas zonas
geograficas (VanWormer et al. 2014). 2°) Los tejidos debian pertenecer a borregos criados
en condiciones de semicautiverio con pastoreo abierto, ya que esta practica de crianza en
exteriores se relaciona con mayores tazas de la infeccion (Dubey 2009b). Estos dos puntos y
el hecho de que los borregos son altamente susceptibles a la infeccién por ooquistes,
permiten usar al borrego como organismo sentinela de la toxoplasmosis para obtener la
mayor cantidad de cepas posible y realizar una mejor descripcion de la variabilidad genética
de T. gondii

La zona costera del Pacifico Mexicano, se encuentra cerca de la zona de transicion entre las
regiones Neéarticas y Neotropicales. El analizar esta region en relacion con la toxoplasmosis,

favorece que el estudio de la variabilidad genética de T. gondii sea mas representativo, ya
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gue se han descrito diferencias entre ambas regiones (Khan et al. 2007). Debido a que las

zonas de transicion entre las bioregiones no poseen limites bien definidos (Morrone 2015), la
estructura de la poblacion de T. gondii en esta zona mostrara la transicion gradual entre la
variabilidad genética del Neartico y el Neotropical. Adicionalmente, sera posible identificar las
variantes mas frecuentes, lo que sentara las bases para estudios posteriores de asociacién

entre la toxoplasmosis en humanos y animales.
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7. HIPOTESIS

Si la variabilidad genética de T. gondii en América es mayor en regiones de alta endemicidad,
especialmente en la ecozona Neotropical, en donde por sus caracteristicas ecoldgicas,
climaticas y de biomas, es posible relacionarla a un mayor nidmero de eventos de
recombinacion en los hospederos definitivos; y al ser México una zona de transicion entre las
dos ecozonas americanas (Neartica y Neotropical); entonces es probable que en la region
costera del Pacifico Mexicano se identifiquen diferentes haplotipos cosmopolitas y haplotipos

autéctonos que favorezcan la endemicidad de esta parasitosis.
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8. OBJETIVOS

8.1. OBJETIVO GENERAL
Describir la diversidad genética y distribucion filogeografica de T. gondii en distintas
poblaciones de borregos infectados de manera natural en una zona hiperendémica de la
toxoplasmosis en una region costera del Pacifico Mexicano.

8.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener muestras de sangre y tejido de borregos de distintas zonas de la region

costera del Pacifico Mexicano.

e [Estandarizar un ensayo de PCR en punto final para loci especificos de T. gondii, cuya
secuencia genética sea polimorfica

e Genotipificar las cepas de T. gondii mediante el analisis directo de los amplicones
obtenidos sin realizar aislamiento en raton.

e Determinar la diversidad genética de los haplotipos de T. gondii en las poblaciones
analizadas.

e Plantear una hipoétesis filogeografica sobre la distribucion de los haplotipos de T.

gondii en las distintas poblaciones de borregos de una regién costera del Pacifico

Mexicano.



48
9. MATERIALES Y METODOS

9.1. MUESTREO

Durante marzo del 2013 a marzo del 2014, integrantes del Centro Universitario de
Investigacion y Desarrollo Agropecuario de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad de Colima, obtuvieron muestras de suero y tejidos (diafragma, corazén y
muasculo esquelético) de borregos criados en semicautiverio, con pastoreo abierto y
destinados para consumo humano. Las muestras fueron colectadas oportunamente en el
rastro municipal del Estado de Colima, teniendo como base la Norma Oficial Mexicana NOM-
033-ZO0-1995 que tiene como objetivo establecer los métodos de insensibilizacion vy
sacrificio de los animales domésticos y silvestres, con el proposito de disminuir su
sufrimiento, evitando al maximo la tension y el miedo durante este evento.

Los tejidos de cada borrego se lavaron con una solucion al 1% de un desinfectante comercial
(Virkon S, BAYER, México). Para evitar contaminacion cruzada, los tejidos de cada borrego
se colocaron en bolsas individuales (en las que se anotaron datos poblacionales que incluian
la localidad y municipio de origen del animal, edad, sexo y raza) para su envio al
Departamento de Ecologia de Agentes Patdgenos (DEAP) del Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzalez”. El envio de las muestras se realiz6 por transporte aéreo desde la Ciudad de
Colima a la Ciudad de México dentro de las primeras 24 horas posteriores a la colecta,
conservando la cadena de frio durante el traslado y hasta su llegada al DEAP para su
procesamiento.

9.2. CONCENTRACION DE QUISTES TISULARES.

Considerando que los animales infectados de manera natural suelen poseer un bajo nimero
de quistes (Robert-Gangneux and Darde 2012) y a que estos no presentan una distribucion
homogénea en los tejidos (Dubey 1998b), previo a la extraccion de DNA, se implementd una

técnica de concentracion con el fin de obtener la mayor cantidad de quistes tisulares



49
presentes en una fraccion de tejido. El protocolo implementado se basé en la técnica de

flotacién por gradiente de densidad que se utiliza cominmente para aislar huevos, quistes y
ooquistes de parasitos en materia fecal (Biagi, 2004) y por otro lado en el método de
digestion con pepsina para el aislamiento e inoculacién de bradizoitos de T. gondii en raton a
partir de tejidos infectados (Dubey, 1998b). El protocolo empleado se describe en el Anexo 1,
brevemente: el tejido se homogeneizo vy filtr6 a través de un tamiz metalico con apertura de
malla de 180 um (Newark wire cloth company, NJ, EEUU), se realizaron dos lavados con
agua bidestilada previo a la separacién de los quistes por diferencia de densidad usando una
solucién de sacarosa y su posterior lavado y precipitacion de los quistes. Durante el
procesamiento de las muestras para concentrar quistes tisulares, se eligieron muestras al
azar para realizar preparaciones en fresco para corroborar la presencia de quistes tisulares o
estadios intracelulares de T. gondii.
9.3. ANALISIS MOLECULARES
9.3.1. EXTRACCION DE DNA

La extraccion del DNA se realiz6 con dos protocolos distintos. En el primer protocolo (Anexo
2), se empleo la pastilla que se obtenia en la técnica para concentrar quistes tisulares a partir
de tejidos sin congelar. Esta pastilla se destiné para realizar la extraccion de DNA con la
técnica convencional de fenol-cloroformo (Green et al. 2012).

Con el segundo protocolo (Anexo3), se usaron los tejidos congelados a -20°C para realizar la
extraccion de DNA. Siguiendo el protocolo modificado de VanWormer et al. (2014) de un
sistema comercial de extraccion de DNA (QIAGEN, Alemania), se procesaron 6 fracciones de

250 mg de cada muestra.
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9.3.2. INICIADORES.

Para las reacciones de PCR, se usaron iniciadores especificos de T. gondii ya descritos en la
literatura (Khan et al. 2007; Grigg and Boothroyd 2001; Rico-Torres et al. 2012). Para
detectar el DNA del parasito en las muestras, se utilizaron los iniciadores Tm-S 5'-
CAGGAGTTGGATTTTGTAGA-3 vy Tm-As 5-CTGCTGGTGCGACGGGAGTG-3’, que
amplifican un fragmento de 362 pb del gen B1 de T. gondii (Rico-Torres et al. 2012). Para la
tipificacion con el gen B1, se utilizaron los iniciadores Tm-S/As en combinacion con los
iniciadores  externos  Pml-S1  5-TGTTCTGTCCTATCGCAACG-3’, Pml-AS1 5'-
ACGGATGCAGTTCCTTTCTG-3; y los iniciadores internos PmI-S2 5-
CTTCCCAGACGTGGATTTC-3' 'y Pml-AS2 5-CTCGACAATACGCTGCTTGA-3' que
amplifican un fragmento de 531 pb del gen B1 (Grigg and Boothroyd 2001). Esta
combinacion de iniciadores amplifican un fragmento de 803 pb.

Para la tipificacion multilocus se usaron los iniciadores reportados por Khan et al (2007), y
amplifican los fragmentos de 8 intrones de cinco genes housekeeping y tres regiones del
apicoplasto (Tabla 4). Estos iniciadores permiten una identificacion genética certera de T.
gondii (Khan et al., 2007) ya que ha sido reportado que poseen la resolucion adecuada para
diferenciar y clasificar haplogrupos de este parasito, considerandose también como los
iniciadores adecuados para estudios de variabilidad genética y filogeografia (Khan et al.

2007; Su et al. 2012).
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Tabla 4. Iniciadores usados en este estudio

Posicién Long Primers de PCR Primers de secuenciacion
Locus Intron Ubicacion (bp) (bp) Direccién Secuencia (5'-3") Secuencia (5'-3")
o 7003162700781 467 ST CCCGATATTCGACAAACGAC CCCGATATTCGACAAACGAC
2 |~ upRT mwonl oo Antisentido GAGCCGTCTGCTTCATGAGC GAGCCGTCTGCTTCATGAGC
I Intron 7 71222713200 ¢ 450 Senlido TCTTGTITGCTTICCTCGGC TGGTCGTCGTCACTTGTIA
& 2 S ntron - Antisentido CGGTCAGCGGTCTGTCAAAA GCAGCCTCACAACTAAAACT
2 B T em meng  ChXI 1601470-1600824€ 647 Sentido AAATGCACCCTTTTCTTAAA AAATTGTCCCGCCATCAG
2 3| = ntron Antisentido CACATGAAGGTACACCAAAA GATCAACATTCAAGAGGTGGA
T Y E Chr IV 1622719-1623535¢ 817 Sentido GACAGAAACACGCAGAGAAT ATA ATACAGTCAGTTCCCTCG AT
$ | HP  Inwon2 Antisentido TAATCTTTGTTCCCATGCTT TTTCTCACCTCAGTCTCTTG
(=] -
Sentido TTCGGICTGATGTTCGCITG CTTGCGGTATGTGGATGTGG
5 Intron 1 ; 3760002379594 ¢ 413} pricentido GGGCAACACCATTAAAAAGG GTATTCCTATGCTTCCAGAC
D | MIC2 Chrvila E Sentido GGTTCTGATGAAAACGAGAC GAGAACAGTCCAAGAAAGAG
o Intron 3 37574023757032° 371 Anpdisentdo CTACTCCATCCACATATCAC ATCACTATCGTCATCCACGG
= Iotron 1 074756974323 45 SEOd0 AGGTCATCTCGGACGAACAC GTITICCCTGTGGAGAATC
T | prus — Antisentido TTCTCTCCAGCTGCAAGTCA GCGAACAGGAGTGAAGTATT
Inon 2 r o73100.073050¢ 14 M40 GCCATCCAGGAGATGTTCAA GTGTGTCCGACCAATTCACA
neen Antisentido CTGCTGATACTCGGACACCA CTCGGTGAATTCCATCTCGT
_ Sentido AAAATAACGCGAAAAGATTCA CGTGCAAAACAATCATCAGA
= | AP1 25197-25867" 671 o
2 2 Antisentido TGTGGAAGATATGGAAATAAAGGA GCAGAAAACGCTGATTTACCTT
2 8 Genoma del Sentido TCCTTTATTTCCATATCTTCCACA TTCCACATAATTTATCTCCAACTG
£ 2| ae2 : 25844-26483" 640
S 3 Apicoplasto Aniisentido  AAAACCTTTAGTATGAAACGGTGAA  TGGATATGATTTTGAAGATGCTG
< = _ Sentido TICCTCCTGTATGAAAAGTICG TITTGAACAAACTGTICTICCAC
= | ap3 22385-22886" 502
g Antisentido TGTTATGGAGCAAGAAAAGGAA CAAATGCTGGGTATTTAACACG
2 s BIL Sentido TGTTCTGTCCTATCGCAACG CTTCCCAGACGTGGATTTC
< |G| _ | pml Regién de 2214 128-707 ¢ 531 Antisentido ACGGATGCAGTTCCTTTCTG CTCGACAATACGCTGCTTGA
E R eic pb . Sentido CAGGAGTTGGATTTTGTAGA N
=) - X
v Tm 633-994 32 4 ntisentido CTGCTGGTGCGACGGGAGTG -

En Amarillo, el esquema MLST de 8 marcadores para tipificar haplogrupos, y las tres regiones del apicoplasto
para determinar ancestrias (Khan et al. 2007). En Azul, el esquema MLST de 4 marcadores para identificar
haplogrupos (Su et al.. 2012). En morado, los iniciadores para detectar ADN de T. gondii con el gen B1. En gris,
los iniciadores usados en este estudio para determinar haplotipos de T. gondii en una regién de 803 pb del gen
B1. €, Ubicacion de la region en la que los iniciadores se alinean con respecto a los distintos cromosomas. ¥

Ubicacion de la region en la que los iniciadores se alinean con respecto al genoma del Apicoplasto. £ Ubicacion

de la region en la que los iniciadores se alinean con respecto a la region de 2214 pb del gen B1.
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9.3.3. ENSAYOS DE PCR Y SECUENCIACION

Las condiciones de amplificacion de cada par de iniciadores se corroboraron en el laboratorio
utilizando DNA de las cepas de referencia RH y ME49, siguiendo las condiciones reportadas
en la literatura (Grigg and Boothroyd, 2001; Khan et al.,, 2007; Rico-Torres et al., 2012).
Debido a que se usaron PCR anidados y a que las muestras positivas serian secuenciadas,
la amplificacién se ajustdé a 35 ciclos con los iniciadores externos y a 25 ciclos con los
internos.

Los reactivos en las PCRs se calcularon para un volumen final de 100 pl y se mantuvieron
constantes para todos los marcadores de la siguiente forma: 1X de amortiguador de PCR (de
acuerdo a lo recomendado por el proveedor: Promega), 1x de buffer enhancer con Betaina
(PROMEGA, EEUU); BSA 0.4% (vol/vol); 1.5 mM de MgCI2; 200 uM de cada dNTP; 25 pmol
de cada uno de los iniciadores y 3 U de Taq Hot Star-DNA polimerasa (Promega). Para la
deteccion de DNA del parasito en la muestra, se usaron 150 ng de DNA; para la
tipificacion,se usaron 300 ng de DNA, y para la tipificacion multilocus se usaron para cada
marcador, 250 ng, 500 ng, 750 ngy 1 ug de DNA.

Con el fin de identificar las muestras en las que se encontraran concentraciones adecuadas
de DNA molde de T. gondii, se realiz6 un tamizaje con el PCR diagndstico usando los
iniciadores B1-INP (Rico-Torres et al. 2015). Las muestras positivas se destinaron a la
tipificacion con el andlisis MLST (Khan et al., 2007). Finalmente, como método alternativo se
realizaron analisis por PCR con los iniciadores descritos por Grigg y Boothroyd (2001) para
identificar los haplotipos de T. gondii basados en el gen B1.

Para obtener la concentracion necesaria para secuenciar las muestras positivas, se usaron
como templado 2 pl de producto de PCR con los iniciadores internos en la reaccion anidada,
y se realizaron dos o tres reacciones de 100 pl cada una para cada muestra. Los productos

de PCR fueron purificados con el sistema comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QUIAGEN,
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Alemania) y se secuenciaron en ambos sentidos por el servicio de secuenciacion del Instituto
de Biologia de la Universidad Nacional Autébnoma de México (IB-UNAM).
9.4. ANALISIS BIOINFORMATICOS

9.4.1. EVALUACION DE LOS CROMATOGRAMAS
Para evaluar la calidad de los cromatogramas y tener certidumbre durante el ensamblaje de
la secuencia consenso a partir de los perfiles cromatograficos sentido y antisentido de cada
muestra, se utilizé la paqueteria Chromaseq version 1.2 (Maddison and Maddison 2016a)
incluida en el programa Mesquite version 3.1 (Maddison and Maddison 2016b). Estos
programas hacen uso del algoritmo phred (Ewing and Green, 1998; Ewing et al., 1998) para
analizar de manera individual la intensidad de los picos y asignar un valor de calidad a cada
base nucleotidica identificada, y phrap (Gordon et al., 1998) para realizar el ensamblado de
la secuencia consenso tomando en cuenta dichos valores de calidad.

9.4.2. BUSQUEDAS EN BASES DE DATOS PUBLICAS Y ALINEAMIENTOS
Se realizaron busquedas BLASTN (Johnson et al. 2008) usando como secuencia se consulta
la secuencia completa del tAndem del gen B1 de la cepa RH con numero de acceso
GenBank: AF179871.1 (Burg et al. 1989), en la base de datos BLAST-wgs (Whole-Genome
Shotgun Contigs) del NCBI, la cual alberga los proyectos de secuenciacion del genoma de 16
cepas distintas de T. gondii. Los alineamientos de las secuencias se realizaron con el
programa ClustalW version 2.1 con los parametros predeterminados (Larkin et al. 2007).

9.4.3. RECONSTRUCCION FILOGENETICA
La reconstruccion filogenética fue calculada con el programa MrBayes version 3.2.6
(Ronquist et al., 2012) para lo cual se fragmentaron los datos de secuencias en intrones y
exones. El analisis se hizo con 10 millones de generaciones, la distribucion de la probabilidad
posterior y la frecuencia de diagnéstico fue evaluada cada 1000 y 100,000 generaciones

respectivamente, el modelo de sustitucion fue implementado durante el analisis mediante el
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supuesto de saltos reversibles, los éarboles calculados fueron resumidos con valor de
“postburnin” del 50 % y modificados con el programa Figtree version 1.4.2 (“FigTree,” n.d.).
9.4.4. ARBOL DE REDES E INDICES DE DIVERSIDAD GENETICA.

Se calcularon redes de haplotipos con el programa NETWORK versiéon 4.6.11, de acuerdo
con las reglas de redes del algoritmo de Median-Joining (Bandelt et al. 1999). Se calcularon
los indices de diversidad nucleotidica (1), diversidad haplotipica (®), flujo génico (Nm) y
diferenciacion genética (Hsr) usando el software DnaSP v5.10.01, implementando una
prueba de permutacion para determinar niveles de significancia (Librado and Rozas 2009).
Los rangos usados para diferenciacion genética fueron: 0 a 0.05, poca; 0.06 a 0.15,
moderada; 0.16 a 0.25, elevada; y >0.26 una muy elevada diferenciacion genética.
Finalmente se calculd el indice de migracion o flujo génico (Nm) que refiere al movimiento de
los organismos entre las subpoblaciones, aquellos completamente diferenciados poseen un
valor de Nm<1, mientras que un valor de Nm >4 se comporta como una unidad panmictica

independiente (Hartl and Clark 2007).
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10.RESULTADOS

10.1. MUESTRAS OBTENIDAS

Durante un periodo de 12 meses se obtuvieron muestras de 305 borregos destinados para
consumo humano en una zona costera del Pacifico Mexicano. Los animales provenian de 27
localidades ubicadas en los estados de Colima y Michoacan, México (Figura 10 Y Tabla 5).
Tomando como referencia la proximidad entre las localidades y su distancia con respecto a la
linea costera, las localidades fueron agrupadas en 6 zonas (Z1 a Z6) de la siguiente forma:
Z1) Colima, ~2 km de la linea costera; Z2) Colima, ~14 km de la linea costera; Z3) Colima,
~13 km de la linea costera; Z4) Colima, ~54 km de la linea costera; Z5) Colima y Michoacan
~9,5 km de la linea costera y Z6) Colima cerca del limite con Michoacan ~29 km de la linea
costera.

Del total de las muestras obtenidas, 275 provenian de las zonas 1, 2, 3 y 5; mientras que 30
provenian de las zonas 4 y 6. Con respecto al género, 64% (n=196) fueron machos, 33%
(n=99) hembras y 3% (n=10) fetos en los que no fue posible determinar el sexo. Se
establecieron cuatro grupos de edad: 1) fetos, 6% (n=18); 2) <1 afio, 68% (n=208); 3) 2 a 3

afos, 15% (n=46) y 4) >4 afios, 11% (n=33).
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Figura 10. Mapa de las localidades de las que se obtuvieron muestras de borregos en la regién de la costa del
Pacifico Mexicano. Cada circulo negros representa una localidad distinta. Los niimeros dentro de los circulos
representan el cédigo de cada localidad y corresponden con la Tabla 5. Las zonas (Z1 a Z6) delimitadas con
una linea roja representan las zonas en las que se agruparon las localidades con respecto a | a distancia entre

ellas y con respecta a la linea de costa.
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Tabla 5. Concentrado de datos poblacionales de los borregos muestreados en este estudio

Sexo Grupos de edad
m’ezs?rr;%de Localidad mligéiirgs B1-Pos | Machos Hembras |Fetos <lafio 1-3afio >3 afio
1 Comala 1 1 1 - - 1 - -
2 Trapichillos 1 1 1 - - 1 - -
3 El seis 2 2 2 - - 1 - -
4 Juluapan 15 15 12 3 - 6 1 8
5 Cerro de Ortega 36 33 29 7 - 33 3
6 Picachos 1 1 1 - - 1 - -
7 Espinal 1 1 1 - - - 1 -
8 Chical 1 1 1 - - 1 - -
9 Alpuyeque 2 2 - 2 - - 2 -
10 Ticuisitan 1 1 1 - - 1 - -
11 Las Conchas 1 1 1 - - - - 1
12 Calera 8 8 6 2 - 3 5 -
13 Coalatilla 29 26 20 9 - 23 5 1
14 Estacion 19 19 6 13 - 11 5 3
15 Col Bayardo 6 4 2 4 - 3 2 1
16 Sta Rosa 30 30 5 25 3 10 9 8
17 San Miguel 10 10 10 - - - 10 -
18 Tecoman 12 12 6 6 - 7 5 -
19 Laguna Alenzahue 2 0 2 - - 1 - -
20 Chanchopa 2 2 2 - - 1 1 -
21 Cerrito de Aguilar 10 10 10 - - 10 - -
22 Tecuanillo 18 18 16 2 - 16 2 -
23 El Real 9 9 9 - - 7 1 1
24 Pascuales 10 8 2 8 3 - 7 -
25 Camalote 66 42 41 15 12* 32 17 5
26 Coahuayana 8 6 5 3 - 8 - -
27 Cerro Grande 4 4 4 - - 3 1 -

Columna 1, nimero de localidad. Columna 2 nombre de la localidad. Columna 3 nimero de muestras obtenidas
en la localidad. Columna 4, nimero de muestras positivas al gen B1 con los iniciadores de Rico-Torres et al
(2012). Comuna 5y 6, sexo del borrego. Columna 7-10 grupos de edad. * En 10 fetos de la localidad Camalote

no pudo determinarse el sexo.
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10.2. ESTANDARIZACION DE PCR

Durante los ensayos de estandarizacion de los PCRs para la tipificacion que se basa en los
loci propuestos por Khan et al (2007), se usaron como controles positivos muestras de DNA
provenientes de cultivos de la cepa RH y de tejidos de roedores infectados
experimentalmente con la cepa ME49, lograndose obtener los productos de amplificacion ya
reportados, con excepcidn de los fragmentos de los intrones 1 y 3 del locus MIC2, en donde
la longitud fue del doble de la reportada (Figura 11). Al analizar las muestras de DNA
obtenidas a partir de tejidos de borregos, no se obtuvieron conjuntos de amplicones
completos de los loci que conforman el andlisis MLST propuesto por Khan et al (2007). Por
esta razén, tomando como base el resultado de un PCR de tamizaje en donde se amplifico
un fragmento del gen B1 (Rico-Torres et al., 2015), se implementaron estrategias enfocadas
a obtener los productos de amplificacién de los cuatro loci para el analisis MLST propuesto
por Su et al (2012) el cual se basa en los mismos marcadores propuestos por Khan et al
(2007). Las estrategias se basaron en la modificacion de las condiciones de amplificacién en
el termociclador, las concentraciones de reactivos de la PCR (incluido el DNA), variantes de
la PCR de punto final, uso de facilitadores para la PCR y sistemas comerciales de limpieza
secundaria de DNA y finalmente nuevas extracciones de DNA de todos los tejidos, aplicando
de manera individual y/o en combinacién las estrategias anteriores (Figura 11). Sin embargo,
solamente fue posible obtener los amplicones y secuencias de algunos marcadores y
muestras, pero en todos los casos los resultados nunca fueron constantes, por lo que

tampoco fue posible una tipificacion parcial por alguno de los loci del MLST.
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Figura 11. Geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con bromuro de etidio. Estandarizaciones de las condiciones de
amplificacion para los 11 marcadores de Khan et al (2007): A, UPRT intrén 1; B, UPRT intrén 7; C, MIC2 intron
1; D MIC2 intrén 3; E, BTUB intron 1; F, BTUB intron 2; G, EF1 intron 1; H, HP-intron 2; |, AP1; J, AP2 y K, AP3.
Debajo del nombre de cada marcador se muestra la temperatura de alineamiento utilizada. Debajo de la imagen

de cada marcador se muestra la longitud en pares de bases esperada (T.E.) y obtenida (T.O.).

Alternativamente con las muestras de DNA obtenidas a partir de tejidos congelados, se
realizaron las PCR para una region de 803 pb del gen B1. Se obtuvieron las secuencias de

23 muestras distintas de 9 localidades (Figura 12).
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Figura 12. Mapa con las localidades en las que se obtuvieron secuencias para el fragmento de 803 pb del gen
B1. En la parte baja de la imagen se muestra el codigo de color de los Haplotipos de Toxoplasma gondii en el
gen Bl y el numero de secuencias que se obtuvieron para cada uno. Las graficas de pastel indican las

localidades (L) con secuencias y el nUmero de muestras que se pudieron secuenciar (n).
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10.3. EVALUACION DE LOS CROMATOGRAMAS

Las secuencias consenso para cada uno de los amplicones se ensamblaron concatenando
los cromatogramas sentido y anti-sentido de los dos fragmentos secuenciados para el gen
B1. Los analisis con los algoritmos phred y phrap, incluidos en la paqueteria Chromaseq del
programa Mesquite, mostraron picos bien definidos sin ruido de fondo a lo largo de los
cromatogramas de cada muestra, o no significativo cuando el ruido de fondo estaba
presente. En la mayoria de las bases identificadas por el programa Mesquite/Chromaseq, los
valores de calidad de phred (quality scores) mostraron valores superiores a 600; los valores
para el ruido de fondo cuando estaba presente en algunas regiones eran menores a 100. En
los cromatogramas de las muestras Estacion101 y Camalotel02, en la posicion 305 se
observaron los nucleétidos C/t; mientras que en la muestra EIReal109, en la posicion 754 se
observaron los nucleétidos A/g. Una revisidbn puntual de los sitios en cuestion, permitié
observar que los picos de los nucleotidos en esas posiciones mostraban valores altos de
phred y no se observo ruido de fondo. Todas las muestras se secuenciaron por duplicado,
con excepcion de las muestras con Estacion101l, Camalotel02 y EIReall09 que se
secuenciaron por triplicado usando Taq DNA polimerasa de alta fidelidad; sin embargo, en
estas tres muestras se continuaron observando los mismos patrones con los nucleétidos no
resueltos, por lo cual se generaron dos versiones de la secuencia para cada muestra
(secuencias “a” y “b”).

Usando como secuencia de consulta la region completa de 2214 del gen B1 reportada para
T. gondii (Burg et al. 1989), se encontraron secuencias homologas (Tabla 6) con cobertura
del 100% en un solo contig para las cepas FOU, COUG, VAND, p89, TgCatPRC2, TgCatBr5,
TgCatBr9, MAS, ME49, VEG y RUB [GenBank: AEYH02003113.1, AGQR01003377.1,
AEYJ02001392.1, AEY102002629.1, AHZP01002751.1, AFPV01004535.1, AFHV01003993.1,

AEXC02003062.1, ABPA02000142.1, AAYL02000317.1, AFYV02002275.1]. Para las cepas
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CtCo5 y ARI fueron necesarios dos contigs para ensamblar la secuencia completa [GenBank:

AKIR01004496.1, AKIR01005079.1 y AGQS01004638.1, AGQS01001174.1,
respectivamente]. En el caso de la cepa ARI, los primeros 13 nucle6tidos no habian sido
identificados. Para las cepas GT1, GAB2-2007-GAL-DOM2 y CAST no se encontraron

contigs que presentaran cobertura total en la regién de interés.

Tabla6. Informacion detallada de las secuencias encontradas en los proyectos de

secuenciacion de 16 cepas de Toxoplasma gondii.

. - Rango en el Longitud de la Cobertura de Secuencias con
Cepa Base de datos m‘:ﬁﬁ‘c’ador cB ir:lilérr?t?f?c‘adur g Contig secuencia la secuencia  Orientacién Haplogrupo el fragmento de Ei'é:iode
(nucleédtidos) (nucledtidos)  (nucledtidos) 803 bp
RH Nucleotide AF179871.1* - - 2214 - - 1 X 10/16/15
ABPA02000192.1 392295505 918-3127 2213 1-2213 Plus X#
ABPA02000142.1 392295555 19-2173 2155 58-2213 Minus X#
ME49 WGS ABPA02002210.1 392293487 1-849 849 198-1047 Plus 2 X# 10/16/15
ABPA02000192.1 392295505 1-916 916 1297-2213 Plus -
2198-3115 920 1-920 -
VEG WGS AAYL02000317.1 557732915 1.2197 2196 18.9214 Plus 3 X 10/16/15
AEXC02002972.1 672559439 22-80 59 1-59 Minus -
MAS WGS AEXC02003062.1 672558679 1-2033 2033 58-2090 Plus a4 X 10/16/15
AEXC02002225.1 672566884 30006-30128 123 2091-2213 Minus -
AFYV02006073.1 672280825 240-296 57 1-57 Minus -
RUB WGS AFYV02002275.1 672294216 1-1918 1918 58-1975 Minus 5 X 10/16/15
AFYV02002274.1 672294218 83963-84200 237 1976-2213 Plus -
AEYH02003040.1 672256588 67232-67287 56 1-56 Plus -
Fou wes AEYH02003113.1 672255643 1-19084 1984 58-2041 Minus 6 X 101615
AFHV01003673.1 333357068 22-80 59 1-59 Minus -
TgCATBro  WGS AFHV01003993.1 333356748 1-2143 2143 58-220 Plus 6 X 10/16/15
AHIV01002532.1 381327169 1-481 481 1-481 Minus -
CAST wGs AHIV01002533.1 381327167 384-1779 1396 819-2214 Minus 7 - L0/16/15
AFPV01004236.1 344910951 22-80 59 1-59 Minus -
TgCATBr5  WGS AFPV01004535.1 344910652 1-2033 20133 58-2090 Minus 8 X 10/16/15
AFPV01004010.1 344911177 30048-30170 123 2091-2213 Minus -
AEYI02005358.1 672241764 1-57 57 1-57 Minus -
p89 WGS AEYI02002629.1 672250107 1-2013 2013 58-2070 Plus 9 X 10/16/15
AEYI02002390.1 672251504 71620-71762 143 2071-2213 Minus -
AEYJ02001393.1 672561362 22-80 59 1-59 Minus -
VAND WGS AEYJ02001392.1 672561376 2-2047 2046 58-2105 Minus 10 X 10/16/15
AEY]02001391.1 672561383 137919-13802¢108 2106-2213 Minus -
1-248 248 1-248 . -
CouG WGS AGQRO01003377.1 448921350 360-2368 3100 115-2214 Minus 11 X 10/16/15
AGQS02004274.1 1005156857 67352-67407 56 1-56 Plus -
ARI WGS AGQS02001763.1 1005173271 1-529 529 184-712 Plus 12 Xs 10/16/15
AGQS02004275.1 1005156855 11-1615 1605 603-2207 Plus Xs
1-302 302 1-302 . -
TgCatPRC2 WGS AHZP02002270.1 1008946127 3032500 3108 17.2214 Minus 13 X 10/16/15
AKIR01002201.1 395642274 1-45 45 1-45 Minus -
AKIR01005079.1 395639396 10-364 355 171-525 Minus Xs
CtCo5 WGS AKIR01004496.1 395639979 1-625 625 449-1073 Plus 15 Xs 10/16/15
AKIR01005662.1 395638813 11-257 247 1115-1361 Plus -
AKIR01002201.1 395642274 46-798 753 1462-2214 Minus -
GAB2-2007- WGS 14 _
GAL-DOM2 10/16/15
GT1 WGS NO SE ENCONTRARON SECUENCIAS 1 -

* Secuencia usada para realizar las busquedas. La clasificacion de haplogrupo es acorde con Khan et al (2007,
2011) y Su et al (2012). # La secuencia consenso fue obtenida a partir de varios contigs. $ Se necesitaron dos

secuencias para obtener el fragmento de interés.
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10.4. SITIOS VARIABLES

Los alineamientos de las secuencias de nucleétidos se realizaron con los pardmetros
predeterminados en el programa ClustalW (Larkin et al. 2007) y no fue necesario realizar
ediciones manuales. Los sitios polimoérficos fueron posicionados e identificados tomando
como base la secuencia de 2214 pb del gen B1 reportada previamente (Burg et al. 1989) y la
descripcion de este gen como un marcador para identificar cepas virulentas tipo I, en los que
se reportaron 10 sitios variables entre distintas cepas tipo I, Il y Il (Grigg and Boothroyd
2001).

Al comparar las secuencias del gen B1 encontradas en la base de datos GenBank-wgs
(whole genome shotgun sequences), se identificaron 26 sitios variables a lo largo de la region
completa de 2214 pb. Estos sitios permitieron agrupar en 13 haplotipos todas las secuencias
comparadas, con excepcion de las secuencias deTgCatBr5 y MAS que mostraron 100% de
identidad (Tabla 7).

Se identificaron los sitios variables de la region de 803 pb (Tabla 8) al comparar las 14
secuencias disponibles en bases de datos publicas y 26 secuencias de este estudio; se
observaron 16 sitios variables que distinguian 13 haplotipos diferentes. Los haplotipos del 1
al 5 agruparon a las 14 secuencias disponibles en el GenBank, mientras que los haplotipos 6
al 13 fueron exclusivos de las secuencias que se obtuvieron a partir de 23 muestras de tejido
de borrego (Figura 12). De los sitios variables reportados originalmente, solo se encontraron
el 504 (G/c) y 754 (A/g) en las secuencias obtenidas a partir de tejidos de borrego del

presente estudio (Grigg and Boothroyd, 2001).
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Tabla 7. Tabla 7. Sitios variables en la secuencia de 2214 pb del gen B1 para las 15

cepas de T. gondii

T m T oo vTB IR LIIITORSSETT SRS
Posicibn® |§ B b & 2 F§ 83 € 2 £ 3 9 3 8 28 88323232 8 8 & & & & & Haplogrupo?
Consenso* |G T C A A CGCGAGTGTT CACGTT CTCGT CGGOC
Cepa
RH N g . g c a a 1
ME49 . . . . g . c c a ¢ t t 2
VEG . . . . 9 . ¢ . . . . €c . Cc . .t . .t . L 3
MAS c c g . . a . . . . . . o.C ...yt 4
RUB - - N o S | 5
FOU c c g t . . L. g .. e e e e e 6-
TgCATBr9 C C O . . @ ..o e s 6b
CAST e - R - S 7
TgCATBI5S c c g . . a . . . . . . o .C ...yt 8
P89 2 o ¢ 9
VAND C C g . . . ... 10
COuUG e« o 11
ARI c ¢c . - - . cCc . . . .. €t a c t . . . L . . . . . 12
TgCatPrRC2 | . . . . g . ¢ . . . . € a ¢ t . . . . . ..o 13
CtCo5 L. == g - a a 15

Sitios variables en la secuencia de 2214 pb del gen B1 para las 15 cepas de Toxoplasma gondii disponibles en
las bases de datos del NCBI. + Posicion en el fragmento de 2214 pb. * Indica el nucleétido mas frecuente entre
las 15 cepas, los nucleétidos en mindscula indican el nucleétido menos frecuente. # Clasificacion de haplogrupo
de acuerdo con Khan et al (2007) y Su et al (2012). En la tabla, los puntos indican los nucleétidos idénticos al

consenso, los guiones medios indican deleciones en la secuencia.
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Tabla 8. Sitios variables de la region de 803 pb del gen B1 de T. gondii

. N M D d M = 4 O W O WK~ S O O M
Posiciéon + ~ ~ O Q@ 4 O~ NN 00O 0O % n 0 T o
— = M I < N © © © © O M~ M~ ~ © Sequencias
Consenso * C GCTCGCZCCGTCUCATCGG

RH, CtCO5, FOU, StaRosall3,
Estacion101-a, Camalotel02-a,
StaRosal03 StaRosal07,
Hapl . . . . . . . . . . . . 9 . . . |vAlvarez108, Juluapanllo,
StaRosall2, Coalatillal70,
Tecuanillol74 Tecuanillo175,
Tecuanillo 177, Coalatillal84

Hap2 . . . . Cc . . . . . . . |MEA49, VEG, ARI, TgCatPRC2

Hap3 .. . . . . . . . . . . . . . .|coug,VAND, p89

Hap4 .. . .oa . . . . . . . . . . . |MAS, TgCATBr5, TgCATBr9

Hap5 .. . . . . . . . a a . . . . . .|RUB

Hap6 t g Camalote104, EIRqulOQb,
StaRosall4, Coalatillal73

Hap7 e o] Camalotel02b, Estacion101b

Hap8s e a Bayardoll, Tecuanillo178

Hap9 - | o] Camalotel06

Hapl10 . . . ¢ o] Estacion98

Hapll .ot .. . . . . . . . 49 . . . |Tecuanillo179

Hapl2 . . . . . . © . . . . g g t a alElReall1l1

Hapl3 t . . . . . . . . . . . . . . . |EIReall09-a

El asterisco indica los nucle6tidos mas frecuentes entre las secuencias de las 15 cepas de T. gondii y las mues-
tras obtenidas en el presente estudio. + Los sitios polimdrficos fueron ubicados con respecto a la regién comple-
ta de 2214 pb. Las secuencias en negritas indican las cepas del proyecto de secuenciacion de genoma de ce -

pas de T. gondii.

10.5. ARBOL DE REDES
Los arboles de redes identificaron también los 13 haplotipos. Las agrupaciones observadas
fueron las siguientes: Haplotipol (Hapl): cepas RH, FOU y CtCO5 y 13 secuencias del
presente estudio; Haplotipo 2 (Hap2): cepas ME49, VEG, TgCatPRC2 y Ari; Haplotipo 3
(Hap3): cepas COUG, Vand y p89; Haplotipo 4 (Hap4): cepas MAS, TgCatBr5 y TgCatBr9;
Haplotipo 5 (Hap5): cepa RUB; Haplotipo 6 (Hap6): 4 secuencias del presente estudio;
Haplotipo 7 (Hap7) y Haplotipo 8 (Hap8) agrupan 2 secuencias cada uno, mientras que los
Haplotipo 9 (Hap9) al 13 (Hapl3) poseen una sola secuencia cada uno (Figura 13). Se

encontré también que el Hapl (el cual agrupa a cepas consideradas como virulentas), fue el
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mas frecuente en las secuencias de T. gondii obtenidas a partir de tejidos de borregos de

este estudio.
10.6. RECONSTRUCCION FILOGENETICA

La inferencia bayesiana de la filogenia de la region de 803 pb del gen B1, corroboré los
hallazgos del arbol de redes. En el arbol filogenético pudo observarse que 17 de las
muestras se agruparon con secuencias que presentaban alelos tipo | de T. gondii, incluidos
los haplotipos 9 al 13, identificados como haplotipos Unicos por el arbol de redes. Las
secuencias que conformaron los haplotipos 6, 7 y 8 en el arbol de redes, también fueron
agrupadas como clados separados en la reconstruccion Bayesiana. Finalmente, la secuencia
correspondiente al haplotipo 13 fue incluida en el cluster que agrupa a la mayoria de las

cepas tipo | (Figura 14).
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Figura 13. Arbol de redes de haplotipos. El arbol muestra que los haplotipos de las secuencias de T. gondii en
borregos (Hap6-12) son muy cercanas a las cepas virulentas tipo | (Hapl). La fraccion resaltada en color negro
en el cluster Hapl, indica las muestras obtenidas en el presente estudio y que son idénticas a cepas tipo I. Los
nameros en color rojo indican las posiciones de los polimorfismos entre cada Haplotipo y que concuerdan con la

Tabla 8.
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Figura 14. Reconstruccion filogenética de la region de 803 pb del gen B1 con el método de Mr. Bayes. Los clus-
ters muestran los haplotipos obtenidos a partir de las secuencias de este estudio y las de las 15 cepas de T.
gondii. Los resultados refuerzan las agrupaciones obtenidas en el arbol de redes, y evidencia la diferencia de

los haplotipos 6 al 8, del resto de las secuencias.
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10.7. INDICES DE DIVERSIDAD GENETICA

Las comparaciones de todas las secuencias de este estudio con aquellas pertenecientes a
Sudamérica (SA) o Norteamérica (NA), mostraron niveles bajos de diferenciacién genética
(Tabla 9): Hst=0.0398 y Nm=8.84 (p=0.0448) para SA y Hsr =0.0530, Nm=7.53 (p=0.0212)
para NA. A pesar de que los valores de diversidad nucleotidica (11) y haplotipica (©) para
nuestras secuencias (1t=0.0016+0.0004, ©=0.0039+0.0016), Norteamérica
(1=0.0012+0.0003, ©=0.0011+0.0009) y Sudameérica (11=0.0021+0.0007, ©®=0.0020£0.0015)
fueron similares, los datos de SA mostraron mayor variabilidad genética, seguido de la
Region Costera del Pacifico Mexicano (RCPM) y NA respectivamente. Asimismo, se
realizaron otras comparaciones (por ejemplo, entre localidades o entre las zonas de
muestreo), sin embargo, los resultados no fueron estadisticamente significativos ni mostraron

algun patrén.

Tabla 9. indices de diversidad genética.

Hst Nm p TT 2]

RCPMvsNA | 0.053 |7.53(0.0212 - -

RCPMvs SA | 0.0398 | 8.84 | 0.0448 - -
RCPM - - - 0.0016£0.0004 [0.0039+0.0016
NA — - - 0.0012+0.0003 [0.0011+0.0009
SA - - - 0.0021+£0.0007 [0.0020+0.0015

indices de diversidad genética entre las secuencias de la Regién Costera del Pacifico Mexicano (RCPM),
Norteamérica (NA) y Sudamérica (SA). Hst, diferenciacion genética. Nm, Flujo genético. P, significancia

estadistica. M, diversidad nucleotidica.. ©, diversidad haplotipica.
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11.DISCUSION

La principal propuesta del presente estudio fue describir la variabilidad genética de T. gondii
mediante andlisis directos de DNA sin realizar ensayos de aislamiento en raton (bioensayos),
ya que este abordaje presenta sesgos potenciales a los objetivos del estudio, debido a que
pueden favorecer la seleccion artificial de cepas y pueden resultar en reportes falsos de
poblaciones clonales. La metodologia para los bioensayos suele implementar primero un
tamizaje para identificar a los animales seropositivos y centrar los esfuerzos en un ndmero
reducido de muestras; sin embargo, se han reportado aislamientos exitosos a partir de tejidos
de individuos seronegativos (Araujo et al. 2010; Ruffolo et al. 2016). Adicionalmente, se ha
descrito que los titulos de los anticuerpos anti-T. gondii permaneceran elevados si existe una
exposicion constante al pardsito y se dejaran de detectar si no existe una re-exposicion
(Dubey 2009b). Esto refuerza el hecho de que el tamizaje por serologia no garantiza el éxito
del aislamiento, ya que no puede corroborar que la fraccion de tejido contenga quistes
tisulares.

Otro aspecto desfavorable de los bioensayos, es que pueden favorecer el aislamiento de
algunas cepas sobre otras, ya que depende en gran medida de los rasgos de virulencia
expresados por las cepas en el modelo murino (Dubey and Frenkel 1973). Por ejemplo, las
cepas virulentas se diseminan rapidamente generando la muerte del raton y evitando la
formacién de quistes tisulares; mientras que las cepas consideradas poco virulentas
necesitan una dosis infectiva mayor que favorezca el establecimiento de la infeccién y la
formacién de quistes tisulares (Dubey and Frenkel, 1973). Estos antecedentes sugieren la
probabilidad de que en nuestro estudio, los aislamientos no fueran exitosos o que incluso se
anulara por completo la descripcion de la diversidad genética de T. gondii, ya que en nuestro
estudio con los iniciadores de Grigg y Boothroyd (2001) que amplifican una regién de ~490

pb, todas las secuencias obtenidas correspondieron a cepas tipo | y no se encontré ninguna
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cepa tipo Il. Las reconstrucciones bayesianas y el arbol de redes, confirmaron la ausencia de
cepas tipo Il (poco virulentas en ratén).

A pesar de que el aislamiento en ratén permite obtener grandes cantidades del parasito para
su posterior genotipificacion, su aplicacién para un gran numero de muestras resulta poco
viable. En el protocolo mas usado, la metodologia indica el uso de ~50 g de tejido para
realizar ensayos de aislamiento en 5 a 10 ratones (Dubey, 1998b), lo que implica un costo
elevado en material biolégico y otros recursos. Por ejemplo, en un estudio en el que se
analizaron muestras de tejido de 810 animales infectados de manera natural, se identificaron
99 animales seropositivos; los ensayos de aislamiento se realizaron en 36 muestras de
individuos seropositivos y algunos seronegativos, el resultado final fueron 8 muestras (de
animales seropositivos) en las que el aislamiento fue exitoso, ~1 % del tamafio de muestra.
Los autores no detallan la razén por la que no analizaron las muestras de los 99 animales
seropositivos, o0 el numero de bioensayos con muestras de animales seronegativos, sin
embargo, es probable que haya sido debido a los altos costos de la técnica cuando se realiza
a gran escala (Dubey et al. 2009).

Uno de los principales problemas para estudios de diversidad genética de T. gondii en
animales infectados de manera natural, es que suelen poseer una baja carga parasitaria y no
presentan una distribucion homogénea de los quistes tisulares en sus tejidos; esto
representa una limitante muy fuerte debido a que la secuenciacién sin aislamiento requiere
grandes concentraciones de DNA parasitario para obtener resultados positivos, dependiendo
del conjunto de marcadores y el nUmero de copias de estos, cada locus puede necesitar
entre 1 y 100 equivalentes gendmicos para los marcadores multicopia y unicopia
respectivamente (LindstroM et al. 2008; Robert-Gangneux and Darde 2012; Sibley et al.

2009; Su et al. 2010).
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Para reducir los efectos que conlleva analizar muestras de animales infectados de manera
natural mediante analisis directos de DNA, en el presente estudio se implementd una técnica
de concentracion de quistes tisulares por flotaciéon basada en la diferencia de densidades. El
objetivo de esta técnica fue incrementar el nUmero de estructuras parasitarias que serian
usadas en las extracciones de DNA para disminuir la proporcion de DNA gendmico del
hospedero e incrementar la del parasito en la muestra de DNA total y, por consiguiente,
mejorar los resultados dependientes de la técnica de PCR. Sin embargo, tomando en cuenta
que no se observé ningun quiste tisular o estadios intracelulares en las preparaciones en
fresco vy, los equivalentes gendmicos necesarios para los andlisis por MLST (unicopia) y B1
(multicopia), los resultados sugieren que en la fraccion de tejido analizado, la cantidad de
estructuras parasitarias fue muy baja (Sibley et al., 2009; Su et al., 2010).

Estos resultados, ademas de estar influenciados por el nimero de copias de los loci
utilizados, podrian sumarse también tres aspectos: 1) la edad de los animales muestreados;
se ha descrito que la seroprevalencia de anticuerpos anti-T. gondii en borregos incrementa
considerablemente con la edad, siendo mas alta en borregos adultos que en aquellos de un
afo de edad, resultado de mdltiples infecciones a lo largo de su vida (Caballero-Ortega et al.,
2008; Clementino et al., 2007; Dubey and Kirkbride, 1989); 2) la edad de los quistes tisulares;
es sabido que los bradizoitos contindan dividiéndose una vez enquistados, por lo que se ha
descrito que los quistes jévenes miden usualmente 5 um de diametro y pueden contener
solamente dos bradizoitos, mientras que los quistes mas viejos pueden llegar a medir 100
um de diametro y contener decenas de bradizoitos (Dubey et al., 1998) y 3) la distribucion de
los quistes tisulares; en nuestro estudio, el 68 % de las muestras provenian de animales de
afo de edad, por lo que de manera general es probable que la poblacibn muestreada haya
tenido pocos o ningun evento de reinfeccion y que los quistes presentes en sus tejidos fueran

de reciente formacion y consiguientemente albergaran pocos bradizoitos.
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Con base en los resultados de tipificacién por analisis de MLST del presente estudio, y en
revisiones que indican por un lado, que las poblaciones que no han sido previamente
muestreadas requieren metodologias que permitan una primera descripcion de la diversidad
genética, y por otro lado, que las metodologias basadas en secuenciacién sin aislamiento
detectan una mayor diversidad genética, en comparacion con otros métodos, se utilizé6 una
metodologia alternativa que permitiera alcanzar este fin. Por todo lo anterior, la
genotipificacion se realiz6 mediante la amplificacién de un fragmento del gen B1, ya que ha
sido comprobada su utilidad en la tipificacién y correcta identificacién genética de cepas de T.
gondii, aspecto que se discutird mas adelante (Grigg and Boothroyd, 2001; Miller et al., 2004;
Miller et al., 2008a; Miller et al., 2008b; VanWormer et al., 2014). En nuestro estudio, la
secuenciacion de un fragmento de ~800 pb del gen B1 permitid identificar secuencias
idénticas al haplotipo de la cepa de referencia RH (Hapl), ademas de secuencias con
haplotipos diferentes (Hap6 al Hapl3) a los de las secuencias de las cepas de referencia
(Hapl al Hap5) y que se encuentran disponibles en bases de datos publicos.

En el caso de los haplotipos nuevos, el Hap6 fue obtenido a partir del tejido de borregos que
provenian de 4 hatos distintos, con ~48 km de distancia entre las localidades mas lejanas y
una distancia media de ~17 km entre las cuatro localidades. Este hallazgo podria indicar que
nuestro Haplotipo 6 se trata de una cepa endémica con amplia distribucién en la region
costera del Pacifico Mexicano. Nuestros hallazgos son similares a los reportados por un
grupo de investigacion que estudia la toxoplasmosis en nutrias de la costa de California en
Estados Unidos (Miller et al. 2004). Mediante la amplificacion de una region del gen B1,
Miller et al. (2004) logré6 identificar una nueva cepa que afectaba a nutrias marinas en la
Costa de California, E.E.U.U. Esta cepa conocida actualmente como cepa X (Miller et al.
2008a) se identific6 como una de las cepas del cuarto genotipo clonal de Norteamérica (Khan

et al. 2011), y ha sido correctamente identificada mediante el gen B1, durante un rastreo
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epidemioldgico para determinar la fuente de infeccidon hacia ambientes costeros (VanWormer
et al. 2014).

Debido a la naturaleza multicopia del gen B1 (Burg et al. 1989), y a que el nimero de copias
en cada cepa es diferente (Costa and Bretagne 2012), los resultados deben interpretarse con
precaucion, ya que la secuenciacion por si sola no puede diferenciar entre los polimorfismos
del gen y las coinfecciones. Lo anterior sugiere que el gen B1 puede utilizarse para abordar
una primera descripcion en poblaciones o cepas de T. gondii no analizadas previamente,
para después centrar los esfuerzos con metodologias con mayor capacidad resolutiva y que
faciliten la deteccidn de coinfecciones (Costa and Bretagne 2012; Sibley et al. 2009; Su et al.
2010). El uso de este marcador como primer abordaje, puede permitir también determinar si
en la poblacion son frecuentes las cepas virulentas, ya que originalmente fue propuesto
como un marcador para diferenciar entre cepas virulentas y no virulentas (Grigg and
Boothroyd 2001). Este aspecto es importante, ya que debido a que la aplicabilidad de este
marcador es sencilla, rapida y reproducible (Su et al. 2010), por lo que en un corto tiempo
puede determinarse si una poblacion esta conformada por cepas virulentas sin necesidad de
realizar aislamientos y pruebas en el modelo murino. Por otro lado, el determinar si una
poblacién es virulenta o no, puede servir como base para estudios que pretendan asociar las
cepas con alguna sintomatologia o fenémeno.

Con base en la divisibn de regiones naturales que indican que en el territorio Mexicano
convergen las ecozonas Neartica y Neotropical, con la existencia de una zona de transicion
entre ellas (Morrone 2015; Escalante 2009), las descripciones parciales de la diversidad
genética de T. gondii en México (incluidos los resultados del presente estudio), muestran los
patrones de distribucion y prevalencia de cepas reportada para el continente americano. En
las regiones Nearticas, las cepas que conforman al Hap2 se encuentran con una alta

prevalencia, mientras que las del Hapl presentan una baja prevalencia; por otro lado, en las
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regiones Neotropicales se observa el efecto contrario, ademas de que existe una mayor

diversidad de cepas (Khan et al., 2007; Su et al., 2012). En nuestro estudio, no se obtuvo el
Haplotipo 2, que corresponde a las cepas tipo Il como la ME49, en cambio, se obtuvieron
Haplotipos de cepas poco frecuentes en NA. Basado en los analisis de las secuencias, las
cepas que se identificaron en el presente estudio corresponden al linaje tipo I. Estos
resultados son complementarios a otros reportes en México en donde refieren la
endemicidad de las cepas tipo | en regiones que corresponden a la ecozona Neotropical para
nuestro pais (Cedillo-Pelaez et al., 2011; Dubey et al., 2004; Rico-Torres et al., 2012). Por
otro lado, en el norte de México en un estudio en el que se analizaron 9 cepas aisladas
mediante PCR-RFLP se logré identificar que las cepas que generaban infecciones en esa
region que corresponde a la ecozona Neartica, presentaron de manera independiente, en los
10 /oci analizados, alelos tipo Il y 11l (Dubey et al. 2009), que corresponden a las cepas que
conforman al Haplotipo 2 en el presente estudio.

Estos resultados se refuerzan por los indices de diversidad genética 11, ©, Hst y Nm que se
obtuvieron al comparar las secuencias de nuestra poblacion con los datos disponibles de las
cepas provenientes de las 2 ecozonas, los cuales sugieren que existe una mayor similitud
con las cepas del Neotropico que con las del Neartico, ya que en el primero se observé una
baja diferenciacién y mediana variabilidad genética. Esto apoya la distribucion de distintos
fondos genéticos que podrian estar aislados por la alta fragmentacién del territorio Mexicano,
debida en parte a las cadenas montafiosas presentes en gran parte del pais y las cuales han
servido como barrera fisica, favoreciendo el aislamiento de las poblaciones de manera
natural. Por otro lado, nuestros datos sugieren la existencia de cepas clonales en borregos,
sin embargo, este resultado podria estar influenciado por la baja variabilidad que posee el
locus, ya que solamente ~1 % de la region completa de 2214 pb del gen B1 es variable, cifra

gue se mantiene para el fragmento de 803 pb de este estudio y para el fragmento de ~ 500
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pb que suele utilizarse para la tipificacion de cepas virulentas de T. gondii (Grigg and

Boothroyd, 2001).

Los estudios filogenéticos de T. gondii han incrementado progresivamente su complejidad,
sin embargo, el conocimiento sobre la relacion entre los polimorfismos genéticos y la
epidemiologia de este parasito sigue siendo limitado. Lo anterior resulta importante ya que de
acuerdo con Wendte et al (2011), la toxoplasmosis podria ser considerada como una
enfermedad infecciosa reemergente (EID) ya que infecta a una gran cantidad de hospederos,
y las cepas que causan la infeccidon se relacionan a algunas poblaciones de especies y
rangos geograficos (Ciclos doméstico y Silvestre). Por esta razén, las propuestas enfocadas
a mitigar la expansion geografica de las infecciones, deben incluir aspectos como el
conocimiento de la biodiversidad parasitaria, la estructura genética de sus poblaciones, su
relacion con los diferentes hospederos en términos de nichos ecoldgicos y los mecanismos
mediante los cuales son transportados entre sus ciclos de transmisién, ya que son aspectos
relevantes en la epidemiologia de la infeccién, y pueden ser utilizados para su control
(Mcintyre et al. 2014; Merianos 2007; Grogan et al. 2014; Mackenzie 2011; Thompson and
Lymbery 1995; Rodriguez-Prado et al. 2014; Chevillon et al. 2012; Tibayrenc 2012; Vourc’h et
al. 2012; Murphy 1999; Elsheikha 2014; Patz et al. 2004; Hugh-Jones et al. 2000; Chomel
2008).

Los futuros estudios en el campo de la toxoplasmosis en México, ademas de incluir los
aspectos cientificos para realizar una descripcion detallada de la estructura poblacional de
este parasito, deberan contemplar si en las regiones a analizar existen tendencias de
desarrollo econdémico sustentable en términos ambientales, mejoras en los sistemas
productivos de alimentos, reducciéon de la perturbaciéon de areas naturales, etc. ya que

podrian estar influenciado la expansion o contencion de alguna cepa.
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12. CONCLUSIONES

El uso del gen B1 permiti6 identificar mediante andlisis directos en DNA, haplotipos que
podrian corresponder a cepas virulentas que no han sido reportadas previamente. Los
andlisis de las secuencias de este gen, revelaron que en una regién costera del Pacifico
Mexicano existen principalmente cepas con un fondo genético similar al de las cepas tipo |
que esta generando infecciones en borregos. Adicionalmente, nuestros resultados sugieren
que la diversidad genética en la region analizada es mas parecida a la del sur del continente,

en donde existe una mayor variabilidad genética.
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14. ANEXOS

Anexo 1

Protocolo para concentrar quistes tisulares de T. gondii a partir de una muestra

de tejido.

1. homogenizar 5¢g de tejido en 25 ml de agua bidestilada con una licuadora manual por
dos minutos.

2. Filtrar el homogeneizado a través de un tamiz® metalico de laboratorio con apertura de
180 micras (Newark wire cloth company, NJ, USA).

3. Transferir el liquido a un tubo cénico de 50 ml y aforar con agua bidestilada a su
maxima capacidad, para realizar 2 lavados de 5 minutos a 3000 g.

4. Resuspender la pastilla obtenida en una solucion de sacarosa con densidad relativa
de 1.2, colocar una campana de Ferreira ajustando el volumen a 50 ml para
centrifugar 3 minutos a 1500 g.

5. Transferir 500 pl del sobrenadante del interior de la campana a un tubo de 1.5 ml,
ajustando con agua bi-destilada el volumen a su maxima capacidad para realizar 2
lavados de 10 minutos a 14000 RPM. La pastilla obtenida fué utilizada para realizar la

extraccion de DNA.

9 Utensilio que se usa para separar las partes finas de las gruesas y que esta formado por una tela metalica

con una apertura graduada.
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Anexo 2

Protocolo de extraccion de DNA a partir de muestras pequefias usando solventes organicos

1. Agregar 500 pl de la solucion de lisis SNET (con proteinasa K a una concentracion
final de 400 pg/ml) preparada al momento incubar a 55°C toda la noche o hasta que la
pastilla no sea visible.

2. Dejar enfriar a temperatura ambiente por 5 minutos y agregar 1 volumen equivalente
de fenol saturado. Sellar y colocar en un equipo con vaivén por 25 minutos para que
se forme una emulsion con las dos fases.

3. Centrifugar por 5 minutos a maxima velocidad, posteriormente transferir la fase
acuosa (superior) a un tubo estéril de 1.5 ml evitando no transferir nada de la fase
organica (inferior) y desechar la fase organica.

4. Agregar un volumen equivalente de fenol-cloroformo y repetir los pasos 3y 4.

5. Agregar un volumen equivalente de cloroformo-alcohol isoamilico y repetir los pasos 3
y 4.

6. Precipitar con un volumen equivalente de isopropanol absoluto, agitar suavemente por
inversion e incubar por 15 minutos en bafio de hielo.

7. Centrifugar a 4°C por 10 minutos a maxima velocidad y descartar el isopropanol.

8. Agregar 700 pl de etanol al 70 % y agitar suavemente por inversion.

9. Centrifugar a 4°C por 5 minutos a maxima velocidad y descartar el etanol, procurando
retirar las gotas de etanol con una micropipeta.

10.Colocar el tubo abierto e invertido sobre un papel absorbente por 5-10 minutos.

11.Agregar 50 p de buffer TE o solucion para rehidratar DNA e incubar la muestra a 95°C

por una hora, dejar enfriar a temperatura ambiente y almacenar a -20°C hasta su uso.
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Anexo 3

Protocolo para extraer DNA con el sistema comercial Gentra a partir de tejidos

1.

2.

Separar 250 mg de tejido y macerar con pistilo.

Agregar 300 pl de la solucion de lisis y 15 pl de proteinasa K (incluidos en el kit), e
incubar a 55°C toda la noche o hasta que el tejido se desintegre.

Enfriar a temperatura ambiente y agregar 150ul de la solucion para precipitar
proteinas (incluida en el kit) y vortexear a maxima velocidad por 20 segundos. Y
repetir el paso.

Centrifugar 5 min a maxima velocidad y transferir el sobrenadante a un tubo estéril.
Agregar 1 volumen de isopropanol absoluto e incubar a 4°C toda la noche.

Mezclar por inversibn suave hasta que se observe el DNA y centrifugar 3 min a
maxima velocidad.

Descartar el sobrenadante y agregar 700ul de etanol al 70 %, mezclar por inversién
suave y centrifugar 2 min a maxima velocidad.

Descartar el sobrenadante e invertir el tubo sobre un papel absorbente durante 5-10
minutos.

Agregar 100 ml de una dilucién 1:10 de la solucién para rehidratar DNA (incluida en el

kit) e incubar a 95°C por 1 hora.

10. Guardar la muestra a -20°C.
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Abslract

Toxvoplasma gondii 15 o protoeoan parasite with a broad ecological valence, which has been detected in o wide
range of hosts and landscapes. Although the genus is considered monospecific, in recent vears it has been
demonstrated to exhibit more genetic variability than previously known, In Mexico, there are few genotyping
studies, which suggest that classical, autochthonous, and atypical steains are cireulating. The goal of this study
wiis to describe T gondil genetic diversity in noturally infected sheep from Colima, Mexico. This is a good site
to study ecological aspects of this parasite since it is located between the Nearctic and Neotropical ecozones and
it includes domestic and wild risks for ransmission. We analyzed 305 tissue samples of semicaptive sheep from
sin coustal and central zones of Colima and border zones of Michoacin, We wsed an 803 bp amplicon of the £/
gene 1o genotype T2 gomdii and seroprevalence was determined by ELISA. Indexes for genetic diversity and
genetic differentiation were calculnted and compared with reference strains from North America (NA) and
South America (SA). Twenty-three lissue samples were positive Tor the 81 gene by PCR, which were se-
guenced, Crude prevalence was 24.4%, The genctic analysis showed 16 varioble sites along the 803 bp region
that grouped all sequences into 13 haplotypes in the phylogenetic tree. Bayesian and haploty pe network analysis
showed nine new Hi-types. of which three were frequent and six had unique alleles. Comparisons among
sequence sets revealed that the Mexican population had lower differentintion than SA and an intermediate
genetic variability between South America and Morth America. The B gene analysis showed new T gpondil
haplotypes in naturally infected sheep: therefore. this marker could be initinlly used in molecular sereening
studies to identify potentially virulent genotypes of this parasite using natural host samples directly,

Keywordss 1 gene, genotyping, haplotypes, population, sheep, Tovoplasma gondit

Introduction types AT, ond T {Howe and Sibley 1995) Tn recem decades,

studies in wildlife and natural indscapes using single and

CONGPEASMA GONIE 1% a protogoan parasite Trom  ihe

phylum Apicomplexa (Levine 19770 lis life cyele has a
sexual phase within the intestinal epithelivm of the definitive
hosts (Dubey 1970, Dubey et al, 1970, Frenkel et al. 1970,
Miller et ol. 19725 und an ssexual phase in virtually any
nucleated cell of all intermediate hosts (Dlugonsks 20045,
Earlier genolvping studies suggested clonal populations
conformed by three main lineages waditionally knowen gs

mulilocus markers hive inereased our knowledge about fhe
diversity and distribution of . gevadii, and showed that there
is more genetic varability than formerly thought (Burg e al,
1989, Cirigg amd Boothroyd 2000, Ajeenberg et al, 2002, Su
el ul. 2006, 2002, Khan et ol, 2007},

In consequence, it has been argued that different parasite
populations are predominant in the sylvatic and domestic
eyeles, but which can troverse from one 1o the other. like in
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other emmerging infections diseases (Ambroise-Thomas 2000,
Draszak 2000, Bobertson ef al. 2000, Polley 2005, Roche and
Guégan 2001, Wendie et al. 2001, Grogan et al. 20104).

The genetio diversity of T, gondii has not been well studiced
in Mexico, although some reports show the presence of ar-
chetypal amd atypleal genotypes (Dubey et al, 2004, 2009,
2013, Cedillo-Pelies en al, 2001, Rico-Torres ¢t al. 2012,
2005). As an example, a strain isolated from a wild puma
{Felix cowrcofor) Trom northem Mexico was typed as ToxoDB
1222, a new wypical genatype, virulent for mice (Dubey et al,
2003). Epidemiological surveys in human populations huve
revenled toxoplasmosis to be endemic in the whole country,
bezing higher in the subtropical sress (Veloseo-Castrejin et ul,
1992, Cabalero-Ortoga ot ol 200120, Specifically, in the M-
cifie Const, the Gull of Mexico and the Yucaton Peninsili,
the human infection exceeds T4 (Cabalbero-Omega et al,
2012,

T adso has been reported that exposure 1o 7, gowndii disploys
a stratified prevalence in sheep Bocks, belng higher (n low-
lands than in highlands (Caballero-Ortega et al. 2008). These
pantemms may be af global relevance since biogeographi cally
thix region borders a trunsitionnl area between the Nemretic
andd Meotropical ecoxones (Fosberg 1976, Olson and [Mner-
stein 1998, Olson et al. 2000, Mormone 2015), which has been
relited o differential T, gomdii distribution and genetie di-
versity (Khan gt al, 2007, Su e al, 2002).

The division caused by the mountain mnges represent
physical and c:nh:si:ni barriers that isolate natural populi-
tions at both sides {Morrone 2005), which has let a great
variety of potentiol imermediate hosts, including the six
apecies ol wild felids (Cebullos and Cliva 2008, us well gs,
domestic cats freely roaming b the rural, semiurban, and
urban areas (Garcin-Marguei et al. 2007, Caballero-Chricga
et al. 2008, Rico-Tomes et al, 20050, In light of these findings,
ihe aim of this study was 1o deseribe the genetic diversity of
T womelii in o pacific copstal region of Mexico in semicaptive
sheep by direct DNA analysis using the B/ gene, due go its
effectiveness w0 idemily vinulent or new genotypes (Ginigg
anel Boolhroyd 2000, VanWormer et al, 2004,

Materials and Methods

The present study wis approved by the Lse of Labioraitory
Animals Cave and the Research Committees of the Instiiuto
Nucional de Pediatria (reference number 01302002},

Sample colacton

Small pieces of muscle fssie foom the beg, diaphragm, amd
heart, as well as ~20ml of peripheral bload for serology
sereening, were collected from March 2013 1 March 2004
Trom the municipal stavghterhouse of Colimi, secording 1o
the Mexican official standard NOM-033-Z200- 1995, All bi-
ological sumples belong 1o semicaptive animals destined for
human comsumption; therefore, no sheep was euthanized for
this stualy. Frsh tissue samples wene washed in o commercial
solution of 1% disinfectant (VIRKON 5, BAYER. Mexico)
and placed in individual bags to avoid cross comamination.
Sample sets were fransponed by air cargo within 24 h post-
collection and carred in cold chain until DNA exirsetion wis
madde in the laboratory in Mexico City. Metadoto for the
animals (age, sex, and Aock location) were recorded during

MARTINEZ-FLORES ET AL.

sample collection. Seram sumples were tested by o provis
ously standircdized indirect ELISA (Caballeno-Ortega et al.
20085,

DNA axtraction

Before DNA extraction, samples were processed wiih o
tissuee cyst concentration lechnique based on density gradient
centrifugmion by sucrose surface Motation. Briefly, 5g of
pooled tissues were minced with a hand blender in 40ml. of
blelistilled water for 2min. Homogenates were  liered
through a sieve with 180 gm opening (Newark Wire Cloth
Company, NJ, USA) and poured into 50-mL conical centri-
fuge tubes,

Adter liliranion, two S-min washing steps af 3000 g wiere
macke with bidistilled water. The pellet wis resuspended in &
sugrose solution (specific gravity = 1,2); volume wiss adjusted
toe SO mL and centrifuged ot 1500 g for 3min, Five hundoed
microliters of the supernsant were transfemed o 1.5-ml
microcentrifuge tubes 10 make twio washings with bidistilled
water at 184,800 g for 10 min. Resulting pellets were sub-
jeeted w DNA extraction using a protocol to process smoll
samples with organic solvents (Cireen ond Sambmoak 2002),
DMNA was dissolved in S0l DNA hydrstion solution
(QIAGEN, Germany ), incubated at 65°C for 1 by, and stored ot
~20°C.

Geanelic diversily and phylogenetic analysis

Direct DNA amplification was performed by established
nested-PCR protocols, PCR-sereening for T, govedil infeciion
anil genoyping was done by endpoint PCR of 362 bp (Rico-
Torres et al. 200 2p and ~ SO0 bp (Grigg and Boothroyd 2001)
fragments, hoth of the B/ locus. In addition, haplogroup
identification was ailempled by FCR sequencing of intronic
regions with o set of eight unlinked markers (Khan et al.
2007,

T. gondii DNA of RH strain was used as positive controls,
PCR amplification was carried out in 25 ul. mixes and 35
eveles for the external primers, and PO jl with 25 cyeles for
internal primers in the nesied PCR. For all set of primers,
concentration of reagents was caleulated for 100l volume
reaction and were as follows: | % PCR buffer, 1.5 mM MgCl.,
25 pmol of each primer, | =enbancer buffer with Betaine
(Promegn, USAY BSA 0% (volfvol)y; and 200 00 of each
ANTP and 3L of Tag polymerase, Templae DNA ranged
Trovm 200 ng 1o 1.0 ug for each pair of primers. PCR products
were purified with the QIAguick Gel Exuraction Kit (Q1A-
GEN, Germuany) and sequenced by o commercial supplier.

To analyze the polymorphic sites, chromatograms were
evaluated with the Mesquite software { Maddison and Macd-
dison 2006b) wsing the Chromaseg pockage (Maddison and
Machidison 200 6a) thon partinlly mokes wse of the Phied and
Phrap algorithis for base calling, assigning quality values 1o
each called base, and assembling contigs {Ewing and Green
1998, Ewing et al. 1998, Gondon et al. 1998), BLASTN
searches were run wsing the complote sequence of twe &1
locus reponied for the RH strain (Burg et al. 1989) as the
query (GenBank: AFIT9871.1) against the Whole-Genome
Shotgun (WGS) Contigs projects from the 16 T, pondii ge-
nesmies hosted wt the NCRBIL

Sequence alignments were moade with Clustal W version
21 {Larkin et al. 2007). Phylogenatic recomstriction wis
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compuled with MrBayes Software version 3.2.6 (Romguist
et al. 2002). Sequence dutn were partitioned by intron and
exon, analysis was performed for 10 million generations,
posterior probahility distribution and disgnostic frequency
wre sampled overy 10 and 10000 generations, respec-
tively, substitutbon model wis implemented during analysis
by reversible jump, trees were summarized with o postburnin
sample of 50% and modified with Figiree v1.4.2 (“FigTree,”
nall Unrooted haplotype networks wene computed using
NETWORK version 4.61 1 (" Musus-engineenngcom,” nd
anel nested sccording to the rules in median-joining networks
(Bandelt et al. 1999).

DNA polymorphism analysis was performed in DnaSP
vA, 10,00, which included estimution of nuclestide diversity
(=), haploiype diversity (8, gene low (Nm), and genetic
differentintion (Hep), Permutation test was computed 1o de-
fine significance levels (Librado and Rozas 2009, The
comnrn values used for genenic differentiation were; 0-00,08,
smally (LOS-AL15, moderate: 0, 15-0.25, great; values sbove
0.25 indicate huge genctic differentiation. The gene Aow or
migration index (Nm) refers 1o the movement of organisms
among subpopulitions; those strongly differemtinted hove an
Nim << 1, wheneas an N =4 behaves as a single panmictic
it (Hured aned Clrk 20071

Results

W obtained tissue samples from M5 semicaptive sheep
destined for human consumption during 1 vear, from 27 lo-
cations of Colima and two of Michoacin, Mexico, Based on
thekr distance (rom the coustal Hoe and the geographical lo-
cation, sumpling rones were grouped into six sites (5). Sites
51 1o 84 and 56 are located ~2, ~14, ~13, ~54, and
~ 28 km away, respectively, from the coastal line in the stte
of Colimin, wherens 85 wis located ~ 10 km away from ihe
constal lime in o border aren between both stites (Fig. 1),

Froan the whole setof samples, 275 were obiained from S1,
52, 53, and §5, whercas 30 were gathered from S4 and 56;
B4 (o= 1960 were males, 32% (n="") females, and 4%
{re= 10} fetuses of undefined sex, Four age groups wene és-
tablished: 6% femses, 68% <1 year, 15%> 2 and <4 years,
aned 115 4 years. The frequency of antibocies was 24.4%,
like im o previews study in the some area, 9 years ago
(CaballemaOhrtega ¢t ol 20081, From e wotal DNA sel of
sumples, 23 wore positive for the multicopy B/ locus in both
contiguous regions of ~ 500 and 362 bp; therefore, concat-
enated sequences of BOE bp were analyzed (Supplementary
Table 51, Supplementury Data are avallable online ai www,
lieheripub.com/vbzh, Froam those PCR-positive samples, only
four were positive for ELISA.

Chromategram anilysis in both forward and reverse se-
quence tmee Mles from each siomple, revealed high-quality
soores, good intensities, and well-defined peaks with no
background noise in the position of interest, showing new
sequence hoplotypes for 13 samples, of which, three se-
yuences uncovered unresalved nucleotides (Esacion 101 and
Caumalote 102 position 306 Ch: EIRenl 108 position 754 Afg),

Samples with new haplolypes were resequenced at east
three times; the pattern and guality remained in chromato-
s, @ven i those witls unresalved nucleotide positions for
three sumples, in which two sequences (A and B) were
generated. Sequences obtained were submitted o the Gien-
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Bank database and are publicly available with accession
numbers KX2T0303-KX 270188, No useful DNA products or
sequences were obtained with any of the eight unlinked
mnrkers used to 1ype haplogroups. During the BLAST sear-
¢hes against NCBI nuelentide dmabases, we found whale B
gene sequences for 16 different straing; detoiled informmion
is provided in the Supplementary Table 52, Mo manunl edi-
tion was needed for the DNA alignments,

The haplatype network tree showed the existonce of 16
varinbbe sites along (e 8O3 bp region that groupesd the 40 se-
quences into 13 haplotypes (Fig. 23, Polymorphic sites wene
positioned within the 2214 bp sequence tandem of the 81 locus;
only pedymarphic sites ST (Ciie) und 754 {A/g) of the original
report dogumented by (Burg et al, 19859, were idermiliod in ihe
present dudy. All sequences Trom sheep were similar o type |
allebes, but new single nuclectide polymorphisms an differen
sites wene recogniaed an position 17200/ For the Hapé (in four
samiplesy, 05 (CFr) for the Hap? Onowo samples), and 679(Cf
for the Hap® (in two sumples). Sequences of the relerence
strains were clustered within Hapl-Hap5, whereas those ob-
tained in the presem study were grouped within Hapl, as well
ns in Haph-Hapl 3 (Supplemeniary Toble 51).

Based on sequence comparisons of the B/ gene from ihe T,
eovredii WGS-projects avaloble, we Tound that the complete
2214 bp region presents 26 polymorphic sites that can dis-
tinguish every strain from shers, except for TgCarBrs and
MAS strains, which have dentical sequences (Supplemen:
tary Table 53),

The Bayesian phylogeny (Fig, 3) showed that seventeen af
our samples were clustered with sequences than exhibived the
type | allebes, including HapO-Hopl 2, dentificd by the net-
waork tree us unigue haplotypes (Fig. 2). Sequence s belonging
10 haplotypes 6, 7, and & from the network tree were also
prouped as separate cludes in the Bayesion reconsiruction,
Finally, the sequence corresponding 1o haplotype 13 was
inehudied in another branch than geoups most of te nontype |
reference strains within independent clusters.

Values fior Hyp and Nm indexes showed low levels of
penetic differentimtion (Hey =005, Nm = &) for compari-
sofs between sequences repaned here and those from South
America (SA) or Nonth America (NA), respectively. Al-
though, nucleotide and haplotype polymarphism values were
similar among the three geographical regions (r ~ 0001, &

(L0020, the SA dotisen showed higher genetic variability,
Tollowed by Colima amd NA, respectively (Supplementary
Table 54),

Discusslon

Knowledge about the genetic structure of parasite popu-
lutions ¢ould be an important wol applicd w their conmol
because genetie variation within and among  populinions
could determine evolutionery changes, genetie differentio:
tion, and speciation events (Thompson and Lymbery 1995,
Rodriguez-Prado ¢ al, 2004), To inerease the knowledge of
thee genetic diversity of T gondii, we chose ovines kept une
der semicaptive conditions Trom o hyperendemic aréa in
Mexico, because they are good sentinels of environmental
contamination with oocysis and may be mediating wo-way
domestic-wild eycles crossing (Velaseo-Custrejin ¢ al,
1992, Garein-Mirguez et al. 2007, Caballero-Ointega el al,
2008, 2012).
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FIG. 1.

lescamions were positioned by its geographic coordinates and
mquunrg are represented with pie chorts thid muich Iumlul;:‘w frequency, whereas selfd black ehorts
tged pi

samples could

represent sampled locatlons from where o sequences could be gathened, Enli

view,

Hased on Bayesion reconstruction and haplotype network,
we found a type I-like gene pool in our samples; however, it
wis possible to identily new haplovpes by direct DNA
analysis of ihe B locus, (herefore, our data are comple-
mentary (o those reports which described the existence of
archetypal lineage 1 infecting hosts in Mexico (Cedillo-
Peliez et al, 200 I, Rico-Torres et al. 2002},

Since the Nearctic and Neotopical ecorones converge in
Mexico, specific settimgs of geographical and ecological
fentures are present, exhibiting vartable climotes and bi-
omes. Also, mountain ranges are playing the role of
physical bareiers that right facklitaee the isolation of hosis
and consequently parasite populations berween these ecos
zones (de Meeis et al 1998, Bozick and Real 2005). In

Distribation of locations and haplotypes of Toxaplasme goudii in a Pacific constal region from Mesico, Sampled

ouped ino 81w 56 by is proximity, Locations in which

& chart size was normalized Tor o betier

comtrast, o high gene fow and scarce differentistion within
population of each ecozone were observed; our duta of
huge gene flow between samples suggest thal T2 geneii in
the Pacific coastal region acts like o metapopulation (en-
semble of interacting populations with o finite lifetime) and
it implies a link with the processes of papulation turmover,
extinetion, and establishment of new populations (Levins
1968, Honski and Gilpin 19910},

A recent study performed in cots of different locations of
Colima also shows the existence of o type | gene pool in this
Meotropical ecozone (Rico-Torres et al. 20015). In contrast,
studies with animals performed in the nerham state of Dur-
ango, Mexico, placed in the Nearctic arem showed dominance
of the clonal Type 11 lineage (Dubey et al. 2004, 20005,
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Hap2 413

Hapt

Hap7

Haps

Hap9

FIG. 2. Hoplotype network of the B pene sequences. Pie
chart siges are proportional (o haplolype frequencies, Hap-
lotypes (Hap) identified in the present study are represe nted
by ple eharts with bedd onfine, whereas those from online
dotabases wre delimited by thin fines, The Mack portiosn in
the type | chort indicates those sequences from online da-
tithases, Numbers indicate single nucleotide polymorphism
positions within the 2214 bp tandem of the B gene,

FIG, 3. Phylogenenic e of all se-
uences withi the MrBayves algorithim,
Clustering  of  haplotypes  (Hapl o
Hap13) found in semicaptive sheep from
Colima and their relationship with refer
ence strain sequences, Nambers indlcate
support values for each cluster; the rel-
wrence numbers or name of strains are
placed at the end of each branch: bodd
nimes represent sequences from s
study,  Haplodype  code  mames  match
those in Figures | amd 2,

499

Although the presence of geagraphical barriers sirengithens
the separation of parmsite papulations between Nearctie and
Neotropical ecozones, il is logical to assume that gene Aow
might be ocourring within those available convergence
#ones, In the neighboring states of Colin amd Michoacan, o
stratified prevalence on sheep locks related 1o the altiude has
Been found; in the Tormer, rstes were higher in bowlands than
in highlands, whercas in the Intier, an opposite phenomenon
was described (Caballero-Chrtega ot al. 2008, Alvarado-
Esgquivel et al, 2003), showing the relevance of the local
biomes for transmission and epidemiolsgy of this pamsite,
Furthermaore, the role of the definitive host in the transmission
of the infection in this wren should be emphasized.

In his regord, on epidemislogionl survey in ooty froom ur
i el periurban microzones of Colima Cliy showed that
prevalence was mainly related 10 mw meatl consumption, as
opposed 1o commercial food feeding (Carein-Mdrquez et ul,
20T, I achdivion, Toxol25 828 was demonsirted in the first
genetically characterized T gendil isoluie Trom Colin,
which was different from others of the country, but similar to
those of USA, Brazil, and Colombia (Howe and Sibley 1995,
Dubey et al, 2006, 2008, Rico-Torres et ol 2015},

Adthough our data suggest clonality within population of a
given ecozone, when the 7. 8, Hep, and Nm indexes were
compared with sequences of strmins from NA and SA, the
resulis exhibited o lower differentiation berween the Pacific
coastal region and the SA. than between Colima anld NA,
suggesting similinede of biomes along the Neotropical eco-
zone of Central and South Amcrica,




115

Downloaded by 177.234.2.94 from online. licbertpub.com a1 07/17/17. For personal wse only.

A nitial plus stated for the present study was o peno-
type withoul fsolation in mice. Ax it is known, isalation
success in rodents de on the virulence and parasite
lowd, uvirulent strains resulting in chronic infections with a
Tow number and nonbomogensous thssue cyst distribution,
whorens virulent parasites give rise o rapid host doatl be-
conse of o disseminated toxoplasmosts, Thas, (s apprasch
could hias isolation wo certain strins over others (Lindsirbm
et al. 2008, Sibley et al, 2009), and redl genetle varability
iy be underestimated. resuliing in deseriptions of ¢lonal
populations.

To avoid this bias, the first-approach direct genotyping.
like the one performed herein, can be wsed. Before DNA
extmetion, we attempied 1o concentrate tissue ¢ysis from host
tissae 10 increase parasite DNA and improve PCR-based re-
sults; however, penotyping from direct DNA analysis was
ruther difficulr. These results might be infloenced by several
factors, wch as number, distribution, and age of the Tissue
cysis, copy number of the loci wied and parasioe DNA re-
quired to soquencing, as well as the age of the shoop analysed
(Lundén et al. 1994, Dubey 1998, Lindstrom ot al, 2008,
Sibley et al. 2000, Costa and Bretagne 2012, Roben-
Ciongneux and Darde 2002),

B gene genotyping presents some advantages over thise
single-copy multilocus approaches due 1o its simplicity,
higher sensitivity, cost effectiveness, and reproducibility,
without the peed for isolation. However, in comparfson with
single-copy markers, it lacks genolyplig resalution, so
results must be interpreted with cantion, since sequencing
alone cannot differentiate polymorphisms from coinfestiong
(Sibley et al, 2009, Sa ¢t al. 2000).

Cenainly. there is @ limited understunding of how genetic
polymorphisms influence vimilence or parasite epidemiology
i T, gawiadit; therelore, we propose that B gene could be used
as & first approach mearker for sereening prevalent genoty pes
i pew hosts of lasdscapes. Then, feer muliilocus nested
PCR-reariction fragment leagth polymorphism-soquence
analysis{Su et al. 200 0) can be attempied in conjunction with
the methodology W concentrate intramiscular tivse cysts
ased in the present study,

Conclusion

We identificd new genotypes related 1o the type | lineage of
T, gondii by direct IDNA analyss uskng the 81 locus, in-
fecting sheep destined for human consumption in a Pacific
coastal region from Mexico, In this area, Nearctic and Neo
tropleal ecorones converge, landscaping to parasite popula
thons as o metapopilation, malntaining some levels of gene
Mo with populations from Ssuth America.
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