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2. RESUMEN

Toxoplasma gondii es un parásito 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

geográficas  del  país.  El  objetivo  de  este  estudio  fue  describir  la  diversidad  genética  y

distribución filogeográfica de T. gondii en una región costera del Pacífico Mexicano, en la que

se han reportado fenómenos biológicos relevantes para la toxoplasmosis. La tipificación se

realizó por secuenciación 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 sugerían la existencia de

coinfecciones,  por  lo  que  se  generaron  dos  secuencias  (A y  B)  de  cada  muestra.  La

comparación de las secuencias revelaron la existencia de 13 haplotipos (Hap):  los Hap1 al 5

agruparon  a  las  cepas  de  referencia  mientras  que  los  restantes  fueron  exclusivos  de

borregos. El Hap1 fue el más frecuente con 13 secuencias, seguido del Hap6  con cuatro.

Los análisis filogenéticos revelaron que los Hap6 al 12 mostraron una estrecha relación con

el Hap1 que agrupó a las secuencias de las cepas virulentas RH, CtCo5 y FOU. Nuestros

resultados sugieren que en la región geográfica analizada, existen cepas similares a las de

otras  regiones  en  el  mundo  así  como  cepas  autóctonas.  Concluimos  que  el  gen  B1

representa una herramienta poderosa en la identificación de cepas frecuentes y/o virulentas

en zonas geográficas 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): Hap1 to 5 clustered reference strains while Hap6 to 13 were

exclusive in sequences from present study. Among sequences obtained, Hap1 was the most

prevalent  with 13 sequences,  following Hap6 with  four  sequences.  Analysis  revealed that

Hap6  to  12  were  phylogenetically  related  to  Hap1,  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. INTRODUCCIÓN 

4.1. ANTECEDENTES HISTÓRICOS DE LA TOXOPLASMOSIS

A  inicios  del  siglo  XX,  diversos  cambios  políticos,  sociales,  científicos  y  tecnológicos

permitieron que una gran cantidad de científicos de Europa y EEUU, viajaran a regiones

colonizadas o de interés económico a realizar investigaciones de enfermedades infecciosas

endémicas (Morrissette and Ajioka 2009). En este contexto, durante sus investigaciones en el

Instituto Pasteur de Túnez, Charles Nicolle y Louis Herbert Manceux (Nicolle and Manceux

2009), describieron en 1908 una nueva infección por protozoarios que afectaba a los gundis

(Ctenodactylus gundi), roedores del norte de África (Nicolle and Manceux 2009). El mismo

año, de manera independiente en Brasil, Alfonso Splendore reportó también una infección

por protozoarios en los conejos de su laboratorio, observando similitudes con la enfermedad

del  Kala-Azar1 (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 científico sobre este protozoario

incrementó considerablemente. Para entender la importancia de este hecho, es necesaria

una breve descripción del mismo y los acontecimientos previos. En 1937, tras análisis pos-

mortem de una niña de un mes de edad, Wolf y Cowen observaron protozoarios en tejidos

con lesiones, identificándolos en ese momento como parásitos del género Encephalitozoon; y

comprobando posteriormente la relación del parásito con lesiones similares en los ratones

1 Kala Azar.- Nombre con el que se le conoce a la leishmaniasis visceral. Del hindustaní (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

comparación de estos hallazgos con reportes con características similares en la literatura

permitió, por un lado, confirmar que  T. gondii era el agente etiológico de la infección y por

otro lado, los llevó a desarrollar una hipótesis sobre la transmisión congénita del parásito,

confirmándose esta hipótesis en estudios posteriores durante infecciones in vitro en ratones

(Wolf et al. 1939b; Cowen 1950a, 1950b, 1950c, Cowen and Wolf 1951a, 1951b). El creciente

número  de  investigaciones  sobre  T.  gondii  en  las  décadas  siguientes,  permitió  elucidar

diversos aspectos biológicos y epidemiológicos como: mecanismos de transmisión, ciclo de

vida,  relevancia  como  agente  infeccioso,  descripciones  detalladas  de  su  morfología,

clasificación taxonómica, distribución en distintas poblaciones humanas, virulencia, etc. Estos

aspectos  resultan  de  interés  para  este  estudio,  por  lo  que  serán  tratados  en  apartados

posteriores.

4.2. ULTRAESTRUCTURA DE LAS FORMAS UNICELULARES DE Toxoplasma gondii

Durante su ciclo biológico, T. gondii presenta distintas formas morfológicas, el bradizoíto, el

taquizoíto,  el  esporozoíto  y  el  merozoíto,  que  a  su  vez  se  subdivide  en  cinco  formas

estructurales en el intestino de los félidos. De manera general se considera que el bradizoíto,

el  taquizoíto y el  esporozoíto,  son los únicos estadios infectivos (Dubey et al.  1998),  sin

embargo, algunos autores también consideran al merozoíto 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 morfológicas de T. gondii poseen dos roles biológicos

específicos  en  su  ciclo  de  vida:  1)  la  infección  de  un  nuevo  hospedero  la  realizan  el

esporozoíto o el bradizoíto, mediante el ooquiste y el quiste tisular respectivamente; y 2) la

propagación dentro del hospedero, la realizan el merozoíto o el taquizoíto (Ferguson 2004).

Los estudios de morfología que usan técnicas de microscopia electrónica, han mostrado que
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los cuatro estadios poseen una ultraestructura2 compartida, sin embargo, presentan también

características que permiten diferenciar a cada uno.

4.2.1. CARACTERÍSTICAS COMPARTIDAS

T. gondii presenta una forma elongada de luna creciente (Figura 1) con el extremo anterior

cónico-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 (Pl) 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 maś 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 secreción

que tienen una distribución debajo del Anp; y las roptrías (Rp), organelos de secreción de

distribución lineal y en algunos casos extendidas al interior del conoide (Speer et al. 1998;

Sheffield and Melton 1968). El núcleo (Nu) presenta cúmulos de cromatina  y un nucléolo

central, en su periferia se encuentra el aparto de Golgi (Gi), el retículo endoplásmico liso (Rl)

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 invaginación del plasmalema, y el poro posterior (Garnham et al. 1962). No

2 Ultraestructura. La estructura de una célula que solo puede definirse mediante microscopia electrónica.
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poseen organelos visibles de locomoción, 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 secreción; varios ribosomas (que también pueden estar

asociados a membrana); gránulos de amilopectina (GrA) y cuerpos lipídicos (CpL) (Garnham

et al. 1962; Sheffield and Melton 1968).

Figura 1. Estadios de Toxoplasma gondii. En las figuras se pueden observar algunas de las características ultra-

estructurales que comparten los cuatro estadios como el conoide (CO), el Plasmalema (Pl), el Complejo Mem-

branal Interno (CMI), los gránulos densos (GrD), las Roptrías (Rp), las micronemas (Mn), los cuerpos lipídicos

(CpL), los gránulos de amilopectina (GrA), además de los organelos como el Núcleo (Nu), Aparato de Golgi (Gi)

y Mitocondrias (Mt). A). Esporozoíto, modificado de Speer et al (1998). B) Bradizoíto modificado de Dubey et al

(1998). C) Taquizoíto, modificado de Dubey et al (1998). D) Merozoíto, 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 tamaño de la célula, la posición del núcleo y diferencias en el

número,  tamaño y apariencia de los organelos de secreción y cuerpos de inclusión 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

Resumen  de  las  principales  diferencias  ultraestructurales  entre  los  cuatro  estadios  de  Toxoplasma  gondii.

Posición del núcleo, número de micronemas, número y apariencia de las Roptrías y número de los gránulos

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

4.2.3. QUISTES TISULARES

Por varios años existió confusión sobre las estructuras que T. gondii formaba en los tejidos

de hospederos intermediarios; por un lado, se denominaban “pseudo-quistes” a los grupos de

taquizoítos, mientras que el término quistes tisulares se refería a los grupos de bradizoítos

(Dubey et al.  1998). No obstante, la resistencia de los bradizoítos a la digestión por jugo

gástrico (pepsina-HCl) permitió aclarar la confusión, por lo que actualmente se reconoce que

el bradizoíto es el único estadio de  T. gondii  que forma quistes verdaderos (Jacobs et al.

1960). Los quistes comienzan a formarse a partir del tercer día post-infección y permiten a

los bradizoítos persistir por periodos largos en los hospederos (Dubey and Frenkel 1976).

Permanecen y crecen en el citoplasma de la célula hospedera mientras el bradizoíto sigue

dividiéndose,  sin  embargo,  los  mecanismos  de  formación  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 órgano del cuerpo, suelen

observarse principalmente en músculo esquelético y cardiaco, cerebro y ojo, considerándose

que la distribución en el organismo está 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 tamaño de los quistes es muy variado y depende de factores como la edad, ubicación y

número de bradizoítos contenidos (Figura 2); sin embargo, se ha descrito que distintas cepas

de T. gondii generan quistes de diferentes tamaños durante el mismo período post-infección

(Dubey 1996, 1997; Dubey et al. 1998; Ferguson and Hutchison 1987a; Lainson 1958). Los

quistes  de  reciente  formación  pueden  presentar  un  diámetro  de  5  µm  y  contener  2

bradizoítos; mientras que ha sido registrado que en cerebro y músculo alcanzan los 70 µm y

100  µm  de  diámetro  respectivamente  y  contener  cientos  de  bradizoítos.  Sin  embargo,

algunos autores reportan no haber encontrado quistes que superen los 70 µm (Dubey et al.

1998).  La  pared  quística  se  compone  principalmente  de  materiales  celulares  tanto  del

hospedero  como  del  parásito,  es  delgada,  elástica  y  no  contiene  glucógeno  u  otros

polisacáridos; 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 acuñados para diferenciar a las 2 estructuras,

siendo  estos  últimos  de  formación  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  esporulación  en  el  medio

ambiente de uno a cinco días 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 bradizoítos en proceso de endodiogenia,

los dos parásitos hijos  (D1 y D2) están contenidos en el parental. B, QT a 21 dpi. con muchos bradizoítos (Bz)

con gránulos de amilopectina (GrA). C, QT a 8 meses post-infección. En la imagen se observa la pared del quis-

te (Pq), un microporo (rectángulo negro) y ~110 bradizoítos vivos (Bz) y degenerados (Dz).D, QT a 14 meses

post-infección. La pared quística apenas se observa (flecha), se estima que el QT contiene más de 1000 bradi-

zoítos. Imágenes A y 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 esporulación representa la transición entre el cigoto

(ooquiste no esporulado) y el ooquiste (esporulado). Posterior a la esporulación, la nueva

estructura presenta dos esporoquistes de 6 a 8 µm de diámetro que a su vez contienen

cuatro esporozoítos cada uno,  resultado de varias divisiones del  núcleo y la  membrana.

Durante  este  proceso  existe  también  una  transición  de  estructuras  subesféricas  a

elipsoidales, con diámetros en el rango de los 10 a los 13 µm. 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 diámetro 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 esporozoítos (flechas). C, Oq esporulado en el que se ve la pared del ooquiste (flecha grande), dos

esporoquistes (cabezas de flecha) y esporozoítos (flechas pequeñas). 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

reproducción asexual (Goldman et al. 1958) y formación del quiste tisular en los hospederos

intermediarios (HI) que pueden ser cualquier vertebrado de sangre caliente (Jacobs 1973),

dos procesos de reproducción 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). 

Figura  4.  Ciclo  de  vida  de  Toxoplasma  gondii.  La  endodiogenia  es  el  único  tipo  de  reproducción  en  los

hospederos intermediarios (izquierda). La esporogonia, gametogonia y formación del cigoto se llevan a cabo

exclusivamente en félidos (derecha). La esporulación, único proceso extracelular (abajo). Modificado de Robert-

Gagneux y Dardé (2012).
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4.3.1. HOSPEDEROS INTERMEDIARIOS

Situando el inicio de la infección cuando un HI ingiere ooquistes esporulados, durante su

paso por el tracto digestivo, las paredes del ooquiste y esporoquistes sufren degradación

debido a la  exposición  a  sales  biliares  y enzimas proteolíticas digestivas,  permitiendo la

liberación de los esporozoítos en la luz intestinal (Black and Boothroyd 2000). En condiciones

controladas de laboratorio en experimentos in vivo en ratones infectados por la vía oral con

ooquistes, Dubey et al. (Dubey et al. 1997) reportaron que en un rango de 12 a 18 horas

post-infección  (hr-pi)  los  esporozoítos  se  diferencian  a  taquizoítos  y  a  los  5  días  post-

infección (dpi) los taquizoítos se diferencian a bradizoítos, en tanto que a los 8 dpi es posible

observar quistes tisulares en cerebro. Durante el  proceso, los esporozoítos (Dubey et al.

1997; Speer and Dubey 1998), los taquizoítos (Goldman et al. 1958) y los bradizoítos 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

que finalizada la mitosis, el parásito parental comienza un proceso de gemación interna en el

que se forman dos yemas unidas por un huso en el  polo nuclear, se forma un Complejo

Membranal  Interno  que  delimita  a  los  dos parásitos  formados,  un  conjunto  completo  de

organelos  y  una  porción  del  citoplasma  parental.  Los  nuevos  parásitos  continúan  su

crecimiento en tanto que el CMI parental desaparece, lo que permite que el plasmalema

parental derive en el de los nuevos parásitos. Cuando termina el proceso, los dos nuevos

parásitos  se  separan  dejando  un  cuerpo  citoplasmático  residual  (Goldman  et  al.  1958;

Sheffield and Melton 1968; Ogino and Yoneda 1966). 

4.3.2. HOSPEDEROS DEFINITIVOS

Cuando algún 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 bradizoítos

sean liberados en la luz intestinal (Black and Boothroyd 2000). Los bradizoítos invaden los
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enterocitos del intestino delgado y comienza la fase de esquizogonia característica 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 diferenciación secuencial en cinco tipos de esquizontes y merozoítos

denominados tipo A al tipo E (Tabla 2), debido al tiempo post-infección en el que pueden ser

observados.  Durante  la  esquizogonia,  T.  gondii se  reproduce  asexualmente  de  forma

asincrónica  por  endodiogenia  (Speer  and  Dubey  2005)  y  de  forma  sincrónica  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 parásitos en

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

Tabla 2. Comparación de características entre los esquizontes y merozoítos tipo B al E

Tabla comparativa de los esquizontes y merozoítos tipo B al tipo E. Ubicación en el intestino del gato, tipo de

división celular,  tamaño del  esquizonte,  Número de merozoítos que se forman y el  tamaño que alcanzan.

Modificado de Speer y Dubey (2005).
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La reproducción sexual en el HD inicia con la fase de gametogonia, que se lleva a cabo

durante los días 3 y 15 posteriores a la infección,  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 período en el que puede observarse el esquizonte tipo E, se considera que

este podría ser el precursor de los gametocitos (Dubey and Frenkel 1972)). El proceso de

fecundación 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

fecundación 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 fecundación y formación del cigoto (único estado diploide de

este parásito) se forma una pared quística de manera progresiva que da como resultado un

ooquiste no esporulado, el cual será liberado a la luz intestinal cuando la célula infectada se

rompa.  Los  procesos  que  se  llevan  a  cabo  desde  la  infección  hasta  la  producción  de

ooquistes se conocen como período prepatente, y presenta diferencias en el tiempo en el

que  se  concluye  dependiendo  del  estadio  que  generó  la  infección,  si  fue  generada  por

quistes tisulares/bradizoítos se realiza en 3 a 10 días, si se inició por taquizoítos se requieren

≥ 13 días y si es iniciada por ooquistes esporulados/esporozoítos ≥ 18 días (Dubey et al.

1970;  Dubey and  Frenkel  1976).  Durante  el  período  de  excreción  de ooquistes,  los  HD

pueden excretar hasta mil millones de ooquistes en un rango de 7 a 20 días (Dubey and

Frenkel 1972; Dubey et al. 1970).

4.3.3. MEDIO EXTERNO

La esporulación es el  único 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 aireación, 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 citoplasmáticos (Ferguson et al. 1979b). En cada extremo de

los  esporoquistes  se  forman  dos  esporozoítos  mientras  las  placas  de  los  esporoquistes

continúan  su  crecimiento.  Al  finalizar  la  esporulación,  cada  ooquiste  contiene  dos

esporoquistes con cuatro esporozoítos cada uno (Ferguson et al. 1979c).

4.4. MECANISMOS DE TRANSMISIÓN

T. gondii posee dos mecanismos principales de transmisión (Figura 5) por los cuales puede

generar infección en un nuevo hospedero y están 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 epidemiológica de consumir carne poco cocida en la que pueden

permanecer  viables  los  quistes  tisulares.  Ellos  observaron  que  la  incidencia  de  la

toxoplasmosis incrementaba en niños internados en un hospital en París en donde se les

alimentaba con carne poco cocida. Cuando en la dieta se incluían 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 transmisión de la infección. El segundo mecanismo es el

consumo de agua o alimentos contaminados con ooquistes.  Este mecanismo se conoció

gracias a la descripción y la confirmación de la infectividad de los ooquistes en el excremento

de gatos que habían 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 transmisión congénita (Cowen 1950a, 1950b,  1950c).  Sin embargo,

este mecanismo podría considerarse como accidental, ya que se presenta solamente si una

hembra gestante esta cursando por la fase aguda de la infección debido a que los taquizoítos

pueden atravesar la barrera placentaria e infectar al producto en gestación. Se han reportado

otros  mecanismos  de  transmisión,  pero  debido  a  que  son  de  menor  relevancia

epidemiológica no se tratarán en lo sucesivo. 

Figura 5. Mecanismos de transmisión de la toxoplasmosis. Los dos principales mecanismos de infección son

por la  ruta  fecal-oral  mediante  la  ingesta  de ooquistes esporulados con esporozoítos (flechas rojas)  o  por

carnivorismo mediante la ingesta de quistes tisulares (flechas azules). Adicionalmente, la infección se puede

adquirir por la vía congénita con taquizoítos (flecha rosa) si las hembras de los mamíferos adquieren la infección

durante la gestación.
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4.5. PATOGENIA

4.5.1. CICLO LÍTICO

En la fase aguda de la toxoplasmosis,  la diseminación a otros órganos extra-intestinales

depende de los taquizoítos a través de una serie de procesos conocidos como ciclo lítico3

(Black and Boothroyd 2000), el cual incluye tres eventos secuenciales (Blader et al. 2015): 1)

Invasión de la célula hospedera. En la primera parte de este proceso cuando los taquizoítos

se encuentran en el medio extracelular, proteínas de superficie del parásito como la laminina

o una familia de proteínas 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 β1 y

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 parásito 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 proteínas como la AMA1 (Hehl et al. 2000) y MIC8 (Kessler et al. 2008)

en tanto que las roptrías secretan las proteínas RON5 (Beck et al. 2014), permitiendo que en

la membrana de la célula se forme una brecha en forma de anillo conocida como unión móvil

(Alexander et al. 2005; Besteiro et al. 2009; Lamarque et al. 2011; Mital 2005; Shen and

Sibley  2012).  Durante  la  tercera fase de la  invasión  suceden varios eventos de manera

paralela que ponen fin al proceso de invasión. Después de la formación de la unión móvil, las

roptrías secretan las proteínas ROP1 que están involucradas en la formación inicial de la

vacuola  parasitófora  (Carruthers  and  Sibley  1997),  durante  este  proceso,  T.  gondii se

constriñe para ingresar a través de la unión móvil en sentido antero-posterior del parásito e

3 Ciclo lítico. Proceso de replicación 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 parásito continúa la invasión, la membrana de la célula se

invagina para formar la vacuola parasitófora (Suss-Toby et al. 1996), y una vez formada,  los

granulos densos secretan proteínas conocidas como GRA, permitiendo la formación de  un

complejo  microtubular  entre  el  parásito  y  la  vacuola  parasitófora  (Achbarou  et  al.  1991;

Carruthers and Sibley 1997; Gold et al. 2015; Mordue et al. 1999). Finalizado el proceso de

invasión,  algunos  organelos  de  la  célula  hospedera  como  la  mitocondria  y  el  retículo

endoplásmico (Melo  et  al.  1992;  Coppens et  al.  2006)  son secuestrados,  permitiendo la

nutrición y replicación del parásito (Dunn et al. 2007). 2) Replicación del parásito. Una vez

que  el  parásito  modifique  el  microambiente  celular  para  su  beneficio,  los  taquizoítos  se

replicarán  inmediatamente  por  endodiogenia  (Sheffield  and Melton  1968;  Goldman et  al.

1958) por varios ciclos de replicación con una duración de ~7 horas cada uno hasta su

egreso de la célula (Radke 2001; Radke and White 1998). 3) Egreso de los parásitos. Este

proceso que se realiza de manera rápida (Blader et al. 2015), inicia cuando los parásitos

atraviesan la vacuola parasitófora constriñendose de manera similar al proceso de invasión

celular, y finaliza con la lisis de la célula, lo que permite la salida de los parásitos al medio

extracelular e infección de nuevas células (Caldas et  al.  2010).  Para iniciar y concluir  el

proceso, son necesarios algunos estímulos, como la disminución del potasio (Moudy et al.

2001),  el  incremento  del  calcio  intracelular  (Endo  et  al.  1982)  o  el  incremento  en  la

concentración de ácido abscísico (ABA) (Nagamune et al. 2008). En conjunto estos estímulos

se agrupan en los que involucran al sistema inmune del hospedero y los que no lo involucran

(Blader et al. 2015). 

4.5.2. INFECCIÓN POR T. gondii

De manera general, se considera que la toxoplasmosis no representa un problema de salud

pública en humanos, debido a que ~80% de las infecciones son asintomáticas y a que no
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presentan complicaciones ni  en  la  fase aguda ni  en  la  crónica  (Montoya and Liesenfeld

2004). Del porcentaje restante, algunos individuos presentan sintomatología moderada que

suele ser autolimitante (Montoya and Liesenfeld, 2004; Robert-Gangneux and Darde, 2012) y

solo una pequeña proporción de los individuos infectados con sintomatología desarrolla las

formas  más  severas de la  infección,  resultando en  complicaciones  congénitas,  oculares,

cerebrales e incluso la muerte si la infección es diseminada en la mayoría de los órganos.

Las descripciones de la toxoplasmosis en animales no humanos se basa principalmente en

las realizadas en animales domésticos y en especies silvestres en semicautiverio o que se

encuentran  amenazadas;  sin  embargo,  se  considera  de  manera  general  que  las

manifestaciones clínicas son similares a las descritas en el humano (Montoya and Liesenfeld

2004).  En la toxoplasmosis,  las diferencias en la sintomatología de los hospederos es el

resultado de la interacción de factores característicos del  parásito y de las especies que

infecta, de las cuales, la interacción in vivo más estudiada es con el ratón, debido a su uso

como modelo experimental. Por esta razón, el principal criterio para determinar la virulencia

de  las  cepas  es  el  porcentaje  de  sobrevivencia  y  mortandad  que  genera  un  inoculo

determinado de parásitos en el ratón (Kaufman et al. 1958). 

La virulencia de las cepas de  T. gondii se debe a la  combinación de factores celulares,

moleculares y genéticos. 

1) Factores celulares. A diferencia de los merozoítos, los esporozoítos y los bradizoítos cuya

existencia está limitada al epitelio intestinal o a estructuras de resistencia, los taquizoítos son

el  único  estadio  con  la  capacidad  de  diseminar  la  infección  a  órganos  extraintestinales

(Ferguson  2004).  De  acuerdo  con  Blader  et  al.  (2015),  las  formas  más  severas  de  la

toxoplasmosis  se  relacionan  a  la  destrucción  tisular  generada  por  el  ciclo  lítico  de  los

taquizoítos durante la fase aguda de la infección. Durante esta fase, los taquizoítos pueden

invadir  tejidos  lejanos  al  sitio  de  infección  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 parásito se alteren (Barragan

et  al.  2005).  Adicionalmente  se  ha  reportado  que  los  taquizoítos  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

biológicas (Barragan and Sibley 2003) e invadir órganos “inmunoprivilegiados”4 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 patógenos intracelulares (Black and Boothroyd 2000).  Ejemplo de ello  son la

familia de proteínas SAG que están involucradas en los eventos iniciales de invasión 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 parásito

que se ha relacionado con la virulencia es la proteína MIC2 secretada por las micronemas,

esta  proteína  interacciona  con  moléculas  de  adhesión  celular  ICAM-1  relacionadas  con

mecanismos  de  tráfico  celular  en  los  hospederos,  por  lo  que  se  considera  que  esta

interacción  le  permite  a  T.  gondii explotar  estos  mecanismos  para  diseminar  más

rápidamente la infección en tejidos extraintestinales (Barragan et al.  2005;  Barragan and

Sibley 2002; Huynh and Carruthers 2006). Adicionalmente, se ha observado que la expresión

génica es diferente entre los cuatro  estadios (Boothroyd et  al.  1998)  e  incluso entre los

taquizoítos extracelulares e intracelulares (Lescault et al. 2010), lo cual explica en parte el

porque solo el taquizoíto tiene la capacidad de diseminar la infección.

4 Inmunoprivilegiados. Concepto desarrollado por Peter Medawar en 1948. Establece que el cerebro y la

cámara  anterior  del  ojo  son  sitios  privilegiados  inmunológicamente,  debido  a  la  ausencia  de  vasos

sanguíneos  o  linfáticos,  lo  que  los  hace  libres  de  reacciones  anti-alotransplantes  y  de  respuesta

inflamatoria. El concepto se ha extendido a otros órganos como testículos, placenta, fetos.   
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3) Factores genéticos. Se ha descrito que aspectos relacionados con la patogenicidad de T.

gondii como la  diseminación de la  infección (Barragan et  al.  2005;  Barragan and Sibley

2002), la tasa de replicación (Kaufman et al. 1959), la capacidad de producir quistes tisulares

(Dubey 1997) y otros más, es diferente entre las distintas cepas. Por esta razón, los estudios

de tipificación  genética  incluyen  genes  de  proteínas  de  virulencia  secretadas  durante  la

infección (Khan et al. 2007; Su et al. 2010, 2006; Howe and Sibley 1995). Estos estudios han

evidenciado  la  relación  entre  el  genotipo  de  T.  gondii y  sintomatologías  particulares  en

algunos hospederos.  Ejemplos de esta  relación  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 I que se relacionan con la toxoplasmosis ocular y congénita en humanos (Khan

2006), las cepas tipo II 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 clínicas

severas en humanos (Bossi et al. 2002; Carme et al. 2002, 2009). 

4.6. DIAGNÓSTICO Y AISLAMIENTO DE T. gondii 

En  la  actualidad  existen  diversas  técnicas  que  permiten  determinar  si  un  organismo es

positivo a toxoplasmosis, y están basadas en serología, ADN o demostración del parásito en

tejidos. Sin embargo, debido a que la toxoplasmosis suele ser asintomática, la mayoría de las

veces el diagnóstico solo es indicativo que se tuvo contacto con el parásito en el pasado. Por

otro  lado,  aunque  el  aislamiento  no  es  un  procedimiento  diagnóstico  rutinario,  puede

utilizarse como una técnica auxiliar  en casos particulares en los que se requiera asociar

síntomas  o  daños  tisulares  con  el  parásito.  La  efectividad  de  las  técnicas  anteriores

dependen de aspectos como experiencia en la técnica, accesibilidad a muestras biológicas

como  sangre,  tejido,  liquido  cefalorraquídeo,  etc;  la  importancia  médica,  veterinaria,

económica y  biológica  que represente  el  hospedero,  por  ejemplo  mujeres  embarazadas,

animales  de  producción  ganadera,  especies  protegidas,  etc;  las  características  de  la
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infección, por ejemplo toxoplasmosis ocular, cerebral, congénita, diseminada, etc (Montoya

and Liesenfeld 2004; Robert-Gangneux and Darde 2012; Dubey and Beattie 1988).

4.6.1. DIAGNÓSTICO MEDIANTE SEROLOGÍA

Las técnicas están enfocadas en corroborar  la  existencia de anticuerpos anti-T.gondii en

suero, aunque existen modificaciones para detectarlo en jugo de carne, leche u otros fluidos.

La mayoría de las técnicas han sido desarrolladas para ser usadas como diagnóstico de

toxoplasmosis en humanos, aunque a través de los años algunas han sido modificadas para

ser aplicadas principalmente en especies de interés ganadero, y en menor proporción para

ser aplicadas en fauna silvestre (Montoya and Liesenfeld 2004; Robert-Gangneux and Darde

2012; Dubey and Beattie 1988).

La prueba de tinción 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.gondii, al ser incubado a 37°C por una hora con taquizoítos en presencia

de complemento, los anticuerpos promoverán la lisis del citoplasma del parásito, por lo que al

agregar un colorante (azul de metileno), es posible diferenciar mediante microscopia a los

taquizoítos 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 fluoróforo para detectar los anticuerpos anti-T.gondii en suero

(Kelen et al. 1962). El MAT acrónimo en inglés de “Modified Agglutination Test”, en donde el

suero es tratado con β-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 inmunoabsorción ligado a enzimas “ELISA”

por su acrónimo en inglés “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”, en el que un conjugado
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de antígeno del parásito (Franco et al. 1981) o suero del hospedero (Naot and Remington

1980) es fijado en una superficie plástica y mediante un sistema de anticuerpos, enzimas

primarias y secundarias detecta IgM por una reacción colorimétrica. En la actualidad, esta

técnica es usada rutinariamente en laboratorios clínicos 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 más usada en laboratorios de referencia e

investigación (Robert-Gangneux and Darde 2012). 

4.6.2. DIAGNÓSTICO POR PCR

Esta metodología  ha probado ser sencilla, sensible y reproducible, por lo que proporciona un

método rápido y eficaz en la detección de DNA de  T. gondii (Robert-Gangneux and Darde

2012; Su et al. 2010). Es posible aplicarlo en diversas muestras biológicas 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 vítreo (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 diagnóstico, se usan las variantes de PCR cuantitativo y

PCR  anidado  con  dos  pares  de  iniciadores,  en  combinación  con  la  amplificación  de

fragmentos de ADN cortos de regiones génicas unicopia y multicopia (Dubey and Beattie

1988). La región génica conocida como gen B1 (Burg et al. 1989) y el elemento 529 (Homan

et al. 2000), son dos de las más usadas debido a su naturaleza multicopia.

4.6.3. AISLAMIENTO EN RATÓN

El  aislamiento  de  T.  gondii suele  estar  enfocado  a  relacionar  al  parásito  con  alguna

manifestación clínica o como el agente causante de muerte, aunque también se practica con

muestras biológicas de hospederos sin sintomatología con el fin de determinar la distribución
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geográfica  o  la  frecuencia  de  una  cepa.  En  combinación  con  pruebas  de  tipificación,  el

aislamiento es considerado como la metodología 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 ratón, el gato y

el cultivo celular, y su elección depende de las características de la muestra biológica (fluídos

corporales, tejidos, materia fecal), la vía de inoculación (intraperitoneal, subcutáneo y por la

vía oral) y el estadio de T. gondii presente en la muestra. En el caso de los fluidos corporales

como sangre o líquido cerebroespinal, la muestra se centrifuga y el sedimento de taquizoítos

se inyecta de forma intraperitoneal (i.p.) o subcutánea (s.c.) en ratones o se agrega a un

cultivo celular. Con los tejidos, la elección de la técnica depende si es una infección aguda o

crónica. Si se sospecha de una infección aguda, el  tejido se rompe mecánicamente y se

resuspende en solución salina (NaCl  al  0.9 %) con o sin antibiótico,  el  sobrenadante se

inyecta de forma i.p. o s.c. en ratón. Cuando se trata de tejidos de animales asintomáticos o

en fase crónica en donde podrían estar formados los quistes tisulares, el tejido se rompe

mecánicamente  y  se  digiere  con  pepsina  para  liberar  a  los  bradizoítos  de  los  quistes

tisulares,  la  inoculación de los bradizoítos se hace de forma s.c.  en 5 a 10 ratones por

muestra  biológica.  Con la  materia  fecal  de  los  hospederos definitivos,  la  muestra  puede

procesarse mediante un protocolo de flotación estándar que use una solución con densidad

mayor  a  1.18,  el  sobrenadante  se  inocula  por  la  vía  oral  en  ratones.  Los gatos  suelen

utilizarse cuando la carga parasitaria es baja, con lo que puede usarse una fracción mayor

del tejido. Se han reportado aislamientos exitosos a partir de diversas muestras biológicas de

humanos y animales domésticos y silvestres.  La metodología más empleada es la descrita

por Dubey (1998), y toma como base la resistencia del bradizoíto a la digestión por pepsina

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

Las primeras clasificaciones de  T.  gondii  se basaron en la  patogenicidad que las cepas

mostraban en el  ratón.  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 existía 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 tipificación basadas en marcadores moleculares y su aplicación

gradual en la toxoplasmosis, han llevado a una reclasificación continua de algunas de las

cepas más representativas (Tabla 3), lo que ha sido un aspecto conflictivo en la comparación

de los resultados (Su et al. 2012). Los primeros marcadores moleculares que se utilizaron

para clasificar al parásito fueron las isoenzimas (Darde et al.  1988), aunque rápidamente

cayeron en desuso y fueron rebasadas por los análisis de RFLP5 (Cristina et al. 1991) y en

específico por los análisis mediante PCR-RFLP (Sibley and Boothroyd 1992). Las primeras

conclusiones obtenidas con marcadores moleculares, fueron que  Toxoplasma poseía poco

polimorfismo genético (Sibley and Boothroyd 1992; Dardé et al. 1992) y que todas las cepas

y  aislados  podían  agruparse  en  tres  linajes  clonales  (Howe  and  Sibley  1995).  Estas

conclusiones  fueron  basadas  en  los  resultados  de  los  análisis  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 restricción de longitud variable. Por sus siglas en inglés “Restriction Fragment Length

Polymorphism” 
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Tabla 3. Tipificación de T. gondii con distintas metodologías.

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 años posteriores, la aplicación y uso de técnicas y marcadores moleculares con mayor

capacidad  resolutiva,  como  los  microsatélites  (secuencias  cortas  en  tandem  de  2-6

nucleótidos) que son muy polimóficos debido a las variaciones que presentan su longitud

(Ajzenberg  et  al.  2002a;  Blackston  et  al.  2001),  o  el  análisis  de  intrones  de  genes

constitutivos (Khan et al. 2007; Su et al. 2006), que se considera evolucionan con menor

presión 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 tipificación multilocus, se ha utilizado también la tipificación 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  tipificación  con  estos  loci  toma  como  ventaja  el  bajo

polimorfismo entre los linajes clonales que se relacionan con manifestaciones clínicas en la

toxoplasmosis humana (Howe and Sibley 1995), por lo que fueron diseñados 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 GRA6 y el B1 han sido

de gran utilidad en la identificación de nuevas cepas (Miller et al. 2004) o realizar rastreos

epidemiológicos de las ya conocidas (VanWormer et al. 2014).

4.8. FILOGEOGRAFÍA DE T. gondii.

Durante los primeros estudios de tipificación de T. gondii, un hallazgo frecuente fue la escasa

diferenciación genética entre las cepas y aislados del parásito (Dardé et al. 1992; Howe and

Sibley 1995). Esta ausencia de variabilidad genética, que concordaba con la definición de

clona6 que Tibayrenc y Ayala  habían propuesto en su publicación  Towards a Population

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

1991), sirvió en parte para proponer que la población global de T. gondii era clonal (Tibayrenc

1993).  Esta  hipótesis  perduró  por  varios  años,  ya  que  a  pesar  de  usarse  marcadores

moleculares más resolutivos como los microsatélites (Ajzenberg et al. 2002a), el desequilibrio

de ligamiento que se detectaba seguía siendo significativo, además de que la mayoría de las

cepas seguían conformando tres grupos (Wendte et al. 2011). El primer grupo, representaba

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

6 Clona: Término acuñado 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.
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III,  y representaban aproximadamente el 90% de las muestras; el segundo grupo son las

cepas conocidas como “linajes/cepas” recombinantes, referidas así porque presentaban una

combinación 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 atípicas o exóticas, definidas así

debido a que poseían 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 hipótesis sobre la clonalidad de las

poblaciones de T. gondii fue basada en análisis con sesgos de muestreo y técnicos, ya que la

mayoría de las  cepas provenían de casos clínicos  de toxoplasmosis en humanos o sus

animales de compañía y habían sido aisladas principalmente en Francia, Estados Unidos y

Brasil,  por  lo  que  existía  una  sobrerrepresentación  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

sintomatología  (Lehmann  et  al.  2004),  fauna  silvestre  (Khan  et  al.  2011)  y  de  zonas

geográficas  no  muestreadas  (Bertranpetit  et  al.  2017;  Lehmann  et  al.  2006),  logrando

capturar  una  mejor  representación  de  la  estructura  de  la  población  global  de  T.  gondii.

Analizados por separado, algunos de estos estudios reportan resultados diferentes, como el

de la estimación del ancestro en común más 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, así como la distribución y

prevalencia de las variantes genéticas del parásito. 
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En un estudio reciente en el  que se analizaron mediante análisis por secuenciación, 168

cepas agrupadas en 13 poblaciones en el mundo, Bertranpetit et al (2017) estimaron que el

ancestro  en  común  más  cercano  de  las  cepas  actuales  de  T.  gondii se  originó  hace

aproximadamente 1.5 millones de años. 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 Biológico Americano (GABI) (Webb 2006), después de que el corredor

terrestre panameño emergiera hace unos 2 o 3 millones de años (O’Brien et al. 2008). Este

evento, que favoreció la expansión y diversificación de diversas especies de mamíferos en

SA (Webb  2006),  pudo  haber  favorecido  también  al  T.  gondii ancestral,  permitiendo  la

acumulación 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), África (Af) o Asia (As) es considerablemente menor que en

SA,  además de que en cada población  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 haplogrupos7 que integran a las cepas tipo II, III

(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, II y III (Khan et al. 2007; Su et al. 2012; Bertranpetit et al.

2017),  de las cuales las cepas tipo II  son las más frecuentes (Khan et al.  2007).  Por el

contrario, En SA existen una mayor cantidad de haplogrupos (incluyendo los de las cepas

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

7 Haplogrupo. Aplicados en la tipificación 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 nucleótido) 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 población mundial de  T. gondii es el resultado de reducciones alélicas por

efectos de la deriva génica y efecto fundador después de algunos eventos de migración, 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

parásitos como Plasmodium  (Tanabe et al. 2010). Por esta razón, tomando como base la

distancia genética y geográfica entre las poblaciones,  se ha propuesto que el  centro de

origen de  T. gondii es alguna región de SA, debido a que presenta una mayor diversidad

genética que NA u otra población en el mundo (Lehmann et al. 2006; Bertranpetit et al. 2017).

Una explicación razonable sobre como pudo migrar  T. gondii hacia NA, podría encontrarse

en eventos ocurridos durante el pleistoceno tardío hace ~10,000 años (Culver et al. 2000; Su

2003;  Morrison  2005).  Algunos  estudios  sugieren  que  la  divergencia  de  las  cepas

arquetípicas,  fue  hace  ~10,000  años  (Su  2003),  tiempo  en  el  cual  sus  poblaciones

comenzaron  su  expansión  (Morrison  2005).  Por  otro  lado,  mediante  el  análisis  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 años, 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  extinción  masiva  ocurrida  en  NA durante  el

pleistoceno tardío, en el que desaparecieron el 80 % de los grandes vertebrados (Culver et

al.  2000)  y  algunos  mamíferos  pequeños  (MacConaill  et  al.  1968).  El  proceso  de

repoblamiento de Pumas en América, podría representar el mecanismo de migración 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 migración mediado por el  hombre pudo haber introducido  T. gondii al

Viejo Mundo. Los autores consideran que durante el tráfico marítimo en el siglo XVI, pudieron

generarse focos hiperendémicos de la infección a bordo de los barcos por un ciclo constante

entre  gatos  y  roedores,  por  lo  que  al  llegar  a  los  puertos,  las  poblaciones  del  parásito

pudieron expandirse al interior de los continentes mediante el gato doméstico (Lehmann et al.

2006). Como evidencia de su hipótesis, Lehmann et al (2006) señalan 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  parásito  como la prevalencia de la infección en los

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

5.1. SEROEPIDEMIOLOGÍA DE LA TOXOPLASMOSIS EN MÉXICO

A pesar de que ya se conocían diversos aspectos sobre la toxoplasmosis humana en México,

no  es  sino  hasta  los  resultados  de  la  Encuesta  Nacional  Seroepidemiológica  de  1987

(Velasco-Castrejón et al. 1992), que se observa de una forma más clara la relación de la

prevalencia  de  la  infección  y  algunos  aspectos  biogeográficos  en  nuestro  país.  En  este

estudio, Velasco-Castrejón et al (1992), analizaron mediante inmunofluorescencia indirecta

29  272  sueros  de  una  muestra  representativa  de  la  población  mexicana.  Tomando  en

consideración las características geográficas del territorio nacional, los autores dividieron las

32 entidades federativas en tres regiones. La región norte que se ubica al norte del Trópico

de Cáncer (TC) y posee suelos más áridos y climas extremosos; la región centro que se

ubica al sur del TC, posee climas templados y carece de costas; y la región costera, también

al  sur  del  TC,  posee  costas  y  climas  subtropicales  (Velasco-Castrejón  et  al.  1992).  La

prevalencia de la infección a una dilución en suero de 1:128 fue de <10% en la región norte,

del 10-20% en la región centro y del 20-60% en la región costera, en tanto que a una dilución

de 1:16, los valores incrementaron hasta 10 puntos porcentuales en cada región. De acuerdo

con  los  autores,  estos  resultados  mostraron  que  en  nuestro  país  las  características

bioclimáticas  de  las  tres  regiones  se  asociaban  con  la  prevalencia  de  la  infección,

considerando que el clima árido del norte de México evitaba que los ooquistes esporularan y

favorecían que posteriormente murieran, en tanto que en la región subtropical, la temperatura

y humedad favorecían que los quistes esporularan más rápido y permanecieran viables por

más tiempo (Velasco-Castrejón et al. 1992). 

La  actualización  sobre  la  seroepidemiología  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 Nutrición 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 población con características similares a las

de Velasco-Castrejón et al (1992). En el estudio, las tres regiones mostraron un incremento

en la prevalencia global de la toxoplasmosis en el país, 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 región costera, como

Colima, Veracruz y Oaxaca, la prevalencia de la infección incremento a >70 % (Figura 6). A

pesar  de  que  la  comparación  entre  ambos  estudios  es  complicada  debido  a  que  el

diagnóstico se realizó con técnicas y tamaños de muestra diferentes, los resultados de las

prevalencias por regiones son congruentes en ambos estudios, en donde las prevalencias

más  altas  correspondieron  a  la  zona  costera  (Velasco-Castrejón  et  al.  1992;  Caballero-

Ortega et al. 2012).

La  seroepidemiología  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

(Hernández-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, Yucatán, Puebla, Veracruz, Michoacán, Coahuila, Nuevo León,

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

Estos estudios muestran similitudes con las diferencias en las prevalencias entre las tres

regiones geográficas descritas por Velásco-Castrejon (2012) en humanos.  Por ejemplo, la

prevalencia  promedio  de  la  infección  en  animales  silvestres,  domésticos,  ferales  o  en

cautiverio, independientemente de sus hábitos alimenticios, es de ~20% en la región norte ,

del ~31% en la región centro y ~48% en la región costera. 
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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 Seroepidemiológica de 1987 (arriba), la Encuesta Nacional de Salud del 2000

(abajo a la izquierda) y la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición del 2006 (abajo a la derecha). El código 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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Figura  7.  Mapa de  México  mostrando  las  entidades federativas  en  las  que  se  han  realizado  estudios  de

serología en animales (Color gris). Los códigos de letras indican con la primer letra si el animal es un ave (A),

mamífero  carnívoro  (C),  mamífero  omnívoro  (O)  o  mamífero  hervíboro  (H),  y  con  la  segunda letra  si  son

domésticos (d), fauna silvestre (s), ferales (f), en cautiverio (c) y * si son mamíferos marinos. Mapa basado en

Hernández-Cortazar et al (2015).

Por otro lado si se analizan por separado, se puede observar que las prevalencias varían

dependiendo del grupo filogenético o los hábitos alimenticios. En las aves, la prevalencia

promedio es de ~9.8%, mientras que en los mamíferos es de ~38.7%, de los cuales el

~47.6% son carnívoros, el ~38.3% son omnívoros y el ~30.4% son hervíboros.  (Hernández-

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

En México existen algunos estudios de tipificación de las cepas de T. gondii  en humanos y

animales (Figura 8), para los cuales se han empleado estrategias de tipificación con un solo

locus con los marcadores SAG2 (Dubey et al. 2004; Rico-Torres et al. 2012), SAG3 (Cedillo-

Peláez et al. 2011; Rico-Torres et al. 2015) y BTUB (Rico-Torres et al. 2012), y estrategias de

tipificación multilocus (Dubey et al. 2013; Rico-Torres et al. 2015; Dubey et al. 2009), usando

metodologías  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 país. Por

ejemplo en la región 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 I y 5 cepas tipo III.

Años posteriores, cuatro de estos aislados fueron tipificados nuevamente como cepas tipo III

por Dubey et al (2009), empleando una metodología de PCR-RFLP multilocus propuesta por

Su et al (2006). En la misma región, Cedillo-Peláez et al (2011) identificaron por PCR-RFLP

del  marcador  SAG3,  cepas  “tipo  I”  en  pulmón  e  hígado  de  dos  monos  ardilla  (Saimiri

sciureus) que habían muerto previamente por toxoplasmosis. Aunque el origen de los monos

es desconocido, los autores consideran pudieron haber adquirido la infección cerca de la

Ciudad de México (Cedillo-Peláez et al. 2011). Por otro lado, el único reporte de tipificación

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 I en dos neonatos y una madre, en tanto que con los

marcadores SAG2 y BTUB identificaron cepas similares a la tipo I con alélos únicos, en las

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

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 habían sido reportados, uno fue nuevo pero

ninguno de los cuatro fueron clonales. También en Durango, Dubey et al (2013) identificaron

un nuevo genotipo mediante tipificación multilocus empleando la estrategia propuesta por Su

et al (2010), la cepa analizada fue aislada de un puma (Felis concolor) de vida libre que

murió  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  III  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 país se encuentran circulando

cepas de los linajes clonales tipo I, II y III como cepas recombinantes y atípicas.

Figura 8. Estados de la República 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. BIOGEOGRAFÍA DE MÉXICO

Desde el punto de vista de la biogeografía,  México es un territorio extraordinario ya que

representa una zona de transición (Figura 9) entre dos regiones biogeográficas8 (Morrone

2015). La Neártica, que está integrada por el norte, los altiplanos y las montañas que los

rodean, y la Neotropical, integrada por las tierras bajas tropicales y la Península de Yucatán

(Halffter  et  al.  2008).  En  la  actualidad  es  posible  identificar  diferencias  latitudinales  y

longitudinales debido a la interacción de estas regiones y la historia geológica de nuestro

territorio. Uno de los principales contrastes latitudinales se plantea entre la mitad norte, hoy

día semiárida y árida, y la mitad sur, hoy  templado-húmeda y tropical, como resultado de los

cambios  ocurridos  durante  el  Cuaternario  en  los  patrones  de  circulación  general  de  la

atmósfera  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

geológicos  que  han  ocurrido  a  lo  largo  del  tiempo.  En  nuestro  territorio,  los  actuales

accidentes geográficos han sido el resultado de las interacciones tectónicas y magmáticas en

los límites de placas que convergen en el entorno de México, y que ocurrieron desde finales

del  Cretácico hace 80 millones de años,  algunos de los ejemplos son la Sierra Madre∼

Oriental, la Sierra Madre Occidental, la Faja Volcánica Transmexicana (que sirve de conexión

entre las dos anteriores), el Golfo y Península de California, entre otras (Arroyo-Cabrale et al.

2008). Adicionalmente, a partir de la formación del corredor terrestre panameño hace ~3.5

millones de años y el posterior intercambio biológico entre el Norte y el Sur del continente

Americano, en nuestro país convergen dos grandes conjuntos bióticos muy distintos en su

historia  evolutiva (Arroyo-Cabrale  et  al.  2008;  Halffter  et  al.  2008).  La interacción de los

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

8 Región  Biogeográfica.  Es  una  categoría  jerárquica  que  refleja  patrones  de similitud  biológica  a  escala

global. 
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nuestro territorio, pero principalmente por la Faja Volcánica 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 están ocupadas por biotas mixtas y una

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

Figura 9. Regiones Neártica, Neotropical y la región de transición entre ellas en territorio Mexicano. Tomado de

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

Tomando como base los reportes de seroprevalencia  de la  toxoplasmosis  en México de

Velasco-Castrejón et al (1992) y de Caballero-Ortega et al (2012), algunas regiones del país

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 infección en México es Colima,

ya  que  la  prevalencia  de  la  infección  en  humanos  aumentó  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 país (Velasco-Castrejón et al. 1992; Caballero-Ortega et al. 2012). Adicionalmente,

existen reportes sobre la toxoplasmosis con relación a otros factores en esa región. Por

ejemplo, Caballero-Ortega et al (2008) reportaron que en borregos la prevalencia se encontró

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 infección

fue de 34.3 %, 28.1% y 12.2% consecutivamente. Con respecto a la infección 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  (García-

Márquez 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

alimentación y la presencia en gatos se identificaron como factores de riesgo para adquirir la

infección (Caballero-Ortega et al. 2008; García-Márquez et al. 2007). 

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

Colima es el estado menos poblado en el país y el cuarto más pequeño en extensión. Se
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encuentra delimitado al Sur por el Océano Pacífico y al  Oeste, Norte y Este por relieves

montañosos de la Sierra de Jalisco y el Volcán de Fuego, por lo que se encuentra en la

región Neotropical en los límites entre esta y la Zona de Transición con la región Neártica.

Aproximadamente, el 86 % de su territorio posee un clima cálido-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. El 89% de su población 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 características descritas en los dos párrafos anteriores, permiten plantear la interrogante

sobre  si  la  combinación  de  las  características  biogeográficas  actuales  de  Colima  y  la

interacción de los hospederos, permitirá identificar una estructura poblacional de  T. gondii

que muestre la transición de la diversidad genética de las poblaciones de este parásito entre

las  regiones  Neártica  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 debía existir la presencia de gatos que

transitaran  libremente,  lo  cual  puede  favorecer  el  flujo  de  cepas  entre  distintas  zonas

geográficas (VanWormer et al. 2014). 2°) Los tejidos debían pertenecer a borregos criados

en condiciones de semicautiverio con pastoreo abierto, ya que esta práctica de crianza en

exteriores se relaciona con mayores tazas de la infección (Dubey 2009b). Estos dos puntos y

el  hecho  de  que  los  borregos  son  altamente  susceptibles  a  la  infección  por  ooquistes,

permiten usar  al  borrego como organismo sentinela de la  toxoplasmosis para obtener  la

mayor cantidad de cepas posible y realizar una mejor descripción de la variabilidad genética

de T. gondii 

La zona costera del Pacífico Mexicano, se encuentra cerca de la zona de transición entre las

regiones Neárticas y Neotropicales. El analizar esta región en relación con la toxoplasmosis,

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

zonas de transición entre las bioregiones no poseen límites bien definidos (Morrone 2015), la

estructura de la población de T. gondii en esta zona mostrará la transición gradual entre la

variabilidad genética del Neártico y el Neotropical. Adicionalmente, será posible identificar las

variantes más frecuentes, lo que sentará las bases para estudios posteriores de asociación

entre la toxoplasmosis en humanos y animales.
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7. HIPÓTESIS

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  características  ecológicas,

climáticas  y  de  biomas,  es  posible  relacionarla  a  un  mayor  número  de  eventos  de

recombinación en los hospederos definitivos; y al ser México una zona de transición entre las

dos ecozonas americanas (Neártica y Neotropical); entonces es probable que en la región

costera del Pacífico Mexicano se identifiquen diferentes haplotipos cosmopolitas y haplotipos

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

8.1. OBJETIVO GENERAL

Describir  la  diversidad  genética  y  distribución  filogeográfica  de  T.  gondii en  distintas

poblaciones de borregos infectados de manera natural en una zona hiperendémica de la

toxoplasmosis en una región costera del Pacífico Mexicano.

8.2. OBJETIVOS PARTICULARES

 Obtener  muestras de sangre  y  tejido de borregos de distintas zonas de la  región

costera del Pacífico Mexicano.

 Estandarizar un ensayo de PCR en punto final para loci específicos de T. gondii, cuya

secuencia genética sea polimórfica

 Genotipificar las cepas de  T. gondii mediante el  análisis directo de los amplicones

obtenidos sin realizar aislamiento en ratón.

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

analizadas.  

 Plantear  una  hipótesis  filogeográfica  sobre  la  distribución  de  los  haplotipos  de  T.

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

Mexicano.
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9. MATERIALES Y MÉTODOS

9.1. MUESTREO

Durante  marzo  del  2013  a  marzo  del  2014,  integrantes  del  Centro  Universitario  de

Investigación y Desarrollo Agropecuario de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad de Colima, obtuvieron muestras de suero y tejidos (diafragma, corazón y

músculo  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-ZOO-1995  que  tiene  como  objetivo  establecer  los  métodos  de  insensibilización  y

sacrificio  de  los  animales  domésticos  y  silvestres,  con  el  propósito  de  disminuir  su

sufrimiento, evitando al máximo la tensión y el miedo durante este evento.

Los tejidos de cada borrego se lavaron con una solución al 1% de un desinfectante comercial

(Virkon S, BAYER, México). Para evitar contaminación cruzada, los tejidos de cada borrego

se colocaron en bolsas individuales (en las que se anotaron datos poblacionales que incluían

la  localidad  y  municipio  de  origen  del  animal,  edad,  sexo  y  raza) para  su  envío  al

Departamento de Ecología de Agentes Patógenos (DEAP) del Hospital General “Dr. Manuel

Gea González”. El envío de las muestras se realizó 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 frío  durante  el  traslado y  hasta  su  llegada al  DEAP para  su

procesamiento.

9.2. CONCENTRACIÓN DE QUISTES TISULARES.

Considerando que los animales infectados de manera natural suelen poseer un bajo número

de quistes (Robert-Gangneux and Darde 2012) y a que estos no presentan una distribución

homogénea en los tejidos (Dubey 1998b), previo a la extracción de DNA, se implementó una

técnica  de  concentración  con  el  fin  de  obtener  la  mayor  cantidad  de  quistes  tisulares
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presentes en una fracción de tejido. El protocolo implementado se basó en la técnica de

flotación por gradiente de densidad que se utiliza comúnmente para aislar huevos, quistes y

ooquistes  de  parásitos  en  materia  fecal (Biagi,  2004) y  por  otro  lado  en  el  método  de

digestión con pepsina para el aislamiento e inoculación de bradizoítos de T. gondii en ratón a

partir de tejidos infectados (Dubey, 1998b). El protocolo empleado se describe en el Anexo 1,

brevemente: el tejido se homogeneizó y filtró a través de un tamiz metálico con apertura de

malla de 180 µm  (Newark wire cloth company, NJ, EEUU), se realizaron dos lavados con

agua bidestilada previo a la separación de los quistes por diferencia de densidad usando una

solución  de  sacarosa  y  su  posterior  lavado  y  precipitación  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. ANÁLISIS MOLECULARES

9.3.1. EXTRACCIÓN DE DNA

La extracción del DNA se realizó con dos protocolos distintos. En el primer protocolo (Anexo

2), se empleó la pastilla que se obtenía en la técnica para concentrar quistes tisulares a partir

de tejidos sin congelar. Esta pastilla se destinó para realizar la extracción 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

extracción de DNA. Siguiendo el protocolo modificado de VanWormer  et al.  (2014) de un

sistema comercial de extracción de DNA (QIAGEN, Alemania), se procesaron 6 fracciones de

250 mg de cada muestra.



50

9.3.2. INICIADORES.

Para las reacciones de PCR, se usaron iniciadores específicos 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  parásito  en  las  muestras,  se  utilizaron  los  iniciadores  Tm-S  5’-

CAGGAGTTGGATTTTGTAGA-3’  y  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

tipificación  con el  gen  B1,  se  utilizaron los  iniciadores Tm-S/As  en combinación  con los

iniciadores  externos  Pml-S1  5’-TGTTCTGTCCTATCGCAACG-3’,  Pml-AS1  5’-

ACGGATGCAGTTCCTTTCTG-3’;  y  los  iniciadores  internos  Pml-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

combinación de iniciadores amplifican un fragmento de 803 pb. 

Para la tipificación 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 identificación genética certera de  T.

gondii (Khan et al., 2007) ya que ha sido reportado que poseen la resolución adecuada para

diferenciar  y  clasificar  haplogrupos de  este  parásito,  considerándose  también  como  los

iniciadores adecuados para  estudios  de variabilidad genética  y  filogeografía  (Khan et  al.

2007; Su et al. 2012). 



51

Tabla 4. Iniciadores usados en este estudio

En Amarillo, el esquema MLST de 8 marcadores para tipificar haplogrupos, y las tres regiones del apicoplasto

para determinar ancestrías (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 región de 803 pb del gen

B1.  €, Ubicación de la región en la que los iniciadores se alinean con respecto a los distintos cromosomas. ¥

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

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

Las condiciones de amplificación 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 serían secuenciadas,

la  amplificación se ajustó 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 µl 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 Betaína

(PROMEGA, EEUU); BSA 0.4% (vol/vol); 1.5 mM de MgCl2; 200 μM de cada dNTP; 25 pmol

de cada uno de los iniciadores y 3 U de Taq Hot  Star-DNA polimerasa (Promega). Para la

detección  de  DNA  del  parásito  en  la  muestra,  se  usaron  150  ng  de  DNA;  para  la

tipificación,se usaron 300 ng de DNA, y para la tipificación multilocus se usaron para cada

marcador, 250 ng, 500 ng, 750 ng y 1 µg de DNA. 

Con el fin de identificar las muestras en las que se encontraran concentraciones adecuadas

de DNA molde  de  T.  gondii,  se  realizó  un  tamizaje  con el  PCR diagnóstico  usando los

iniciadores  B1-INP (Rico-Torres  et  al.  2015).  Las  muestras  positivas  se  destinaron  a  la

tipificación con el análisis MLST (Khan et al., 2007). Finalmente, como método alternativo se

realizaron análisis 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 concentración necesaria para secuenciar las muestras positivas, se usaron

como templado 2 µl de producto de PCR con los iniciadores internos en la reacción anidada,

y se realizaron dos o tres reacciones de 100 µl 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 secuenciación del Instituto

de Biología de la Universidad Nacional Autónoma de México (IB-UNAM).

9.4. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS

9.4.1. EVALUACIÓN 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 cromatográficos sentido y antisentido de cada

muestra, se utilizó la paquetería Chromaseq versión 1.2 (Maddison and Maddison 2016a)

incluida  en  el  programa  Mesquite  versión  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 nucleotídica 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. BÚSQUEDAS EN BASES DE DATOS PÚBLICAS Y ALINEAMIENTOS

Se realizaron búsquedas BLASTN (Johnson et al. 2008) usando como secuencia se consulta

la  secuencia  completa  del  tándem  del  gen  B1 de  la  cepa  RH  con  número  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 secuenciación del genoma de 16

cepas  distintas  de  T.  gondii.  Los  alineamientos  de  las  secuencias  se  realizaron  con  el

programa ClustalW versión 2.1 con los parámetros predeterminados (Larkin et al. 2007).

9.4.3. RECONSTRUCCIÓN FILOGENÉTICA

La  reconstrucción  filogenética  fue  calculada  con  el  programa MrBayes  versión  3.2.6

(Ronquist  et al., 2012) para lo cual se fragmentaron los datos de secuencias en intrones y

exones. El análisis se hizo con 10 millones de generaciones, la distribución de la probabilidad

posterior y la frecuencia de diagnóstico fue evaluada cada 1000 y 100,000 generaciones

respectivamente, el modelo de sustitución fue implementado durante el análisis mediante el
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supuesto  de  saltos  reversibles,  los  árboles  calculados  fueron  resumidos  con  valor  de

“postburnin” del 50 % y modificados con el programa Figtree versión 1.4.2 (“FigTree,” n.d.).

9.4.4. ÁRBOL DE REDES E INDICES DE DIVERSIDAD GENÉTICA.

Se calcularon redes de haplotipos con el programa NETWORK versión 4.6.11, de acuerdo

con las reglas de redes del algoritmo de Median-Joining (Bandelt et al. 1999). Se calcularon

los índices de diversidad nucleotídica (π),  diversidad haplotípica (Θ),  flujo génico (Nm) y

diferenciación  genética  (HST)  usando  el  software  DnaSP  v5.10.01,  implementando  una

prueba de permutación para determinar niveles de significancia (Librado and Rozas 2009).

Los  rangos  usados  para  diferenciación  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  diferenciación  genética.

Finalmente se calculó el índice de migración 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 panmíctica

independiente (Hartl and Clark 2007).
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10.RESULTADOS

10.1. MUESTRAS OBTENIDAS

Durante un período de 12 meses se obtuvieron muestras de 305 borregos destinados para

consumo humano en una zona costera del Pacífico Mexicano. Los animales provenían de 27

localidades ubicadas en los estados de Colima y Michoacán, México (Figura 10 Y Tabla 5).

Tomando como referencia la proximidad entre las localidades y su distancia con respecto a la

línea costera, las localidades fueron agrupadas en 6 zonas (Z1 a Z6) de la siguiente forma:

Z1) Colima, ~2 km de la línea costera; Z2) Colima, ~14 km de la línea costera; Z3) Colima,

~13 km de la línea costera; Z4) Colima, ~54 km de la línea costera; Z5) Colima y Michoacán

~9,5 km de la línea costera y Z6) Colima cerca del límite con Michoacán ~29 km de la línea

costera.

Del total de las muestras obtenidas, 275 provenían de las zonas 1, 2, 3 y 5; mientras que 30

provenían 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 año, 68% (n=208); 3) 2 a 3

años, 15% (n=46) y 4) >4 años, 11% (n=33).
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Figura 10. Mapa de las localidades de las que se obtuvieron muestras de borregos en la región de la costa del

Pacífico Mexicano. Cada círculo negros representa una localidad distinta. Los números dentro de los círculos

representan el código de cada localidad y corresponden con la Tabla 5. Las zonas (Z1 a Z6) delimitadas con

una línea roja representan las zonas en las que se agruparon las localidades con respecto a l a distancia entre

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

Columna 1, número de localidad. Columna 2 nombre de la localidad. Columna 3 número de muestras obtenidas

en la localidad. Columna 4, número de muestras positivas al gen  B1 con los iniciadores de Rico-Torres et al

(2012). Comuna 5 y 6, sexo del borrego. Columna 7-10 grupos de edad. * En 10 fetos de la localidad Camalote

no pudo determinarse el sexo.



58

10.2. ESTANDARIZACIÓN DE PCR 

Durante los ensayos de estandarización de los PCRs para la tipificación 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, lográndose obtener los productos de amplificación ya

reportados, con excepción 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 análisis MLST propuesto por Khan et al (2007). Por

esta razón, tomando como base el resultado de un PCR de tamizaje en donde se amplificó

un fragmento del gen B1 (Rico-Torres et al., 2015), se implementaron estrategias enfocadas

a obtener los productos de amplificación de los cuatro loci para el análisis 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 modificación de las condiciones de amplificación 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 combinación 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 tipificación parcial por alguno de los loci del MLST.
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Figura 11. Geles de agarosa al 1.5%, teñidos con bromuro de etidio. Estandarizaciones de las condiciones de

amplificación para los 11 marcadores de Khan et al (2007): A, UPRT intrón 1; B, UPRT intrón 7; C, MIC2 intrón

1; D MIC2 intrón 3; E, BTUB intrón 1; F, BTUB intrón 2; G, EF1 intrón 1; H, HP-intrón 2; I, 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 región 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 código de color de los Haplotipos de Toxoplasma gondii en el

gen  B1 y  el  número  de secuencias  que  se  obtuvieron  para  cada  uno.  Las  gráficas  de  pastel  indican  las

localidades (L) con secuencias y el número de muestras que se pudieron secuenciar (n).
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10.3. EVALUACIÓN 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 análisis con los algoritmos phred y phrap, incluidos en la paquetería 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 mayoría 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  Camalote102,  en  la  posición  305  se

observaron los nucleótidos C/t; mientras que en la muestra ElReal109, en la posición 754 se

observaron  los  nucleótidos  A/g.  Una  revisión  puntual  de  los  sitios  en  cuestión,  permitió

observar que los picos de los nucleótidos en esas posiciones mostraban valores altos de

phred y no se observó ruido de fondo. Todas las muestras se secuenciaron por duplicado,

con  excepción  de  las  muestras  con  Estacion101,  Camalote102  y  ElReal109  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 nucleótidos 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 región completa de 2214 del gen B1 reportada para

T. gondii (Burg et al. 1989), se encontraron secuencias homólogas (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, AEYI02002629.1, AHZP01002751.1, AFPV01004535.1, AFHV01003993.1,

AEXC02003062.1, ABPA02000142.1, AAYL02000317.1, AFYV02002275.1]. Para las cepas



62

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 nucleótidos no habían sido

identificados.  Para  las  cepas  GT1,  GAB2-2007-GAL-DOM2  y  CAST  no  se  encontraron

contigs que presentaran cobertura total en la región de interés. 

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

secuenciación de 16 cepas de Toxoplasma gondii. 

* Secuencia usada para realizar las búsquedas. La clasificación 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  nucleótidos  se  realizaron  con  los  parámetros

predeterminados en el programa ClustalW (Larkin et al. 2007) y no fue necesario realizar

ediciones  manuales.  Los  sitios  polimórficos  fueron  posicionados  e  identificados  tomando

como base la secuencia de 2214 pb del gen B1 reportada previamente (Burg et al. 1989) y la

descripción 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,  II  y III  (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 región

completa de 2214 pb. Estos sitios permitieron agrupar en 13 haplotipos todas las secuencias

comparadas, con excepción de las secuencias deTgCatBr5 y MAS que mostraron 100% de

identidad (Tabla 7). 

Se identificaron los sitios variables de la  región de 803 pb (Tabla 8) al  comparar las 14

secuencias disponibles en bases de datos públicas y 26 secuencias de este estudio;  se

observaron 16 sitios variables que distinguían 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

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. + Posición en el fragmento de 2214 pb. * Indica el nucleótido más frecuente entre

las 15 cepas, los nucleótidos en minúscula indican el nucleótido menos frecuente. # Clasificación de haplogrupo

de acuerdo con Khan et al (2007) y Su et al (2012). En la tabla, los puntos indican los nucleótidos idénticos al

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

El asterisco indica los nucleótidos más frecuentes entre las secuencias de las 15 cepas de T. gondii y las mues-

tras obtenidas en el presente estudio. + Los sitios polimórficos fueron ubicados con respecto a la región comple-

ta de 2214 pb. Las secuencias en negritas indican las cepas del proyecto de secuenciación de genoma de ce -

pas de T. gondii.

10.5. ÁRBOL DE REDES 

Los árboles de redes identificaron también los 13 haplotipos. Las agrupaciones observadas

fueron las siguientes:  Haplotipo1 (Hap1):  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 (Hap13) poseen una sola secuencia cada uno (Figura 13).  Se

encontró también que el Hap1 (el cual agrupa a cepas consideradas como virulentas), fue el
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más frecuente en las secuencias de  T. gondii obtenidas a partir de tejidos de borregos de

este estudio.                             

10.6. RECONSTRUCCIÓN FILOGENÉTICA

La inferencia bayesiana de la filogenia de la región de 803 pb del gen  B1,  corroboró los

hallazgos  del  árbol  de  redes.  En  el  árbol  filogenético  pudo  observarse  que  17  de  las

muestras se agruparon con secuencias que presentaban alelos tipo I de T. gondii, incluidos

los  haplotipos  9  al  13,  identificados  como haplotipos  únicos  por  el  árbol  de  redes.  Las

secuencias que conformaron los haplotipos 6, 7 y 8 en el árbol de redes, también fueron

agrupadas como clados separados en la reconstrucción Bayesiana. Finalmente, la secuencia

correspondiente al haplotipo 13 fue incluida en el cluster que agrupa a la mayoría de las

cepas tipo I (Figura 14).
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Figura 13. Árbol de redes de haplotipos. El árbol muestra que los haplotipos de las secuencias de T. gondii en

borregos (Hap6-12) son muy cercanas a las cepas virulentas tipo I (Hap1). La fracción resaltada en color negro

en el cluster Hap1, indica las muestras obtenidas en el presente estudio y que son idénticas a cepas tipo I. Los

números 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. Reconstrucción filogenética de la región 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 árbol 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 GENÉTICA

Las comparaciones de todas las secuencias de este estudio con aquellas pertenecientes a

Sudamérica (SA) o Norteamérica (NA), mostraron niveles bajos de diferenciación genética

(Tabla 9): HST=0.0398 y Nm=8.84 (p=0.0448) para SA y HST =0.0530, Nm=7.53 (p=0.0212)

para NA. A pesar de que los valores de diversidad nucleotídica (π) y haplotípica (Θ) para

nuestras  secuencias  (π=0.0016±0.0004,  Θ=0.0039±0.0016),  Norteamérica

(π=0.0012±0.0003, Θ=0.0011±0.0009) y Sudamérica (π=0.0021±0.0007, Θ=0.0020±0.0015)

fueron  similares,  los  datos  de  SA mostraron  mayor  variabilidad  genética,  seguido  de  la

Región  Costera  del  Pacífico  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 estadísticamente significativos ni mostraron

algún patrón.

Tabla 9. Índices de diversidad genética.

Índices de diversidad genética entre  las secuencias de la  Región Costera del  Pacífico  Mexicano (RCPM),

Norteamérica  (NA)  y  Sudamérica  (SA).  Hst,  diferenciación  genética.  Nm,  Flujo  genético.  P,  significancia

estadística. Π, diversidad nucleotídica..  Θ, diversidad haplotípica.
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11.DISCUSIÓN

La principal propuesta del presente estudio fue describir la variabilidad genética de T. gondii

mediante análisis directos de DNA sin realizar ensayos de aislamiento en ratón (bioensayos),

ya que este abordaje presenta sesgos potenciales a los objetivos del estudio, debido a que

pueden favorecer la selección artificial  de cepas y pueden resultar en reportes falsos de

poblaciones clonales.  La metodología para los bioensayos suele implementar  primero un

tamizaje para identificar a los animales seropositivos y centrar los esfuerzos en un número

reducido de muestras; sin embargo, se han reportado aislamientos exitosos a partir de tejidos

de individuos seronegativos (Araújo et al. 2010; Ruffolo et al. 2016). Adicionalmente, se ha

descrito que los títulos de los anticuerpos anti-T. gondii permanecerán elevados si existe una

exposición constante al  parásito  y  se dejarán de detectar  si  no existe  una re-exposición

(Dubey 2009b). Esto refuerza el hecho de que el tamizaje por serología no garantiza el éxito

del  aislamiento,  ya  que  no  puede  corroborar  que  la  fracción  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 rápidamente generando la  muerte del  ratón  y  evitando la

formación  de  quistes  tisulares;  mientras  que  las  cepas  consideradas  poco  virulentas

necesitan una dosis infectiva mayor que favorezca el establecimiento de la infección y la

formación 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 descripción de la diversidad genética de T. gondii, ya que en nuestro

estudio con los iniciadores de Grigg y Boothroyd (2001) que amplifican una región de ~490

pb, todas las secuencias obtenidas correspondieron a cepas tipo I y no se encontró ninguna
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cepa tipo II. Las reconstrucciones bayesianas y el árbol de redes, confirmaron la ausencia de

cepas tipo II (poco virulentas en ratón).

A pesar de que el aislamiento en ratón permite obtener grandes cantidades del parásito para

su posterior genotipificación, su aplicación para un gran número de muestras resulta poco

viable. En el protocolo más usado, la metodología 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  biológico 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 tamaño de muestra.

Los autores no detallan la razón por la que no analizaron las muestras de los 99 animales

seropositivos,  o  el  número  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  distribución  homogénea  de  los  quistes  tisulares  en  sus  tejidos;  esto

representa una limitante muy fuerte debido a que la secuenciación sin aislamiento requiere

grandes concentraciones de DNA parasitario para obtener resultados positivos, dependiendo

del conjunto de marcadores y el número de copias de estos, cada  locus puede necesitar

entre  1  y  100  equivalentes  genómicos  para  los  marcadores  multicopia  y  unicopia

respectivamente  (LindströM 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 análisis directos de DNA, en el presente estudio se implementó una técnica

de concentración de quistes tisulares por flotación basada en la diferencia de densidades. El

objetivo de esta técnica fue incrementar el número de estructuras parasitarias que serían

usadas  en las  extracciones  de DNA para  disminuir  la  proporción  de  DNA genómico del

hospedero e incrementar la del  parásito 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 observó ningún quiste tisular o estadios intracelulares en las preparaciones en

fresco y, los equivalentes genómicos necesarios para los análisis por MLST (unicopia) y B1

(multicopia), los resultados sugieren que en la fracción de tejido analizado, la cantidad de

estructuras parasitarias fue muy baja (Sibley et al., 2009; Su et al., 2010). 

Estos  resultados,  además  de  estar  influenciados  por  el  número  de  copias  de  los  loci

utilizados, podrían 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 más alta en borregos adultos que en aquellos de un

año de edad, resultado de múltiples 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 bradizoítos continúan dividiéndose una vez enquistados, por lo que se ha

descrito que los quistes jóvenes miden usualmente 5 µm de diámetro y pueden contener

solamente dos bradizoítos, mientras que los quistes más viejos pueden llegar a medir 100

µm de diámetro y contener decenas de bradizoítos (Dubey et al., 1998) y 3) la distribución de

los quistes tisulares; en nuestro estudio, el 68 % de las muestras provenían de animales de

año de edad, por lo que de manera general es probable que la población muestreada haya

tenido pocos o ningún evento de reinfección y que los quistes presentes en sus tejidos fueran

de reciente formación y consiguientemente albergaran pocos bradizoítos.



73

Con base en los resultados de tipificación por análisis de MLST del presente estudio, y en

revisiones  que  indican  por  un  lado,  que  las  poblaciones  que  no  han  sido  previamente

muestreadas requieren metodologías que permitan una primera descripción de la diversidad

genética, y por otro lado, que las metodologías basadas en secuenciación sin aislamiento

detectan una mayor diversidad genética, en comparación con otros métodos, se utilizó una

metodología  alternativa  que  permitiera  alcanzar  este  fin.  Por  todo  lo  anterior,  la

genotipificación se realizó mediante la amplificación de un fragmento del gen B1, ya que ha

sido comprobada su utilidad en la tipificación y correcta identificación genética de cepas de T.

gondii, aspecto que se discutirá más 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

secuenciación  de  un  fragmento  de  ~800  pb  del  gen  B1  permitió  identificar  secuencias

idénticas  al  haplotipo  de  la  cepa  de  referencia  RH (Hap1),  además  de  secuencias  con

haplotipos diferentes (Hap6 al Hap13) a los de las secuencias de las cepas de referencia

(Hap1 al Hap5) y que se encuentran disponibles en bases de datos públicos. 

En el caso de los haplotipos nuevos, el Hap6 fue obtenido a partir del tejido de borregos que

provenían de 4 hatos distintos, con ~48 km de distancia entre las localidades más lejanas y

una distancia media de ~17 km entre las cuatro localidades. Este hallazgo podría indicar que

nuestro Haplotipo 6 se trata de una cepa endémica con amplia distribución en la región

costera del  Pacifico Mexicano.  Nuestros hallazgos son similares a los reportados por  un

grupo de investigación que estudia la toxoplasmosis en nutrias de la costa de California en

Estados Unidos (Miller et al.  2004).  Mediante la amplificación de una región del gen  B1,

Miller et al.  (2004) logró 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 identificó 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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epidemiológico para determinar la fuente de infección hacia ambientes costeros (VanWormer

et al. 2014).

Debido a la naturaleza multicopia del gen B1 (Burg et al. 1989), y a que el número de copias

en cada cepa es diferente (Costa and Bretagne 2012), los resultados deben interpretarse con

precaución, ya que la secuenciación por sí 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 descripción en poblaciones o cepas de  T. gondii no analizadas previamente,

para después centrar los esfuerzos con metodologías con mayor capacidad resolutiva y que

faciliten la detección 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  población 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, rápida y reproducible (Su et al. 2010), por lo que en un corto tiempo

puede determinarse si una población está conformada por cepas virulentas sin necesidad de

realizar aislamientos y pruebas en el  modelo murino. Por otro lado,  el  determinar si  una

población es virulenta o no, puede servir como base para estudios que pretendan asociar las

cepas con alguna sintomatología o fenómeno.

Con base en la  división de regiones naturales que indican que en el  territorio  Mexicano

convergen las ecozonas Neártica y Neotropical, con la existencia de una zona de transición

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 distribución y prevalencia de cepas reportada para el continente americano. En

las  regiones  Neárticas,  las  cepas  que  conforman  al  Hap2  se  encuentran  con  una  alta

prevalencia, mientras que las del Hap1 presentan una baja prevalencia; por otro lado, en las
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regiones Neotropicales se observa el  efecto contrario,  además 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 II como la ME49, en cambio, se obtuvieron

Haplotipos de cepas poco frecuentes en NA. Basado en los análisis 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 I en regiones que corresponden a la ecozona Neotropical para

nuestro país (Cedillo-Peláez  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 logró identificar que las cepas que generaban infecciones en esa

región que corresponde a la ecozona Neártica, presentaron de manera independiente, en los

10 loci analizados, alelos tipo II y III (Dubey et al. 2009), que corresponden a las cepas que

conforman al Haplotipo 2 en el presente estudio. 

Estos resultados se refuerzan por los índices de diversidad genética π, Θ, HST y Nm que se

obtuvieron al comparar las secuencias de nuestra población con los datos disponibles de las

cepas provenientes de las 2 ecozonas, los cuales sugieren que existe una mayor similitud

con las cepas del Neotrópico que con las del Neártico, ya que en el primero se observó una

baja diferenciación y mediana variabilidad genética. Esto apoya la distribución de distintos

fondos genéticos que podrían estar aislados por la alta fragmentación del territorio Mexicano,

debida en parte a las cadenas montañosas presentes en gran parte del país y las cuales han

servido  como  barrera  física,  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 podría estar influenciado por la baja variabilidad que posee el

locus, ya que solamente ~1 % de la región completa de 2214 pb del gen B1 es variable, cifra

que 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  tipificación  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  relación  entre  los  polimorfismos  genéticos  y  la

epidemiología de este parásito sigue siendo limitado. Lo anterior resulta importante ya que de

acuerdo  con  Wendte  et  al  (2011),  la  toxoplasmosis  podría  ser  considerada  como  una

enfermedad infecciosa reemergente (EID) ya que infecta a una gran cantidad de hospederos,

y las cepas que causan la  infección se relacionan a algunas poblaciones de especies y

rangos geográficos (Ciclos doméstico y Silvestre). Por esta razón, las propuestas enfocadas

a  mitigar  la  expansión  geográfica  de  las  infecciones,  deben  incluir  aspectos  como  el

conocimiento de la biodiversidad parasitaria, la estructura genética de sus poblaciones, su

relación con los diferentes hospederos en términos de nichos ecológicos y los mecanismos

mediante los cuales son transportados entre sus ciclos de transmisión, ya que son aspectos

relevantes  en  la  epidemiología  de  la  infección,  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,  además de incluir  los

aspectos científicos para realizar una descripción detallada de la estructura poblacional de

este  parásito,  deberán  contemplar  si  en  las  regiones  a  analizar  existen  tendencias  de

desarrollo  económico  sustentable  en  términos  ambientales,  mejoras  en  los  sistemas

productivos  de  alimentos,  reducción  de  la  perturbación  de  áreas  naturales,  etc.  ya  que

podrían estar influenciado la expansión o contención de alguna cepa.
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12.CONCLUSIONES

El uso del  gen  B1 permitió identificar mediante análisis directos en DNA, haplotipos que

podrían  corresponder  a  cepas  virulentas  que  no  han  sido  reportadas  previamente.  Los

análisis de las secuencias de este gen, revelaron que en una región costera del Pacífico

Mexicano existen principalmente cepas con un fondo genético similar al de las cepas tipo I

que está generando infecciones en borregos. Adicionalmente, nuestros resultados sugieren

que la diversidad genética en la región analizada es más 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 5g de tejido en 25 ml de agua bidestilada con una licuadora manual por

dos minutos. 

2. Filtrar el homogeneizado a través de un tamiz9 metálico de laboratorio con apertura de

180 micras (Newark wire cloth company, NJ, USA).

3. Transferir  el  líquido a un tubo cónico de 50 ml y aforar con agua bidestilada a su

máxima capacidad, para realizar 2 lavados de 5 minutos a 3000 g.

4.  Resuspender la pastilla obtenida en una solución 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 µl del sobrenadante del interior de la campana a un tubo de 1.5 ml,

ajustando con agua bi-destilada el volumen a su máxima capacidad para realizar 2

lavados de 10 minutos a 14000 RPM. La pastilla obtenida fué utilizada para realizar la

extracción de DNA.

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

con una apertura graduada.



108

Anexo 2

Protocolo de extracción de DNA a partir de muestras pequeñas usando solventes orgánicos

1. Agregar 500 µl de la solución de lisis SNET (con proteinasa K a una concentración

final de 400 µg/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 emulsión con las dos fases.

3. Centrifugar  por  5  minutos  a  máxima  velocidad,  posteriormente  transferir  la  fase

acuosa (superior) a un tubo estéril de 1.5 ml evitando no transferir nada de la fase

orgánica (inferior) y desechar la fase orgánica.

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

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

y 4.

6. Precipitar con un volumen equivalente de isopropanol absoluto, agitar suavemente por

inversión e incubar por 15 minutos en baño de hielo.

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

8. Agregar 700 µl de etanol al 70 % y agitar suavemente por inversión.

9. Centrifugar a 4°C por 5 minutos a máxima 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 µ de buffer TE o solución 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. Separar 250 mg de tejido y macerar con pistilo.

2. Agregar 300 µl de la solución de lisis y 15 µl de proteinasa K (incluidos en el kit), e

incubar a 55°C toda la noche o hasta que el tejido se desintegre.

3. Enfriar  a  temperatura  ambiente  y  agregar  150µl  de  la  solución  para  precipitar

proteínas (incluida  en el  kit)  y  vortexear  a  máxima velocidad por  20  segundos.  Y

repetir el paso.

4. Centrifugar 5 min a máxima velocidad y transferir el sobrenadante a un tubo estéril.

5. Agregar 1 volumen de isopropanol absoluto e incubar a 4°C toda la noche.

6. Mezclar  por  inversión  suave  hasta  que  se  observe  el  DNA y  centrifugar  3  min  a

máxima velocidad.

7. Descartar el sobrenadante y agregar 700µl de etanol al 70 %, mezclar por inversión

suave y centrifugar 2 min a máxima velocidad.

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

minutos.

9. Agregar 100 ml de una dilución 1:10 de la solución 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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