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Resumen:

La toxoplasmosis es una enfermedad zoonotica reemergente su agente etiologico es
Toxoplasma gondii, un parasito protozoo intracelular, en donde su reservorio definitivo es
Felis catus y hospederos intermediarios como roedores, aves, animales salvajes, animales de
granja o domésticos. Se generd una matriz de diagndstico y ecoepidemiologia molecular con
el objetivo de realizar un analisis filogenético de secuencias especificas de Toxoplasma gondii
que pueda ser utilizado para la identificacion molecular rapida de cualquier aislado de T.
gondii en el pais y en la region. Se analiz6 el marcador molecular 6ptimo para el diagnéstico
de T. gondii. Se encontré que el marcador SAG3 era el adecuado para el analisis filogenético
con 170 secuencias. Se utilizo el software MEGAX para el analisis filogenético realizando
primero un alineamiento maltiple con el algoritmo de CLUSTALW y una depuracién manual
hasta tener un tamafio de 566pb. Posteriormente se empledé el método de Maximum
Parsimony con el algoritmo Tree-Bisection-Regrafting (TBR) para generar el arbol
filogenético.

Se observo que SAG3 muestra una alta variabilidad genética al ser altamente polimoérfico
encontrando una relacion directa entre el linaje circulante y la virulencia, expansion
geogréfica y éxito evolutivo, esto permite su uso tanto para diagndstico, asi como en
epidemiologia molecular y vigilancia genémica. Ademas, el linaje | predomina en el
continente Americano con pequefias introducciones en Europa y Asia, mientras que el linaje
Il predomina en el continente Europeo y afecta directamente a la produccién ganadera y el
linaje 111 se encuentra circulando alrededor del mundo tanto en hospederos definitivos como
intermediarios.

Palabras clave:
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Toxoplasma gondii, Filogenética, linajes evolutivos, diagnostico, epidemiologia molecular,
virulencia, expansion geografica.

Abstract

Toxoplasmosis is a reemerging zoonotic disease whose etiological agent is Toxoplasma
gondii, an intracellular protozoan parasite, where its definitive reservoir is Felis catus and
intermediate hosts such as rodents, birds, wild animals, farm or domestic animals. A
diagnostic and molecular ecoepidemiology matrix was generated with the aim of performing a
phylogenetic analysis of specific sequences of Toxoplasma gondii that can be used for the
rapid molecular identification of any T. gondii isolate in the country and in the region. The
optimal molecular marker for the diagnosis of T. gondii was analyzed. The SAG3 marker was
found to be suitable for phylogenetic analysis with 170 sequences. MEGAX software was
used for phylogenetic analysis by first performing multiple alignment with the CLUSTALW
algorithm and manual purification to a size of 566bp. Subsequently, the Maximum Parsimony
method with the Tree-Bisection-Regrafting (TBR) algorithm was used to generate the
phylogenetic tree.

It was observed that SAG3 shows a high genetic variability as it is highly polymorphic,
finding a direct relationship between the circulating lineage and virulence, geographic
expansion and evolutionary success, which allows its use for diagnosis, as well as in
molecular epidemiology and genomic surveillance. In addition, lineage | predominates in the
Americas with small introductions in Europe and Asia, while lineage Il predominates in
Europe and directly affects livestock production and lineage 111 is found circulating around

the world in both definitive and intermediate hosts.
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Introduccion

Las enfermedades zoondticas son aquellas que se pueden transmitir entre los animales
silvestres y/o domesticos al ser humano, estas representan 70% de las enfermedades
infecciosas. Asi mismo, se pueden denominar enfermedades emergentes o reemergentes
aquellas producidas por patégenos desconocidos y que por razones multifactoriales son
transmitidas al humano en determinado momento produciendo casos aislados o brotes
inesperados. Por otra parte, patdgenos que circulan en ciclos silvestres o enzo6ticos de forma
silente para la salud publica, pueden aparecer periddicamente en humanos denominandose
enfermedades o patdgenos reemergentes (Dabanch P., 2003; Eiros Bouza & Oteo Revuelta,

2011; Vargas & Galindo, 2013).

La toxoplasmosis a su vez es una enfermedad zoondtica reemergente, que se presenta
en muchos de los casos de manera asintomética, de modo que no genera problemas en la
salud y a su vez produce titulos altos de anticuerpos 1gG. Por otro lado, cuando se presenta en
personas embarazadas puede producir dafios en el feto llegando a producir hasta abortos y en
personas con inmunodeficiencia puede llegar a provocar hasta la muerte (Grandia et al.,

2013; Pereira & Perez, 2002).

Segun un boletin publicado por la Organizacion Mundial de la Salud, la incidencia
anual de toxoplasmosis congénita es aproximadamente de 190100 casos (Torgerson &

Mastroiacovo, 2013); en el Ecuador el mayor porcentaje de mujeres seropositivas se registra
5
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en la Costa con un porcentaje del 74%, mientras que le siguen ciudades como Quito que va
desde 42% hasta 50%, y Riobamba y Cuenca que poseen un 30% (Fernandez et al., 2011); la
variacién en estos porcentajes se puede deber en su gran mayoria a las diferencias climaticas
que posee cada region, ya que este parasito es mas frecuente en lugares calidos y hiumedos,
que en lugares frios, otros aspectos a tomar en cuenta son el nivel socioeconémicos y los
habitos poblacionales como: malas practicas sanitarias y malos habitos de alimentacidn

(Galvan & Mondragdn, 2017; Pappas et al., 2009; Saadatnia & Golkar, 2012).

Los datos de seroprevalencia en los gatos en el mundo varian de acuerdo a la localidad
mostrando que en paises occidentales como Europa, América, Australia, Nueva Zelanda y
Sudafrica se presenta entre el 24.9% al 69.9%, en paises del Medio Oriente como Iran, Irak,
Israel presentan un 35%, Asia tiene una seroprevalencia entre el 8.7% al 17.9% (Bojorque,

2016; Hong et al., 2013).

En estudios realizados en la isla Isabela de Galapagos, ésta presentd una
seroprevalencia del 63% en el 2008 (Toscano, 2015), mientras que en Quito en el 2012
presento un 36% en lugares como Solanda, Espin y Espinoza (Espinosa & Espin, 2012). En el
2015 en la ciudad de Cuenca se logré estimar que existe una seroprevalencia en gatos del
16%, esto se presentdé en parroquias como: El Vecino, El Batan y Gil Ramirez Dévalos

(Bojorque, 2016).

El agente etioldgico de la toxoplasmosis es Toxoplasma gondii, un parasito protozoo
intracelular, cuyo reservorio definitivo es Felis catus y hospederos intermediarios son
roedores, aves, animales salvajes, animales de granja o domésticos (Mimica et al., 2015). En

cuanto a la clasificacion taxondmica de Toxoplasma gondii sigue el criterio de Levine en
6
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1973 dando como resultado que pertenece al Reino Protozoa, phylum Apicomplexa, Clase
Sporozoae, Sub-clase Coccidia, Orden Eucoccidia, Familia Sarcocystidae, Subfamilia
Toxoplasmatinae, Género Toxoplasma y Especie Toxoplasma gondii (Gomez & Felices,

2002; Grandia et al., 2013; Petersen & Dubey, 2001).

Su ciclo de vida tendréa tres fases en funcién a su hospedero; en el caso de los felinos
se puede llegar a generar tanto una fase sexual al ser el reservorio, como una fase asexual;
mientras que en los hospedadores intermediarios Unicamente se estara generando una fase
asexual, finalmente es importante saber que en el ambiente se genera la fase esporogonica

(Dubey, 2010; Grandia et al., 2013; Mimica et al., 2015; Rivera-Fernandez & Garcia, 2017).

Fase asexual: es una fase extraintestinal; esta empieza cuando el hospedero ingiere
ooquistes, ya que en su interior se encuentran esporozoitos que con una divisién rapida se
transformaran en taquizoitos, mismos que son capaces de infectar a cualquier célula nucleada,
los taquizoitos se multiplican en la célula hasta que rompen la membrana plasmatica, en ese
momento son liberados al torrente sanguineo produciendo la fase aguda de la enfermedad.
Posteriormente se transforman a bradizoitos, que son quistes con una division lenta, que
pueden llegar a generar una infeccidn cronica; por lo general estos quistes se encuentran en
los nervios, cerebro, huesos y masculos (Mimica et al., 2015; Rivera-Fernandez & Garcia,

2017).

Fase sexual: es una fase enteroepitelial que ocurre en el intestino del felino; empieza al
momento que este ingiere ooquistes a partir de las heces felinas o al ingerir quistes presentes
en los tejidos de las presas, en donde se generara una multiplicacion asexual. Posteriormente

en los enterocitos intestinales empieza la multiplicacion sexual con la diferenciacion de los
7
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bradizoitos en macrogametocitos femeninos y microgametocitos masculinos, los cuales se
fusionaran para formar cigotos que después se transformaran a ooquistes. Finalmente, estos
ooquistes son liberados mediante las heces al ambiente (Dubey, 2006, 2010; Grandia et al.,

2013; Rivera-Fernandez & Garcia, 2017).

Fase esporogonica: esta fase se produce al momento que los ooquistes no esporulados son
eliminados al ambiente; si las condiciones son favorables estos se transforman a ooquistes
esporulados, que forman en su interior esporozoitos, mismos que llegaran a ser infecciosos

(Dubey, 2010; Grandia et al., 2013).

Se presentan diferentes estructuras infecciosas de acuerdo a la etapa del ciclo de vida en el

gue se encuentren, y estas son:

Ooquiste: es de forma oval; y al momento que es excretado por los felinos no es
infectante, ya que en ese momento no tiene desarrollado los esporozoitos, por lo que debe
pasar un periodo aproximado de 5 dias en condiciones Optimas en el ambiente para empezar a
formar esporozoitos y pasar a ser una forma infecciosa (Rivera-Fernandez & Garcia, 2017).
Su sobrevivencia depende de las diferentes condiciones ambientales, por ejemplo, en
ambientes himedos y ventilados puede sobrevivir por un periodo de 9 hasta 12 meses, en el
caso de encontrarse en agua a temperatura ambiente hasta 18 meses, y en tierra humeda
aproximadamente 6 meses, es importante saber que se los puede destruir al exponerlos a

temperaturas de 56°C o -20°C, asi como, con amoniaco al 1% (Mimica et al., 2015).

Esporozoitos: estos estan en la parte interna del ooquiste que es excretado por los felinos a

través de las heces después de la fase sexual (Bachand et al., 2019).
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Taquizoitos: es la forma infectante asexual con forma de arco o media luna, se transforma
a partir de los esporozoitos y son los que tienen la capacidad de estar en el torrente sanguineo
e infectar a todo tipo de célula con nucleo, ademas son susceptibles a los jugos gastricos
(Bachand et al., 2019; Mimica et al., 2015; Rivera-Fernandez & Garcia, 2017).

Bradizoitos: son una forma parasitaria intracelular que presenta una multiplicacion lenta y
son responsables de que la célula hospedadora se convierta en quiste tisular, ademas son
resistentes a los jugos gastricos (Mimica et al., 2015; Rivera-Fernandez & Garcia, 2017).

Quiste tisular: puede sobrevivir por 68 dias a 4°C y se los puede eliminar al elevar la
temperatura a 56°C, o mediante procesos de desecacién, salado o ahumado (Mimica et al.,
2015).

Existen diferentes vias de transmision. En primer lugar, se puede transmitir debido al
consumo de ooquistes, taquizoitos o quistes tisulares infectantes que se dan al momento de
realizar diferentes actividades como: la ingesta de frutas y vegetales contaminados, estar en
contacto frecuente con los areneros de los gatos o tierra contaminada, y por el consumo de
carnes o leche cruda (Pinto-Ferreira et al., 2019). Por otro lado, se tiene la transmisién
congénita, misma que se dard entre madre e hijo con una transmision vertical por via
transplacentaria durante la primo infeccion (Mimica et al., 2015; Rivera-Fernandez & Garcia,
2017) Finalmente, esta la transmision por transfusion sanguinea o trasplante de érganos a
partir de personas asintomaticas que tengan formas latentes (taquizoitos), esto estard

afectando directamente a las personas con inmunodeficiencias (Pereira & Perez, 2002).

Para el diagnostico se cuenta con métodos seroldégicos como una alternativa rapida que

permite la identificacion de titulos de anticuerpos, en base a esto algunos ejemplos de pruebas
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son: la prueba de aglutinacion del latex, fijacion de complemento, hemaglutinacion y
ELISA. Otro método de diagndstico es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
mismo que al ser un método molecular aumenta la sensibilidad y especificidad para la
confirmacion precoz, cuando muchas veces un examen seroldgico no presenta resultados
concluyentes; también T. gondii puede aislarse a partir de tejidos fetales (Gémez &
Felices, 2002; Mimica et al., 2015).

Desde el punto de vista molecular, el genoma de T. gondii es haploide con un tamafio
de 69.53Mb y con el 52% de GC, tiene un total de 14 cromosomas con 7860 genes que
codifican proteinas y 216 ADN no codificante. Presenta un contenido repetido total del
15.98% compuesto por transposones, LINE (elementos dispersos largos), SINE
(elementos dispersos cortos), LTR (secuencias terminales largas). La longitud promedio
de exones es de 419 pb e intrones de 548 pb (Lau et al., 2016).

En los estudios moleculares hay una estructura poblacional clonal de 3 linajes: 1, I, 111
donde su diferenciacion es inferior al 2% (Grigg et al., 2001), esta pequefia diferencia
puede deberse a que el parasito es capaz de transmitirse entre los hospedadores
intermedios a través del carnivorismo y la recoleccion, evitando los eventos de
recombinacion sexual en los gatos hospedadores definitivos (Howe & Sibley, 1995; Su et
al., 2003); otra alternativa es que muchos macrogametos del parasito permanecen sin
fertilizar, pero son capaces de formar oocitos en el intestino delgado de los gatos por
partenogénesis (Ferguson, 2002), finalmente en el caso de una diferenciacién, esta sera
baja ya que los gatos infectados simultdneamente con diferentes cepas de T. gondii son
eventos muy raros en la naturaleza, por lo tanto, existe una barrera temporal para que

ocurra la recombinacion (Grigg et al., 2001; Howe & Sibley, 1995). Dicha estructura

10
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clonal se puede apreciar en América del Norte, Europa y Africa; mientras que en América del
Sur y Asia se presenta una estructura poblacional epidémica con cepas mucho mas complejas
que poseen genotipos atipicos debido a la diversidad y la recombinacion de genes (Afsaneh et
al., 2019; Ajzenberg et al., 2002).

La toxoplasmosis en algunos casos puede generar una enfermedad grave e incluso la
muerte, principalmente en personas con inmunodeficiencias, esto conlleva a la necesidad de
identificar el genotipo de las diferentes cepas de T. gondii, debido a que este se encuentra
relacionado estrechamente con la gravedad de la enfermedad. Una matriz de diagnostico
molecular Optima permitird hacer una identificacion eficaz, reconocer a que cepa/linaje
corresponde, hacer un seguimiento epidemiologico molecular y vigilancia gendmica
permitiendo asi tener un tratamiento oportuno con base en su virulencia (Jianchun & Yolken,
2016; Khan et al., 2005; Pena et al., 2008).

De acuerdo a lo antes sefialado la investigacion se enfoca en responder la siguiente
pregunta: ;Como es la variabilidad genética existente entre cepas circulantes a nivel mundial
de Toxoplasma gondii para un correcto diagnéstico molecular con base en el tipo de cepa y su
virulencia? Con base en lo planteado, nuestra hipétesis operativa se centra en que el analisis
filogenético de Toxoplasma gondii debe generar una matriz de diagnostico con base en la
variabilidad genética y diversidad genética de esta especie; en donde, se espera encontrar la
relacion directa entre el tipo de cepa circulante, la virulencia y determinados patrones
geoepidemioldgicos de introduccion.

La investigacion propone generar una matriz de diagnostico molecular con la finalidad de
realizar un analisis filogenéetico de secuencias de T. gondii que pueda ser utilizado para la
identificacion molecular rapida de cualquier aislado de T. gondii en el pais y en la regién, asi

11
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como poder realizar inferencias ecoepidemioldgicas moleculares. Para esto se selecciono
el marcador molecular Optimo para el diagnostico y variabilidad de T. gondii,
estructuracién de la matriz o plataforma de alineamiento, y finalmente los analisis

filogeneticos.

12
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Materiales y Métodos

- Seleccion del marcador molecular para Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii tiene varias estructuras infecciosas con antigenos de superficie (SAG);
los antigenos de superficie estaran presentes en momentos especificos del ciclo de vida
convirtiéndose en una opcién como marcadores moleculares. En el caso de SAG1, SAG2 y
SRS3 se encuentran solo en la superficie del taquizoito; mientras que SAG3 anteriormente
conocido como P43 presenta una ventaja sobre los demas SAGs al momento de analizar dicho
marcador debido a que se encuentra en la superficie tanto del taquizoito como del bradizoito
(Kazemi et al., 2007). Asimismo, SAG3 al tener una tasa alta de polimorfismos permite
evaluar la diversidad genética que presenta T. gondii proporcionando la capacidad de
clasificar los diferentes genotipos circulantes relacionando el genotipo-fenotipo con base en
su virulencia diferencial tanto en humanos como en animales (Arshadi et al., 2019; Kazemi et
al., 2007; Sudan et al., 2012).
- Recoleccion o muestreo de secuencias de Toxoplasma gondii en Genbank

Se realizd la recoleccion de secuencias de T. gondii utilizando NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=)  pertenecientes a amplificaciones de

secuencias de SAG3. El criterio principal de inclusién fue secuencias de DNA lineal del
marcador SAG3 con una amplia representacién geografica de diferentes regiones del mundo
(figura 1) con hospedadores definitivos o intermediarios de tamafio similar. El tamafio del
marcador SAG3 esta entre 638pb-1158pb. Secuencias altamente divergentes que arrojaron

problemas de alineamiento posicional fue el criterio fundamental de exclusion.
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Figura 1. Ubicacién geografica de las secuencias de SAG3 de Toxoplasma gondii utilizadas.
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- Andlisis y alineamiento de secuencias

Para el analisis de las secuencias (Anexo A) se generaron diversos grupos en base a su
tamafo; en el primer caso se agrupd secuencias entre 638pb a 1158pb mientras que en el
segundo grupo se usaron las secuencias de 638pb.

Cada grupo de secuencias fueron analizadas para la busqueda de una maxima homologia
posicional mediante un alineamiento multiple con el algoritmo de CLUSTALW con un gap
opening penalty de 15.00 y un gap extension penalty de 10.00 con el software MEGA-X. En
el marcador SAG3 se hizo un alineamiento inicial de 1277pb y con una depuracién posterior
se redujo a 574pb; mientras que en el segundo caso se tuvo un alineamiento inicial de 638pby

después de la depuracién se obtuvo un alineamiento de 566pb.
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- Analisis filogenético

Se selecciond Sarcocystis sp. perteneciente a la familia Sarcocystidae como grupo de
referencia o externo (outgroup), por ser parasitos coccidianos y grupo evolutivamente cercano
para enraizar nuestro alineamiento y optimizar la serie de transformacion de caracteres del
analisis filogenético (Nixon & Carpenter, 1993).

Se utilizaron secuencias de Toxoplasma gondii con una amplia representacion
geografica de diferentes regiones del mundo, mismas que nos permiten apreciar una gran
diversidad de hospedadores dadas por familias como: Canidae, Felidae, Phasianidae,
Mustelidae, Bovidae, Suidae, Cervidae, Caviidae, Anatidae, Cercopithecidae, Hominidos
debido a la gran capacidad de adaptacion evolutiva (Pereira & Perez, 2002).

Se tiene que tomar en cuenta que se utilizé el marcador molecular SAG3 debido a su alta
tasa de polimorfismos, el mismo que permiti6é evaluar la diversidad genética que presenta T.
gondii en base a los diferentes genotipos circulantes (Arshadi et al., 2019; Kazemi et al.,
2007; Sudan et al., 2012)

Se utilizé el programa MEGAX para la construccion de los arboles filogenéticos para el
marcador SAG3 con un bootstrap de 500 para los métodos de distancia como Neighbor-
Joining, filogenético como Maximum Parsimony e inductivo de probabilidad a priori por
Maximum Likelihood.

Se aplicé Neighbor-Joining con el método de p-distance (probabilidad no corregida)
mientras que en Maximum Parsimony se empled el algoritmo de Wagner con barrido de
ramas mediante Tree-Bisection and Reconection (TBR), mediante la adicion aleatoria de
secuencias (100 repeticiones) (Nei & Kumar, 2000); previo al analisis con Maximum
Likelihood se realizé el analisis para determinar el mejor modelo de sustitucién (Model Test

en MEGAX), que arrojo el modelo de ajuste de Tamura-3-parameter.
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El apoyo de grupos o clados se calculd mediante un analisis estadistico de
bootstrapping con 10 adiciones al azar y 500 pseudoréplicas. Se muestran los valores sobre
los clados o ramas por encima de 50%.

Se usO el programa FigTree v1.4.4 para importar los arboles filogenéticos, el cual

permitio la edicion para una mejor visualizacion.
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Resultados y Anélisis de Cladograma

Se muestrearon un total de 224 secuencias del marcador SAG3 para Toxoplasma
gondii con un tamafio de 638 a 1158 pb (Anexo A) (matrices de 170 secuencias x 638pb y
224 secuencias x 1158pb respectivamente)

En el primer analisis despues del alineamiento se obtuvo un matriz con tamafio de 224
x 574pb, el cual mostré un arbol filogenético con topologia sesgada por diferencias en tamarfio
de secuencias generando ruido al momento del alineamiento y arboles con un grupo de
secuencias excluidas; mientras que en el segundo andlisis con un total de 170 secuencias y un
tamafo de 566pb después del alineamiento y la depuracion se obtuvo arboles con topologia
Optima mostrando los linajes de interés.

La generacion de los arboles se realiz6 con Maximum Parsimony, Neighbor-Joining y
Maximum Likelihood con el modelo de sustitucion de Tamura-3-parameter; dichos arboles
mostraron topologias similares, por lo que, los arboles finales se muestran con Maximum
Parsimony (MP).

Sarcocystis sp. el cual se tom6é como grupo externo permitié la generacion de
enraizamientos satisfactorios mostrando grupos, donde se pueden apreciar los diferentes
linajes y a la vez un grupo basal.

La historia evolutiva se infirié utilizando el método de Maximum Parsimony con los 2
arboles mas parsimoniosos (longitud = 566). El indice de consistencia (IC) fue de 0,92, el
indice de retencion (RI) fue 0,94 y el indice compuesto (RCI) fue 0,88 mostrando una matriz
de alta homologia y baja homoplasia (eventos paralelos o convergentes). En los clados se
indica el porcentaje de réplicas de arboles en los que los taxones asociados mostrando el
apoyo de grupos o clados mediante la prueba estadistica de bootstrap (figura2) (Felsenstein,

1985).
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Figura 2. Analisis con el algoritmo de Maximum Parsimony de las secuencias del gen SAG3
de Toxoplasma gondii, que muestra el outgroup, secuencia basal o ancestral y los tres linajes

filogenéticos.
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Como se puede observar en la figura 2 el andlisis filogenético de las secuencias de
SAG3 permitié tipificar los diferentes linajes obteniendo 3 clados o grupos definidos y
apoyados por valores de bootstrap (83%, 57%, 57%); el primer grupo corresponde al linaje II,
el segundo al linaje I y el tercero al linaje Il1l. Por otro lado, en la parte inferior se tiene un
grupo basal, mismo que fue encontrado en un hospedador salvaje (jaguar, Felis concolor) en
la Guayana Francesa y muestra ser el mas ancestral, y al grupo externo el cual enraiza todo el

arbol (figura 2, clado basal aumentado en tamafio).

18




DIAGNOSTICO Y ECOEPIDEMIQLOGiA MOLECULAR DE Toxoplasma gondii
MEDIANTE EL GEN SAG3 Y ANALISIS FILOGENETICOS

Figura 3. Linaje Il de Toxoplasma gondii a partir de secuencias SAG3
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En la figura 3 se puede observar el linaje Il de Toxoplasma gondii el mismo que se
encuentra formando dos subclados de taxones hermanos. Por un lado, se tiene un primer
grupo de taxones monofiléticos (flecha verde) que poseen un ancestro en comun junto con sus
descendientes, mismos que han ido presentando pequefias mutaciones puntuales. Por otro
lado, el segundo grupo (flecha azul) que tiene un ancestro comun con A, siendo el grupo B
(flecha azul) como grupo hermano y sus taxones derivados.

El linaje Il muestra un comportamiento interesante ya que este se encuentra circulando
en animales tanto salvajes como domésticos con una migracion tanto en Europa, Asia, Africa
y América. Mientras que el linaje | se encuentra en los seres humanos, esto se puede deber a
que estos se encuentran en convivencia con animales domésticos como el gato o la gallina,
dicho linaje predomina en el Continente Americano con pequefias introducciones en Europa

(C) y Asia (D) como se puede ver en la figura 4.
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Figura 4. Linaje | de Toxoplasma gondii a partir de secuencias SAG3
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Figura 5. Linaje 11l de Toxoplasma gondii a partir de secuencias SAG3.
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En la figura 5 se muestra el linaje 111; en donde se puede observar un taxén hermano
(flecha azul) con un ancestro comun E del clado F derivado (linaje Ill); este linaje ha
circulado alrededor del mundo llegando a todos los continentes (expansion) con una
versatilidad de hospedadores tanto definitivos como intermediarios, mostrando una hipétesis
de intercambio genético y expansion debido posiblemente a una alta movilidad. La topologia
mostrada de ancestralidad en la serie de transformacion de caracteres: secuencia de jaguar
basal / linaje Il (animales silvestres/domésticos) / linaje | (animales domésticos/humanos) /
linaje 11l de expansion, arroja una clara tendencia de origen zoondtico, colocando a nuestra

hipotesis filogenética con base en la evidencia a felinos como fuente de origen (figura 6).
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Figura 6. Hipotesis filogenética del origen y evolucion de linajes, zoonosis y expansion geografica y de hospedadores de Toxoplasma gondii.
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Discusion

Para el desarrollo de la investigacion, se realiz6 una matriz de diagndstico y ecoepidemiologia
molecular, con el objetivo de realizar un analisis filogenético de secuencias especificas de
Toxoplasma gondii, el cual pueda ser utilizado para la identificacion molecular rapida de
cualquier aislado de T. gondii en el pais y en la regidn, ya que este es el agente causal de la
toxoplasmosis, dicha enfermedad posee una alta prevalencia en todo el mundo debido a su
facilidad de contagio, ya sea a través de los alimentos o a su vez mediante el contacto directo
con hospedadores portadores del parésito (Sanchez et al., 2019).

El gen SAG3 permitié identificar un ancestro comdn de T. gondii originario de
Sudamérica en la familia Felidae; la familia Felidae llegd a Sudamérica a final del Plioceno
después de migrar de América del Norte mostrando adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas,
estos al ser hospedadores definitivos de Toxoplasma gondii, asi como los Unicos que permiten
que se dé una recombinacidén meidtica logran hacer que el parasito se expanda rapidamente
originando nuevos linajes con acumulacion de mutaciones puntuales (O’Brien et al., 2008;
Pereira & Perez, 2002), dados estos resultados se sostiene la hipdtesis de que T. gondii se
origino en los felinos silvestres en América del Sur generando una diseminacién posterior a
través de las aves migratorias y el comercio produciendo una migracion en animales
domésticos como los gatos asi como ratones y ratas (Lehmann et al., 2006).

En primer lugar, el linaje I, derivado del ancestro felino, es avirulento en ratones,
pero en humanos se ha comprobado que puede llegar a provocar una infeccion congénita
(Dubey, 2010; Sanchez et al., 2019), en el presente estudio se comprob6 que este linaje de T.
gondii predomina en animales salvajes y domésticos como: Canidae, Felidae, Phasianidae,
Bovidae, Suidae, Cervidae, mismos que estarian afectando directamente a la produccion
ganadera ya que en el caso de ovejas y cabras una infeccion con T. gondii conllevaria a la

muerte de los fetos, y aquellos que logren sobrevivir no presentarian sintomas clinicos
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convirtiéndolos en una fuente directa de contagio para los humanos al momento de consumir
sus carnes, este mismo precedente se presentaria en el caso de los cerdos (Aguirre et al., 2019;
Dubey, 2010). Asi mismo se puede ver ampliamente que el linaje tipo Il se esta diseminado
en el continente Europeo sosteniendo la hipotesis que menciona Sanchez et al., (2019), a su
vez este mantiene pequefas introducciones en el continente Africano a través del comercio de
esclavos, mientras que se introdujo al continente Asiatico y Americano mediante el comercio
de productos agricolas, textiles y armamentistas (Lehmann et al., 2006).

Este linaje Il muestra haber derivado, por mutaciones fundamentales a identificar a
posteriori, en dos subclados, el linaje I y el linaje 111. El linaje tipo | es altamente virulento
llevando al 100% de mortalidad en los ratones (Dubey, 2010), mientras que en humanos lleva
a una infeccion congénita, en el presente estudio se muestra que este se encuentra presente en
hospedadores como Hominidos, Felidae, Phasianidae y Mustelidae predominando en el
continente Americano con pequefias introducciones en Europa y Asia; estas introducciones
pueden deberse en su gran mayoria al comercio; ya que en los barcos de América del Sur y
Central se cargaban con grandes cantidades de productos agricolas como arroz y cafia de
azucar, los mismos que podian contener tierra contaminada con ooquistes dando como
consecuencia la infestacion de los mismos y la propagacion hacia los distintos continentes
(Lehmann et al., 2006). En estos casos las infecciones con Toxoplasma gondii, cuando se
habla de los animales, pueden deberse a que el ambiente se encuentra contaminado con
ooquistes y al encontrarse en constante exposicion al ambiente estos pueden llegar a
contagiarse, por otro lado, ya que estos se usan como fuente de alimento para el ser humano,
provocan un ciclo de transmision continua debido al consumo de dicha carne contaminada
(Aguirre et al., 2019; Dubey, 2010; Lehmann et al., 2006).

El otro subclado derivado y hermano del linaje I, el linaje I1l, mantiene su avirulencia

en ratones, genera infecciones cronicas, y muestra tener una mayor capacidad de circulacion
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alrededor del mundo llegando a todos los continentes con una versatilidad de hospedadores

tanto definitivos como intermediarios, los mismos que estan dados por: Canidae, Felidae,

Phasianidae, Mustelidae, Bovidae, Suidae, Cervidae, Caviidae, Anatidae, Cercopithecidae,

Hominidos, Equidos, lo que puede representar una mayor adaptacion y éxito evolutivo.

Conclusiones

El andlisis filogenético de Toxoplasma gondii generd una matriz de diagnostico con
base en el marcador molecular SAG3 que muestra una alta variabilidad genética al ser
altamente polimérfico encontrando una relacion directa entre el linaje circulante y la
virulencia, expansion geografica y éxito evolutivo, esto permite su uso tanto para
diagndstico, asi como en epidemiologia molecular y vigilancia genémica.

El linaje tipo | predomina en el continente Americano con pequefias introducciones en
Europa y Asia, mientras que el linaje de tipo Il predomina en el continente Europeo y
afecta directamente a la produccion ganadera y el linaje tipo Il se encuentra circulando
alrededor del mundo tanto en hospederos definitivos como intermediarios.

Para finalizar el marcador molecular SAG3 es una opcion para la identificacion
molecular rapida de cualquier aislado de T. gondii en el pais y la region, a la vez permite

conocer el grado de afectacion a la poblacion.
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Anexos

Anexo A. Secuencias del marcador SAG3 de Toxoplasma gondii presentes en NCBI

PAIS GenBank (nimero de accesion)

Estados | AF340227.1 AF340228.1 AF340229.1 KU599444.1 KU599445.1 KU599446.1

unidos KU599447.1 KU599448.1 KU599449.1 KU599450.1 KU599451.1 KU599452.1
KU599453.1 KU599454.1 KUS599455.1 KU599456.1 KU599457.1 KU599458.1
KUS599459.1 KU599460.1 KU599461.1 KUS599462.1 KU599463.1 KU599464.1
KU599465.1 KU599466.1 KU599467.1

Brasil AY187280.1 KU599333.1 KU599334.1 KU599335.1 KU599336.1 KU599337.1
KUS599338.1 KU599339.1 KU599340.1 KU599341.1 KU599342.1 KU599343.1
KUS599344.1 KU599345.1 KUS599346.1 KU599347.1 KU599348.1 KU599349.1
KU599350.1 KU599351.1 KU599352.1 KU599353.1 KU599354.1 KU599355.1
KU599356.1 KU599357.1 KU599358.1 KU599359.1

Irdn JF312642.1 EF445545.1

Iraq MK801816.1 MK801817.1 MK801818.1 MKS801819.1 MKS801820.1 MKS801821.1
MK801822.1 MK801823.1 MK801824.1 MK801825.1 MK801826.1 MK801827.1
MK801828.1 MK801829.1 MK801830.1 MN747839.1 MN747840.1 MN747841.1
MN747842.1  MN747843.1 MW338750.1 MW338751.1 MW338752.1 MW133084.1
MWwW133085.1 MW133086.1 MW133087.1 MW338753.1 MW338754.1 MW338755.1
MW338756.1 MW338747.1 MW338748.1 MW338749.1 MW133088.1 MW133089.1
MW133090.1 MW133091.1 MW133092.1 MW133093.1 MW133094.1 MW338737.1
MW338738.1 MW338739.1 MW338740.1 MW338741.1 MW338742.1 MW338743.1
MW338744.1 MW338745.1 MW338746.1

Austria KU599323.1 KU599324.1 KU599325.1 KU599326.1 KU599327.1 KU599328.1
KU599329.1 KU599330.1 KU599331.1 KU599332.1

Francia KU599360.1 KU599362.1 KU599367.1 KU599368.1 KU599370.1 KU599373.1
KU599401.1 KU599402.1 KU599403.1  KU599404.1 KUS599405.1 KU599406.1
KU599407.1 KU599408.1 KU599409.1 KU599410.1 KU599411.1 KU599412.1

Puerto KU599361.1 KU599364.1 KU599365.1 KU599371.1  KU599372.1
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Rico

Barbados | KU599366.1

San KU599369.1

Cristobal

y Nieves

China KU599374.1 KU599375.1  KU599376.1 KU599377.1  KU599378.1 KU599379.1
KU599380.1 KU599381.1 KU599382.1 KU599383.1  KU599384.1 KU599385.1
KU599386.1 KU599387.1

Etiopia- | KU599388.1 KU599389.1 KU599390.1 KU599391.1  KU599392.1 KU599393.1

Africa KU599394.1  KU599395.1 KU599396.1 KU599397.1 KU599398.1  KU599399.1
KU599400.1

Gabon- KU599413.1 KU599414.1 KU599415.1 KU599416.1 KU599417.1 KU599418.1

Africa KUS599419.1 KU599420.1 KU599421.1 KU599422.1 KU599423.1 KU599424.1
KU599425.1  KU599426.1

Guayana | KU599427.1  KU599428.1 KU599429.1 KU599430.1 KU599431.1 KU599433.1

Francesa | KU599434.1 KU599435.1 KU599436.1 KU599437.1 KU599438.1 KU599439.1
KUS599441.1 KU599442.1  KU599443.1

Suriname | KU599432.1 KU599440.1

Portugal | KU599468.1 KU599469.1 KU599470.1 KU599471.1 KU599472.1 KU599473.1
KU599474.1 KU599475.1  KU599476.1 KU599477.1 KU599478.1 KU599479.1

Turquia KU599480.1 KU599481.1  KU599482.1 KU599483.1 KU599484.1 KU599485.1
KU599486.1 KU599487.1 KU599488.1 KU599489.1  KU599490.1
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