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RESUMEN

Objetivo. Caracterizar bioldgica, antigénica y mole-cularmente siete cepas de Toxoplasma
gondii, cinco aisladas de cerdos en un frigorifico en Bogota (PC117, 5TN, 61, 84y 121) y una
aislada de heces de gato (Yaco) en Monteria, Cérdoba, Colombia. Se tomé como referencia la
cepa tipo | RH. Materiales y métodos. Es un estudio comparativo entre cepas. Se inocularon
en ratones para obtener sueros y evaluar la respuesta inmunolégica. Los sueros se sometieron a
la técnica de inmunofluorescencia indirecta, IFl, para deteccidon de anticuemos laG
anti-toxoDlasma Se utiliz6 la técnica de Western-blot para observar el perfil antigénico entre
cepas. Para este estudio se usaron fracciones nroteicas de las ceDas PC 117 RH v 5TN
enfrentadas a sueros humanos con titulos superiores a 1/256. A los cerebros de ratones
infectados se les realiz6 una valuacién

microscoépica y molecular. Resultados. La respuesta inmune inducida por las cepas presentd
titulos entre 1/16 y 1/64 ocho dias después de la infeccién, y se mantuvo casi hasta 90 dias. Se
encontraron diferencias antigénicas entre las cepas de alta virulencia, RH, PC117 y 5TN. Se
obtuvieron quistes de la cepa Yaco y 121. La presencia del parasito se confirmé por PCR en
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Yaco, 121, 61 y 84. Conclusiones. Existen diferencias entre las cepas analizadas que muestran
que las aisladas de cerdo presentan una mayor virulencia en comparacién con la de gato. Esto
sugiere que podria existir alguna diferencia genémica entre las cepas. Estas cepas podrian
usarse como antigeno nativo en la prueba de IFI.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, aislamiento de cepas, caracterizacion,
inmunofluorescencia indirecta.

ABSTRACT

Objective. A molecular, antigenic, and biologic characterization of seven strains of Toxoplasma
gondii was performed, five isolated from pigs from one of Bogotd’, Colombia, slaughterhouse.
(PC117, 5TN, 61, 84 and 121) and one isolated from cat feces in Monteria, Cérdoba, Colombia
(Yaco). As reference strain was used type | RH. Methods. Comparative study within strains.
Strains were inoculated in mice in order to obtain serum and evallate the immunologic
response. Serums were analyzed by the indirect immunofluorescence technique (IFI) to detect
antibodies IgG anti-Toxoplasm. A Western-blot technique was used to visualize an antigenic
profile within strains analyzed. For this study, protein fractions of RHy 5TN PC 117 strains were
used against human serum with titres over 1/256. Also, a molecular and microscopic evaluation
of infected mice brains was performed. Results. Induced molecular response of the strains had
titres within 1/16 and 1/64 eight days post-infection, and it remained until 90 days after
infection. Differences were found within high virulence strains (RH, PC117 y 5TN) at antigenic
level. Cysts of Yaco and 121 strains were obtained. The presence of the parasite was confirmed
in Yaco, 121, 61 y 84 by PCR technique. Conclusions. There are differences within all analyzed
strains, showing that the strains isolated from pork meat are more virulent than the strain
isolated from cat. This suggests that a genomic difference could exist within them. These strains
may be used like native antigen in IFI tests.

Key words: Toxoplasma gondii, isolation strain, characterization, indirect
immunofluorescence technique.

INTRODUCCION

Toxoplasma gondii, el agente eausal dd la toxoplps-mosis, tiene como hospederos definitivos a
los integrantes de la familia felidae y como hospederos intermediarios a 220 vertebrados,
aproximadamente, entre los cuales se encuentran el hombre y el cerdo (1).

Los estudios realizados en modelos de ratdon indican que las cepas tipo | son altamente
virulentas y son las responsables de causar infeccién aguda en ratones; las cepas tipo Il y Il
son relativamente no virulentas y estan asociadas con la infeccidon crénica en estos animales
(2). Estos estudios despertaron el interés de muchos investigadores, quienes se formularon el
siguiente interrogante: ¢;es posible que, al igual que sucede en los modelos de ratén, la
progresiéon y la variabilidad de la enfermedad en humanos puedan deberse al tipo de cepa que
cause la infecciéon? (3).

Durante los ultimos afios, se han adelantado algunos estudios dirigidos al analisis de la
poblacion genética del parasito en muestras de pacientes infectados y se encontré que el 75%
de los casos de infeccidon congénita analizados en Espafia, presentaba infeccién con cepas tipo |
(4); en Francia, el 76% de los casos de infeccidon congénita analizados, al igual que el 76% de
los pacientes inmunosuprimidos incluidos en el estudio, presentaba infeccion con T. gondii
causada por cepas tipo Il (5).

Lo mismo ha sucedido con los estudios orientados a lograr la serotipificacién de las cepas de T.
gondii. Por ejemplo, Handman y Remington detectaron y caracterizaron antigenos de la
membrana del parasito, por medio de los cuales se ha podido llegar a afirmaciones interesantes
sobre las diferencias existentes en cuanto a dichos antigenos, en cepas virulentas tipo 1 y en
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cepas no virulentas tipo 2 y 3 (esta clasificaciéon es valida para estudios en los modelos de
ratén) (2, 6, 7).

Con el andlisis de proteinas Western-blot, Sharma y Remington (8) demostraron que tres cepas
estudiadas compartian ocho proteinas mayores, pero que, en cada tipo de cepa, habia antigenos
especificos menores que no se compartian. También se describié un anticuerpo monoclonal que
reconocia un antigeno de membrana de 23 kd en cepas virulentas y que, aparentemente,
estaba ausente en cepas no virulentas (9).

Por diferente via, se reportaron tres patrones isoenzimaticos diferentes en siete cepas de T.
gondii.

Las tres cepas altamente patogénicas, que no producen ooquistes en gatos, exhibieron un
patrén, mientras que las cepas no letales, productoras de ooquistes, se pudieron dividir en otros
dos patrones diferentes al patréon de las cepas virulentas (10, 11).

Igualmente, Sibley y Boothroyd estudiaron 28 cepas de T. gondii, aisladas de ratones infectados,
las cuales presentaban diferencias en el tipo de virulencia. Por medio del estudio de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), demostraron que habia patrones
indistinguibles en las cepas virulentas; las cepas no virulentas mostraban patrones
heterogéneos (7, 12).

Recientemente, se han realizado mas estudios moleculares para diferenciar el tipo de cepa y
tratar de entender por qué unas cepas tienen la capacidad de invadir méas rapidamente y en
mayor proporcidon que otras. Wong et al., en 1993, encontraron que la actividad de la ADN
polimerasa era mayor en las cepas virulentas que en las cepas no virulentas y que,
probablemente, esta actividad estaba relacionada con la tasa de proliferacién celular, como lo
habia sugerido Spandari en 1978 (9).

Mas tarde, en 1995, esta afirmacién fue demostrada por Makioka et al., quienes usaron la cepa
RH (13) altamente virulenta y la cepa ME49 no virulenta, encontrada por Lunde y Jacobs en
1983; Makioka confirmé el incremento en la actividad de la ADN polimerasa de la cepa RH al
compararla con la cepa no virulenta ME49 (11). Por otro lado, se han llevado a cabo estudios de
caracterizacion genética que han permitido observar que las cepas virulentas tienen un genotipo
esencialmente idéntico, mientras que las no virulentas muestran un leve polimorfismo (7).

En Espafa, se han hecho estudios de caracterizacidon genética de cepas procedentes de animales
de consumo humano y se encontré que existe una relacién entre el tipo de cepa de T. gondii
mas srecuentemente observado en estos animales y el tipo de cepa detectado en los pacientes
inmunosuprimidos y en los casos de infeccion congénita causada por el parasito (14).

En Colombia, se requiere determinar el tipo de cepa de mayor circulacién, mediante
caracterizaciones basadas en el comportamiento biolégico y el perfil antigénico de cepas
aisladas de diferentes hospederos. Esto permitiria tener mayor informacién epidemiolégica
sobre la toxoplasmosis en nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico, animales de experimentacién. Se usaron ratones de la cepa CFW
(Carwort Farm inbreed of Webster), de 21 a 36 dias de nacidos y de 3 g de peso,
aproximadamente. Estos ratones fueron suministrados por el bioterio del Departamento de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Los Andes.

Se obtuvieron muestras de suero de los ratones infectados con T. gondii con el fin de medir la
respuesta inmune montada por el hospedero en el periodo posterior a la infeccién. Se
analizaron algunas muestras de cerebro para verificar la presencia del parasito, por medio de
observacion microscépica de los quistes y detectandolos directamente por medio de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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Cepas. Se evaluaron siete cepas extraidas de diferentes hospederos (tabla 1) procedentes de
un frigorifico de Bogota, al cual llegan cerdos provenientes de diferentes lugares de Colombia.
La cepa aislada de heces de gato es proveniente del departamento de Cérdoba.

CEPAS EVALUADAS EN EL ESTUDIO

Cepa Forma parasitaria Hospedero
HH Taguizoitos (referencial Humana

YACO Ooquistes; heces Gato
oTN Taguizoitos Cerdo

PC117 Taquizoitos Cerdo
651 Quistes Cerdo
84 Ouistes Cerdo
121 Quistes Cerdo

Para la caracterizaciéon biolégica y antigénica de las cepas extraidas de carne de cerdo, se tomé
como parametro la cepa RH (tipo 1) y la cepa no virulenta Yaco (tipo Il), aislada de heces de
gato y caracterizada en el CIMPAT.

Obtencién de sueros inmunes. Se inocularon cuatro ratones con cada cepa (61, 84,121 y
Yaco) y, como controles negativos se evaluaron dos ratones inoculados con PBS. No se
evaluaron las cepas PC117, 5TN y RH, ya que el tiempo para inducir la produccién de
anticuerpos es muy corto.

Los sueros obtenidos se analizaron mediante inmunofluorescencia indirecta (IFIl), para observar
la respuesta inmunolégica del ratén frente a las cepas. La reaccién se considerd positiva cuando
se obtuvieron titulos de 1/8 o mayores.

Deteccién de quistes cerebrales. Se extrajo el cerebro de los ratones inoculados con las
cepas 61, 84, 121 y Yaco para practicar improntas en laminas que, posteriormente, se
colorearon con PAS (Periodic Acid Shiff), ya que los quistes de T. gondii son positivos para ella.
Después de colorear las laminas se observaron directamente al microscopio con 40 y 100
aumentos.

Analisis del perfil antigénico. Se evaluaron las cepas PC117, 5TN y RH por ser cepas
virulentas y de répida replicacion, lo que permite obtener formas libres en el liquido
intraperitoneal del ratdn; se obtuvieron, aproximadamente, entre 3,5x10" y 4,0x10" taquizoitos
para cada una de las cepas, contados en camara de Neubuer. Se utilizé el Western-blot; como
anticuerpo primario, se uso el suero humano positivo para IgG de T. gondii ee nu nitulo od
el1256 proveniente del banco de suero del CIMPAT y como anticuerpo secundario, anti-lgG
humano marcado con peroxidasa (Sigma®).

Se estandarizaron las condiciones del gel de SDS-PAGE para obtener una buena separacion de
las proteinas. Se utilizé el gel concentrador al 5% y el de corrido a una concentracion de 12%.

Analisis molecular. A partir de las muestras de cerebro de los ratones inoculados con las
diferentes cepas, se realiz6 la extraccion de ADN con el método salting-ou,, para llevar a cabo el
analisis molecular por medio de PCR anidada; se emplearon dos parejas de iniciadores externos
e internos (15), dirigidos a amplificar un segmento de 221 pb del locus SAG-2 del parasito (
véase tabla 2).
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GRUPOS DE INICIADORES UTILIZADOS EN LA AMPLIFICACION

INICIADORES SECUENCIA 5'-3' nﬁ:ﬂ:&i%ﬁl
SAG2F3 [zentido externo) 5 TCTGTICTCCGAAGTGACTCE-3'
SAGZR3 [antisentido externol S -TCAAAGCGTGCATTATCE-3 5E0 P
SAGEFE [sentido interno) S-ATTCTCATGOCTCOGETTC-3
SAGZA (antisentido internol S -AACGTITCACGAAGGCACAC-3' e

Los productos de amplificacion se evaluaron en geles de agarosa al 2% y se tifieron con
bromuro de etidio. Posteriormente, se visualizaron bajo luz ultravioleta.

Para la primera amplificacién del locus SAG2, la mezcla de reaccién contenia 1 mM de soluciéon
tam-pon de PCR, 1,5 U/ul de taq polimerasa, 0,088 mM dNTP, 1,4 mM MgCI2 y 0,3 mM de cada
iniciador externo, y se agregaron 3 ul de ADN para completar un volumen final de 25 ul.

La mezcla de reaccién para la PCR anidada utiliza los mismos reactivos de la primera reaccion
con las mismas condiciones de concentracién, excepto que se usan los iniciadores internos vy,

como plantilla, se toma 1 ul de una dilucién 1/10 del producto de amplificaciéon de la primera
PCR.

El programa de amplificacion para las dos PCR presentaba las siguientes condiciones:
desnaturalizacién inicial a 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de amplificacién para la PCR 1, y 40
para la anidada, con las siguientes condiciones: desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos,
alineacion a 54°C por 30 segundos, extensiéon a 68°C, 45 segundos y para las dos PCR se corria
una extensién final a 68°C por 5 minutos.

RESULTADOS

Respuesta inmunoldgica mediante inmunofluo-rescencia indirecta. Se analizaron 176
muestras de suero de los ratones inoculados con las diferentes cepas, tomadas en un periodo de

63 dias (figuras 1, 2, 3y 4).

En la figura 1 se observa que las muestras de suero de los dos grupos de ratones, 1y 2
(clasificacién hecha segun el tiempo de inoculacién: los ratones del grupo 1 se inocularon 4 dias
antes que los del grupo 2), empiezan a presentar una respuesta inmunoldgica desde el dia 14,
con titulos de 1/32 y 1/ 16, respectivamente. Las muestras de suero obtenidas fueron positivas
a la dilucién 1/32, hasta el dltimo dia de analisis.

Estudios previos realizados en el Centro de Investigacion en Microbiologia y Parasitologia
Tropical (CIMPAT), por el grupo de Toxoplasmosis y Parasitologia en General, demostraron que la
cepa Yaco es tipo Il (no virulenta).

La respuesta inmunoldgica de esta cepa esta acorde con los resultados obtenidos por Nguyen en
1996 (16) con la cepa Beverley (tipo I1) de referencia internacional; los ratones inoculados
comenzaron a presentar titulos a los 11 dias después de la infeccién y el resultado se mantuvo
positivo hasta el dia 525 del estudio, momento en que éste termind.

En la figura 2 se observa que las muestras de suero de los dos grupos de ratones (1 y 2)

comienzan a presentar respuesta inmunoldgica desde el dia 21 y 8, respectivamente, con un
titulo de 1/16.
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RESPUESTA INMUNDLOGICA DE LOS RATONES INFECTADOS
COMN LA CEPA 121, DBTENIDA A PARTIR DE CARNE DE
CERDO CONTAMINADA CON QUISTES DE ToXOPLASAMA
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A diferencia de lo que se observé con la cepa Yaco, la cepa 121 presentd respuesta inmunolégica
a partir del dia 4, lo que nos permitiria pensar que esta cepa es un poco mas inmunogénica que
las demas. Es posible que los futuros estudios de tipificacibn molecular permita aclarar si esta
diferencia en la respuesta inmunoldgica se relaciona con su perfil genético.

Deteccidn de quistes en cerebro. Una vez realizada la tincién con PAS, se hizo la
observacién microscopica y se encontraron quistes (figuras 5, 6 y 7). En las laminas se observa
que la tincién con PAS tifie de rojo la membrana del quiste, debido a la reaccién con el glicbgeno
que la compone.
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QUISTE DE TOXOPLASMA GONDII, COLOREADO CON PAS.
CEPA YACOD. AUMENTO DE 100X
([CONTRERAS, 2003).
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Perfil antigénico. La reaccion inmunolégica se llevé a cabo mediante corrido de fracciones
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proteicas de las cepas PC117, RH y 5TN. El gel muestra que las tres cepas comparten un patron

similar de bandas de proteinas; sin embargo, se presentan bandas en RH y 5TN que no se

encuentran en PC117 (figura 7).

ELECTROFORESIS EN GEL DESNATURANTE DE LAS CEPAS

RH, PC117 ¥ 5TN DE T. GONDII.
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Se observa una banda cercana a los 70 kd (figura 8) que podria ser la reportada por Neida et al.
(17), involucrada en el proceso de conversion detaquizoitos a bradizoitos; es mas fuerte en la

cepa 5TN. También, se observan bandas de entre 30 y 37 kd para las tres cepas y una banda en
RH y 5TN de 18 kd, aproximadamente.
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Analisis molecular. En el gel de agarosa se observa amplificacién de la banda esperada, de un
peso molecular de 221 pb, en los carriles 1, 2, 3, 4 y 8; evidencia la presencia de ADN de T.
gondii en los cerebros de los ratones infectados con cada una de las cepas (figura 9).

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGARDSA. 1] CEPA B1, 2]
CePA B4, 3ICEPA 121, 4) CEPA YACD, 51 MARCADOR
DE PESO, B] CONTROL NEGATIVO DE LA INOCULACION
(RATON INOCULADO cON PBS), 7) CONTROL NEGATIVO
DE LA REACCION Y BICONTROL PoSITIVO (CEPA RH).

1 2 3 4 5 & 7 8| Pb

T
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- 1500
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ANALISIS

La respuesta inmunoldgica de la cepa 61 muestra una notable diferencia frente a lo observado
con la cepa Yaco, lo cual podria indicar que esta cepa es tipo | (virulenta), lo cual explicaria su
muy notable poder patégeno en ratones. Sin embargo, es necesario confirmar esta hipoétesis por
medio de estudios moleculares.

Segun los estudios realizados por Brown, en 1994 (18), la respuesta inmunolégica de los
ratones frente a la infeccién con Toxoplasma gondii no s6lo depende del poder patogénico de la
cepa, sino también, del estado inmunolégico del animal inoculado. Esto podria explicar porqué
los ratones del grupo 1 no presentaron respuesta inmunolégica a la infecciéon con el parasito.

Como se ha sefialado en los resultados, fue posible observar quistes de T. gondii en cerebro de
ratones infectados. El quiste de la cepa 121 mide 7,68 pum, aproximadamente, tamafio acorde
con el tiempo infeccion, el cual corresponde a 7 meses. Los quistes de la cepa Yaco observados
midieron entre 5,4 y 6 um, aproximadamente, en 4 meses de infecciéon, un poco mas grandes
-comparativamente con la cepa 121- para el corto tiempo de infeccion.

Para poder reportar la presencia de quistes es necesario que los ratones sobrevivan 30 dias o
mas, tiempo en el cual el hospedero ha podido responder adecuadamente ante el parasito y se
forman los quistes en el tejido.

Este comportamiento se observé en las cepas 61, 84, 121 y Yaco. Sélo se buscaron los quistes
en el cerebro de los ratones, y no en otro tejido, ya que en este animal el cerebro es la zona
mas susceptible para su formacién, como lo demostraron Garnham et al., en 1962.

Una de las méas abundantes proteinas de superficie halladas en Toxoplasma, es la
correspondiente a p30, que constituye el 5% de la proteina total del taquizoito. Esta proteina
aparece en las tres cepas en estudio, lo cual demuestra que el gen P30 se conserva mucho en
todas las cepas de T. gondii (19).

También, se ha encontrado otro tipo de proteinas que se comparten entre las diferentes cepas
de T. gondii, correspondientes a las proteinas que se encuentran en los granulos densos de 23 y
28,5 kd. Se observa una banda cercana a los 70 kd que podria ser la reportada por Neide et al.
(16), involucrada en el proceso de conversion de taquizoitos a bradizoitos; es mas fuerte en la
cepa 5TN. También, se observan bandas de pesos entre 30 y 37 kd para las tres cepas y una
banda en RH y 5TN de 18 kd, aproximadamente.

Todos los aislamientos de cepas de T. gondii realizados a partir de carnes de cerdo muestran ser
de tipo Il, al ser comparadas con la cepa Yaco aislada de gato. Esto podria demostrar la gran
cronicidad que muestran los pacientes infectados con T. gondii en nuestro pais. En todo caso, se
hace necesario realizar estudios a fondo de genotipificacién de las cepas, para poder dar mayor
informacioén sobre las diferentes patologias en pacientes infectados con T. gondii.
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