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RESUMEN EJECUTIVO

Toxoplasma gondii es un parasito que causa la toxoplasmosis ocular, una zoonosis que afecta a un tercio
de la poblacion mundial, el cual perjudica significativamente a mujeres embarazadas y personas
inmunocomprometidas. Se ha demostrado que tiene varias vias de transmision, siendo relacionada
principalmente a las heces de los gatos y a carne mal cocinada. Sin embargo, existen vias de transmision
por vegetales crudos, especialmente los de hoja verde, como lo es la lechuga (Lactuca sativa L). En
Ecuador no existe informacion sobre la presencia de este parasito en matrices vegetales y tampoco su
caracterizacion molecular. El objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia de 7. gondii en
lechuga comercializada en el mercado América de Ambato, e identificar si pertenece al subtipo II o III
por medio de la amplificacion del gen SAG?2 y la utilizacion de técnica de PCR anidada. Se realiz6 un
analisis descriptivo y exploratorio, donde se analizaron 21 muestras de 7 puestos de venta, de los cuales
11 fueron identificadas microscopicamente y de ellas, 7 muestras evidenciaron molecularmente la
presencia de 7. gondii (33,3 por ciento). No obstante, ninguna de las muestras presentd compatibilidad
a subtipos II o III, sugiriendo que existe la posible circulacion de cepas no arquetipicas de 7. gondii en
la ciudad. En conclusion, el estudio determind la presencia de 7. gondii en muestras de lechuga y aporta
evidencia preliminar sobre la variabilidad genética del parésito, asentando las bases para futuras

investigaciones.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, microscopia, lechugas, PCR, subtipos, escasa investigacion,

variabilidad genética
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a parasite that causes ocular toxoplasmosis, a zoonosis that affects one-third of
the world's population and significantly harms pregnant women and immunocompromised individuals.
It has been shown to have several routes of transmission, mainly related to cat feces and undercooked
meat. However, there are also routes of transmission through raw vegetables, especially green leafy
vegetables such as lettuce (Lactuca sativa L). In Ecuador, there is no information on the presence of
this parasite in vegetable matrices, nor on its molecular characterization. The objective of this research
was to determine the presence of 7. gondii in lettuce sold in the América market in Ambato and to
identify whether it belongs to subtype II or III by amplifying the SAG2 gene and using nested PCR. A
descriptive and exploratory analysis was carried out, in which 21 samples from seven market stalls were
analyzed. Eleven of these samples were identified microscopically, and seven of them showed
molecular evidence of the presence of 7. gondii (33, percent). However, none of the samples were
compatible with subtypes Il or III, suggesting that non-archetypal strains of T. gondii may be circulating
in the city. In conclusion, the study determined the presence of 7. gondii in lettuce samples and provides
preliminary evidence on the genetic variability of the parasite, laying the groundwork for future

research.

Key words: Toxoplasma gondii, microscopy, lettuce, PCR, subtypes, limited research, genetic

variability
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CAPITULO I. MARCO TEORICO
1.1  Antecedentes investigativos

1.1.1 Justificacion

Toxoplasma gondii es un parasito de amplia distribucion a nivel mundial, afectando hasta un tercio de
la poblacién, responsable de causar la toxoplasmosis ocular, enfermedad que puede terminar en la
pérdida total de la vision del ojo. Ademads, T. gondii tiene la capacidad de provocar dafios graves en
personas con el sistema inmune comprometido, causando enfermedades graves como la encefalitis y
neumonia (Yu et al., 2023). Las mujeres embarazadas también son un grupo vulnerable, ya que al
contagiarse con 7. gondii por primera vez, pueden tener un parto prematuro, aborto, muerte fetal o el

feto puede nacer con anomalias oculares y neurologicas (Deganich et al., 2022).

Los hospedadores definitivos son los felinos, ya que el parasito puede sobrevivir en el tracto intestinal,
lugar donde completan su ciclo de vida mediante reproduccion sexual, liberando ooquistes infecciosos
al ambiente, por medio de sus heces (Ubaid et al., 2025). Esto representa un riesgo para la seguridad
alimentaria, ya que estos ooquistes son resistentes y estables en el ambiente, llegando a contaminar
suelos, agua, vegetales e incluso otros animales, principalmente de sangre caliente (Sheng et al., 2023).
T. gondii se ha asociado su transmision al consumo de carne mal cocida, sin embargo, se ha
documentado que los vegetales, especialmente de hoja verde y muchas veces, consumidos crudos,
representan un vehiculo significativo de propagacion. Por ello, la identificacion de 7. gondii en matrices

vegetales es crucial para la salud publica.

Adicionalmente, la determinacién de subtipos de 7. gondii aporta informacion fundamental para
comprender la diversidad genética del parésito en un territorio especifico. En América Latina
predominan cepas no arquetipicas variables, no obstante, la identificacion de los subtipos clasicos I, 11
y III es fundamental para instaurar una base solida, la cual permita la comparaciéon de perfiles
epidemiologicos, estimacion de niveles de virulencia y aportara datos que contribuyan al entendimiento

global de la estructura poblacional del parasito.

Ambato es una ciudad de comercial, de gran cantidad de mercados y de alta rotacion de productos
agricolas, donde miles de personas adquieren vegetales frescos diariamente. El objetivo de investigar si
la lechuga (Lactuca sativa L.) comercializada contiene 7. gondii, permite determinar a qué subtipo
pertenece y con ello, orientar recomendaciones de inocuidad alimentaria, fortalecer estrategias de
vigilancia y generar conciencia en los consumidores y productores. Finalmente, este estudio responde
a un vacio de conocimiento en Ecuador, ya que existen escasos trabajos sobre la seroprevalencia en

humanos y animales, mas atn, no se han realizado investigaciones que evalien la presencia del parasito

1



en vegetales ni su caracterizacion molecular. Por ello, la ausencia esta informacion dificulta comprender
la dinamica local de transmision, por lo que es imprescindible este trabajo de investigacion de enfoque
descriptivo, transversal y exploratorio, para aportar con evidencia cientifica y contextualizada que

permita abrir campo a nuevas investigaciones.

1.1.2  Aspectos generales de Toxoplasma gondii

1.1.2.1 Descubrimiento y taxonomia del parasito

Toxoplasma gondii fue aislado por primera vez del tejido de un roedor (Ctenodactylus gundi) por
Nicolle y Maceaux en 1908, en el Instituto de Pasteur. Es un parasito protozoario intracelular obligado,
perteneciente al filo Apicomplexa y un tipo de coccidio capaz de formar ooquistes e infectar a animales
domésticos. También es caracterizado por la presencia de un complejo apical especializado, facilitando
la invasion celular, lo que permite infectar a la mayoria de los animales de sangre caliente, incluyendo
a los humanos. En 1970 se revelo su ciclo de vida, el cual tiene una fase asexual y una sexual la cual se
desarrolla en el intestino de los felinos, por ello se consideran hospedadores definitivos (Téllez-Isaias

et al., 2023)

1.1.2.2 Morfologia y fases del parasito

Su morfologia varia segun la fase de su ciclo celular. Se divide en tres estructuras principales: los
ooquistes, los taquizoitos y los quistes tisulares, como se pueden observar en la Figura 1. Los ooquistes
tienen forma circular con un tamafo de 10 a 12 um de didmetro. Estos se producen en la fase sexual,
en el intestino de los felinos, donde se excretan al ambiente por medio de las heces. Estos se encuentran
de forma no esporulada durante 21 dias a una temperatura constante. Posteriormente, el ooquiste madura
y esporula, contendiendo en su interior dos estructuras ovaladas llamadas esporoquistes que, a su vez,
contienen en su interior hasta 4 esporozoitos. Los ooquistes maduros pueden permanecer en el ambiente
hasta 18 meses de forma viable, siendo capaz de resistir cambios bruscos de temperatura (Giraldo,

2008).

Los taquizoitos miden aproximadamente de 2 a 4 pm de ancho y 4 a 8 um de largo. Tienen una estructura
ovalada o de luna creciente, y es la forma invasiva del parasito, ya que puede infectar todas las células
del cuerpo. Estas células infectadas se lisan, dando paso a la diseminacion de mas taquizoitos por via

sanguinea, llegando a perjudicar tejidos como muscular, miocardio y placenta (Attias et al., 2020).



Los quistes tisulares tienen un tamafio de 10 a 200 um de diametro, y en su interior contiene una gran
cantidad de bradizoitos. Estos quistes permanecen de forma latente durante la vida del hospedero,
principalmente en el cerebro, musculo esquelético y corazén. La multiplicacion de los bradizoitos es
lenta y tienen la capacidad de convertirse nuevamente en taquizoitos frente a una alteracion deficiente
del sistema inmune. Son resistentes a los jugos digestivos y pueden transmitirse por la ingesta de carne

mal cocida, sin embargo, son susceptibles a temperaturas mayores a 60 °C (Giraldo, 2008).

20.0 pm

Figura 1. Etapas del ciclo de vida de Toxoplasma gondii.
Nota: (A) Taquizoitos. (B) Quiste tisular con bradizoitos en su interior (C) Quiste tisular en seccion

transversal (D) Ooquiste no esporulado. (Fuente: Adaptado de (Dubey, 2020)

1.1.2.3 Ciclo biologico

El ciclo de T. gondii funciona en dos fases, la sexual donde ocurre en huéspedes definitivos, y la fase
asexual, que ocurre en los huéspedes intermedios, descritas en la Figura 2. La reproduccion sexual
ocurre después de la ingestion de un tejido infectado con quistes tisulares. Dentro del intestino, la pared
es destruida por actividad enzimatica y se liberan los bradizoitos, dando lugar a la gametogonia, proceso
en el cual forman gametos masculinos y femeninos dentro de los enterocitos. Posteriormente a la
fertilizacion, se forman los ooquistes no esporulados dentro de los enterocitos y son excretados por
medio de las heces del hospedador, luego de 3 a 7 dias desde la ingestion del quiste (Hotea & Darabus,
2023).

En los hospedadores intermediarios, el parasito solamente experimenta un desarrollo asexual. Al ingerir

los ooquistes esporulados encontrados en el ambiente, se liberan los esporozoitos y se diferencian en



taquizoitos, los cuales se replican rapidamente dentro de cualquier tipo de célula nucleada y se
diseminan por todo el organismo (Dubey et al., 1998). También ocurre lo mismo al ingerir quistes
tisulares encontrados en carne mal cocida, en donde la pared de los quistes se rompe, dando lugar a los
bradizoitos que infectaran el epitelio intestinal del huésped, diferenciandose nuevamente en taquizoitos
y proliferandose por todo el cuerpo. Esta fase es muy peligrosa ya que, si ocurre durante el embarazo,
se da la transmisidon congénita, el cual el parésito atraviesa la pared de la placenta y puede llegar a

infectar al feto (Robert-Gangneux & Dardé, 2012).
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Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii.
Nota: Biologia, infeccidn y replicacion (Fuente: Obtenido de Garcia et al., 2023).

1.1.3 Epidemiologia

1.1.3.1 Situacién global

La toxoplasmosis es una de las infecciones parasitarias con alta prevalencia a nivel mundial, variando
ampliamente entre regiones debido a diferencias climaticas, sanitarias y socioculturales. Las regiones
que cuentan con areas tropicales y subtropicales son las que favorecen a la supervivencia de los
ooquistes, siendo mayor la seroprevalencia en esas zonas. Entre esas regiones, se encuentran Africa,
Medio Oriente, Sur de Asia, Latinoamérica, Europa Central y Europa del Este, quienes tienen un alto
indice de toxoplasmosis (Vidal, 2019). En algunos paises de Europa y algunas regiones de Estados
Unidos, la toxoplasmosis oscila entre el 15y 22 %, y debido a sus factores climaticos, la toxoplasmosis

alcanza una prevalencia del 16% en el suroeste y un 52,9% en Hawai (Khairullah et al., 2024; Shapiro



et al., 2019). También se evidencio la resistencia de ooquistes de 7. gondii en zonas frias como en
Canada, donde se evidenci6 que el 31,3 % de muestras de carne de beluga, una ballena que se habita en
las zonas articas, contiene quistes de 7. gondii, se detectd que el 30,8 % de las muestras tenian ADN
del parasito en el tejido del cerebro, y el 12,5% se detectd en tejido de bazo del animal (Merks et al.,

2025) .

1.1.3.2 Situacion en Latinoamérica y Ecuador

La distribucion de 7. gondii en América Latina es distintiva, caracterizada por las altas tasas de
transmision, y una diversidad genética significativamente mayor que en otras regiones. La
seroprevalencia en humanos llega a cubrir mas del 50 % en varios paises, atribuyendo a condiciones
ambientales favorables para la propagacion del parasito. Asimismo, los estudios genotipicos reportan
la circulacion de cepas atipicas altamente virulentas, lo cual incrementa el riesgo de cuadros clinicos

severos, especialmente para mujeres embarazadas y personas con el sistema inmunodeficiente.

En Ecuador, la prevalencia varia entre 10 y 15% dependiendo de la region. Durante los Gltimos 5 afios
se determiné que en la region costa es donde existe una mayor prevalencia, con Guayas del 73%, El
Oro con el 16% y en Manabi del 9% en mujeres gestantes, en donde la mayoria de los casos afirman
manipular correctamente los alimentos y consumir carne bien cocida, sugiriendo que la transmision de

T. gondii fue ocasionada por otra via de contaminacion (Zavala-Hoppe et al., 2025).

No obstante, hay muy pocos estudios que evidencian la prevalencia de parasitos en muestras vegetales
en el pais, como el descrito por Caiza & Caiza, (2019), en donde se refleja la carga parasitaria de
protozoarios como Blastocytis sp. y Eimeria sp., en frutas y vegetales, sin embargo, no incluye la
deteccion de 7. gondii. En la ciudad de Ambato solamente hay un estudio sobre la identificacion de 7.
gondii en coles verdes, en donde se confirmé un 53,33% de contaminacién por este parasito,
representando un riesgo significativo ya que la toxoplasmosis en Tungurahua en mujeres embarazadas
es del 42%, lo que podria indicar una posible fuente de transmision (Ibarra, 2025). A pesar de ello, no
se han realizado identificaciones genéticas para determinar la cepa correspondiente ni en matrices

vegetales ni en muestras bioldgicas.

1.1.4 Variabilidad genética de 7. gondii

1.1.4.1 Tipos clonales

T. gondii tiene una estructura poblacional clonal que consta de tres linajes clonales, o cepas arquetipicas,

conocidos como I, II y III. Estos subtipos estan muy extendidos por Norteamérica y Europa, en donde
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se afirma que en cada locus existen solamente dos alelos, lo que sugiere que estos linajes tuvieron un
mismo origen de la misma fuente, sin embargo, han experimentado un intercambio genético muy
limitado (Shwab et al., 2014). Las cepas de subtipo I son altamente virulentas, mientras que los subtipos
I y III son relativamente no virulentas, sin embargo, existen casos en donde las infecciones en pacientes
con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) fueron causadas por el subtipo II (Khan et al.,

2005).

Ademads de su relevancia epidemioldgica, los tres subtipos clonales presentan perfiles gendmicos
distintivos que influyen en la patogénesis y respuesta inmunitaria del hospedador. El tipo II es el méas
prevalente en humanos y esté relacionado con la toxoplasmosis congénita y ocular, mientras que el tipo
III es menos virulento, sin embargo, es relevante por su amplia circulacion en animales domésticos y

fauna silvestre (Uzelac & Djurkovi¢-Djakovié, 2025).

1.1.4.2 Tipos no clonales

En Sudamérica, existen diferentes linajes de 7. gondii y mucho mas virulentos que los linajes tipicos
del parasito. Las cepas exoticas de 7. gondii tiene muchos polimorfismos tnicos, derivandose de los
subtipos I, II y III. Se determinaron 156 genotipos distintos en América del sur, de las cuales 106 se
encontraron exclusivamente en Brasil, demostrando la diferencia genética y el gran nimero variable de

polimorfismos especificos (Brito et al., 2023).

Se han reportado varios aislamientos atipicos definidos como genotipos #6, 65 y 71 en Brasil, aislados
de muestras de laboratorio de pacientes infectados por VIH, mujeres embarazadas, recién nacidos y
personas inmunocompetentes ingresados y tratados en diferentes instituciones clinicas. En este caso, el
#65 es altamente virulento para los humanos y al activarse, produce una mayor cantidad de parasitos
que otros genotipos (Ferreira et al., 2011). En Argentina se han identificado 6 genotipos atipicos
aislados de sangre de cordén umbilical y placenta, de los cuales dos han provocado infecciones cronicas

y agudas en ensayos con ratones (Pardini et al., 2019).

1.1.5 Manifestaciones clinicas

1.1.5.1 Afectaciones en mujeres embarazadas

Las mujeres embarazadas son uno de los grupos vulnerables y de mayor riesgo. Si la madre contrae 7.
gondii por primera vez durante el embarazo, se puede dar una infeccion congénita al feto, ya que T.
gondii tiene la capacidad de atravesar la placenta y ocasionar en el feto convulsiones, toxoplasmosis

ocular, hidrocefalia, coriorretinitis toxopladsmica, encefalitis e incluso aborto (Deganich et al., 2022).



1.1.5.2 Afectaciones dependiendo el sistema inmune del hospedador

Las enfermedades que 7. gondii puede causar dependen del estado inmunolédgico del hospedador y el
subtipo del parasito. En personas inmunocompetentes, la infeccion es asintomadtica o puede generar una
sintomatologia parecida a una gripe. Los sintomas mas evidentes y comunes que presenta una persona
con un sistema inmune sano son linfadenopatia, fiebre y fatiga (Yu et al., 2023). 7" gondii esta latente
en este hospedador, no obstante, si el sistema inmune estd deficiente, 7. gondii puede reactivarse y

producir la enfermedad.

Sin embargo, cuando el sistema inmune es deficiente o tiene complicaciones, puede verse afectado de
manera significativa. En pacientes con SIDA, T. gondii puede causar la encefalitis toxoplasmica, una
de las causas mas comunes de infeccion al sistema nervioso central (Lee et al., 2024). T. gondii también

puede causar toxoplasmosis ocular en este tipo de pacientes, causadas en su mayoria por el subtipo L.

1.1.6 Técnicas de deteccion

1.1.6.1 Microscopia

La deteccion en muestras bioldgicas (como fecales, tejidos y sangre) o en muestras ambientales, se ha
utilizado tradicionalmente el examen microscépico, sin embargo, la técnica es poco sensible y fiable,
por lo que se complementa con otras técnicas. La centrifugacion y filtracion ayuda a la acumulacion de
ooquistes en grandes volumenes de muestra, y los quistes tisulares pueden teflirse con Giemsa y
hematoxilina y eosina, la cual es sencilla, rentable y permite obtener mejores resultados (Liu et al.,

2015).

1.1.6.2 Técnicas moleculares

Las herramientas moleculares han demostrado tener una mayor sensibilidad y especificidad,
permitiendo confirmar la infeccion y ademas la caracterizacion de genotipos del parasito. La reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y sus variantes como la transcripcion inversa (RT-PCR),
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP-PCR) y la cuantitativa en tiempo real
(qPCR), permiten la amplificacion especifica de ADN a partir de pequefias cantidades de muestra,

mejorando significativamente el tratamiento de esta enfermedad (Brenier-Pinchart et al., 2022).

Para T. gondii se utiliza esta técnica con varios genes de direccionamiento multicopia y de regiones

conservadas, como son el gen B, el P30, el SAG1 y SAG2 (Wang et al., 2023). En un estudio se utilizd



la qPCR y la RFLP-PCR dirigida al elemento repetido de 529 pb para la deteccion de 7. gondii en
productos carnicos, donde demostraron una alta prevalencia y sensibilidad de deteccion del parasito
(Plaza et al., 2020). A pesar de la alta sensibilidad de estas técnicas, se requieren de equipos costosos,

lo que limita su uso en aplicaciones de campo y un restringido uso en el laboratorio.

1.1.7 Vias de transmision

1.1.7.1 Transmisiéon por suelo y agua

Los ooquistes de 7. gondii son la forma mas resistente del parasito, y este puede sobrevivir tanto en el
suelo como en fuentes de agua, siendo un riesgo para los cultivos. Ademas, existe una variabilidad en
la seroprevalencia por sector socioeconomico, debido a las malas condiciones, el agua se convierte en
un vehiculo de transmision, ya que esta no esta filtrada o tratada adecuadamente. Las tasas de deteccion
de T. gondii oscilaron entre 2,3 %y 17,9 % en agua utilizada en viviendas y de consumo publico (Ureiia
et al., 2022). En Brasil, un grupo socioeconomico de estatus alto tiene una seroprevalencia de 23%, de
estatus medio de 62% y de estatus bajo del 84%, un porcentaje similar en Estados Unidos, donde la
infeccion por toxoplasmosis se ve ligada predominantemente con la pobreza (Khairullah et al., 2024).
Ademas, en Estados Unidos, desde mediados hasta final de la década de los 2000, se estima que hubo
mas de 300 muertos y mas de 4000 hospitalizaciones por toxoplasmosis, inducida por alimentos

contaminados (Jones et al., 2014).

Los ooquistes pueden permanecer en su estado infeccioso en arena o suelo por mas de un afio, el
porcentaje varia dependiendo de la ubicacion del suelo: se ha determinado que en parques infantiles
existe una tasa de deteccion de 1,1 % y un 94,1 % en huertos urbanos (Akins et al., 2024). El contacto

directo con el suelo representa una amenaza a la salud publica.

1.1.7.2 Transmision por alimentos

La superficie de los vegetales y frutas pueden contaminarse con ooquistes presentes en agua o en suelo
que contenga heces de gato infectado con el parasito. Un estudio hecho por Pinto-Ferreira et al., (2019)
han demostrado que las verduras seran la via de transmision de 7. gondii mas comun posible en un
futuro. Se demostrd que las cadenas alimentarias y el incremento del consumo de vegetales crudos han
ampliado las vias de exposicion, donde se han llegado a reportar presencia de 7. gondii en matrices
vegetales, especialmente de hoja verde, ya que contienen una gran cantidad de patoégenos, representando
mas del 22% de infecciones transmitidas por alimentos (Lilly & Webster, 2021). En Espafia y Portugal

se evaluo la presencia de 7. gondii en vegetales conservados en fundas y frutos rojos recolectados de



productores locales, en donde el 40% de las muestras de estos alimentos fue confirmada la presencia

del parasito (Marques et al., 2020).

La evidencia disponible sobre la presencia de 7. gondii en vegetales frescos todavia es limitada y
desactualizada en Latinoamérica. En Brasil hay un estudio que describe dos brotes de toxoplasmosis
aguda a causa de vegetales y acai contaminados con 7. gondii entre 2009 y 2013, resaltando la falta de
estudios actualizados de identificacion parasitaria en alimentos (Shapiro et al., 2019). La mayoria de
los estudios sobre presencia de 7. gondii en matrices vegetales se concentra en estudios realizados fuera
de la region. Un estudio realizado en China, (Lass et al., 2019) aplicaron PCR convencional y
cuantitativa para evaluar distintos vegetales recolectados en mercados locales, confirmando la presencia

de ADN de 7. gondii en una proporcion de las muestras analizadas.

Un aspecto critico en la epidemiologia alimentaria es que no se han desarrollado investigaciones que
estén dirigidas a la identificacion genética del parasito en estos alimentos. Esto evidencia que no se han
investigado su variabilidad genética de los aislamientos positivos, por lo tanto, tampoco ha sido posible
determinar a qué cepa pertenece el 7. gondii presente en vegetales contaminados. Esto es de vital
importancia considerando que los genotipos del parasito difieren en virulencia y comportamiento,
limitando significativamente la comprension y el riesgo real asociado al consumo de las hortalizas

crudas.

1.1.7.3 La lechuga como vehiculo de transmision

La lechuga (Lactuca sativa L.) es uno de los vegetales de hoja verde mas consumidos a nivel mundial
gracias a su valor nutricional, su accesibilidad y su uso primordial para preparaciones crudas,
convirtiéndose en un alimento altamente comercializado en mercados mayoristas y minoristas. Sin
embargo, la deteccion de ooquistes es dificil por las complicaciones en la separacion y concentracion
de ooquistes, demostrando que faltan métodos estandarizados de laboratorio para su deteccion

(Temesgen et al., 2019).

Se ha identificado la presencia de 7. gondii en lechuga en varios paises como Marruecos, Polonia, China
y Brasil, donde el porcentaje de muestras positivas alcanzaron hasta un 18% (Marin-Garcia et al.,
2022). En Ecuador, la investigacion es baja o casi nula, ya que no existe registros de estudios publicados
que evaluen la presencia de T gondii en lechuga ni otros vegetales mediante métodos de investigacion
molecular, confirmando que no se dispone informacion sobre eventuales cepas circulantes en la

produccioén agricola.



1.1.8

Vacios de conocimiento y aporte a futuras investigaciones

T. gondii es un patdgeno relevante para la salud ptblica ecuatoriana, sin embargo, las brechas persisten

e impiden la comprension en sus vias de transmision y variabilidad genética. Es por ello que se destacan

los siguientes vacios sobre la investigacion parasitaria en matrices vegetales:

a.

Ausencia de estudios genéticos aplicaos a matrices vegetales: En Ecuador no se han
realizados investigaciones mediante técnicas de identificacion molecular, para evaluar la
presencia en vegetales de Toxoplasma gondii. Casi toda la literatura estd centrada en sus
muestras humanas, como liquido amniotico o tejidos, dejando a un lado el origen en los
productos agricolas. Dejando sin informacion sobre la cepa o genotipo del parasito que podria
estar presente en vegetales contaminados.

Carencia de un mapa genético regional del parasito: Algunos paises Latinoamericanos han
descrito genotipos atipicos y de alta virulencia. Por el contrario, Ecuador no cuenta con un
sistema de vigilancia genética que permita identificar linajes circulantes. Esto genera
impedimentos para la interpretacion epidemioldgica de los casos, dificultando establecer
relaciones entre cepas detectadas.

Inexistencia de protocolos adaptados a la realidad local: La complejidad de estas matrices
requiere metodologias especificas para la deteccion molecular de T gondii en vegetales. En
Ecuador, no se ha desarrollado ni validado ningtin procedimiento para empezar la recuperacion
y el analisis de ooquistes en lechugas u otros vegetales de consumo frecuente.

Falta de informacion del papel de los vegetales como vias de transmisién: La evidencia
internacional ha demostrado que los vegetales pueden actuar como un vehiculo de
contaminacion, sin importar esto no existen investigaciones ecuatorianas que midan la

contribucion que fomenta al riesgo de toxoplasmosis.

Estos hallazgos resaltan la vulnerabilidad de la lechuga dentro de la cadena agroalimentaria. Ademas,

la falta de protocolos para la manipulacion de vegetales frescos y la escasa investigacion de patogenos

se ha vuelto una problematica y resalta la necesidad de estudios que evaluien su presencia y variabilidad

genética de T. gondii.

10



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Determinar los subtipos de Toxoplasma gondii en muestras de lechuga (Lactuca Sativa L.) del mercado

América de Ambato.

1.2.2  Objetivos especificos

e Identificar la presencia de ooquistes de 7. gondii en muestras de lechuga por medio de
microscopia.
e Analizar el ADN de las muestras de 7" gondii con la utilizacion de técnica de PCR.

e Examinar el subtipo presente de 7. gondii mediante la técnica de PCR anidada.
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2.1 Materiales

CAPITULO II. METODOLOGIA

El presente trabajo de titulacion fue de tipo experimental y se llevo a cabo en los laboratorios tanto

académicos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad

Técnica de Ambato. En la Tabla 1 se enlistan los reactivos, material fungible y los equipos que se

utilizaron durante el proceso de investigacion.

Tabla 1.

Materiales, reactivos y equipos utilizados en la investigacion

Categoria Material Cantidad

Reactivos Agua destilada 10L
Agua ultrapura 200 mL
Formaldehido 37% 10 mL
Tampoén Tris-EDTA 3 mL
Master Mix (Dream Taq Green PCR) 2 mL
Par de Primers TOXO 1 10 pL.
Par de Primers TOXO 1 10pL
2 Pares de Primers SAG2 3’ Externos 7 pL
2 Pares de Primers SAG2 3’ Internos ans
2 Pares de Primers SAG2 5’ Externos 7 pL
2 Pares de Primers SAG2 5’ Internos 7 pL
Tween 80 10 uL
TBE 1X 1L
Alcohol isopropilico 200 mL
Hielo seco 200 g
Kit de extraccion de ADN (Genelet Genomic DNA 1
Purification, Thermo Fisher, Lituania)

Material Fungible Puntas de micropipetas 100 -1000 pl 100
Puntas de micropipeta 20 — 200 pl 100
Puntas de micropipeta 0,1 — 10 ul 100
Tubos Falcon 50
Tubos de PCR 30
Tubos Eppendorf 1,5 mL 25
Filtros jeringa 50
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Portaobjetos 50

Cubreobjetos 50
Equipos Refrigeradora 1
Congeladora 1
Plancha de calentamiento 1
Incubadora 1
Cabina de flujo laminar 1
Cémara de electroforesis 1
Balanza analitica 1
Micropipeta (0,1 — 10 pL) 1
Micropipeta (10 — 100 pL) 1
Micropipeta (100 — 1000 uL) 1
Microscopio optico 1
Potenciometro 1
Vortex 1
Fotodocumentador 1

2.2 Métodos

1.2.3 Recoleccion y transporte de muestras

La metodologia de recoleccion de muestras se baso en los lineamientos del Instituto Ecuatoriano de
Normalizacién 1750 para ensayos de laboratorio en hortalizas, con un enfoque especifico en lechugas
(Instituto Ecuatoriano de Normalizacién (INEN), 1996). Se implement6 un muestreo completamente
aleatorio, donde se seleccionaron completamente al azar 3 lechugas (Lactuca sativa L) de cada uno de
los 7 puestos del Mercado América que comercializan esta hortaliza (coordenadas 1°16'S"S

78°36'37"W).

Las lechugas fueron transportadas directamente a los Laboratorios de 1a UODIDE de la Universidad
Técnica de Ambato en fundas plasticas Ziploc de doble sellado y se conservaron en una refrigeradora a

4°C.
1.2.4 Lavado de lechugas

Este método se basé en Dardona et al., (2021) con algunas modificaciones. Las lechugas se trocearon
y se separaron en pequefas porciones de 200 g y se guardaron en pequeias fundas Ziploc.
Posteriormente, se prepard una solucion salina al 0,95% con Tween al 0,05% para el lavado de las
lechugas. Estas porciones con la solucion de lavado se homogenizaron y se dejaron reposar toda la

noche, esto con el objetivo de que los ooquistes se desprendan de la lechuga.
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1.2.5 Microscopia de las muestras

1.2.5.1 Preparacion de solucion de Sheather

Se calentaron 355 ml de agua destilada hasta alcanzar una temperatura aproximada de 70°C (punto
previo a ebullicion). Se incorporaron 454 g de aziicar granulada, mezclando constantemente hasta lograr
su completa disolucion. Posteriormente, se dejo enfriar la solucion a temperatura ambiente antes de
adicionar 6 ml de formaldehido al 37%, llegando a una concentracion final de 0,6% (v/v). Finalmente,
se verifico la densidad de la solucion, realizando los ajustes necesarios para obtener una densidad de

1.27 (p = 1.27), seglin la metodologia propuesta por (Leutenegger et al., 2023).

1.2.5.2 Flotacion de ooquistes con solucion de Sheather

Al siguiente dia, se recolectd esa solucion de lavado y se filtré con el fin de eliminar cualquier hoja o
residuo no deseado y esta solucion se transfirio a tubos centrifuga de 15 mL y se centrifugaron a 3000
rpm durante 20 minutos. Posteriormente, se desechd el sobrenadante y el sedimento se resuspendié con
2 ml de agua destilada. Tras homogenizar la muestra, se tomaron 1,5 mL de alicuota y se transfirio a un
tubo de ensayo, donde se adiciond la solucion de Sheather hasta formar un menisco convexo en la parte
superior del tubo. Se colocd un cubreobjeto en el menisco y se dejoé reposar por 20 minutos para permitir

la flotacion de los ooquistes y se tomo ese cubreobjeto para la observacion en el microscopio.

Se realizo un barrido con todos los objetivos para la observacion de las muestras a 10X, 40X y 100X.
Las muestras que resultaron positivas en la observacion se aplico una tincion con Lugol al 1% y se
verificO nuevamente que la muestra sea positiva. Las muestras que resultaron positivas fueron
preservadas en formaldehido al 5% y conservadas a -20°C, para su posterior confirmacion mediante

analisis de PCR (Amairia et al., 2016).

1.2.6 Extraccion de ADN

Se realizé un pretratamiento con choque térmico para romper la pared de los ooquistes. Se realizaron
15 ciclos de 5 minutos de congelacion a — 90°C con hielo seco y alcohol IPA (99,9%) y 5 minutos de
calentamiento a 90 °C por 5 minutos. El ADN genomico fue extraido utilizando el kit comercial GenelJet
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher, Lituania) a partir del sedimento resuspendido,
siguiendo estrictamente el protocolo establecido por el fabricante. Para la deteccion del gen B1, los
precipitados finales fueron resuspendidos en 30 uL. de tampén Tris-EDTA (10 mM Trisy 1 mM EDTA,

pH 7,2) y conservados a -20°C hasta proceder con el analisis mediante PCR.
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1.2.7 Diseiio de las condiciones de la PCR y utilizacién de primers

Se realiz6 un ensayo de PCR convencional disefiado para dirigirse al fragmento de 194 pb del gen B1,
35 veces repetitivo, utilizando un par de cebadores: TOXO1 (5 GGA ACT GCA TCC GTT CAT GAG
3’)y TOXO2 (5’ TCT TTA AAG CGT TCG TGG TC 3’). Todos los componentes se afiadieron de la
siguiente manera: 7,5 uL. de Master Mix, 0,75 uL. de cada primer, 0,5 uL. de BSA, 4 pL. de ADN molde
y se completd con agua libre de nucleasas hasta completar un volumen final de 15 pL. La amplificacion

se realizo segun las condiciones descritas por Schwab y McDevitt (2003).

Para cada muestra, la amplificacion PCR se realiz6 en un termociclador, donde las condiciones fueron
las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min; 40 ciclos de 30 segundos a 95°C para la
desnaturalizacion, 30 segundos a 56°C para el alineamiento y 30 segundos a 72°C para la extension; y
un ciclo final de elongacion de 10 min a 72°C (Khan & Noordin, 2020). Se utilizé agua libre de
nucleasas como control negativo, y una muestra de Toxoplasma gondii RH como control positivo. Los
resultados se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% a un tiempo de 45 min, a 90V
y 70 mA. Las bandas se visualizaron bajo luz ultravioleta y se identificaron las muestras que sean
positivas de 7. gondii que hayan amplificado el fragmento de 194 pb del gen B1. Las muestras positivas

se conservaron a -20°C para su identificacion genotipica.

1.2.8 Diseiio de las condiciones de 1a PCR anidada

Este método se basd en la metodologia utilizada por (Howe et al., 1997) con algunos cambios
propuestos por Shanebeck et al., (2025). Para la amplificacion de los extremos 5’ y 3’ del locus del

gen SAG2, se realizd dos rondas de PCR para cada extremo.

1.2.8.1 Primera ronda de PCR anidada

Para el extremo 5 se utilizaron los primers externos SAG2 5° Forward
(5'GCTACCTCGAACAGGAACAC3") y SAG2 5’ Reverse (S5GCATCAACAGTCTTCGTTGC3'). En
la primera ronda se utilizé 12,5 uL. de Master Mix, 1 uL de cada primer, 1,5 uL. de BSA, 4 uL. de ADN
molde y se completd con agua libre de nucleasas hasta alcanzar un volumen final de 25 pL. Para el
extremo 3’ se utilizaron los primers externos SAG2 3’ Forward (5 TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC3")
y SAG2 3’ Reverse (5TCAAAGCGTGCA TTATCGC3"). De igual manera, en la primera ronda se
utilizo 12,5 pL de Master Mix, 1 pL de cada primer, 1,5 pLL de BSA, 4 L. de ADN molde y se completo

con agua libre de nucleasas hasta alcanzar un volumen final de 25 pL.
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Las condiciones de la PCR fueron: Desnaturalizacion a 95°C por 4 minutos, 35 ciclos de 30 segundos
a 95°C para la desnaturalizacion, 30 segundos a 52°C para el alineamiento y 30 segundos a 72°C para

la extension; y un ciclo final de elongacion de 10 min a 72°C.

1.2.8.2 Segunda ronda de PCR anidada

Para el extremo 5° se utilizaron los primers internos SAG2 5° Forward
(5'GAAATGTTTCAGGTTGCTGC3') y SAG2 5° Reverse (S'GCAAGAGCGAAC TTGAACAC3").
En la primera ronda se utilizo 12,5 pL. de Master Mix, 1 uL. de cada primer, 2 pLL de del producto
amplificado y se completd con agua libre de nucleasas hasta alcanzar un volumen final de 25 pL. Para
el extremo 3’ se utilizaron los primers internos SAG2 3° Forward (5'ATTCTCATGCCTCCGCTTC3")
y SAG2 3’ Reverse (S’AACGTTTCACGAAGG CACAC3"). De igual manera, en la primera ronda se
utilizé 12,5 uL. de Master Mix, 1 puL de cada primer, 2 puL. de del producto amplificado y se completo

con agua libre de nucleasas hasta alcanzar un volumen final de 25 pL.

Las condiciones de la PCR fueron: Desnaturalizacion a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 30 segundos
a 95°C para la desnaturalizacion, 30 segundos a 52°C para el alineamiento y 30 segundos a 72°C para

la extension; y un ciclo final de elongacion de 10 min a 72°C.

Los productos amplificados fueron visualizados en gel de agarosa al 1,8% bajo luz ultravioleta.
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CAPITULO IIL. RESULTADOS Y DISCUSION
1.3 Analisis y discusion de resultado

1.3.1 Resultados de observacion microscépica

Se procesaron un total de 21 muestras de lechuga (Lactuca sativa L) recolectadas del mercado América,
de las cuales 11 muestras revelaron la presencia de estructuras similares a ooquistes de Toxoplasma

gondii. Estos resultados se visualizan en la Tabla 2.

Tabla 2.

Resultados de la observacion microscopica de posibles ooquistes es muestras de lechuga

Puesto Muestra Resultado Imagen

Ml Positivo Figura 3A

1 M2 Positivo Figura 3B, 3C
M3 Positivo Figura 3D, 3E, 3F, 3G
Ml Positivo Figura 4A

2 M2 Positivo Figura 4B
M3 Positivo Figura 4C, 4D
Ml Negativo -

3 M2 Positivo Figura 5A, 5B
M3 Negativo -
Ml Negativo -

4 M2 Positivo Figura 6A, 6B, 6C
M3 Negativo -
Ml Positivo Figura 7A

5 M2 Negativo -
M3 Positivo Figura 7B, 7C
Ml Negativo -

6 M2 Positivo Figura 8A, 8B
M3 Negativo -
Ml Negativo -

7 M2 Negativo -
M3 Negativo -
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Figura 3. Posibles ooquistes visualizados a 100X del puesto 1.

Nota. Diferentes estructuras similares a ooquistes en diferentes muestras del puesto 1. A) Resultado de
MI1. (B) Resultado de la muestra M2. (C) Resultado de la muestra M2. Tincién con Lugol. (D)
Resultado de la muestra M3 (E) Resultado de la muestra M3 (F) Resultado de la muestra M3. Tincion
con Lugol. (G) Resultado de la muestra M3.

Figura 4. Posibles ooquistes visualizados a 100X del puesto 2.

Nota. Diferentes estructuras similares a ooquistes en diferentes muestras del puesto 2. A) Resultado
de M1. (B) Resultado de la muestra M2. Tincion con Lugol. (C) Resultado de la muestra M3. (D)

Resultado de la muestra M3.
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Figura 5. Posibles ooquistes visualizados a 100X del puesto 3.

Nota. Diferentes estructuras similares a ooquistes en diferentes muestras del puesto 1. A) Resultado de

M2. Tincion con Lugol. (B) Resultado de la muestra M2.

Figura 6. Posibles ooquistes visualizados a 100X del puesto 4.

Nota. Diferentes estructuras similares a ooquistes en diferentes muestras del puesto 1. A) Resultado de

M2. (B) Resultado de la muestra M2. (C) Resultado de la muestra M2. Tincién con Lugol.

Figura 7. Posibles ooquistes visualizados a 100X del puesto 5.

Nota. Diferentes estructuras similares a ooquistes en diferentes muestras del puesto 1. A) Resultado de

M1. (B) Resultado de la muestra M3. (C) Resultado de la muestra M3. Tincion con Lugol.
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Figura 8. Posibles ooquistes visualizados a 100X del puesto 6.

Nota. Diferentes estructuras similares a ooquistes en diferentes muestras del puesto 6. A) Resultado de

M2. (B) Resultado de la muestra M2. Tincidn con Lugol.

1.3.2  Analisis de microscopia

1.3.2.1 Comparacion morfoldgica de las diferentes muestras

En la Figura 3 se observan estructuras circulares y ovaladas, con un tamafio entre 9,3 a 11,5 pm, en
muchas de ellas con una doble capa, lo que permite que no se tifia el interior con Lugol, sin embargo,
hay estructuras que destacan y tienen una mayor similitud a la morfologia de 7. gondii. La Figura 3C
muestra una forma similar a la de un quiste tisular, ya que presenta estructuras similares a la de los
bradizoitos con un nucleo en su interior, similares a los descritos por Dubey (2020). Ademas, la Figura
3F hay una estructura similar a la de un ooquiste maduro y esporulado, debido a la divisién que se
encuentra en el interior, dando lugar a la formacion de esporoquistes. Esto representa un riesgo, debido
a que es cuando el ooquiste se encuentra en la fase de mayor resistencia ambiental, capaz de permanecer

viable durante meses o incluso afios.

En la Figura 4, todas las muestras presentan una estructura similar, con tamafos variables entre 8,7 um
a 12,2 um redonda, con un interior homogéneo no diferenciado. Presenta una capa delgada, pero
resistente, ya que con la tincion de Lugol el interior no se encuentra de otro color, manteniendo su
estructura y color intactos. En la Figura 5 se observan estructuras similares de forma redonda y con un
centro homogéneo, indicando que es probablemente un ooquiste no esporulado de tamafio aproximado

de 10,3 pm.

En la Figura 6 se observan estructuras redondas, con un centro homogéneo no diferenciado,
especialmente en la Figura 6A y Figura 6C, sin embargo, en la ultima se observa en el interior un tono

amarillento, demostrando que no es un ooquiste ya que no cuenta con la membrana que lo caracteriza
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que protege de cualquier factor externo. En la Figura 6B se observa levemente una separacion en su

interior, donde se observan dos sacos, similares a la Figura 3F, indicando un posible ooquiste maduro.

En la Figura 7A se observa una capa doble caracteristica de T. gondii, en donde su interior se encuentra
relleno homogéneamente sin distincion de estructuras secundarias. Hay similitud con las otras figuras
en cuanto a morfologia, sin embargo, la ultima cuenta con un tamafo superior a 13 um, descartando
esta muestra como ooquiste de 7. gondii y pertenecer a otro parasito coccidio. En la Figura 8A y Figura
8B se observa la caracteristica pared doble, con un contenido homogéneo sin estructuras secundarias,

con un tamafio aproximado de 10,2 pm y 9,7 um, respectivamente.

1.3.2.2 Prevalencia en los puestos de venta

La prevalencia corresponde al 52,38%, 11 muestras positivas de 21 muestras procesadas de manera
preliminar por medio de microscopia. Esto representa un valor elevado a comparacion de otros paises
que han reportado una prevalencia mucho menor, como Marruecos con el 10,7% y Polonia con el 18%
(Berrouch et al., 2020; Lass et al., 2011). A pesar de ser un valor tentativo antes de confirmar por
medio de PCR, esto es un asunto de extrema importancia, ya que se encuentran parasitos en productos
de consumo diario como es la lechuga, usada como base esencial para las comidas. En Tungurahua, en
la ciudad de Quero, se ha demostrado la prevalencia de toxoplasmosis del 27% de 30 mujeres
embarazadas, de las cuales el 83% no afirman en su totalidad que lavan bien los alimentos que
consumen crudos, representando el alcance de los mercados como fuente de transmision de 7. gondii
(Aguayo, 2013). En Ambato no existe informacion en base a la prevalencia de 7. gondii en mujeres
embarazadas o en alimentos, solamente hay un estudio que afirma que hay una prevalencia de 7. gondii
en gatos del 26,6% (8/20), lo que supone una brecha en la colaboracion de investigacion sobre la

epidemiologia parasitaria tanto en la ciudad como en el pais (Cousen, 2016).

1.3.2.3 Posibles fuentes de contaminacion

Ademas de T. gondii que puede propagarse en el ambiente por medio de las heces de los felinos, existen
otros parasitos capaces de contaminar los cultivos y con una misma morfologia de 7. gondii. Asi que
se describen las posibles fuentes de contaminacion que haya ocasionado que la lechuga esté

contaminada con parasitos:

e El uso de fertilizantes con estiércol de animales, ya que no hay un adecuado manejo y uso de

estos insumos, siendo estos un posible vehiculo de contaminacién microbioldgica. Ademas, son
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los més usados en el sector rural, lo que representa un riesgo a la salud de las comunidades
agricultoras (Aghaindum et al., 2019; Yahia et al., 2023).

o El agua de riego esta contaminada con parasitos, capaces de contaminar cultivos y en muchas
ocasiones, sirven como fuente de hidratacion para animales y humanos. En Colombia, se ha
demostrado la prevalencia de 7. gondii en agua de consumo en un 58,6% de las muestras
analizadas, correspondientes a agua cruda superficial, agua de planta de tratamiento y agua de

grifo de los hogares (Campo-Portacio et al., 2021).

1.3.2.4 Limitaciones de la técnica de microscopia

La visualizacidn con técnicas de microscopia fue fundamental para la observacion de estructuras como
lo son los ooquistes de 7. gondii. Sin embargo, esto puede ser un riesgo ya que la fiabilidad de
determinar especificamente una especie es muy baja, debido a la similitud en la morfologia de algunas
especies. En este caso, se han observado ooquistes con morfologia y caracteristicas similares a los de
T. gondii, sin embargo, la lechuga puede presentar contaminacion de otros parasitos protozoarios como
Ciclospora cayetanensis y Acanthamoeba spp, quienes son similares en forma de ooquiste y también

son capaces de adherirse a la superficie de la lechuga (Moreno-Mesonero et al., 2023).

1.4 Resultados de analisis molecular

1.4.1 PCR del gen B1

Para la corroboracion de 7. gondii se usé la técnica de PCR, enfocado al fragmento especifico de 194
pb del gen B1. Es un area altamente conservada y muy utilizada en pruebas de PCR para una deteccion
molecular rapida y sensible. Los resultados de la amplificacion de este fragmento se visualizan en la

Figura 9.
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Figura 9. Amplificacion del fragmento B1 de las muestras

Nota. Electroforesis en gel al 2% de agarosa de productos de PCR de muestras de 7. gondii. MM:
escalera de ADN de 1000 pb, C-: control negativo, C+: control positivo, 1: Puesto 2, muestra 2. 2:
Puesto 3, muestra 2. 3: Puesto 4, muestra 2. 4: Puesto 6, muestra 2. 5: Puesto 1, muestra 3. 6: Puesto 2,
muestra 3. 7: Puesto 5, muestra 3.

Las muestras que no se amplificaron fueron Puesto 1, Muestra 1; Puesto 2, Muestra 1; Puesto 5, Muestra
1 y Puesto 1, Muestra 2, el cual se puede observar en el Anexo 1.

De las 11 muestras que presentaron una morfologia similar a 7. gondii, solamente 7 de ellas se
confirmaron de manera exacta, representando el 33% de prevalencia en muestras de lechuga, mientras
que las demas muestras representan a un falso positivo, debido a que no cuentan con esa region del

parasito.

1.4.2 Resultados de PCR anidada
Las 7 muestras fueron procesadas en dos rondas de PCR para la amplificacion de la region SAG2 de

los extremos 3’ y 5°. Sin embargo, ninguna de las muestras amplificéd la region determinada, dando

como resultado un 0/7 para subtipo II y 0/7 para subtipo III.
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1.4.3 Interpretacion de los resultados

1.4.3.1 Analisis de la amplificacion del gen B1

Los resultados obtenidos evidenciaron que, de las 21 muestras de lechuga analizadas, 11 fueron
positivas mediante microscopia, pero solo 7 mostraron amplificacion especifica del gen B1 (196 pb).
La Figura 9 confirma la presencia de Toxoplasma gondii en estas muestras mediante bandas definidas
en el gel al 2 % de agarosa. Esta discrepancia entre ambas técnicas es frecuente en estudios que
involucran matrices vegetales, ya que la microscopia puede sobreestimar resultados por estructuras
similares a ooquistes, mientras que la PCR muestra mayor especificidad, aunque depende de la

integridad del ADN y de la ausencia de inhibidores.

Aunque el protocolo de extraccion fue optimizado y se incluyd BSA para neutralizar inhibidores de
PCR, la reduccion parcial de inhibicion no garantiza una amplificacion eficiente en todas las muestras.
Diversos compuestos de la matriz vegetal, como polisacaridos y polifenoles, pueden persistir aun
después de la purificacion y afectar la actividad de la ADN polimerasa (Abolmaaty et al., 2007). Esto
podria explicar por qué cuatro de las once muestras positivas al microscopio no lograron amplificar el
fragmento esperado, lo cual ha sido reportado también por estudios recientes que analizan vegetales

como reservorios del parasito.

La deteccion del gen Bl en siete muestras confirma la presencia de 7. gondii en productos frescos
comercializados en el mercado América de Ambato, lo que representa un riesgo potencial para
consumidores, especialmente porque la lechuga se consume cruda. El gen B1, por su alta repetitividad,
contintla considerandose uno de los blancos moleculares mas sensibles para la identificacion del
parasito, lo que respalda la validez de los resultados obtenidos. No obstante, estudios recientes han
sefialado que la eficiencia de deteccion de T. gondii en vegetales depende de la recuperacion efectiva
de ooquistes durante la fase de pretratamiento y de la integridad del ADN obtenido (Lass et al., 2011).
Los hallazgos subrayan la importancia de complementar métodos microscopicos con técnicas
moleculares para obtener diagnosticos mas fiables en estudios de contaminacion parasitaria en
alimentos. Asimismo, evidencian la necesidad de mantener medidas estrictas de higiene y vigilancia
sanitaria en la comercializacion de vegetales frescos. Los resultados aportan evidencia local actualizada

sobre la circulacion de 7. gondii en alimentos de origen vegetal.

1.4.3.2 Analisis de la PCR anidada

La ausencia de amplificacion de los segmentos del gen SAG2 3° y SAG2 5’ sugiere que las cepas

identificadas de 7. gondii no corresponden a los subtipos II o III, tampoco hay evidencia de que haya
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una combinacion de estas amplificaciones, por lo que esto refuerza que la prevalencia de linajes clonales
no son los mas comunes en América Latina. Esto demuestra que 7. gondii presenta una alta diversidad
genética de cepas no arquetipicas, por lo cual los marcadores de tipos clonales no son los mas adecuados

para la amplificacion de estas cepas.

El locus SAG?2 utilizado para identificacion genotipica de 7. Gondii permite la discriminacién de cepas
arquetipicas predominantes de Norteamérica y Europa., sin embargo, los marcadores SAG2 3’ y SAG2
5’ utilizados como regiones diana para la identificaciéon pueden presentar variaciones, reduciendo su
especificidad y afinidad (Shanebeck et al., 2025). Esta es una posible causa de porqué la amplificacién
no se cumplid, imposibilitando la identificacion de los subtipos II o III. Esta ausencia de amplificacién
sugiere una seleccion diferentes marcadores para la identificacion de los subtipos como GRA6, BTUB
0 SAG1 (Sami et al., 2025). No obstante, la ausencia de los subtipos Il y III en las muestras positivas
a la primera etapa de la identificacion responde a que la poblacidn parasitaria si existe, pero pertenecen
a variables no detectables por este esquema de amplificacion, es decir, pertenecen a genotipos atipicos

que presenten variaciones genéticas en las regiones SAG2 3° y SAG2 5°.

En Latinoamérica abundan principalmente las cepas no arquetipicas de 7. gondii, siendo estas
abundantes en varias especies animales. La mayoria de estas cepas son distribuidas en Brasil, que puede
estar asociado a los anfitriones en las que se encuentran estas cepas (Pena et al., 2008). En Ecuador no
hay estudios preliminares sobre la identificacion molecular de 7. gondii, lo que indica un vacio de

investigacion que puede ser primordial en estudios de relevancia parasitologica.

25



1.5

CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se confirmé la presencia de ooquistes del parasito Toxoplasma gondii en muestras de lechuga
(Lactuca sativa L) comercializadas en el mercado América de Ambato, con una prevalencia del
33,33% (7/21 muestras) confirmadas por la combinacion de métodos microscopicos como
moleculares. El conjunto de estas técnicas permiti6 la identificacion de ooquistes de este
parasito, reportando un porcentaje significativo de una contaminacion alarmante, lo cual genera
preocupacion y denota un riesgo en la salud publica.

La deteccion del gen Bl para la deteccion de 7. gondii mediante PCR indic6 una técnica
adecuada, con una buena sensibilidad y especificidad, para la identificacion de 7. gondii en
matrices vegetales. Aun cuando la carga parasitaria fue baja en muchas muestras, esta técnica
permitio respaldar la confiabilidad del enfoque metodologico, validada por estudios similares
en otras matrices y en diferentes regiones.

La aplicaciéon de PCR anidada no evidencio la presencia de los subtipos Il y III, sugiriendo que
los aislamientos detectados no perteneces a los tipos clonales arquetipicos. Esto refuerza la idea
de que en América Latina predominan las cepas no arquetipicas, con perfiles genéticos
diferentes y abriendo campo a la investigacion genotipica tanto a nivel local como a nivel
nacional.

Los resultados obtenidos demuestran la escasez de informacion con respecto a la
caracterizacion molecular de 7. gondii no solo en matrices vegetales, sino también en matrices
biolégicas y serologicas. Por lo tanto, el presente estudio contribuye a aportar una base
preliminar en la parte parasitologica, destacando la posibilidad de una circulacién de cepas

atipicas.
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1.6 Recomendaciones

e Se recomienda en incentivar el desarrollo de nuevas metodologias y que sean mads eficientes
para una mejor identificacion de ooquistes de Toxoplasma gondii en matrices alimentarias,
considerando las caracteristicas de adaptacion y resistencia del parasito. La implementacion de
técnicas avanzadas como digestion enzimatica o uso de compuestos quimicos, mejorara la lisis
celular, lo cual permitira recolectar una mayor cantidad de ADN y de mejor calidad.

e Se recomienda realizar estudios de caracterizacion molecular mediante métodos de
secuenciacion de diferentes cepas de 7. gondii para generar una base bibliografica que permita
entender la virulencia y la epidemiologia parasitaria en el pais. Esto no debe solo limitarse a
matrices vegetales, puede ampliarse a matrices de tejidos, sangre y liquido amnidtico de

mujeres embarazadas.
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ANEXOS

Anexo 1. Electroforesis en gel al 2% de agarosa de productos de PCR de muestras de 7. gondii. MM:
escalera de ADN de 1000 pb, C-: control negativo, C+: control positivo, 1: Puesto 1, muestra 1. 2:

Puesto 2, muestra 1. 3: Puesto 5, muestra 1. 4: Puesto 1, muestra 2.

GEN Forward Reverse

SAG2-5' 5'GCTACCTCGAACAGGAACACY S'GCATCAACAGTCTTCGTTGC3'

(Externos)

SAG2-5' S'GAAATGTTTCAGGTTGCTGC3' S'GCAAGAGCGAAC TTGAACAC3'

(Internos)

SAG2-3' STCTGTTCTCCGAAGTGACTCC3' S'TCAAAGCGTGCA TTATCGC3'

(Externos)

SAG2-3' S'ATTCTCATGCCTCCGCTTC3' S'AACGTTTCACGAAGG CACAC3T

(Internos)

Anexo 2. Lista de primers para PCR anidada. Obtenido de Howe et al., (1997)
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