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RESUMEN 
 
Actualmente la diversidad genética de Toxoplasma gondii se considera ≥1%, 
describiéndose más de 250 genotipos, de tipo clonal y no clonal, causando diversas 
presentaciones clínico-patológicas. Los estudios de genotipificación de T. gondii son 
escasos en México, identificándose en Durango, Colima y el centro del país, genotipos 
clonales I y III, recombinantes y atípicos. El objetivo de esta tesis fue el de caracterizar 
genéticamente T. gondii en animales domésticos y fauna silvestre, correlacionando el 
grado de su patogenicidad en casos clínicos y asintomáticos. Se obtuvieron muestras de 
sangre y tejidos de diferentes animales domésticos y silvestres, a partir de estudios retro y 
prospectivos, así como de aislamientos previos de T. gondii; procesándose por diferentes 
técnicas de laboratorio (de serología, anatomopatología y de biología molecular) y por 
bioinformática. Por serología se evaluaron 531 muestras, siendo la frecuencia de T. gondii 
en gatos del 73.3% (11 de 15), en perros del 41.8 % (215 de 514) y dos muestras de 
felinos silvestres resultaron positivas. Las frecuencias de infección de T. gondii en perros 
de los Estado de Oaxaca y de Guanajuato fueron del 61.7% (96 de 154) y 29.4% (74 de 
252), respectivamente; en este último Estado, la frecuencia de Neospora caninum y de 
co-infección en la misma población de animales fue del 29.0% y 20.6%, respectivamente. 
Por anatomopatología, se estudiaron un total de 73 casos; de estos, con base en su 
curso, 17 casos correspondieron a toxoplasmosis aguda y de acuerdo a su presentación, 
8 casos fueron diseminados, cinco con reinfección, tres con co-infeccion viral (3) y uno 
con presentación intestinal; nueve casos fueron de toxoplasmosis crónica, ocho de tipo 
neurológica y uno congénito; 47 casos no tuvieron lesiones asociadas a infección por T. 
gondii, considerándose asintomáticos. Por PCR, muestras de sangre de 5 de 11 felinos 
(domésticos y silvestres) resultaron positivas al gen B1, pero negativas para otros 
marcadores. En 32 de 73 casos donde se evaluaron tejidos, por lo menos una muestra 
resultó positiva. Muestras de diez casos fueron positivas para el gen B1, 18 para GRA6, 
28 para SAG3, tres para SAG2 y uno para BTUB. En 13 de los casos se obtuvieron 
bandas claras y definidas, por lo que se genotipificación por PCR-RFLP, resultando siete 
casos con un genotipo I, mientras que en los seis casos restantes, el genotipo fue I con 
banda extra (I/u-1). Las muestras de aislamientos previos, por PCR-RFLP fueron genotipo 
I, lo que se corroboró por secuenciación del gen GRA6. Solo dos de los tres aislamientos 
se pudieron comparar bioinformaticamente, resultando el aislamiento de un gato de 
Colima, con 99.0% de similitud para la cepa de referencia RH, genotipo I, mientras que el 
aislamiento de un perro del D.F. tuvo 100.0% de similitud con el aislamiento OkiTp-123, 
haplogrupo 1. No se observó asociación aparente entre los genotipos de T. gondii y los 
tipos de presentación, los dos genotipos se observaron tanto en casos agudos como 
crónicos, en diversas presentaciones e incluso en casos asintomáticos, indicando, que la 
diversidad genética de T. gondii es más amplia y con repercusión clínico-patológica 
diversa en comparación con lo documentado a la fecha en nuestro país e incluso con la 
literatura científica mundial. La información generada, proporciona una nueva visión sobre 
los genotipos de este parásito que circula en distintos hospedadores de México y con 
efecto biológico variable, lo cual aporta nueva información sobre el papel de los animales 
domésticos y fauna silvestre, en el mantenimiento y extensión de la diversidad genética 
de T. gondii en nuestro país. 
 
Palabras clave: Toxoplasma gondii, diversidad genética, clínico-patológico, 
toxoplasmosis.  
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ABSTRACT 
 
Currently, the genetic diversity of Toxoplasma gondii is considered ≥1%, since more than 
250 genotypes, both clonal and non-clonal type, causing various clinico-pathological 
presentations. In Mexico, studies of T. gondii genotyping are scare, and only in Durango, 
Colima and the center of country, clonal I and III genotypes, recombinant and atypical 
variants have been reported. The objective of this research was to genetically characterize 
T. gondii in domestic animals and wildlife, and to look for association pathogenicity in 
clinical and asymptomatic cases. Isolates, blood and tissue samples of different domestic 
and wild animals were obtained from retro and prospective studies, and processed by 
different laboratory techniques (serology, pathology and molecular biology) and 
bioinformatics. For serology, 531 samples were evaluated, being 73.3% (11 of 15) the 
frequency of T. gondii infections in cats, 41.8% in dogs (215 from 514); also, two samples 
of wild cats were positive. The overall frequency of T. gondii in dogs of the state of Oaxaca 
and Guanajuato were 61.7% (96 of 154) and 29.4% (74 of 252), respectively; in the later, 
the frequency of Neospora caninum and T. gondii / N. caninum co-infection were 29.0% 
and 20.6%, respectively. Seventy three cases were studied by pathology; of these, 17 
were diagnosed as acute toxoplasmosis, with disseminated presentation in eight cases, 
reinfection in five, viral co-infection in three and one with intestinal presentation; nine 
cases were chronic toxoplasmosis, eight neurological and one congenital; 47 cases not 
presented injuries associated to infection by T. gondii, and were considered asymptomatic. 
Blood samples from five of eleven cats (domestic and wild), were positive from B1 gene, 
but negative for other markers. In 32 of 73 cases, where tissues were evaluated, at least 
one sample was positive for PCR. Ten cases for B1 gene, 18 for GRA6, 28 for SAG3, 
three for SAG2 and one for BTUB. In 13 cases, from which clear and sharp bands were 
obtained, PCR-RFLP genotyping was performed, resulting seven cases with genotype I, 
while in the remaining six cases gave genotype was I with extra alleles (I/u-1). DNA 
samples from isolation were genotype I by PCR-RFLP, which was confirmed by 
sequencing of GRA6 gene. Only two of the three isolates could be compared, resulting the 
cat isolation of Colima with 99.0% of similarity, compared with the reference strain for RH, 
genotype I, while the dog isolation of D.F. was 100.0% similarity to the isolation OkiTp-
123, haplogroup 1. No apparent association was observed between genotypes of T. gondii 
and toxoplasmosis presentations, presenting the two genotypes determined in both acute 
and chronic cases, in various presentations and even in asymptomatic cases, indicating 
that the genetic diversity of T. gondii it is broader and with different clinico-pathological 
impact, compared to what has been documented in Mexico and even in the world. The 
information generated provides a new insights of the genotypes circulating in different 
hosts of Mexico and the varying biological effect, which sheds new light on the role of 
domestic animals and wildlife in the maintenance and extension of the genetic diversity of 
T. gondii in our country. 
 
Keywords: Toxoplasma gondii, genetic diversity, clinico-pathological. 
toxoplasmosis. 
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(región codificante) de T. gondii de los aislamientos G32 y P REP 
comparados con aislamientos representativos de 12 haplogrupos.   
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Figura 22. Cladograma basado en la secuencia de nucleótidos de la 
región codificante del gen GRA6 de T. gondii de 50 aislamientos y 
cepas de referencia, incluyendo las secuencias determinadas en el 
presente estudio.   
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Generalidades 

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado con capacidad de 

infectar una amplia variedad de vertebrados homeotermos, incluyendo a los 

humanos, animales domésticos y silvestres, tanto terrestres como acuáticos. En la 

actualidad, su presentación está documentada en más de 30 especies de aves y 

300 especies de mamíferos. La seroprevalencia de T. gondii en la población 

humana se determina por la detección de anticuerpos específicos, oscilando del 

uno hasta el 100%, dependiendo del ambiente y condiciones socioeconómicas, 

entre las cuales se incluyen los hábitos alimentarios y sanitarios, los niveles 

generales de higiene, la susceptibilidad del hospedador, la localización geográfica 

(geolatitud) y la humedad ambiental. La incidencia de la infección es alta en climas 

cálido-húmedos, se incrementa con la edad y puede variar por género. Se estima 

que a nivel mundial se encuentra infectada crónicamente alrededor del 30 al 50% 

de la población humana; y aunque la mayoría de las infecciones son 

asintomáticas, se considera una parasitosis de importancia médica relevante, al 

poder generar diferentes cuadros clínicos, incluyendo enfermedad sistémica, 

linfadenopatía, neumonía, encefalitis, retinocoroiditis, abortos y enfermedad 

congénita. Estos cuadros se presentan tanto en pacientes inmunocompetentes 

como en inmunodeprimidos. En medicina veterinaria, el mayor impacto es la 

generación de abortos en varias especies de producción como los ovinos y 

caprinos, con las consecuentes pérdidas económicas. Así mismo, en el caso de la 

fauna silvestre, la infección por T. gondii puede llegar a generar cuadros agudos 

diseminados, culminando con mortalidad en la mayoría de especies susceptibles 

(Tenter et al., 2000; Hill et al., 2005; Gilbert et al., 2008; Dubey, 2010; Shwab et 

al., 2014; Flegr et al., 2014).  

 Durante las últimas cuatro décadas, se sigue considerando una sola 

especie para el género Toxoplasma, y gracias a recientes estudios 

epidemiológicos moleculares, se conocen diferentes linajes clonales y no clonales, 
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con variedad genética estrecha y distintas características biológicas, siendo un 

tema de estudio particular, el grado de virulencia de los aislamientos en los 

diferentes hospedadores afectados (Tenter et al., 2000; Dubey, 2010, 2014; 

Shwab et al., 2014). 

 

 

1.2 Biología de Toxoplasma gondii 
 

1.2.1 Taxonomía 

T. gondii es un parásito coccidia tisular, con un ciclo biológico indirecto, 

siendo los felinos domésticos y silvestres, los hospedadores definitivos, y los 

animales homeotermos, los hospedadores intermediarios. Su clasificación 

taxonómica es la siguiente (Dubey, 2010): 

Phylum: Apicomplexa; Levine, 1970. 

Clase: Sporozoasida; Leukart, 1879. 

Subclase: Coccidiasina; Leukart, 1879. 

Orden: Eimeriorina; Leger, 1911. 

Familia: Toxoplasmatidae; Biocca, 1956. 

Genero: Toxoplasma; Nicolle y Manceaux, 1909. 

El Phylum Apicomplexa (protozoarios cuyo estadio móvil presenta complejo 

apical) abarca más de 5000 especies de parásitos intracelulares obligados, en el 

que se encuentran otros protozoarios responsables de desarrollar enfermedad en 

animales y humanos, como son Plasmodium, Neospora, Sarcocystis, Babesia, 

Cryptosporidium, Besnoitia, Hammondia, Theileria y Eimeria, entre otros (Gardiner 

et al., 1988; Sibley, 2003; Khan et al., 2005; Nishi et al., 2008; Dubey, 2010). 

 

1.2.2 Aislamientos de T. gondii 
A partir de los primeros aislamientos de T. gondii, provenientes de muestras 

de casos clínicos en humanos y animales, se han caracterizado muchos de ellos, 

tanto biológica como genéticamente, en prácticamente todas las regiones del 
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mundo. En un principio, la mayoría de los aislamientos estudiados eran originarios 

de Estados Unidos y Europa, los cuales se clasificaron con base en sus 

características biológicas, tomando en consideración su replicación y propagación, 

tanto en ratones como en cultivo celular, entre otras características. Estos criterios 

están vigentes y se pueden emplear para determinar las cualidades de nuevos 

aislamientos. Inicialmente los aislamientos fueron denominados como tipos I, II y 

III, reconocidos actualmente también como “linajes o tipos clásicos” (Tinti et al., 

2003; Darde, 2004; Saeij et al., 2005; Fazaeli, 2007; Su et al., 2002, 2006, 2012).  

Los aislamientos tipo I se comportaban con más virulencia en ratones y se 

consideraba que generaban casos clínicos de toxoplasmosis en seres humanos 

inmunocompetentes. Los aislamientos tipo II y III eran menos virulentos para 

ratones y fueron aislados de humanos inmunocomprometidos y de animales 

domésticos y silvestres. Diversos experimentos in vitro y ex vivo demostraron que 

las cepas virulentas exhibían una alta tasa de crecimiento y una capacidad 

superior de migración a través de las barreras epiteliales en comparación con las 

cepas avirulentas. Otras características fenotípicas que diferenciaron los 

aislamientos tipos clásicos consistieron en la alteración y disrupción de la 

señalización celular, la inducción de patología intestinal durante la etapa de 

infección aguda y el desarrollo de patología en sistema nervioso central durante 

infección crónica en modelo murino (Tinti et al., 2003; Darde, 2004; Saeij et al., 

2005; Su et al., 2006; Fazaeli y Ebrahimzadeh, 2007; Dubey, 2010; Su et al., 

2012). 

 Sin embargo, los aislamientos obtenidos en las últimas dos décadas a partir 

de un amplio rango de hospedadores y de diversas regiones climáticas, han 

presentado características diferentes a los tipos clásicos, designándose en 

muchos de los casos como “atípicos” o “exóticos”, ya que la virulencia en ratones 

no necesariamente correlaciona con la virulencia en humanos y otros animales 

(p.ej.: aislamientos virulentos para ratones, pero no para gallinas o gatos) (Tinti et 

al., 2003; Darde, 2004; Saeij et al., 2005; Su et al., 2006; Fazaeli y Ebrahimzadeh, 

2007; Pena et al., 2008; Su et al., 2012; Shwab et al., 2014).  
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1.2.3 Estadios y ciclo de vida 

El ciclo de vida comprende cuatro estadios infecciosos con aspectos 

particulares en su biología y estructura:  

 Taquizoíto, etapa de multiplicación rápida. 

 Bradizoíto, en quiste tisular, etapa de multiplicación lenta. 

 Merozoíto, estadio sexual intestinal. 

 Esporozoíto, en ooquistes.  

Los estadios de taquizoíto y bradizoíto se encuentran generalmente dentro 

de tejidos de los hospedadores afectados, los merozoítos exclusivamente se 

desarrollan durante la fase sexual en el epitelio intestinal de felinos, mientras que 

los esporozoítos están confinados dentro de los ooquistes, fuera del hospedador 

(eliminados en las heces). Los taquizoítos y merozoítos son responsables de la 

expansión de la población de protozoarios dentro del hospedador, mientras que 

los bradizoítos y los esporozoítos se relacionan directamente con la transmisión a 

nuevos hospedadores (Tenter et al., 2000; Ferguson, 2004; Hill et al., 2005; 

Ajzenberg et al., 2005; Dubey, 2010; Ferguson y Dubremetz, 2014). 

El ciclo de vida (Figura 1) puede iniciar cuando un hospedador definitivo 

(gatos o felinos silvestres) ingiere tejidos con quistes tisulares, o bien otros 

alimentos contaminados con ooquistes esporulados; éstos llegan al tracto 

digestivo, liberándose a la luz los bradizoítos u esporozoitos (respectivamente), 

invadiendo activamente el epitelio del intestino delgado, formando y delimitándose 

en vacuolas parasitóforas. Conforme transcurre el tiempo, los parasitos se 

multiplican por endodiogenia, generando merozoítos. Los estadios de merozoíto 

se continúan dividiendo en el epitelio intestinal, generando diferentes estadios 

(denominados como A, B, C, D y E). Los tipos C, D y E se pueden dividir también 

por endopoliogenia, generando varias progenies a partir de un solo antecesor. El 

conjunto de merozoítos se denomina esquizonte, pudiendo estar presentes desde 

el tipo B hasta el E. Al final de estas divisiones asexuales, la última multiplicación 

de parásitos da inicio a la fase de división sexual, generando macro y 

microgametos (gametos femenino y masculino). Posteriormente, estos se 
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fecundan entre sí, generando el cigoto, que al madurar forma el ooquiste sin 

esporular, siendo eliminado al ambiente a través de las heces. Las divisiones 

asexuales y sexuales en los enterocitos, hasta la eliminación de ooquistes sin 

esporular, representan el ciclo enteroepitelial dentro del ciclo de vida. La 

esporulación del ooquiste se ve favorecida por condiciones ambientales (aire y 

humedad) y se lleva a cabo en un periodo de uno a cinco días. El ooquiste 

esporulado contiene dos esporoquistes elipsoidales, cada uno con cuatro 

esporozoítos (Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Hill et al., 2005; Speer y Dubey, 

2005; Ferguson y Dubremetz, 2014).   

Simultáneamente con el progreso del ciclo enteroepitelial, los bradizoítos o 

esporozoítos también penetran la pared intestinal, multiplicándose como 

taquizoítos. En el lapso de unas cuantas horas postinfección, T. gondii puede 

diseminarse a tejidos extraintestinales, tanto por vía linfática como sanguínea. En 

los hospedadores intermediarios, tras la ingestión de cualquiera de los estadios 

infecciosos, éstos se diferencian a taquizoítos a nivel intestinal y posteriormente se 

diseminan extraintestinalmente de forma similar como sucede en los 

hospedadores definitivos. Los taquizoítos se multiplican rápidamente en células de 

múltiples tejidos del hospedador (endotelios vasculares, fibroblastos, células mono 

y polimorfonucleares, pero no en eritrocitos) hasta alcanzar varias generaciones y 

formar pseudoquistes. Por la acción del sistema inmune, los taquizoítos de última 

generación se transforman en bradizoítos, cambiando su metabolismo y 

multiplicándose lentamente, delimitándose en quistes tisulares. Los quistes 

tisulares predominan en el sistema nervioso central, ojo, músculo cardiaco y 

esquelético; sin embargo, también es posible encontrarlos, en menor cantidad, en 

órganos viscerales como hígado, pulmón y riñón. Los quistes tisulares se 

consideran el estadio final del ciclo de vida en los hospedadores intermediarios, 

con capacidad infecciosa inmediata, pudiendo persistir de por vida en varios 

organismos (Dubey y Beattie, 1988; Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Tenter et al., 

2000; Hill et al., 2005; Dubey, 2010; Ferguson y Dubremetz, 2014; Maenz et al., 

2014).   
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Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. 
 

Tomado y modificado de: Hunter CA, Sibley D. Modulation of innate immunity by Toxoplasma gondii 

virulence effectors. Nature Reviews Microbiology. 2012; 10: 766-778. 
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1.3 Genoma y genotipificación de T. gondii  
 
1.3.1 Genoma  

El genoma nuclear de T. gondii es el que se ha estudiado mas 

ampliamente. Es haploide (con excepción de la etapa de división sexual en el 

intestino de los felinos, donde es diploide) y está compuesto por 14 cromosomas 

lineales (denominados Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VIIa, VIIb, VIII, IX, X, XI y XII) y 7793 

genes. Tiene un tamaño físico de 61 645 498 pb, un tamaño genético de 592 cM y 

un contenido de G+C del 52.3%. El porcentaje del genoma que codifica para 

proteínas es del 28.3% (Khan et al., 2005; Dubey, 2010; Reid et al. 2012; Ajioka y 

Sibley, 2014).  

El genoma mitocondrial es similar al descrito en otros apicomplexas: es 

lineal, de 6 kb con secuencias repetitivas de genes que codifican para 

subunidades de la citocromo-c-oxidasa 1 y 3, citocromo b y fragmentos de los 

RNAs ribosomales. El genoma del apicoplasto es altamente conservado, circular y 

de 35 kb; contiene genes que codifican para algunas proteínas y la síntesis 

repetida de rRNA y tRNA (Sibley y Ajioka, 2008; Seeber et al., 2014). 
 
1.3.2 Métodos de genotipificación de T. gondii 

Durante las décadas de los 80´s y 90´s, fueron desarrollados diferentes 

métodos y marcadores genéticos para diferenciar y clasificar los aislamientos de 

T. gondii, así como para el análisis de su estructura poblacional (Ajzenberg et al., 

2002a, 2002b; Dubey, 2010; Darde, Ajzenberg y Su, 2014). 

De los métodos descritos en la literatura, tres de ellos son los que se han 

empleado con mayor frecuencia (microsatélites, PCR-RFLP y la secuenciación de 

DNA), generado la mayor cantidad de información relacionada con la diversidad 

genética y estudios de genética poblacional de T. gondii. La ventaja de los 

marcadores multilocus, implica el estudio de una mayor región para su análisis, 

con una buena resolución (Ajzenberg et al., 2002a, 2002b; Darde, Ajzenberg y Su, 

2014).  

7 



Los microsatélites son secuencias cortas de nucleótidos repetidas en 

tándem, que van de 2 a 6 nucleótidos y se presentan de 2 a 20 veces. Son 

regiones hipervariables debido a la acumulación rápida de polimorfismos de larga 

longitud (por el deslizamiento de la polimerasa intra-alelicamente) dentro de la 

secuencia del microsatélite durante la replicación. En general, el rango de 

mutación de los microsatélites es de 10-2 a 10-5 por locus por replicación, lo cual es  

varias veces más rápida que la de los polimorfismos de nucleótido único (SNP´s). 

La tasa de mutación rápida hace que los microsatélites sean marcadores 

adecuados para la identificación individual de aislamientos de T. gondii, 

especialmente al proporcionar información para estudios de epidemiología 

molecular. Varios grupos de marcadores microsatélites se han descrito en la 

literatura, oscilando entre 5 a 15, sin existir un consenso o un grupo uniforme para 

estudios de genética de poblaciones (Darde et al., 1992; Blackston et al., 2001; 

Ajzenberg et al., 2002, 2004, 2010; Lehmann et al, 2004; Darde, Ajzenberg y Su, 

2014).  

La PCR-RFLP multilocus fue desarrollada para la detección de sitios de 

restricción polimórficos para endonucleasas. Es una técnica utilizada ampliamente 

en las últimas décadas, ya que metodología rápida y sencilla proporciona un 

considerable y  favorable costo-beneficio. Se basa en que a partir de productos de 

PCR amplificados, estos sean digeridos con enzimas de restricción, 

visualizándose posteriormente por electroforesis en geles de agarosa. Finalmente 

se analizan y comparan los patrones de bandas obtenidos, con los de cepas de 

referencia. El desarrollo de esta técnica se basó en un principio en los patrones 

obtenidos a partir de genotipos clásicos (I, II y III), empleando uno o dos 

marcadores; posteriormente se expandió a multilocus, utilizando de 4 a 5 

marcadores genéticos y en la actualidad se llegan a usar hasta 10 u 11. Los 

rangos de mutación de los SNP en el caso de T. gondii son desconocidos, pero se 

estima que deben estar cercanos a 10-9 a 10-10 por posición de nucleótido por 

replicación para eucariontes en general, por lo que se considera una herramienta 

excelente para el estudio de interrelación o filogenia de cepas de T. gondii (Grigg y 
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Boothroyd, 2001; Khan et al., 2005; Ferreira et al., 2006; Su et al., 2006, 2010, 

2012; Pena et al., 2008; Darde, Ajzenberg y Su, 2014).   

El último de los métodos para el estudio de SNP´s es la secuenciación de 

DNA. Esta técnica puede ser empleada directamente como método de tipificación, 

al contemplar un número abundante de loci (secuenciación multilocus), 

considerándose uno de los mejores métodos para la detección de polimorfismos y 

análisis de diversidad genética con una alta resolución y disminuyendo su costo 

conforme se presenta una nueva generación de sistemas de secuenciación. Esta 

técnica tiene su mayor aplicación cuando se utiliza para el análisis de una gran 

cantidad de aislamientos, enfocados el estudio de diversidad genética y evolución 

del genoma. Sin embargo, la secuenciación es una técnica con limitantes: requiere 

una demanda considerable de tiempo para la preparación de muestras y la 

necesidad de repetir varias secuencias (4 a 6) para confirmar los cambios o SNP´s 

encontrados (Grigg y Boothroyd, 2001; Khan et al., 2007, 2011; Frazão-Teixeira et 

al., 2011; Pan et al., 2012; Su et al., 2012; Darde, Ajzenberg y Su, 2014).  

 

1.3.3 Genotipos 

Los primeros estudios con diversas técnicas de genotipificación, previo a la 

secuenciación del genoma de T. gondii, agrupó a los aislamientos en uno de tres 

genotipos denominados “I, II y III”, de forma similar a lo referido a su clasificación 

biológica. A estos genotipos también se les ha definido como “linajes clásicos o 

predominantes”. La variabilidad genética entre los aislamientos estudiados fue 

menor o igual al 1%, considerándose relativamente baja, por lo que fueron 

denominados como linajes clonales (Darde, 2004; Switaj, 2005; Su et al., 2006, 

2010, 2012;  Pena et al., 2008). 

La mayor parte de la información generada desde los años noventa, fue a 

partir de aislamientos originarios de Europa y Norteamérica. Sin embargo, los 

estudios más recientes, empleando una mayor cantidad de marcadores y 

combinación de técnicas (PCR-RFLP, microsatélites y secuenciación), han 

demostrado la presencia de nuevos genotipos con características particulares en 
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diversas partes del mundo, revelando una mayor variabilidad genética. Estos 

aislamientos recientes se han referido como recombinantes (al presentar 

combinación de alelos I y III o I, II y III, etc) y atípicos (combinación de alelos I, II o 

III con polimorfismos únicos y nuevos, identificándose los alelos como u-1, u-2, u-

3, etc), siendo por lo general más virulentos en ratón que los linajes clásicos II y III. 

Sin embargo, debido a su diversidad genética, no pueden compararse 

directamente entre sí. Así mismo, llegan a presentar otras propiedades biológicas, 

lo cual puede ser el reflejo de las diferentes combinaciones genéticas en cada uno 

de los casos (Sibley et al, 1992b, Darde, 2004; Switaj, 2005; Su et al., 2006, 2010, 

2012; Pena et al., 2008, 2011; Dubey, 2010; Darde, Ajzenberg y Su, 2014). 

A la fecha, no existe una designación estándar para clasificar los genotipos 

de T. gondii, debido a los diversos métodos empleados, los cuales proveen un 

esquema diferente de clasificación en cada caso, lo que genera confusión para la 

designación del genotipo (Darde, Ajzenberg y Su, 2014; Shwab et al. 2014).  

En la página ToxoDb (v. 11.0, actualizada el 12 de mayo de 2014), se 

cuenta con información sobre diferentes marcadores genéticos para el estudio del 

genoma de T. gondii e información de más de 300 aislamientos, incluyendo la 

descripción detallada de su estudio por PCR-RFLP para 10 a 11 marcadores 

genéticos. Actualmente, se han identificado más de 230 genotipos diferentes por 

esta técnica, designándose como “genotipo #1”, “genotipo #2”, consecutivamente 

conforme se describen en la literatura y con base en la combinación de resultados 

de su análisis por PCR-RFLP (Gajria et al., 2007; Shawb et al., 2014).  
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1.4 Diversidad genética de T. gondii 
Al tener T. gondii una amplia gama de hospedadores, se genera un 

complejo ciclo de vida que facilita su transmisión, ya que se pueden infectar al 

ingerir carne con quistes tisulares (propagación clonal), o bien, alimentos y agua 

contaminados por ooquistes esporulados, producidos y eliminados por felinos 

durante la fase enteroepitelial (propagación sexual). Además, las características 

ambientales, la susceptibilidad de los hospedadores, la prevalencia de genotipos 

regionales, entre otros aspectos, han favorecido que la estructura poblacional de 

T. gondii presente una diversidad genética mucho más amplia, compleja y 

extensa, que lo estimado hasta hace unas décadas, sin contar con suficiente 

información de muchas regiones u hospedadores, en diferentes partes del mundo 

(Lehmann et al., 2006; Su et al., 2010, 2012; Darde, Ajzenberg y Su, 2014; Shwab 

et al., 2014).  

Los primeros estudios que permitieron postular la estructura poblacional de 

T. gondii, se basaron en el estudio de isoenzimas y el análisis de PCR-RFLP. 

Darde et al. (1992) usaron el enfoque isoeléctrico de 6 enzimas para el análisis de 

35 aislamientos de T. gondii, logrando agruparlos en 5 diferentes zimodemos (Z1, 

Z2, Z3, Z4 y Z5), perteneciendo la mayoría (56 %) a un solo zimodemo. En ese 

mismo año, Sibley y Boothroyd (1992a) analizaron 28 aislamientos procedentes de 

diferentes hospedadores y cinco continentes, usando PCR-RFLP, resultando 10 

cepas virulentas con genotipo idéntico, mientras que cepas no virulentas fueron 

moderadamente polimórficas. Los resultados obtenidos sugirieron que las cepas 

virulentas provenían de un linaje único, genéticamente homogéneo a pesar de la 

distribución mundial de los aislamientos. En 1995, Howe y Sibley estudiaron 106 

aislamientos de diferentes hospedadores, mediante PCR-RFLP usando 6 

marcadores genéticos. El 84% fueron clasificados dentro de algunos de los linajes 

predominantes I, II y III, el restante se consideraron como aislamientos no típicos 

(Figura 2).  
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Figura 2. Árbol filogenético de 106 
cepas de Toxoplasma gondii. Las 
cepas se estudiaron mediante PCR-
RFLP, utilizando seis marcadores, 

agrupándose en tres linajes mayores 
denominados I, II y III.  
 
Tomado y modificado de: Howe DK, 
Sibley LD. Toxoplasma gondii comprises 
three clonal lineages: correlation of 
parasite genotype with human disease. 
The Journal of Infectious Diseases. 1995; 
172 (6): 1561-1566. 
 

 

 
 

 
 
 
 En los últimos años, dos estudios con cobertura a nivel mundial, proveen un 

nuevo escenario sobre la diversidad genética de T. gondii. 

Su et al. (2012) propusieron un sistema robusto de tipificación y análisis 

genómico comparativo, basado en tres sistemas que permiten comparar una gran 

cantidad de aislamientos, agrupar los genotipos relacionados en grupos 

principales o clados, e identificar cepas prototipo de cada grupo mayor. 

Inicialmente, se analizaron 956 aislamientos de T. gondii provenientes de 

humanos y animales de diferentes regiones del mundo: 361 de Norteamérica, 101 

de Centroamérica, 346 de Suramérica, 60 de Europa y 56 de Asia y Australia; 

previamente descritos en la literatura.  
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Los aislamientos se genotipificaron por PCR-RFLP multilocus con 11 

marcadores, identificándose 138 genotipos diferentes. De estos genotipos, se 

analizaron aislamientos representativos con 15 marcadores de microsatelites y 4 

de intrones. Los productos de amplificación de los tres sistemas fueron 

secuenciados y analizados bioinformaticamente para realizar el alineamiento de 

secuencias e identificar los SNP´s. Tras analizar los aislamientos por PCR-RFLP, 

se apreció un patrón con grupos principales de abundante representación 

(genotipos clonales), y un segundo patrón, con representaciones únicas dispersas 

o grupos discretos con poca representación. La estructura poblacional clonal de 

Norteamérica y Europa contrastó marcadamente con muchos de los grupos o 

aislamientos divergentes de Suramérica. Se construyó un árbol filogenético y los 

haplogrupos identificados fueron similares a aquellos descritos anteriormente, sin 

embargo, éstos se dispusieron de forma particular en el árbol filogenético, 

permitiendo definir 6 grupos mayores o clados (Figura 3):  

 Clado A: haplogrupos 1 (clonal, tipo I), 6 y 14 (aislamientos de Suramérica y 

África principalmente). 

 Clado B: haplogrupos 4 y 8 (aislamientos de Suramérica con alta diversidad 

genética). 

 Clado C: haplogrupo 3 (clonal, tipo III y aislamientos cercanos). 

 Clado D: haplogrupos 2 (clona, tipo II) y 12 (clonal, genotipos X y A). 

 Clado E: haplogrupo 9 (aislamientos de Suramérica, divergentes a los 

anteriores). 

 Clado F: haplogrupos 5, 10 (aislamientos de la Guyana Francesa) y 15 

(aislamientos de Brasil). 

El haplogrupo 7 con aislamientos de diferentes partes del mundo, el 11 con 

la cepa atípica clásica (COUGAR) de Canadá y el 13 con genotipos de China, se 

dispusieron de forma aislada, sin agruparse en algún clado como tal. El análisis 

del flujo de genes sugirió que un número discreto de linajes ancestrales dieron 

origen a la diversidad existente a través de un proceso limitado de combinaciones. 
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Figura 3. Árbol filogenético de 138 islamientos de Toxoplasma gondii  representativos de  
haplotipos únicos. Los asilamientos se analizaron con 11 marcadores multilocus de PCR-RFLP, 
15 microsatélites y 4 secuencias de intrones de. En el árbol, se muestran seis clados mayores 
(clado A-F) con base en el análisis bioinformático emepleando el programa STRUCTURE. 
 
Tomado y modificado de: Su C, Khan A, Zhou P, Majumdar D, Ajzenberg D et al. Globally diverse 
Toxoplasma gondii isolates comprise six major clades originating from a small number of distinct ancestral 
lineages. Proccedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 2012; 109(15): 
5844-5849. 
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La referencia más reciente donde se describe la gran variabilidad genética  

T. gondii, de acuerdo a su distribución geográfica, es el artículo de Shwab et al. 

(2014). Los autores recopilaron las publicaciones relacionadas con genotipificación 

de T. gondii hasta finales del 2012, abarcando datos de todos los continentes 

(excepto la Antártica), obteniendo información de 1457 aislamientos. Los 

aislamientos se clasificaron comparando dos sistemas, primeramente se tomaron 

los datos de los genotipos principales (designación convencional) incluyendo los 

linajes predominantes (I, II y III) así como otros atípicos, los de Brasil (BrI, II, III y 

IV), el clonal 12, África 1 y China 1. En segundo término, debido a la gran cantidad 

de aislamientos descritos en la literatura, se consideró el esquema de designación 

utilizado en la página electrónica ToxoDB/PCR-RFLP, donde los patrones 

obtenidos se van designando numéricamente de forma consecutiva. La 

comparación de ambos sistemas de clasificación se describe en el cuadro 1.  

 
  
 

Cuadro 1. Comparación de dos sistemas de clasificación de genotipos de T. gondii. 
 

Designación de  
genotipo convencional 

Designación genotipo  
ToxoDB PCR-RFLP 

Aislamientos  
Representativos 

Tipo I (I clonal) #10 GT1, RH 
Tipo II (II clonal) #1 PTG, Me49 

Tipo II (II variante) #3 PRU 
Tipo III (III clonal) #2 VEG 
Tipo 12 (atípica) #4 B41 

Tipo 12 (atípica, incluye los tipos X y A) #5 ARI, RAY 
Tipo BrI (atípica, incluye tipo África 1) #6 FOU, TgCatBr2 

Tipo BrII (atípica) #11 TgCatBra1 
Tipo BrIII (atípica) #8 P89, TgPgUs15 
Tipo BrIV (atípica) #17 MAS, TgCkBr147 
China 1 (atípica) #9 TgCtPRC4 

 
Tomado y modificado de: Shwab EK, Zhu XQ, Majumdar D, Pena HF, Gennari SM, Dubey JP, Su C. 
Geographical patterns of Toxoplasma gondii genetic diversity revealed by multilocus PCR-RFLP genotyping. 
Parasitology. 2014; 141(4): 453-461. 
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De los 1457 aislamientos descritos, se identificaron un total de 189 

genotipos con base en el sistema de ToxoDB/PCR-RFLP, obteniéndose la 

mayoría de los aislamientos, a partir de muestras de animales domésticos y 

silvestres con infección crónica. Los 10 genotipos descritos con mayor frecuencia 

fueron el #2 o tipo III (13.8%), #3 o tipo II variante (12.6 %), #1 o tipo II (12.2 %), 

#5 o tipo 12 X/A (5.0 %), #4 o tipo 12 (4.5 %), #9 o China1 (3.8 %), #6 o BrI 

(3.3 %), #7 (2.6 %), #8 o BrII (2.3 %) y #10 o tipo I (2.1 %).  

Los genotipos #1 y #3, que solo difieren en el locus Apico, comprenden 

juntos el linaje convencional tipo II, representando el 24.8% (362/1457) de la 

población. Para el genotipo #2 (tipo III), se describieron 201/1457 aislamientos, 

representando el 13.8 % de la población. Los genotipos #4 y #5, los cuales solo 

difieren en el locus SAG1, son representativos del tipo 12 (haplogrupo 12) y 

colectivamente representan el 9.5 % (139/1457). Los genotipos #6 y 8, 

representativos de Brasil, suman el 5.6 % (82/1457) de la población. 

 Al analizar los resultados por regiones geográficas, se observaron patrones 

particulares. Los genotipos #1, 2 y 3 se han identificado mundialmente y son 

prevalentes en Europa (de donde se estudiaron 64 aislamientos, determinándose 

solo 9 genotipos). En Norteamérica (EU y Canadá), se estudiaron 501 

aislamientos, con 40 genotipos diferentes, siendo los genotipos #1, 2 y 3 también 

dominantes, así como los #4 y 5, que se distribuyen principalmente en fauna 

silvestre, contrastando estos últimos con lo predominante en Europa. Para Centro 

y Suramérica se estudiaron 646 aislamientos, determinándose 156 genotipos, sin 

presentarse algún genotipo dominante como tal y observándose una estructura 

poblacional altamente diversa; los 10 genotipos mas frecuente en estas regiones 

fueron el # 2, 6, 7, 8, 11, 3, 65, 13, 19 y 146, oscilando su frecuencias del 2.3 

hasta el 6.8% de presentación.   
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1.5 Patogenia 

 La patogenia de la infección por T. gondii depende de diversos factores, 

que incluyen la virulencia de los aislamientos y cepas, la susceptibilidad del 

hospedador involucrado, el estadio del que se infectan, el estado inmunológico, 

entre otros (Montoya y Liesenfeld, 2004; Hill et al., 2005; Dubey, 2010). 

 

1.5.1 Virulencia de aislamientos y cepas de T. gondii 
 En estudios recientes, algunos autores han documentado las variaciones 

entre aislamientos de T. gondii en regiones particulares del mundo, sobre todo en 

aislamientos de Suramérica, observándose diferentes cuadros clínicos asociados 

en los hospedadores afectados (Dubey, 2010; Melo et al., 2011; Darde, Ajzenberg 

y Su, 2014). Cademartori et al. (2014) describieron 17 aislamientos de T. gondii a 

partir de muestras de cerdos de traspatio, que al realizar el bioensayo, 7 de ellos 

fueron virulentos para ratón causando cuadros agudos diseminados, mientras que 

los 10 aislamientos restantes, causaron cuadros crónicos considerándose de baja 

virulencia. 

 El grado de virulencia de los aislamientos ha sido estudiado a partir de 

ensayos con ratones infectados con cepas clásicas o recombinantes de ellas, 

lográndose identificar proteínas específicas que confieren “ventajas” o “mayor 

capacidad” biológica durante la invasión celular, la replicación de taquizoitos y 

diseminación tisular. Se conoce que las proteínas ROP5, 16 y 18 de cepas tipo I, 

participan inhibiendo la actividad de células activadas por IFN-y, disminuyendo la 

presentación de antígenos por parte de células dendríticas y prolongación de la 

activación de STAT3 y 6. Dicha actividad favorece la evasión de los diferentes 

mecanismos de la respuesta innata con los que cuenta el hospedador afectado. 

Otras proteínas relevantes que determinan la virulencia de T. gondii son las 

NTPasas (hidrolasas nucleosido-trifosfato), existiendo en dos isoformas (NTPasas 

I y II). Ambas se encuentran en las cepas virulentas, mientras que las no virulentas 

solo tienen la isoforma II. Estas enzimas se han asociado con la falta de activación 
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del inflamosoma, promoviendo la inhibición de la piroptosis y la reducción en los 

niveles de las citocinas IL-1b e IL-18 (Melo et al., 2011; Hunter y Sibley, 2012).  
 
1.5.2 Susceptibilidad del hospedador 
 La patogenia de la enfermedad, puede estar condicionada en varias 

ocasiones por el tipo de hospedador que se encuentre afectado, generando un 

cuadro clínico-patológico particular, independiente de los demás factores. En la 

literatura científica, existen descripciones sobre especies que se consideran 

“resistentes” a la enfermedad, con manifestación clínica discreta o prácticamente 

nula, como son los primates del viejo mundo, rumiantes silvestres, bovinos 

domésticos o los equinos. Incluso las dos últimas especies, bajo condiciones 

experimentales con dosis altas de protozoarios inoculados por diversas vías, no 

desarrollan manifestación clínica o es casi nula la detección de parásitos 

postmortem en diversos tejidos. Contrastantemente, otras especies se consideran 

susceptibles, como los marsupiales australianos o primates del Nuevo Mundo, los 

cuales desarrollan cuadros agudos, que por lo general conducen a la muerte de 

los hospedadores infectados (Hill y Dubey, 2002; Montoya y Liesenfeld, 2004; 

Dubey, 2010; Wendte et al., 2011). 

Las razones de este grado de susceptibilidad son desconocidas, existiendo 

varias hipótesis, como la que se plantea para los primates del Nuevo Mundo, en la 

que el comportamiento arborícola de estas especies a través de generaciones, ha 

restringido o minimizado su exposición a estadios infecciosos de T. gondii, como 

ooquistes en el alimento o agua, a los cuales han estado expuestas otras 

especies. Sin embargo, existen estudios serológicos en estos animales, en los que 

se han determinado la presencia de anticuerpos IgG contra T. gondii, sugiriendo 

una primera exposición a la que han sobrevivido, posiblemente por una baja carga 

parasitaria ingerida o por la exposición a un genotipo de T. gondii no virulento para 

estas especies (Innes, 1997; Epiphanio et al., 2003; Garcia et al., 2005; Salant et 

al., 2009; Dubey, 2010). 
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1.5.3 Relación parásito-hospedador 
La lesión característica e indicativa de infección por T. gondii es la necrosis, 

en un principio es de tipo celular, y conforme transcurre el tiempo, de forma tisular.  

T. gondii usualmente parásita al hospedador, definitivo e intermediario, sin 

producir enfermedad clínica, siendo poco frecuente los casos clínicos severos.  

Independientemente del tipo de estadio con el que se infecte, ya sea por la 

ingestión de carne infectada con quistes tisulares o por alimento contaminado con 

ooquistes. Al alcanzar la luz intestinal tanto los bradizoítos como esporozoítos, 

penetran las células epiteliales y se multiplican dentro de las primeras 24 horas, 

generando múltiples taquizoítos, los cuales al necrosar las células infectadas, se 

liberan e invaden continuamente las células adyacentes, causando zonas de 

necrosis, las cuales cada vez son más extensas; conforme se van propagando, 

pueden invadir el tejido cercano (enterocitos, intersticio y tejido linfoide asociado, 

incluyendo leucocitos residentes y no residentes). Posteriormente, los zoitos se 

diseminan a linfonodos mesentéricos y a través de vasos linfáticos y sanguíneos, 

alcanzan diferentes órganos y se pueden multiplicar virtualmente en cualquier 

célula nucleada del cuerpo del hospedero. Recientemente se ha descrito, que la 

diseminación de T. gondii se ve favorecida por su habilidad de invadir células 

migratorias del sistema inmune, como las células dentríticas, lo que permite su 

distribución hacia tejidos linfoides; o bien, invaden macrófagos, neutrófilos y 

células NK generando un efecto denominado “caballo de Troya”, alcanzando 

tejidos distantes como el sistema nervioso central. El cuadro clínico es 

determinado por la extensión de las lesiones necróticas en los tejidos afectados, 

por el crecimiento intracelular de los taquizoítos y la presencia de una respuesta 

inflamatoria franca. El hospedador puede morir por un cuadro de toxoplasmosis 

aguda debido a las alteraciones en intestino y linfonodos mesentéricos, aunado a 

las lesiones necróticas en otros tejidos. En la mayoría de los casos, el hospedador 

controla la diseminación parasitaria y se recupera adquiriendo inmunidad con la 

aparición de anticuerpos, desarrollando toxoplasmosis crónica (Dubey y Beattie, 

1988; Ferguson, 2004; Hill et al, 2005, Dubey, 2010; Weidner et al., 2014).  
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1.5.4  Respuesta inmune innata y adquirida 

Varios autores citan, que el éxito de la infección de T. gondii implica un 

delicado equilibrio entre la respuesta inmune del hospedador que trata de eliminar 

al parásito y la capacidad de éste, para evadir o modular dicha respuesta, 

permitiendo su sobrevivencia en el huésped (Buzoni-Gatel y Werts, 2006; Miller et 

al., 2009).  

Durante la fase aguda de la infección por T. gondii, la respuesta es innata 

(Figura 4), mediada por neutrófilos, macrófagos y células asesinas naturales 

(NKs), las cuales establecen mecanismos de fagocitosis y citotoxicidad celular. El 

reconocimiento inicial del parásito se lleva a cabo por receptores de macrófagos, 

predominantemente de tipo Toll 2 y 4 (TLR2 y TLR4), en respuesta a patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMP's), mediante la detección de proteínas 

ancladas por glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), o de células dendríticas (CDs) que 

interactúan con el parásito a través de receptores tipo Toll 11 (TLR11) mediando la 

detección de la profilina del parásito. Posteriormente, los macrófagos y las CDs 

presentan antígenos y producen la citocina proinflamatoria interleucina 12 (IL-12), 

induciendo la respuesta adaptativa mediada por los linfocitos T CD4+ y CD8+, los 

cuales producen un fenotipo Th1, así como estimulando a las células asesinas 

(NKs), favoreciendo la producción de interferón gamma (IFN-γ). El IFN-γ es el 

mayor mediador de la resistencia contra T. gondii, siendo crucial para la activación 

de células hematopoyéticas (CHem) y no hematopoyéticas (CNHem) que limitan la 

replicación del parásito. El IFN-γ propaga su señalización a través de receptores 

de superficie para IFN-γ (IFN-γR), los cuales activan al transductor de señalización 

1 (STAT-1), un factor de transcripción que controla la expresión de una amplia 

gama de genes. En respuesta a la activación de STAT-1, los monocitos y 

macrófagos sobrerregulan la producción de oxido nítrico (NO-) y de especies 

reactivas de oxigeno (ROS), los cuales contribuyen al control de los parásitos 

intracelularmente (Figura 4) (Buzoni-Gatel y Werts, 2006; Correa et al., 2007; 

Matowicka-Karna et al., 2009; Miller et al., 2009; Hunter y Sibley, 2012). 
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Figura 4. Respuesta inmune innata contra T. gondii durante la infección aguda.                     
A) Respondedores primarios, B) Efectores innatos y adaptativos, C) Control parasitario.   
 
Tomado y modificado de: Hunter CA, Sibley D. Modulation of innate immunity by Toxoplasma gondii 
virulence effectors. Nature Reviews. 2012; 10: 766-778.   
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 Así mismo, en ambos tipos celulares (CHem y CNHem), el IFN-γ 

sobrerregula la producción de dos familias de proteínas de defensa, dependientes 

de la proteína 5 de autofagia (ATG5), llamadas GTPasas relacionadas con la 

inmunidad (IRGs) y proteínas de unión con guanilato p67 (GBPs), las cuales son 

reclutadas hacia la vacuola parasitófora, favoreciendo la formación de vesículas y 

ruptura de la membrana, con subsecuente digestión y eliminación de los parásitos 

que se encuentren en el citoplasma. El IFN-γ también puede alterar el 

metabolismo celular, el cual favorece la degradación de triptofano en fibroblastos, 

el consumo de hierro en enterocitos, activa a las células efectoras incrementando 

la fagocitosis, la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC, por sus 

siglas en inglés) por las mismas NKs y la citotoxicidad directa por linfocitos T 

CD8+. Así mismo, los macrófagos activados producen TNF-α que induce la 

apoptosis de las células infectadas (Buzoni-Gatel y Werts, 2006; Correa et al., 

2007; Matowicka-Karna et al., 2009; Miller et al., 2009; Hunter y Sibley, 2012).  

Los anticuerpos de clase IgM aparecen 3 a 10 días después de la infección 

y permanecen en circulación durante algunas semanas hasta varios años; estos 

anticuerpos pueden matar al parásito por activación del complemento. A nivel de 

las mucosas, se presentan los anticuerpos de clase IgA, los cuales participan 

inhibiendo la invasión celular por el parásito. En el caso de los humanos, los 

anticuerpos de las cuatro clases de IgG aparecen posteriormente al día 10; los de 

clase IgG1 e IgG3 pueden fijar complemento y actuar como opsoninas o 

moléculas mediadoras de ADCC, favoreciendo la eliminación de los taquizoitos; 

mientras que los de clase IgG2 o IgG4 protegen por neutralización de los 

parásitos. Por otra parte, los anticuerpos de clase IgE se asocian con mal 

pronóstico, tanto en la toxoplamosis adquirida como congénita. Todas las formas 

extracelulares del parásito son afectadas directamente por los anticuerpos, pero 

no las formas intracelulares tras la formación de los quistes tisulares (alrededor de 

la tercera semana postinfección), los cuales se localizan en sistema nervioso y 

muscular principalmente, donde pueden persistir durante varios años (Hill et al., 

2005; Correa et al., 2007; Cañedo-Solares et al., 2008;  Dubey, 2010).  
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1.6 Presentaciones clínico-patológicas de la infección por T. gondii en 
animales domésticos y fauna silvestre 

 Como ya se ha mencionado, independientemente de la frecuencia en cada 

región del mundo y del hospedador de que se trate, la gran mayoría de las 

infecciones por T. gondii son asintomáticas, siendo los cuadros clínicos poco 

frecuentes y particulares para las distintas especies (Owen y Trees, 1999; Tenter 

et al., 2000; Dubey, 2004; Anfray et al., 2005; Hill et al., 2005; Wendte et al., 

2011). 

 El término “toxoplasmosis” se utiliza para describir la enfermedad clínica o 

anatomopatológica causada por Toxoplasma gondii, generando una infección 

sintomática (enfermedad aguda) o bien, un cuadro persistente con quistes 

tisulares (enfermedad crónica o infección latente) (Montoya, 2002; Dubey, 2010).  

 En los casos clínicos como tal, las presentaciones de toxoplasmosis se 

pueden clasificar desde diferentes puntos de vista, por ejemplo si se adquirió 

antes (prenatal o congénita) o después del nacimiento (postnatal o adquirida); de 

acuerdo a su curso, como toxoplasmosis aguda o crónica; o bien, por su 

distribución anatómica, por ejemplo, toxoplasmosis ocular, nerviosa o diseminada 

(Hill y Dubey, 2002; Montoya y Liesenfeld, 2004; Bresciani et al., 2013).  

 En fauna silvestre, se ha descrito la toxoplasmosis de forma clínica o 

subclínica en una amplia gama de hospedadores, tanto en animales carnívoros 

como herbívoros, en cautiverio o en vida libre, así como en mamíferos (terrestres y 

marinos) y aves, documentándose la gran mayoría de los casos a partir de 

estudios postmortem. Así mismo, existen informes sobre la presentación de brotes 

esporádicos de enfermedad en diferentes grupos de animales silvestres, sin la 

presencia de un factor inmunodepresor como tal (Fowler y Miller, 2003, 2008; 

Dubey, 2004; Hill, 2005; Wendte et al., 2011).  A continuación se describen las 

principales presentaciones clínico-patológicas de toxoplasmosis en animales 

domésticos y fauna silvestre, discutiendo los genotipos de T. gondii identificados 

en cada presentación, sin describirse a la fecha un patrón, tendencia o relación 

como tal, donde se refiera esta asociación.  
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1.6.1 Toxoplasmosis aguda diseminada 

 Esta presentación se ha descrito con mayor frecuencia en un grupo de 

animales de fauna silvestre considerados susceptibles o altamente susceptibles, 

que desarrollan cuadros agudos diseminados en un lapso de 2 a 5 días, llegando 

a causar mortalidad del 85 al 100%. Dentro de este grupo, se encuentran la 

mayoría de los géneros de primates del Nuevo Mundo  (Dietz et al., 1997; Inoue, 

1997; Epiphanio et al., 2000, 2003; Gyimesi et al., 2006); lemures (Lemur spp) 

(Spencer et al., 2004; Lindsay y Dubey, 2014); suricatas (Suricata sp) (Juan-Salles 

et al., 1997; Basso et al, 2009) y marsupiales australianos (Dubey et al., 1988; Hill 

et al, 2005; Basso et al, 2007), entre otras especies (Lindsay y Dubey, 2014).   

 Los animales afectados mueren de curso clínico rápido (uno a tres días) o 

súbitamente, incluso sin presentar signología en algunas ocasiones. En los casos 

que se percibe manifestación clínica, se llega a observar letargia, anorexia, 

depresión, diarrea y dificultad respiratoria, entre otros signos. En el caso de los 

marsupiales australianos, los signos clínicos son variables e incluyen diarrea, 

dificultad respiratoria, pérdida de peso, ceguera, signos nerviosos nerviosos y 

muerte súbita. Los órganos principalmente afectados por la diseminación del 

parásito son el pulmón, hígado, bazo, linfonodos mesentéricos y regionales, con 

desarrollo de lesiones necróticas y respuesta inflamatoria moderada; los pulmones 

presentan neumonía intersticial de moderada a severa y edema pulmonar 

generalizado. En todos los órganos, se pueden llegar a observar taquizoítos libres 

o en cúmulos intra o extralesionales. La causa de muerte se asocia con 

insuficiencia respiratoria y la necrosis diseminada (Epiphanio et al., 2003; Gyimesi 

et al., 2006; Adkesson et al., 2007; Espinosa-Aviles y Morales-Martínez, 2007; 

Dubey y Crutchley, 2008; Bermúdez et al., 2009; Parameswaran et al., 2009; 

Dubey, 2010; More et al, 2010; Pan et al., 2012). 

 Las referencias donde se describen las lesiones causadas por cuadros de 

curso agudo por T. gondii en este tipo de especies y el genotipo involucrado son 

escasas. En el cuadro 2 se mencionan las descritas a la fecha. 
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Cuadro 2. Casos de toxoplasmosis aguda en fauna silvestre con la identificación del  
genotipo de T. gondii involucrado.  

 
País /    condición Especie n1 Muestras2 Genotipo3 Referencia 

      
Estados Unidos / 

cautiverio 
Lemur  

(Lemur catta) 3/3 P, H, B, L II (3) Spencer et al., 
2004 

      
Argentina / 
cautiverio 

Suricata 
(Suricata suricatta) 3/3 P, H, B, L,  

R, Enc III (3) Basso et al., 
2009 

      

Israel / semilibertad Mono ardilla 
 (Saimiri sciureus) 7/8 P, H, C, Enc III (7) Salant et al., 

2009 
      

Guyana Francesa / 
cautiverio 

Mono ardilla 
(Saimiri sciureus) 

3/22 
(1er brote) P, H, B, C II/u-1* (3) Carme et al., 

2009 6/25 
(2do brote) P, H, B, C, S II/u-2** (6) 

      

España / 
semilibertad 

Wallaby de Bennet 
(Macropus 

rufogriseus) 
1/7 Est, I, H, B, 

L, C, Enc II/III/u-1 (1) 
Fernandez-

Aguilar et al., 
2013 

      
 
1. n: número de animales de donde se logró la genotipificacion / número de animales afectados. 
2. Muestras: P, pulmón; Est, estómago; I, intestino; H, hígado; B, bazo; L, linfonodo; R, riñon; C, corazón; Enc, 
encéfalo; S, sangre. 
3. Genotipo: genotipo determinado, clásico (I, II o III), recombinante (Ej.: I/II, I/II/III) o atípico (Ej.: II/u-1) y  
número de animales con el mismo genotipo (n).  
*Genotipos del 1er brote, algunos marcadores tuvieron alelos atípicos (u-1).  
**Genotipos del 2do brote, también se observaron alelos atípicos para algunos marcadores y diferentes (u-2) a 
los del primer brote.  
  
 
1.6.2 Toxoplasmosis crónica neurológica 

 La afección del sistema nervioso central por T. gondii ha sido descrita en 

varias especies, tanto domésticas como silvestres, incluyendo al perro común 

(Canis familiaris) (Dubey, 2010), gato doméstico (Felis catus) (Dubey, 2010);  

canguros rojo y gris (Macropus rufus, M. giganteus), wallabys (M. eugenii, M. 

rufogriseus), (Dubey, 2010; Parameswaran et al., 2010); gato montés (Felis rufus) 

(Smith et al., 1995); borrego cimarrón (Ovis canadensis canadensis) (Baszler et 

al., 2000), y en mamíferos marinos incluyendo la nutria marina (Enhidra lutrens 

nereis) (Miller et al., 2004, 2008b) y diferentes especies de delfines (Tursiops 

truncatus, Stenella coeruleoalba) (Dubey, 2010), entre otras especies.  
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En estos animales se ha documentado esta presentación con presencia o 

ausencia de un factor predisponente, considerándose en varios casos como la 

causa de muerte del hospedador afectado. El patrón de lesiones corresponde a 

encefalitis o meningoencefalitis con gliosis, perivasculitis no supurativa, focos de 

necrosis e infiltrado inflamatorio tanto en sustancia blanca como gris con presencia 

de estructuras parasitarias, presentándose en algunas especies distribución 

preferencial en encéfalo medio (corteza y tallo cerebral) y en otras con un patrón 

disperso y sin ninguna región neuroanatómica en particular. En animales de 

compañía inmunocomprometidos, posterior a la infección por el virus de moquillo 

canino en los perros o por retrovirus en gatos, se puede presentar toxoplasmosis 

sistémica con afección al sistema nervioso central, que suele ser mortal (Hill y 

Dubey, 2002; Montoya y Liesenfeld, 2004; Cedillo-Peláez, 2009; Dubey, 2010; 

Lindsay y Dubey, 2014). 

 Los marsupiales australianos son un grupo de animales en los que se han  

documentado cuadros neurológicos por T. gondii, con signología asociada como 

incoordinación, ceguera parcial uni o bilateral, dificultad para desplazarse, marcha 

inestable y depresión. Sin embargo, también se han descrito en combinación con 

otros signos de los aparatos digestivo, respiratorio, musculoesquelético y 

linforreticular principalmente. Esta situación, basado en el patrón de lesiones y el 

tejido de origen de los aislamientos, sugiere la posibilidad de una infección previa 

con cepas no virulentas para estas especies, que se enquistaron en tejidos como 

encéfalo, miocardio y musculo esquelético, reactivándose con una segunda 

infección, la cual por sí sola o en combinación con la anterior, genera el conjunto 

de lesiones que causan la muerte de los animales afectados (Dubey y Crutchley, 

2008; Dubey, 2010; More et al., 2010; Parameswaran et al., 2010; Fernández-

Aguilar et al., 2013)  

 Los genotipos de T. gondii asociados a cuadros con afección primaria al 

sistema nervioso central en animales domésticos y silvestres se describen en el 

cuadro 3.  
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Cuadro 3. Casos de toxoplasmosis crónica neurológica en animales domésticos y fauna 

silvestre con la identificación del  genotipo de T. gondii involucrado.  
 

País / 
condición Especie n1 Muestras2 Genotipo3 Referencia 

      
Brasil / 

doméstico 
Perro  

(Canis familairis) 9/34 Enc I (4) 
III (5) 

Da Silva et al., 
2005 

      
Brasil / 

doméstico 
Perro  

(Canis familairis) 1/1 Enc I (1) Moretti et al., 2006 

      

Brasil / 
doméstico 

Perro  
(Canis familairis) 3/50 Enc 

I/III (1) 
P89 (1) 

TgCatBr1 (1) 

Langoni et al., 
2012 

      

Estados Unidos 
/ cautiverio 

Wallaby Bennet 
(M. rufogriseus) 

 
Wallaby Tammar  

(M. eugenii) 

2/3 
 
 

½ 

P, C, Enc, 
Mus 

III (2) 
 
 

III (1) 

Dubey y Crutchley, 
2008 

      

Argentina / 
cautiverio 

Canguro rojo  
(M. rufus) 

 
Canguro gris  

(M. giganteus) 

1/1 
 
 

1/1 
Enc, Mus 

III (1) 
 
 

II (1) 
More et al., 2010 

      

Australia /  
vida libre y 

aislamientos  

Woyli  
(B. penicilatta) 1/3 

C, Enc, Mus 

I (1) 

Paramesawaran 
 et al., 2010 

Suricata (S.suricatta) 1/3 u-1 (1) 

Wallaby Bennet 
(M. rufogriseus) 1/1 u-1 (1) 

Wombat  
(V. ursinus) 1/1 u-1 (1) 

Gato (F. catus) 1/1 I (I) 

Cabra (C. hircus) 2/2 I (1), u-1 (1) 

      

España / 
semilibertad 

Wallaby Bennet  
(M. rufogriseus) 1/7 Est, I, H, B, 

L, C, Enc II/III/u-1 (1) Fernandez-Aguilar 
et al., 2013 

      
Estados Unidos 

/ vida libre 
Nutria marina 

(Enhydra lutris) 35/35 Enc 14, II 
21, X  Miller et al., 2004 

      
Costa Rica / 

vida libre  
Delfín listado  

(S. coeruleoalba) 1/1 Enc II (1)  Dubey et al., 
2007b 

      
 
1. n: número de animales de donde se logró la genotipificacion / número de animales muestreados. 
2. Muestras: P, pulmón; Est, estómago; I, intestino; H, hígado; B, bazo; L, linfonodo; C, corazón; Enc, 
encéfalo; Mus, músculo. 
3. Genotipo: genotipo determinado, clásico (I, II o III), recombinante (Ej.: I/II, I/II/III) o atípico (Ej.: II/u-1) y  
número de animales con el mismo genotipo (n).  
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Cuadro 3. Casos de toxoplasmosis crónica neurológica en animales domésticos y fauna 

silvestre con la identificación del  genotipo de T. gondii involucrado (continuación).  
 

País / 
condición Especie n1 Muestras2 Genotipo3 Referencia 

      

Estados Unidos 
/ vida libre 

Nutria marina  
(E. lutris) 39/39 Enc 

II (13) 
I/II (3) 
A (14) 
X (7) 

II/III (2) 

Sundar et al., 2008 

      
Costa Rica / 

vida libre  
Delfín listado  

(S. coeruleoalba) 1/1 Enc II (1)  Dubey et al., 
2007b 

      

Estados Unidos 
/ vida libre  

Delfín nariz  
de botella  

(T. truncatus) 
3/3 Enc 2, II (2)   

I/II/III/u-1 (1)  
Dubey et al., 

2008a 

      
Canadá / 
cautiverio 

Delfín nariz de botella  
(T. truncatus) 1/1 Enc II (1)  Dubey et al., 

2009a 
      

Italia /  
vida libre  

Delfín listado 
 (S. coeruleoalba) 3/3 Enc II (1) 

II/u-1 (2)  
Di Guardo et al., 

2011 
      

 
1. n: número de animales de donde se logró la genotipificacion / número de animales muestreados. 
2. Muestras: P, pulmón; Est, estómago; I, intestino; H, hígado; B, bazo; L, linfonodo; C, corazón; Enc, 
encéfalo. 
3. Genotipo: genotipo determinado, clásico (I, II o III), recombinante (Ej.: I/II, I/II/III) o atípico (Ej.: II/u-1) y  
número de animales con el mismo genotipo (n).  
 

 

 

1.6.3 Toxoplasmosis crónica congénita 

En el caso de esta presentación, la especie doméstica más susceptible a la 

infección por T. gondii son los ovinos (Ovis aries), describiéndose en la literatura 

que el consumo de 20 ooquistes son suficientes para desarrollar una infección 

crónica con repercusiones en tracto reproductor. La mayoría de los ovinos 

infectados no desarrollan signos clínicos y eventualmente son destinados para 

consumo, constituyendo una ruta importante de zoonosis. La transmisión 

congénita del feto se da cuando los rumiantes se infectan por primera vez, siendo 

dependiente de la edad gestacional. Las infecciones durante el primer o segundo 

tercio de la gestación se asocian usualmente a la presentación de abortos, 
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mientras la infección en el último tercio produce infección congénita con productos 

viables o sintomáticos. Así mismo, también se ha descrito que T. gondii es 

causante de muerte fetal, por la replicación parasitaria en el feto, o bien, si es más 

avanzada la gestación, por episodios de anoxia al presentarse múltiples focos de 

necrosis en los placentomas. Las lesiones en la placenta pueden aparecer desde 

los 10 días postinfección (PI) y se caracterizan por múltiples focos de necrosis en 

el septo caruncular, mientras que las lesiones en el feto se observan 15 días PI, 

siendo más frecuentes 20 días PI en el encéfalo, corazón, pulmón e hígado; estas 

característicamente son de tipo necróticas, delimitadas por células gliales (en 

sistema nervioso central) y/o por células inflamatorias mononucleares (en los 

demás tejidos), con o sin presencia de parásitos libres o en acúmulos, intra o 

extralesionales (Owen y Trees, 1999; Tenter et al., 2000; Dubey, 2004; Hill et al., 

2005; Moreno et al., 2012; Castaño et al., 2014). 

 En diferentes especies domésticas y silvestres, principalmente rumiantes y 

mamíferos marinos, también se han descrito casos de toxoplasmosis congénita: 

bovino (Bos taurus) (Chávez-Crisostomo, 2010), cabra (Capra aegagrus hircus) 

(Dubey, 2010), cerdo (Sus scrofa) (Dubey, 1988), perro (C. familiaris) (Al-Qassab 

et al., 2009), venado cola blanca (Odocoileus hemionis) y venado bura (O. 

hemionus) (Dubey et al., 2008d, 2010), delfín del atlántico (Tursiops truncatus) 

(Jardine y Dubey, 2002), delfín Riso (Grampus griseus) (Resendes et al., 2002) y 

nutría marina (E. lutris nereis), entre otros mamíferos. 

 Los genotipos de T. gondii asociados a cuadros de toxoplasmosis congénita 

en animales domésticos y silvestres se describen en el cuadro 4. 
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Cuadro 4. Casos de toxoplasmosis crónica congénita en animales domésticos y fauna 

silvestre con la identificación del  genotipo de T. gondii involucrado. 
 

País / 
condición Especie n1 Muestras2 Genotipo3 Referencia 

      
Reino Unido / 

intensivo Ovino (O. aries) 13/13 Pla II (13) Owen y Trees, 
1999 

      
Estados Unidos 

/ vida libre 
Nutria marina 

(E. lutris) 1/1 Enc, Mus X (1) Miller et al., 2008a 

      

Estados Unidos 
/  vida libre 

Venado cola blanca 
(O. virginianus) 15/88 F* Enc 

II (9) 
III (2) 
I/II (2) 

I/II/III (1) 
I/III (1)  

Dubey et al., 
2008d 

      
Australia / 
doméstico 

Perro 
(C. familiaris) 6/6 Enc II (6) Al-Qassab 

 et al., 2009 
      

Brasil / 
estabulado 

lechero 
 

Bovino  
(Bos taurus) 

 

1/60 F* 
 

1/60 V** 
 

S 
 

P, H, C, Enc, 
S 

II (1) 
 

II (1) 
 

de Macedo  
et al., 2012 

 

      
Estados Unidos 

/  intensivo Ovino (O. aries) ½ C, Enc I/II/III/u-1 (1) Edwards y Dubey, 
2013 

      
Brasil / 

doméstico 
Perro  

(C. familiaris) 1/1 H, C III (1) Headley et al., 
2013 

      

España / 
 vida libre Jabalí (Sus scrofa)  

3/3 F* 
 
 

1/1 J*** 

P, L, C,  
Enc, Mus 

 
C, Mus 

I (1), III (1) 
I y III (1 y 1) 

 
I y III (1 y 1) 

Calero-Bernal 
et al., 2013 

      
Estados Unidos 

/ vida libre 
Venado cola blanca 

(O. virginianus) 1/155 F* Enc I/II/III* (1) Dubey et al., 2014 

      
 
1. n: número de animales o muestras (placentas o fetos) de donde se logró la genotipificacion / número de 
animales o muestras afectados. 
*F: fetos, **V: vacas, ***J: jabalí adulta. 
2. Muestras: P, pulmón; H, hígado; B, bazo; L, linfonodo; C, corazón; Enc, encéfalo; O, ojo; Mus, musculo 
esquelético; Pla, placenta; S, sangre. 
3. Genotipo: genotipo determinado, clásico (I, II o III), recombinante (Ej.: I/II, I/II/III) o atípico (Ej.: II/u-1) y  
número de animales con el mismo genotipo (n).  
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1.7 Toxoplasmosis en México 

En nuestro país, se han realizado estudios para determinar la presencia de 

T. gondii en humanos, animales domésticos y silvestres. La mayoría de ellos son 

tipo serológico, empleando distintas técnicas y con resultados variables para cada 

estado de la República. En el cuadro 5, se describen los resultados de diferentes 

estudios realizados en humanos, llevados a cabo entre los años 2005 y 2013; así 

mismo, en las últimas dos décadas, se realizaron dos estudios en la población 

general, abarcando muestras de todo el país, los cuales se describen a 

continuación.   

Velasco-Castrejon y colaboradores (1992), a partir de la Encuesta Nacional 

Seroepidemiológica (de 1987), estudiaron 29 935 sueros de persona, con un 

rango de edad de uno a 98 años, detectando anticuerpos contra T. gondii 

mediante inmunofluorescencia indirecta en el 32% (dilución 1:16) y 19.5% (dilución 

1:128) de los sueros estudiados.  

Caballero-Ortega et al. (2012), estudiaron muestras de suero de dos 

Encuestas Seroepidemiologicas Nacionales (2000 y 2006) para la detección de 

anticuerpos de clase IgG mediante ELISA indirecta. De la Encuesta del 2000, se 

estudiaron 3599 muestras y la seroprevalencia fue del 60.1 %, mientras que de la 

encuesta del 2006, se estudiaron 2916 muestras con una seroprevalencia del 

62.6%. 

En el caso de animales domésticos y fauna silvestre, la mayoría de los 

estudios también han sido de tipo serológico (cuadros 6 y 7). Aunque se han 

descrito otros estudios, donde se han empleado diferentes técnicas de laboratorio 

para evidenciar la presencia de T. gondii, con un enfoque de tipo epidemiológico 

principalmente. 

Vidal-Hernández (1996) detectó anticuerpos contra T. gondii en suero de 

wallaby de cuello rojo (Macropus rufogriseus) de diversas edades, que compartían  

el  mismo  albergue,  alimentación  y  manejo, pertenecientes al zoológico de 

Chapultepec en el D.F. Los doce animales estudiados resultaron positivos y 21 

meses después del estudio, se presentó mortalidad en el mismo grupo de 
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animales, los cuales exhibieron signología nerviosa, respiratoria y/o digestiva, 

confirmándose la presencia de estructuras parasitarias por histopatología.   

Espinosa-Avilés y Morales-Martínez (2007) describieron un brote de 

toxoplasmosis en una colonia de monos ardilla (Saimiri sciureus) de Guadalajara, 

Jalisco; que afecto en un lapso de tres semanas a 23 de 25 animales (92%), 

muriendo 16 de ellos (64%) con signos clínicos y cambios patológicos similares, 

asociados a infección por T. gondii. 

Pacheco-Coronel (2010) estudió la frecuencia de diferentes parásitos 

incluyendo a T. gondii, en mamíferos ferales y silvestres de una reserva ecológica 

al sur del D.F. La presencia de T. gondii se estudio en perros (Canis familiares), 

gatos (Felis catus) y tlacuaches (Didelphys virginiana) mediante ELISA indirecto, 

PCR y bioensayo en ratón. En cacomixtles (Bassariscus astutus), solamente se 

realizó serología, resultando negativas las muestras a la detección de anticuerpos. 

Méndez-Bernal et al. (2011) describieron un brote de toxoplasmosis aguda 

en una colonia de monos ardilla (Saimiri sciureus) provenientes de Cuernavaca, 

Morelos, los cuales conformaban una colonia de 9 animales; apreciándose en 

cinco de ellos lesiones similares a las descritas por otros autores. 

Recientemente, Alvarado-Esquivel y colaboradores (2013e), determinaron 

la frecuencia de anticuerpos IgG contra T. gondii mediante aglutinación modificada 

en mamíferos silvestres de tres zoológicos del D.F., resultando 89 (53.3%) 

positivos, incluyendo 35 de 43 felinos (81.4%), 35 de 54 carnívoros (64.8%),  9 de 

3 artiodáctilos (69.3%), 4 de 4 perisodáctilos, 4 de 6 primates (66.6), 1 de 1 

proboscidio (100.0%) y 1 de 1 roedores (100.0%). 
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Cuadro 5.  Frecuencia de anticuerpos contra T. gondii en humanos (2005-2013). 

 
Grupo / subgrupo Estado Técnica1 n2 Positivos Referencia IgM IgG 

        
Humanos       
 

Neonatos D.F. ELISA 1001 0.19 % --- Vela-Amieva  
et al., 2005 

 
Donadores de sangre Jalisco ELISA 359 --- 29.0% Galván-Ramírez 

 et al., 2005 
 

Mujeres gestantes Durango ELISA 343 0.0 % 6.1 % Alvarado-Esquivel  
et al., 2006a 

 
Pacientes psiquiátricos Durango ELISA 137 26.3 % 18.2 % Alvarado-Esquivel 

et al., 2006b 
 

Donadores de sangre Durango ELISA 432 1.9 % 7.4 % Alvarado-Esquivel  
et al., 2007a 

 RN* asintomáticos 
Jalisco  IF 

60 --- 5.0 % Galván-Ramírez 
 et al., 2007  Prematuros 30 --- 6.6 % 

 RN sintomáticos 30 --- 13.3 % 
        
 Recolectores de basura 

Durango ELISA 
90 --- 21.1 % Alvarado-Esquivel   

et al., 2008a  Procesadores de 
basura 83 --- 8.4 % 

 
Población adulta (rural) Durango ELISA 462 2.2 % 24.0 % Alvarado-Esquivel   

et al., 2008b 

 
Trabajadores de rastro Jalisco ELISA 145 --- 72.0 % Galván-Ramírez 

 et al., 2008 
 Mujeres gestantes 

(rural) Durango ELISA 439 2.3 % 8.2 % Alvarado-Esquivel   
et al., 2009 

 
Mujeres gestantes D.F. ELISA 100 --- 30.0 % Cañedo-Solares  

et al., 2009 
 Recién nacidos 

asintomáticos Jalisco ELISA 860 --- 0.6 % Galván-Ramírez 
 et al., 2009 

 
Comunidad Menonita Durango ELISA 152 3.3 % 30.3 % Alvarado-Esquivel    

et al., 2010a 
        
P** discapacidad auditiva 

Durango ELISA 

85 --- 8.2 % 
Alvarado-Esquivel    

et al., 2010b 
P con hemodiálisis 50 --- 10.0 % 

P discapacidad visual 234 --- 12.0 % 
P riesgo inmunosupresión 103 --- 6.8 % 
        
 
1. Técnica: ELISA, ensayo inmunoenzimatico; IF, inmunoflurescencia. 
2. n: numero de muestras evaluadas. 
*RN, recién nacidos. ** P, pacientes. 
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Cuadro 5. Frecuencia de anticuerpos contra T. gondii en humanos (2005-2013) 

(continuación). 
 

Grupo / subgrupo Estado Técnica1 n2 Positivos Referencia IgM IgG 
       

 Plomeros   61 0 6.6 % Alvarado-Esquivel   
et al., 2010c  Trabajador construcción Durango ELISA 203 1.5 % 8.4 % 

 Jardinero   168 2.4 % 6.0 % 
        
 

Propietarios de gatos   80 37.0 % 25.0 % Jiménez-Coello       
et al., 2011 

 Pacientes 
esquizofrénicos Durango ELISA 50 --- 20.0 % Alvarado-Esquivel   

et al., 2011a 
 

Población general Durango ELISA 974 2.1% 6.1 % Alvarado-Esquivel 
et al., 2011b 

       
 Carniceros  Durango ELISA 124 4.0 % 7.0 % Alvarado-Esquivel 

 et al., 2011d  Clientes de carnicería 248 2.0 % 9.0 % 
        
 Pacientes con  

enfermedad hepática Durango ELISA 
75 2.7 % 13.3 % Alvarado-Esquivel  

et al., 2011e  Población general 150 3.3 % 10.7 % 
        
 Agricultores  

Durango ELISA 
200 1.0 % 7.5 % Alvarado-Esquivel   

et al., 2011h  Población general 400 2.8 % 7.8 % 
        
 

Tepehuanos Durango ELISA 156 9.6 % 22.4 % Alvarado-Esquivel   
et al., 2012d 

        
 Pacientes con 

accidentes de trabajo Durango ELISA 
133 0.8 % 8.3 % Alvarado-Esquivel 

et al., 2012e  Población general 256 2.3 % 5.3 % 
        
 Población adulta mayor Durango ELISA 483 2.9 % 12.0% Alvarado-Esquivel 

 et al. 2012f 
        
 Población general 

(2000) Nacional  ELISA 
3599 --- 60.1 % Caballero-Ortega  

et al., 2012  Población general 
(2006) 2916 --- 62.6 % 

        
 Mujeres con aborto 

espontaneo Yucatán ELISA 100 20.0 % 55.0 % Vado-Solis  
et al., 2013 

        
 Migrantes agricultores Durango ELISA 173 20.8 % 28.9 % Alvarado-Esquivel  

et al., 2013c 
        
 
1. Técnica: ELISA, ensayo inmunoenzimatico.  
2. n: numero de muestras evaluadas. 
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Cuadro 6. Frecuencia de anticuerpos contra T. gondii en animales domésticos (1980-2013) 
 

Grupo / subgrupo Estado Técnica1 n2 Positivos Referencias IgG 
       
Gatos      
 --- D.F. ELISA 46 63.0 % Aparicio, 1987 
 

Doméstico D.F. / Estado 
de México HA 600 14.5% Alba-Hurtado et al. 2001 

 Doméstico Durango MAT 105 21.0 % Alvarado-Esquivel et al., 2007b 
 Doméstico Colima ELISA 80 28.8 % García-Márquez et al., 2007 
 Doméstico D.F. ELISA 169 21.8 % Besné-Mérida et al., 2008 

 Ferales Durango MAT 150 9.3 % Dubey et al., 2009c 

       
Caninos      
 Doméstico D.F. IF 100 34.0 % Martínez-Maya, 1986  Callejero 200 52.5 % 
 

Domestico Durango MAT 101 51.5 % Dubey et al., 2007a 

 Ferales Durango MAT 150 45.3 % Dubey et al., 2009c 

 Doméstico y 
callejero Oaxaca ELISA 154 62.3 % Díaz-Figueroa, 2010 

 Feral y callejero Guanajuato ELISA 73 42.5% Cedillo-Peláez et al., 2011 

       
Bovinos      
 Lechero  Estado de 

México IF 1237 18.1% Juárez, 1980 

 --- Oaxaca  IF 100 57.0 % Vargas, 1985 
       
Ovinos      
 --- Veracruz ELISA 351 77-84 % Caballero-Ortega et al., 2008a 

 --- Colima ELISA 103 29.1 % Caballero-Ortega et al., 2008b 

 Montaña, valle 
semidesértico Durango MAT 511 15.1 % Alvarado-Esquivel et al., 2012a 

 Granja Oaxaca MAT 429 23.1 % Alvarado-Esquivel et al., 2013b 

 Granja, 
semiintensivo Michoacán MAT 405 29.9 % Alvarado-Esquivel et al., 2013f 

       
 
1. Técnica: ELISA, ensayo inmunoenzimatico; HA, hemaglutinación; MAT, aglutinación modificada; IF, 
inmunofluorescencia.  
2. n: numero de muestras evaluadas. 
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Cuadro 6. Frecuencia de anticuerpos contra T. gondii en animales domésticos (1980-2013) 
(continuación).  

 
Grupo / subgrupo Estado Técnica1 n2 Positivos Referencias IgG 

       
Cabras      
 --- Oaxaca IF 150 32.6 % Vargas, 1985 
       
 Zona semidesértica Durango  MAT 70 32.7 % Alvarado-Esquivel et al., 2011g  Zona montañosa 492 18.6 % 
       
 Granja  Michoacan MAT 341 15.2 % Alvarado-Esquivel et al., 2013b 
       
Porcinos      
 Traspatio-granja Durango MAT 555 16.0 % Alvarado-Esquivel et al., 2011c  Granja Sonora 519 9.1 % 
       
 Traspatio Oaxaca MAT 337 17.2 % Alvarado-Esquivel et al., 2012h  Granja 188 0.5 % 
       
 Granja Yucatán ELISA 429 95.8 % Ortega-Pacheco et al., 2013 
       
Equinos       
 --- DF IF 200 50.5 % Luna, 1990 
 --- Durango MAT 495 6.1 % Alvarado-Esquivel et al., 2012g 
       
Conejos      
 Granja DF ELISA 286 26.9 % Figueroa-Castillo et al., 2006 
 Granja Durango MAT 429 16.3 Alvarado-Esquivel et al., 2013d 
       
Gallinas      
 

Traspatio VM* MAT 208 6.2 % Dubey et al., 2004 

 Traspatio  Durango 
MAT 

51 25.5 % 
Alvarado-Esquivel et al., 2012c  Granja Sinaloa 289 4.9 %  Granja  Nayarit 179 

       
Roedores      
 Ratas  Durango MAT 249 0.8 % Dubey et al., 2009c  Ratones   127 3.1 % 
       
 
1. Técnica: ELISA, ensayo inmunoenzimatico; MAT, aglutinación modificada; IF, inmunofluorescencia.  
2. n: numero de muestras evaluadas. 
*VM: Valle de México, DF y Estado de México. 
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Cuadro 7. Frecuencia de anticuerpos contra T. gondii en fauna silvestre (1991-2012) 
 

Grupo / subgrupo Estado Técnica1 n2 Positivos Referencias IgG 
       

Mamíferos terrestres      

Felinos silvestres D.F. FC 20 5.0 % Berrón, 1991 

Wallaby de cuello rojo 
(Macropus rufogriseus) D.F. FC 12 100.0 % Vidal-Hernández, 

1996 

Felinos silvestres Edo. de 
México ELISA 48 58.3 Sánchez, 1997 

Puma (Puma concolor) 
Gato montes (Lynx rufus) ---- LAT 12 

6 
16.7 % 
66.6 % Kikuchi et al., 2004 

Mapaches enanos 
(Procyon pygmaeus) 

Quintana 
Roo IHA 300 11.0 % McFadden et al., 2005 

      
Zarigueya (Didelphys virginiana) 

Durango MAT 
65 16.6 % 

Dubey et al., 2009c Ardilla    
(Spermophilus variegatus) 69 0.0 % 

       

 Venado cola blanca 
(Odocoileus virginianus) 

Coahuila, 
Nuevo León, 
Tamaulipas 

ELISA, 
WB 368 13.9 % Olamendi-Portugal 

et al., 2012 

 Ocelote (Leopardus pardalis) Tamaulipas LAT 26 69.2 % Rendón-Franco  
et al., 2012 

 Puma (Puma concolor) Durango MAT 1 100.0 % Dubey et al., 2013a 

 Mamíferos terrestres  
de tres zoológicos DF MAT 167 53.3% Alvarado-Esquivel 

et al., 2013e 
       
Mamíferos marinos      

 Delfín del Atlántico 

Centro y 
sureste del 

país 
MAT 

63 87.3 % 

Alvarado-Esquivel 
 et al., 2012b 

 Delfín del Pacífico 3 100.0 % 

 León marino de California 4 50.0 % 

 León marino de la Patagonia 2 0.0 % 

 Manati 3 0.0% 
       
Aves      

 Aves silvestres Durango MAT 653 2.6 % Alvarado-Esquivel  
et al., 2011f 

       
 
1. Técnica: FC, fijación del complemento; ELISA, ensayo inmunoenzimatico; LAT, aglutinación en latex; IHA, 
hemaglutinación indirecta; MAT, aglutinación modificada; WB, western blot. 
2. n: numero de muestras evaluadas. 
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1.8 Genotipos de T. gondii en México 
En nuestro país, han sido pocos los estudios de genotipificación de T. 

gondii, incrementándose principalmente en los últimos años. El primer estudio de 

este tipo fue llevado a cabo en el año 2004 por Dubey y colaboradores, a partir de 

muestras de gallinas de traspatio del valle de México, que posterior a su 

bioensayo en ratón se lograron obtener 6 aislamientos, genotipificandose con un 

solo marcador (SAG2) e identificando uno de los aislamientos como genotipo I y 

los 5 restantes como genotipo III.  

En años posteriores (Dubey et al., 2009c y 2013a; Alvarado-Esquivel et al. 

2011f), en el mismo estado de Durango, se han logrado diferentes aislamientos a 

partir de muestras de tejido de perros, gatos, una paloma y un puma de vida libre. 

Al realizar la genotipificación multilocus (SAG1, 5´-3´ SAG2, nuevo SAG2, SAG3, 

BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L358, PK1 y Apico) de los mismos, así como de 4 

aislamientos de gallinas publicados previamente, permitió la identificación de 3 

genotipos recombinantes (ToxoDB #73, 74 y 155), dos genotipos atípicos (#9 y 

222) y un clonal genotipo III (#2).    

Por otra parte, el resto de la información generada sobre este tema, 

corresponde en primer término a trabajos de investigación de posgrado y trabajos 

presentados en congresos (Cedillo-Peláez, 2009; Luna-Pasten et al., 2009; Besne-

Merida, 2010; Chávez-Crisostomo, 2010); y en segundo término, una publicación, 

correspondiendo a casos congénitos en humanos (binomios), identificándose 

genotipos I y atípicos (Rico-Torres et al., 2012) (Cuadro 8 y figura 5).  
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Cuadro 8. Resumen de  aislamientos y genotipos de T. gondii descritos en México. 

 
Aislamiento / 

Identificación1 Especie Estado Genotipo2 ToxoDB3 Referencia 

      
TgCkMx1 Gallina DF/EM* 

III #2 Dubey et al., 
2004, 2009c 

TgCkMx2 Gallina DF/EM 
TgCkMx3 Gallina DF/EM 
TgCkMx4 Gallina DF/EM 

      
TgDgMx1 Perro Durango I/II/III 

Recombinante #74 Dubey et al., 2009c TgDgMx3 Perro Durango 
TgCatMx1a Gato Durango 

      

TgDgMx2 Perro Durango I/III 
Recombinante #73 Dubey et al., 2009c 

      

TgCatMx1b Gato Durango I/III 
Recombinante #155 Dubey et al., 2009c 

      
TgCatMx2 Gato Durango 

I/II/III/u-1 
Atípico #9 

Dubey et al., 
2009c;  

Alvarado-Esquivel   
et al., 2011f 

TgCatMx3 Gato Durango 
TgCatMx4 Gato Durango 
TgCatMx5 Gato Durango 

TgPigeonMx1 Paloma Durango 
      

TgPumaMx1 Puma Durango I/II/u-1 
Atípico #222 Dubey et al., 2013a 

      
Wallaby5 Wallaby DF I #ND Cedillo-Peláez, 2009 

      
P 02a DF Perro DF I #10 Luna-Pasten, 

et al., 2009 P 02b DF Perro DF I/II 
Recombinante #ND 

      
G32 Col Gato Colima I #10 

Besné-Mérida, 2010 G45 Col Gato Colima III #ND 
G GAM4 DF Gato DF I #ND 

      

B 01 Hgo Bovino Hidalgo I #10 Chavez-Crisostomo, 
2010 

      
Binomio1 Humano DF/EM I/u-1 #ND 

Rico-Torres et al., 
2012 

Binomio2 Humano DF/EM I/u-1 #ND 
Binomio3 Humano DF/EM I #ND 
Binomio4 Humano DF/EM I #ND 

      
 
1. Aislamiento/identificación: nombre asignado al aislamiento o identificación de las muestras estudiadas.  
2. Genotipo: genotipo determinado mediante PCR-RFLP y número asignado de acuerdo a ToxoDB.  
3. ToxoDB: número asignado de acuerdo a ToxoDB-PCR-RFLP. #ND: # no determinado. 
*EM: Estado de México 
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Figura 5. Distribución de aislamientos y genotipos de T. gondii descritos en México. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

El estudio de la diversidad genética de T. gondii en diferentes partes del 

mundo y su efecto en los huéspedes involucrados, con infección natural o 

experimental, ha permitido caracterizar nuevos genotipos a los anteriormente 

descritos o contemplados, como los genotipos endémicos de Brasil o los genotipos 

X y A propios de nutrias marinas en costas de los Estados Unidos. 

Las investigaciones realizadas sobre la toxoplasmosis en México, tanto en 

medicina humana como veterinaria, se han enfocado principalmente al aspecto 

epidemiológico generando resultados importantes sobre su frecuencia y 

presentación. Los estudios sobre las lesiones asociadas a la infección aguda o 

crónica, solamente se han descrito en algunos hospedadores, así mismo, la 

descripción de genotipos circulantes en el país siguen siendo escasa, 

conociéndose solamente la presencia de genotipos I y III, recombinantes y atípicos 

en el valle de México y el norte del país. 

Dichas circunstancias permiten considerar la posibilidad de que estén 

circulando éstos y otros genotipos, en otras especies o en otras regiones del país, 

con diferente presentación clínica y efecto en los hospedadores involucrados.  
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3. HIPÓTESIS 
 
HIPÓTESIS NULA 

 La diversidad genética de Toxoplasma gondii es discreta en nuestro país, 

siendo similares los tipos de presentaciones de toxoplasmosis a lo referido en 

Norteamérica y Europa. 

 

HIPÓTESIS ALTERNA 

 La diversidad genética de Toxoplasma gondii en México comprende los 

genotipos clásicos I, II y III, genotipos recombinantes y atípicos, distribuyéndose 

en diversas regiones del país con diferente grado de patogenicidad en los 

hospedadores afectados. 

 

 

 

 

 

 

4. OBJETIVO  

Caracterizar genéticamente Toxoplasma gondii en animales domésticos y 

fauna silvestre, correlacionando por anatomopatología el grado de su 

patogenicidad en casos clínicos y asintomáticos. 
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5.0 MATERIAL Y METODOS 

 

5.1 Tipo de estudio 

El trabajo de investigación desarrollado fue retrospectivo-prospectivo, 

transversal, comparativo y descriptivo. 
 
5.2 Estrategia general 
 Para el desarrollo del presente trabajo de investigación, se obtuvieron 

muestras de tejidos de diferentes animales y procedencias, evaluándose por 

diversas técnicas de laboratorio: 

1) Estudio prospectivo: a partir de grupos de animales que presentaran 

infección asintomática por T. gondii (diagnosticados por la presencia de 

anticuerpos contra T. gondii por ELISA indirecto a partir de muestras de suero), 

que fueran a ser eutanasiados por diversas circunstancias (Ej.: animales de 

antirrábico) y de los que se pudieran obtener muestras de tejidos para estudios de 

anatomopatología y biología molecular. Las muestras de suero para determinación 

de anticuerpos se preservaron en refrigeración hasta su remisión al Laboratorio de 

Inmunología Experimental (LIE) del Instituto Nacional de Pediatría (INP). En los 

casos donde se obtuvieron muestras de tejidos, se recolectaron fragmentos 

representativos de diferentes tejidos, una porción se fijo en formalina amortiguada 

al 10% y la otra porción se mantuvo en refrigeración, remitiéndose de forma similar 

a las muestras de suero. 

2) Estudio retrospectivo: se recuperaron casos de archivo (cortes 

histológicos, bloque de parafina y tejidos en formalina amortiguada al 10%) de 

animales domésticos y fauna silvestre con diagnóstico postmortem de 

toxoplasmosis, provenientes de tres Laboratorios Patología. Los cortes 

histopatológicos se reevaluarón para la descripción de lesiones y la presencia de 

parásitos se confirmó mediante inmunohistoquimica (IHQ). En los casos que se 

contaba con material fotográfico de las necropsias, también se reevaluaron las 

alteraciones macroscópicas perceptibles.  
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3) A partir de otros estudios  llevados a cabo previamente en el LIE (Luna-

Pasten et al., 2009; Chávez-Crisostomo, 2010; Pacheco-Coronel, 2010), se 

contaba con tres aislamientos de T. gondii obtenidos mediante bioensayo en ratón, 

de diferentes tejidos provenientes de un perro (del D.F.), un gato (de Colima) y un 

becerro (de Hidalgo). De cada aislamiento, se utilizó para este estudio, un vial 

mantenido en criopreservación con por lo menos 10 millones de taquizoítos. 

 De los tejidos obtenidos a partir de los animales eutanasiados (estudio 

prospectivo), de bloque de parafina y tejidos fijados (estudio retrospectivo), así 

como de los aislamientos criopreservados, se extrajo DNA mediante diferentes 

protocolos y posteriormente se realizaron ensayos de PCR en punto final para la 

detección de T. gondii empleando diferentes marcadores (B1, GRA6, GRA7, 

SAG2, SAG3 o BTUB). Utilizando los amplicones generados, se llevó a cabo la 

genotipificación por PCR-RFLP, y en los casos que fue posible, los productos de 

amplificación se remitieron para su secuenciación comercial y posteriormente se 

analizaron bioinformáticamente.  
 

5.3 Entidades de donde se obtuvo el material de estudio 

A continuación se enlistan las diferentes entidades de donde se obtuvieron 

las muestras para el presente trabajo de investigación: 

 Laboratorio de Patología (LP), Dirección General de Zoológicos y Vida 

Silvestre, Gobierno del Distrito Federal (DGZVS), México, D.F.  

 Zoológico de Guadalajara (ZG), Guadalajara, Jalisco. 

 Zoofari (ZF), Amacuzac, Morelos. 

 Departamento de Patología (DP), Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia (FMVZ),  Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), 

México, D.F. 

 Escuela de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Autónoma 

"Benito Juárez" de Oaxaca (UABJO) y Centro de Control Canino y 

Antirrábico (CCAO), Oaxaca de Juárez, Oaxaca.  
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 Medicina Veterinaria y Zootecnia, Campus Irapuato-Silao, Universidad de 

Guanajuato (CSI-UG) y Centro de Control Canino y Antirrábico (CCAI), 

Irapuato, Guanajuato. 

 Centro de Enseñanza, Investigación, y Extensión en Producción Avícola 

(CEIEPA) y Departamento de Etología, Fauna Silvestre y Animales de 

Laboratorio (DEFSAL), FMVZ, UNAM, México, D.F. 

 

5.4 Análisis del material de estudio 

 Las técnicas de laboratorio para la evaluación de las diferentes muestras 

obtenidas en el presente trabajo de investigación se describen a continuación. 

 
5.4.1 Serología 

Conforme se recolectaron o recibieron las muestras de suero, se evaluaron 

por duplicado mediante ELISA indirecto para la determinación de anticuerpos IgG 

contra T. gondii, con base en los descrito por Besné-Mérida (2008) y Xicotencatl-

García (2010).  

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc, No. cat. 439454) 

recubiertas con extracto crudo de taquizoítos de T. gondii (2 μg / ml) de la cepa de 

referencia RH en amortiguador de carbonatos (15 mM), pH 9.6, las cuales se 

incubaron a 4°C toda la noche. Transcurrido el tiempo, los pozos se lavaron cinco 

veces con solución amortiguadora de fosfatos salinos (PBS) adicionado con 0.05% 

de Tween 20 (T), bloqueando los sitios inespecíficos con 200 μl de albumina 

sérica bovina (Euro-clone, Italy) al 0.1%, incubándose a 37°C por 30 minutos, 

lavándose posteriormente con PBS-T. Los sueros a evaluar se diluyeron con PBS-

T a diferentes proporciones dependiendo de la especie: perro a 1:400 y felinos 

(domésticos o silvestres) a 1:200; una vez hechas las diluciones se agregó a cada 

pozo  200 μl y las placas se dejaron incubar a 37°C por dos horas. Los pozos se 

lavaron de forma similar a los pasos anteriores y se agregaron 100 μl de 

conjugado específico comercial anti-perro IgG (SIGMA-Aldrich, MO, USA; 

producto A6792) o anti-gato IgG (Abcam, Cambridge, MA, USA; producto 

45 



ab112801), acoplados a peroxidasa, a diluciones de 1:2500 para perro y 1:15000 

para felino, dejándose incubar a 37°C por dos horas.  

La detección de anticuerpos IgG fue revelada agregando a cada pozo 100 

μl de solución sustrato/cromógeno (compuesta por 5 ml de citrato de sodio 0.1 M, 

5 ml de ácido cítrico 0.1 M,  5 mg de ortofenilendiamina y 4 μl de peróxido de 

hidrogeno al 30%). Después de 10 a 20 minutos, la reacción se detuvo con 50 μl 

de ácido sulfúrico 1N. Los valores de absorbancia se obtuvieron utilizando un 

lector de ELISA (Turner Biosystemss, Sunnyvale, California) a 490 nm de longitud 

de onda, capturando los datos a través del programa ModulusTM Microplate 

Reader. Para cada ensayo, se incluyeron en cada placa sueros negativos y 

positivos de cada especie, previamente confirmados por western blot.  

El punto de corte se calculó para cada placa mediante el promedio de las 

absorbancias (OD) de los controles negativos más tres desviaciones estándar de 

los mismos. Los resultados se expresaron como índice de ELISA (IE), de acuerdo 

a lo descrito por Silva et al (2002, 2007) con modificaciones, mediante la siguiente 

formula: IE = OD muestra / OD punto de corte. Las muestras de perros con un IE > 

a 1.200 se consideraron positivas, mientras que las muestras de felinos se 

consideraron positivas con un IE > a 1.000. En los casos que se consideró 

necesario, se confirmó el punto de corte mediante distribución de frecuencias. Se 

utilizó el programa Excel (Microsoft Office 2003) para determinar las frecuencias 

de anticuerpos por género, grupos de edad, procedencia, hábitat, entre otros 

datos. Las diferencias entre las frecuencias de anticuerpos se analizaron por X2, 

empleando los programas JMP 5.0.1 (SAS Institute Inc, USA) y Epi-Info V 7.0 

(CDC, Atlanta, GA, USA), considerando significativos los valores P <0.05.  

Adicionalmente, para las muestras de perros procedentes del Estado de 

Guanajuato, se realizó la determinación de anticuerpos IgG contra Neospora 

caninum, para confirmar o descartar antigenicidad cruzada. La evaluación de los 

sueros se llevó a cabo empleando parcialmente un kit comercial de diagnóstico 

serológico por ELISA indirecto (CIVTEST BOVIS NEOSPORA, Laboratorios 

HIPRA). Del kit comercial se tomaron las placas recubiertas con extracto crudo de 
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N. caninum y el resto de la metodología fue similar a la llevada a cabo para la 

determinación de anticuerpos contra T. gondii. En el cuadro 9 se describen el total 

de muestras obtenidas para los estudios de serología. 
 
 
 

Cuadro 9. Relación de muestras para estudios de serología. 
  

Tipo / Especie Condición Procedencia1 No. muestras 

Animales domésticos 
   

 Gato (Felis catus) Callejero DEFSAL, FMVZ, México DF 1 
  Callejero CEIEPA-DEFSAL, FMVZ, México DF 8 
  Feral ZF, Amacuzac, Morelos 6 
     
 Perro (Canis familiaris)  Casa y callejero UABJO-CCAO, Oaxaca, Oaxaca 168 

  Casa, callejero, 
feral y de ranchería 

CSI-UG-CCAI, 11 municipios, 
Guanajuato 

336 

  Callejero DEFSAL, FMVZ, México DF 10 
     
Fauna silvestre    
 León (Panthera leo) Cautiverio ZF, Amacuzac, Morelos 1 
 Ocelote (Leopardus 

pardalis) 
Cautiverio ZF, Amacuzac, Morelos 1 

 Total   531 

 
1. Procedencia: DEFSAL, Departamento de Fauna Silvestre y Animales de Laboratorio; FMVZ, Facultad de 
Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM; CEIEPA, Centro de Enseñanza, Investigación y Extensión en 
Producción Avicola;  ZF, Zoofari; UABJO-CCAO, Universidad Autónoma “Benito Juárez” de Oaxaca – Centro 
de Control Canino y Antirrábico de Oaxaca; CSI-UG-CCAI, Campus Salamanca Irapuato – Universidad de 
Guanajuato – Centro de Control Canino y Antirrábico de Irapuato.    
 

 

 

5.4.2 Anatomopatología  
 De los animales del estudio prospectivo seropositivos a T. gondii que fueron 

eutanasiados, se les realizó el estudio sistemático de necropsia con base en lo 

descrito por Aluja y Constantino (2002), King et al. (2005) y Cedillo-Peláez (2009), 

recolectándose muestras representativas de diferentes órganos incluyendo 

corazón, pulmón, hígado, bazo, linfonodo mesentérico y encéfalo, incluyendo 

corteza e hipocampo, tálamo, mesencéfalo y cerebelo.  
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En los casos en que fue posible, se intentó el aislamiento in vivo, mediante 

la recolección aséptica de muestras de tejido en envases de vidrio estériles. Las 

secciones de encéfalo, se depositaron por separado de las de los órganos de 

cavidades. Los tejidos se conservaron en a 4ºC hasta su remisión al LIE,  en un 

lapso no mayor de 48 horas. Para las técnicas de biología molecular, se tomaron 

fracciones de tejidos depositándose en bolsas o envases de plástico mismas que 

se mantuvieron a 4ºC hasta su remisión y posterior procesamiento. Para 

histopatología (HP) e inmunohistoquímica (IHQ), secciones similares de tejido, se 

fijaron por inmersión en formalina amortiguada al 10% por un lapso mínimo de 24 

horas. Una vez fijados los tejidos, se procesaron con la técnica de rutina para HP, 

con base en lo descrito por Heffess y Mullick (1995), en el Laboratorio de 

Patología Molecular (LPM, Departamento de Anatomía Patológica) del INP.   

De los diferentes tejidos fijados, se cortaran secciones representativas de 

0.3 a 0.5 cm de grosor, depositándose en casetes de plástico, incluyéndose en un 

procesador automático de tejidos (Histoquinete, Leica). Los tejidos se 

deshidrataron con serie ascendente de etanoles (80, 95 y 100%), alcohol absoluto-

xileno (relación 1:1) y posteriormente se depositaron en dos cambios xilol y uno 

final en parafina. Después de la primera exposición en parafina, los tejidos se 

retiraron del casete y se incluyeron en el fondo de un molde metálico o en el 

mismo casete y se embebieron en parafina líquida, dejando solidificar a 4ºC, por 

15 a 40 minutos. Una vez solidificada la parafina, se cortaron secciones de 5 a 7 

µm de grosor con un micrótomo estándar (Leica). Los cortes se extendieron en 

baño de flotación, se recuperaron y montaron en portaobjetos convencionales y se 

colocaron en platina caliente (37 a 40ºC) para su desparafinación. Finalmente los 

cortes histológicos se tiñeron con hematoxilina y eosina (HE), para su posterior 

revisión por microscopía óptica convencional. 

Para la identificación específica y morfológica de taquizoítos, pseudoquistes 

o quistes tisulares de T. gondii en los tejidos afectados, se estandarizó la técnica 

de inmunohistoquímica con el método de detección complejo peroxidasa, con 

48 



base en lo referido por Lindsay y Dubey (1989), Heffess y Mullick (1995), Ramos-

Vara (2005) y Cedillo-Peláez (2009).  

Como testigo positivo se empleó una sección de pulmón de mono ardilla 

(Saimiri sp), en cuyo tejido se identificaron previamente taquizoítos de T. gondii 

con una técnica similar. Como testigo negativo se empleó una sección del mismo 

pulmón, sustituyendo el anticuerpo primario por amortiguador PBS o agua 

destilada. De cada tejido a evaluar, se realizaron de 2 a 3 cortes seriados de 5 µm 

de grosor con un micrótomo estándar. Los cortes se colocaron en laminillas 

electrocargadas (ProbeOn Plus, Fisher Scientific, USA, Cat. 22-230-900 o Kling-

On Hier Slides, Biocare Medical, USA, Ref. SFH1103A) y posteriormente se 

desparafinaron con calor seguido de dos lavados de xilol. Los residuos de xilol se 

eliminaron con tres cambios de alcohol absoluto, se inhibió la peroxidasa de las 

secciones de tejido con peróxido de hidrógeno al 30% en metanol absoluto 

(relación 1:8). Los tejidos se rehidrataron con serie descendente de etanoles (96, 

80 y 70%) y agua destilada por tres minutos cada tiempo.  

Para la recuperación antigénica los tejidos se trataron con pronasa (Sigma-

Aldrich) al 1.0% por 10 minutos a 37C, lavándose con agua destilada y solución 

amortiguadora PBS (pH 7.6, 0.05 M). Se bloquearon la avidina y biotina 

endógenas con soluciones comerciales (Zymed, Cat.: 95-6543B) aplicando 20 µl 

de solución a cada tejido, dejando incubar en cámara húmeda a 37C por 15 

minutos. De igual forma, se bloquearon los sitios de adherencia inespecífica de los 

anticuerpos 1rio y 2rio con suero de conejo no inmune (Sigma-Aldrich) al 5%,  

aplicando 50 µl de solución para cada corte de tejido, incubando en cámara 

húmeda a 37C por 20 minutos. Posteriormente, se utilizó como anticuerpo 1rio, 

un suero de cabra positiva a T. gondii probado previamente por ELISA indirecto y 

comparándose a la par con un antisuero policlonal comercial anti-Toxoplasma 

gondii de origen caprino (VMRD Cat.210-70-TOXO), y como anticuerpo 2rio, se 

empleó un conjugado comercial anti-IgG caprino acoplado a peroxidasa (Sigma-

Aldrich). De cada anticuerpo se aplicaron 50µl, incubando en cámara húmeda a 

37C por 30 minutos. Transcurrido cada tiempo se lavaran con PBS por 5 minutos. 
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Para determinar la presencia o ausencia de antígeno en los tejidos, a cada 

corte se agregó solución comercial de revelado compuesta por cromógeno 

(aminoetilcarbazol) (3B, AEC chromogen solution, Zymed 95-6143), solución 

amortiguadora de la reacción (3A, AEC substrate buffer, Zymed 95-6143) y 

peróxido de hidroógeno (3C, AEC substrate solution, Zymed 95-6143) al 0.6%., 

mezclando una gota de cada reactivo en un ml de agua destilada. Una vez 

preparada la solución reveladora, se aplicaran 50 µl en cada sección de tejido, 

observando la reacción del colorante por microscopia óptica (de 2 a 3 minutos) 

hasta que viró, y se detuvo la reacción colocando la laminilla en agua destilada. 

Los cortes se contrastaron con hematoxilina de Meyer aplicando 50 µl en cada 

corte por 4 minutos, se lavaron con agua destilada y posteriormente con PBS, 

cubriéndose con cubreobjetos convencionales. 

Para la evaluación microscópica de los tejidos, clasificar las lesiones de 

acuerdo a su curso, así como identificar el tipo de estadio de T. gondii involucrado,  

tanto del estudio retrospectivo como prospectivo, los cortes histológicos se 

revisaron por triplicado (todos los cortes histológicos de cada caso), con base en 

lo descrito por Dietz et al., 1997; Juan-Salles et al., 1997; Epiphanio et al., 2000; 

Dubey et al., 2002b; Miller et al., 2004; Spencer et al., 2004; Lindsay et al., 2005; 

Basso et al., 2007; McGavin y Zachary, 2007; Thomas et al., 2007; Dubey et al., 

2008d; Cedillo-Peláez, 2009 y Dubey, 2010. 

Una vez revisados los casos microscópicamente, se clasificaron con base 

en: 1) el tipo de presentación (aguda, crónica, reinfección, coinfección, congénita) 

y 2) la distribución de lesiones (diseminada, intestinal, neurológica, miocárdica). 

Los casos que no presentaron lesiones asociadas a alguna de las presentaciones 

y cuya historia clínica no refería antecedentes de enfermedad, se clasificaron 

como casos asintomáticos. 

Las laminillas de HP e IHQ se revisaron en un microscopio óptico Zeiss 

Axiostar plus, documentándose representativamente las zonas evaluadas de cada 

corte con una cámara digital (Stylus Tough 8000, Olympus) adaptada al equipo. 
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En el cuadro 10, se describen los casos de archivo postmortem 

recuperados para el presente estudio, diagnosticados como toxoplasmosis, 

provenientes de tres Laboratorios de Patología Veterinaria (DGZVS; ZG; DP-

FMVZ, UNAM). Los casos de fauna silvestre se habían estudiado y corroborado 

en un estudio previo (Cedillo-Peláez, 2009). De cada caso, se registraron los datos 

del animal estudiado incluyendo nombre común y científico, género, edad, material 

recuperado (secciones histológicas, tejido fijado y bloques de parafina), lugar de 

procedencia, historia clínica y la fecha (año) en que se realizó el estudio 

postmortem. Conforme se recuperaba cada caso, estos se fueron numerando 

consecutivamente (#1, 2, 3, etc.) para su identificación y evitar que las muestras 

se confundieran, debido a que varios casos correspondían a la misma especie.   

 

 
Cuadro 10. Relación de casos clínicos de archivo del estudio retrospectivo. 

 
Tipo / Especie Procedencia1 Casos2 Año 

mortalidad N # 
      
Animales domésticos     
 Gato (F. catus) DP-FMVZ, México DF 1 1 2007 
 Ovino (Ovis aries) DP-FMVZ, México DF 1 2 2010 
      
Fauna silvestre     
 Canguro rojo (M. rufus) ZG, Guadalajara, Jalisco 7 3-9 2007 
 Canguro gris (M.s giganteus) DGZVS, México DF 2 10,11 1999 y 2008 
 Wallaby de Bennet (M. rufogriseus) DGZVS, México DF 3 12,16,18 2002, 2003 
 Wallaby de Tammar (M. eugenii) DGZVS, México DF 1 14 2008 
 Wallaby (Macropus spp) DGZVS, México DF 5 13,15,17, 

19,20 
2000, 2001 (2), 

2005, 2007, 2008 
 Mono ardilla (S. scireus) DP-FMVZ, México DF 2 21,22 2006 
  ZG, Guadalajara, Jalisco 3 23-25 2000, 2006 
 Mono zaraguato (Alouatta spp) ZG, Guadalajara, Jalisco 1 26 2000 
 Lemur de cola anillada (L. lemur) ZG, Guadalajara, Jalisco 2 27, 28 2008 
 León africano (P. leo) DGZVS, México DF 1 29 2008 
 Jaguar (Panthera onca) DGZVS, México DF 1 30 2008 
 Ocelote (L. pardalis) DGZVS, México DF 1 31 2008 
 Oso negro americano  

(U.  americanus) 
DGZVS, México DF 1 32 2008 

 Delfín común (T. truncatus) DP-FMVZ, México DF 1 33 2003 
      
 Total  33 --- 1999-2010 

 
1. Procedencia: DP-FMVZ, Departamento de Patología, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM; 
ZG, Zoológico de Guadalajara; DGZVS, Dirección General de Zoológicos y Vida Silvestre. 
2. Casos: n, número de casos de la especie; #, número asignado a cada caso.  
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 Los casos obtenidos del estudio prospectivo, se presentan en el cuadro 11, 

registrando los datos de cada animal así como asignando su número de 

identificación, de forma similar a las muestras del estudio retrospectivo. 

 

 
Cuadro 11. Relación de muestras para estudios de anatomopatología y biología molecular. 

  
Tipo / Especie Condición Procedencia1 Casos2 Muestras n # 

       
Animales domésticos      
 Perro (Canis familiaris)  Casa y callejero UABJO-CCAO, Oaxaca, 

Oaxaca 
10 37-46 Tejidos 

  Casa, callejero, 
feral y ranchería 

CSI-UG CCAI,11 
municipios, Guanajuato 

22 47-68 Tejidos 

       
 Gato (Felis catus) Callejero CEIEPA-DEFSAL, 

FMVZ, México DF 
8 69-76 Sangre y 

tejidos 
  Feral ZF, Amacuzac, Morelos 1 36 Sangre 
       
Fauna silvestre      
 León (Panthera leo) Cautiverio ZF, Amacuzac, Morelos 1 34 Sangre 
 Ocelote (L. pardalis) Cautiverio ZF, Amacuzac, Morelos 1 35 Sangre 
       
 Total   43 --- --- 

 
1. Procedencia: UABJO-CCAO, Universidad Autónoma “Benito Juárez” de Oaxaca – Centro de Control Canino 
y Antirrábico de Oaxaca; CSI-UG-CCAI, Campus Salamanca Irapuato – Universidad de Guanajuato – Centro 
de Control Canino y Antirrábico de Irapuato; CEIEPA, Centro de Enseñanza, Investigación y Extensión en 
Producción Avícola, DEFSAL, Departamento de Fauna Silvestre y Animales de Laboratorio; FMVZ, Facultad 
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM; ZF, Zoofari. 
2. Casos: n, número de casos de la especie; #, número asignado a cada caso. 
 
 
 

5.4.3 Aislamiento in vivo 

 Para el bioensayo, se llevó a cabo la metodología descrita por Dubey 

(2010) con modificaciones, empleando ratones BALB/c adultos, de 20 a 25 g de 

peso, manteniéndose previo y posterior a su inoculación en cajas separadas por 

caso clínico, con administración de agua y alimento ad libitum, el manejo se basó 

en el manual de ética y manejo de animales de laboratorio del Comité de Cuidado 

y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del INP y del Subcomité Institucional 

para el Cuidado de Animales de Experimentación (SICUAE) de la FMVZ, UNAM.  
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De cada caso, se inocularon intraperitonealmente de uno a dos ratones con 

10 a 20 mg de diferentes tejidos, los cuales se maceraron y resuspendieron en 1.0 

ml de PBS (pH 7.2, 0.01M) estéril, tomándose de cada tejido 200 μl de la 

suspensión como volumen final de inoculación. Posteriormente, a los días 7, 14 y 

20, se lavó el peritoneo de cada ratón con 3.0 ml solución de PBS estéril, 

recuperando despues 50 µl del exudado. Dicho material se empleo para 

determinar la presencia, cantidad, viabilidad y pureza de taquizoítos, mediante 

microscopia óptica convencional utilizando una cámara de Neubauer. La viabilidad 

de los taquizoitos se determinó tiñéndolos con azul de tripano al 0.4%. Los 

animales que murieron postinoculación, se revisaron postmortem para la detección 

de taquizoítos o quistes tisulares (bradizoitos), mediante impresiones en 

portaobjetos de secciones de pulmón, hígado y encéfalo, considerándose como 

animales positivos aquellos donde se evidenciara la presencia de estructuras 

parasitarias en cualquiera de los dos estadios infectantes. Los animales que 

sobrevivieron, se eutanasiaron a los 4 meses postinoculación, estudiándose bajo 

la metodología antes referida.  

 

5.4.4 Biología molecular 
 Para la extracción de DNA de muestras del estudio retrospectivo, 

prospectivo, de los aislamientos realizados en el LIE y de las cepas de referencia, 

se llevó a cabo la metodología descrita por Rico-Torres (2005) para taquizoítos  

(cepas de referencia y aislamientos), o de Gillis (2003) y Cedillo-Peláez (2009) 

para tejidos refrigerados/congelados y fijados en formalina amortiguada al 10%, 

empleando un kit comercial (Gentra-QIAGEN). Así mismo, se estandarizaron los 

protocolos para extracción de DNA para muestras en bloque de parafina con base 

en lo descrito por Hyman et al. (1995), Fan y Gulley (2001), Cao et al. (2003) y 

Coura et al. (2005) con modificaciones; y de sangre con anticoagulante con 

discretas modificaciones, según las instrucciones del kit comercial (Gentra-

QIAGEN).  
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 Tejidos refrigerados/congelados: De los órganos recolectados durante el 

estudio postmortem, se cortaron 200 mg de cada tejido, se maceraron en 

mortero con 1300 μl de solución comercial de lisis celular (Gentra-QIAGEN, 

cat. 158908) y posteriormente el tejido macerado se transfirió a microtubo 

de 1.5 ml. Se calentó en termoblock (Boekel Scientific) por una hora a 65ºC 

y transcurrido el tiempo se agregaron 15 μl de proteinasa K (20 mg/ml) 

(Sigma, cat. 39450-01-6), dejándose incubar a 55ºC por toda la noche. Una 

vez lisado el tejido, se dejó enfriar a temperatura ambiente y se transfirió el 

contenido a un tubo tipo Conrning de 15 ml, agregando 1 ml de solución 

comercial de precipitación de proteínas (Gentra-QIAGEN, cat. 158912), se 

mezcló en vortex y se centrifugó a 4000 rpm por 10 min. Se recuperó el 

líquido sobrenadante y se transfirió a un nuevo tubo de 15 ml. Para la 

precipitación de DNA se agregaron 2 ml de isopropanol (Sigma, cat. I9516-

500ML) y se mezcló generosamente por inversión 20 veces. El el tubo se 

centrifugó a 3500 rpm por 10 minutos, se eliminó la solución por 

decantación y se agregaron 2 ml de etanol (Sigma, cat. E7023-500ML) frío 

al 70%, se mezcló en vortex y posteriormente se centrifugó a 3500 rpm por 

10 min. Se decantó el etanol y el tubo se invirtió dejándolo secar sobre 

papel absorbente por un lapso de 30 a 40 minutos. Una vez evaporado el 

etanol, el botón de material formado en el fondo del tubo se hidrató con 100 

μl de solución de hidratación comercial (Gentra-QIAGEN, cat. 158916), 

transfiriendo posteriormente el DNA hidratado a microtubo de 1.5 ml, 

almacenándose a -20ºC hasta su empleo. 

 Tejidos en formalina amortiguada al 10% y en bloque de parafina: Para 

los tejidos en fijación, de cada órgano se cortaron 200 mg de tejido, se 

macerarón en mortero con 1 ml de solución PBS y despues el material se 

transfirio a un microtubo de 1.5 ml para lavarse con la misma solución 

repetidamente (5 lavados con 1 ml de solución PBS en cada lavado) para 

eliminar los residuos de fijador. Posteriormente el tejido se centrifugó a 

3000 rpm por 5 minutos, se eliminó la solución PBS y se agregó 1300 μl de 
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solución comercial de lisis celular. El tejido se calentó en termoblock por 

una hora a 65ºC y transcurrido el tiempo se agregó 50 μl de proteinasa K 

(20 mg/ml), dejándose incubar a 55ºC durante toda la noche. En el caso de 

los tejidos embebidos en bloque de parafina, con una hoja de bisturí 

caliente se cortaron los fragmentos seleccionados hasta obtener de 50 a 70 

mg de tejido, después se lavaron repetidamente con una mezcla de 

xilo/etanol a una relación 2:1 (4 lavados con 1 ml de la solución en cada 

lavado) mezclando en vortex y centrifugando a 4000 rpm por 10 min, 

llevando a cabo un último lavado con etanol bajo las mismas condiciones. 

Una vez centrifugada la muestra, se decantó el etanol, el tejido se dejó 

secar por 20 minutos y se hidrato con 1 ml de PBS por 10 minutos. 

Transcurrido el tiempo, se eliminó el PBS por centrifugación (3000 rpm por 

5 minutos) y el tejido se resuspendió en 1300 μl de solución comercial de 

lisis celular, calentándose en termoblock por una hora a 65ºC y transcurrido 

el tiempo se agregó 50 μl de proteinasa K (20 mg/ml), dejándose incubar a 

55ºC durante toda la noche. Una vez lisado el tejido de ambos 

procedimientos, se calentó el microtubo a 95ºC por 10 minutos para 

inactivación de la proteinasa K y reactivación antigénica, dejándose enfriar 

a temperatura ambiente. El resto del proceso fue similar al llevado a cabo 

en tejidos refrigerados/congelados, siendo la otra modificación del 

protocolo, mantener a -20ºC por 48 horas las muestras mezcladas con 

isopropanol para mejorar la precipitación del DNA. 

 Taquizoítos de cepas de referencia y aislamientos: Se procesaron de 

uno a doce millones de taquizoítos dependiendo de la disponibilidad 

obtenida en lavados peritoneales. Los taquizoítos contenidos en PBS 

fueron centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos, eliminando el 

sobrenadante y el material se resuspendió con 1300 μl de solución 

comercial de lisis celular. Posteriormente los taquizoítos resuspendidos se 

transfirieron a un tubo de 1.5 ml, se calentaron en termoblock por una hora 
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a 65ºC y se continuo su procesamiento de forma similar a los tejidos 

refrigerados/congelados. 

 Muestras de sangre con anticoagulante: Se procesaron de uno a cuatro 

ml de sangre, transfiriendo la muestra a un tubo cónico de 15 ml y se 

agregó solución comercial de lisis de glóbulos rojos (Gentra-QIAGEN, cat. 

158904) en relación de 1:3 (sangre: solución), mezclando generosamente 

por inversión cinco veces y dejando incubar a temperatura ambiente por 10 

minutos. Transcurrido el tiempo, se mezclo en vortex y se centrifugo la 

muestra a 4000 rpm por 10 minutos, se descarto el líquido sobrenadante y 

se repitio el procedimiento (ya sin incubar) de tres a cuatro veces hasta 

eliminar el total de eritrocitos de la muestra, agregando a la primera 

repetición cinco ml de la solución precipitadora, posteriormente tres y en las 

ultimas repeticiones un ml. Así mismo, entre cada repetición, se eliminó con 

micropipeta el anillo de residuos (eritrocitos, fibrina y proteínas) que se 

formo alrededor y por encima del botón de leucocitos, al final de cada paso 

de centrifugación. Al final de las repeticiones y quedando solo el botón de 

leucocitos, se agregaron 1300 μl de solución comercial de lisis celular, se 

resuspendió el boton y posteriormente se transfirió a un microtubo de 1.5 

ml, calentando la muestra en termoblock por una hora a 65ºC  y se continuo 

su procesamiento de forma similar a los tejidos refrigerados/congelados. 

 

Una vez extraído el DNA, se cuantificó y determino su pureza por 

espectrofotometría (Nanodrop), determinando las longitudes de onda a 260 nm 

(absorbancia para ácidos nucleicos) y 280 nm (absorbancia para proteínas). La 

pureza del DNA extraído se calculó con base en la siguiente fórmula: pureza de 

DNA= OD260:OD280. El radio de pureza de DNA se estableció entre 1.7 a 2.0, 

valores por debajo de 1.7 se consideraron como contaminación con proteínas, 

mientras que valores por encima de 2.0 se consideraron como contaminación por 

RNA.  
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 Para la detección de T. gondii, las muestras se evaluaron por PCR en 

punto final (PCR en un tiempo o reamplificación), para los genes B1, SAG2, 

SAG3, GRA6 y BTUB, empleando la metodología descrita por Rico-Torres (2005), 

Su et al., (2006) y Cedillo-Peláez (2009). Los iniciadores empleados se 

sintetizaron en el Laboratorio de Biología Molecular del Instituto de Fisiología 

Celular (LBM-IFC) de la UNAM.  

 Primeramente, las muestras se evaluaron mediante una PCR semianidada, 

empleando los iniciadores TM1, TM2 y TM3 (Cuadro 12), del gen B1, los cuales 

amplifican una región de 619 y 362 pb respectivamente.  

 

 
Cuadro 12. Iniciadores empleados para amplificación del gen B1 mediante PCR 

semianidada. 
 

Cromosoma Iniciador Producto de PCR Referencia 

    

IX 

TM1: 5´-GAGAGGTCCGCCCCCACAAG 
TM2: 5´-CTGCTGGTGCGACGGGAGTG 619 pb 

Rico-Torres, 2005 
TM2: 5´-CTGCTGGTGCGACGGGAGTG 
TM3: 5´-CAGGAGTTGGATTTTGTAGA 362 pb 

    
 
 

 

Posteriormente, las muestras se analizaron con una segunda ronda de PCR 

utilizando marcadores para los genes SAG2, SAG3, GRA6 y BTUB, con base en 

lo descrito en la literatura para cada gen (Su et al., 2066, 2010). En los casos 

donde se obtuvieron bandas claras y definidas después de los ensayos de PCR, 

se llevó a cabo su digestión con las enzimas correspondientes para cada 

marcador (PCR-RFLP). Los productos de PCR de cada gen y de PCR-RFLP se 

visualizaran por electroforesis en geles de agarosa al 1.5 y 3.5%, respectivamente, 

revelados con bromuro de etidio en cámara de electroforesis horizontal, 

observándose en un transiluminador UV y obteniéndose imagen digital con equipo 

comercial.  
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En el cuadro 13 se describen los iniciadores empleados para lso ensayos 

de PCR-RFLP, el tamaño del producto de amplificación y las enzimas de 

restricción para la digestión de cada marcador. Como control positivo de T. gondii 

se empleó diluciones de DNA de las cepas de referencia RH, Me49, VEG y WIk. 

Como controles negativos se utilizó agua desionizada. 

 

 
Cuadro 13. Iniciadores empleados para PCR punto final y  

genotipificación por PCR-RFLP. 
 

Marcador Iniciadores Tamaño 
(pb) 

Enzimas de 
restricción Referencia 

     

SAG2 SAG2-Fa: ACCCATCTGCGAAGAA AACG 
SAG2-Ra: ATTTCGACCAGCGGGAGCAC 546 Hinf I, Taq I Su et al., 2000 

SAG3 P43SS1: CAACTCTCACCATTCCACCCC 
P43AS1: GCGCGTTGTTAGACAAGACA 311 Nci I Grigg et al., 2001 

GRA6 GRA6-F1: TTTCCGAGCAGGTGACCT 
GRA6-R1x: TCGCCGAAGAGTTGACATAG 344 Mse I Su et al., 2000 

BTUB Btb-F: GAGGTCATCTCGGACGAACA 
Btb-R: TTGTAGGAACACCCGGACGC 411 BsiE I, Taq I Khan et al., 2005 

     
 

 

Se consideró como muestra positiva por PCR, aquel tejido del que 

amplificaran bandas definidas o tenues en el peso esperado, para uno o más loci; 

como caso positivo, se consideró la amplificación de por lo menos un tejido, con 

cualquiera de los genes evaluados (Cedillo-Peláez, 2009).  

En los casos donde se observaron bandas claras y definidas, se procedió a 

la genotipificación por PCR-RFLP (Su et al., 2006, 2010). Así mismo, cuando fue 

posible obtener abundante cantidad de DNA, se remitieron para secuenciación, 

amplicones de regiones extensas (region codificante) de los genes GRA6 y GRA7, 

que permitieran la amplificación de regiones polimórficas, con cambios suficientes 

para diferenciar genotipos clonales de cepas recombinantes o atípicas (no 

clonales).  
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Para el gen GRA6, se usaron los iniciadores descritos por Fazaeli et al. 

(2000), que amplifican un producto de 773 pb. Así mismo, también se utilizó el 

iniciador sentido descrito por Sundar et al. (2008), que en combinación con el 

antisentido del primer juego, genera un producto de 546 pb, amplificando un 

producto alterno de los dos últimos tercios del gen, donde se encuentra la mayor 

cantidad de polimorfismos entre las diferentes cepas de T. gondii. Para el gen 

GRA7, se utilizaron los iniciadores descritos por Dubey et al. (2011), los cuales 

permiten amplificar un producto de 806 pb de la región codificante. Los iniciadores 

empleados se sintetizaron comercialmente en el LBM-IFC de la UNAM. 

Una vez obtenidos y seleccionados los productos de PCR, estos se 

remitieron para su purificación y secuenciación comercial a la empresa McLab 

(San Francisco, CA, EU; http://www.mclab.com), empleando un secuenciador ABI-

3739XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, EU). 
 
 
5.5 Bioinformática 
 
5.5.1 Banco de información de genotipos de T. gondii 
 Para comparar la diversidad genética de T. gondii a partir de los genotipos 

determinados en el presente trabajo de investigación, se revisó la literatura en los 

sistemas de información electrónicos de libre acceso Pubmed (www.ncbi.nlm.nih. 

gov/pubmed) y Redalyc (http://www.redalyc.org/), particularizando en los genotipos 

de T. gondii descritos en las especies animales correspondientes a las de las 

muestras analizadas en el presente trabajo de investigación. Adicionalmente, se 

consultaron artículos científicos, incluyendo publicaciones con diferentes métodos 

de genotipificación (PCR-RFLP, microsatélites, secuenciación, etc), 

indistintamente del tipo y cantidad de marcadores genéticos empleados, del país 

en el que se llevó a cabo o el tipo de clasificación adoptada (# genotipo, 

haplogrupos, etc.). 
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5.5.2 Banco de información de secuencias de T. gondii 
Para la comparación de los resultados de las muestras remitidas a 

secuenciar para los genes GRA6 y GRA7, se llevó a cabo la búsqueda 

bioinformática de las secuencias de nucleótidos de dichos genes, descritos en la 

literatura. Primeramente, se revisaron los bancos de información Nucleotide 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ nuccore) y ToxoDB versión 8.2 (www.toxodb.org/ ) 

para la búsqueda de secuencias de nucleótidos de genotipos clásicos, 

recombinantes y atípicos, completas o parciales que incluyeran las regiones 

codificantes, excluyendo las secuencias de intrones o las secuencias parciales 

que tuvieran menos del 50% de la región codificante.  

Las secuencias descritas en ToxoDB correspondieron a las secuencias 

completas de cada gen (incluyendo las regiones codificantes) para tres cepas 

representativas de los genotipos predominantes (clonales): GT1, genotipo I; Me49, 

genotipo II y VEG, genotipo III. En Nucleotide, predominaron las secuencias de las 

regiones codificantes de los diferentes genes, incluyendo secuencias de genotipos 

predominantes, recombinantes y atípicos. Una vez seleccionados los genes 

blanco, las secuencias se descargaron  en formato FASTA y se analizaron por 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.Gov/ 

Blast.cgi) para verificar el porcentaje de similitud, refinar la búsqueda de 

secuencias representativas de cada gen y comparar la similitud con otros 

parásitos Apicomplexa como Neospora spp y Sarcocystis spp, entre otros.  

 

5.5.3 Comparación de secuencias   
Una vez que los amplificados de PCR de los genes GRA6 y GRA7 se 

secuenciaron comercialmente, estos se descargaron electrónicamente de la 

página de la empresa, tanto los cromatogramas como las secuencias en formato 

FASTA (http://www.mclab.com/home.php). Los cromatogramas se revisaron y 

analizaron usando el programa Finch TV v. 1.4.0 (http://www.geospiza.com/ 

ftvdlinfo.html), mientras que las secuencias en formato FASTA se compararon con 
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las almacenadas en el banco de información creado, empleando los programas 

Clustal W y MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/).  

Posterior a una primera comparación, las secuencias de nucleótidos se 

editaron, se determinaron secuencias consenso con base en los genotipos 

predominantes y finalmente se realizó una última alineación y comparación. Para 

determinar la ubicación de las secuencias de estudio con los genotipos y 

haplogrupos descritos en la literatura científica, se generaron árboles filogenéticos 

utilizando las aplicaciones de los mismos programas empleados. 
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6.0 RESULTADOS 
 
6.1 Serología (estudio prospectivo) 
 
6.1.1 Serología en felinos domésticos y silvestres 

 De las 15 muestras de suero de gatos callejeros y ferales, se detectaron 

anticuerpos IgG contra T. gondii en 11 animales (73.3%); uno de DEFSAL-FMVZ, 

cinco de CEIEPA y seis de ZF. Así mismo, los dos felinos silvestres (león y 

ocelote) de ZF, también resultaron positivos.  

  
6.1.2 Serología en caninos  
 Se analizó un total de 514 muestras de perros de diferentes entidades 

federativas, resumiéndose las frecuencias globales en el cuadro 14.  

Los estados donde se recolectó la mayor cantidad de muestras de esta 

especie correspondieron a Oaxaca y Guanajuato. Las muestras del DF no fueron 

suficientes para considerarlas representativas de una población. Sin embargo se 

tomaron en cuenta los resultados para fines de comparación de datos y como 

muestras control para los ensayos serológicos. 

 

 
Cuadro 14. Detección de anticuerpos contra T. gondii en muestras de suero de caninos de 

tres estados de la República Mexicana 
 

Procedencia1 Condición Cantidad de 
muestras 

Positivos 
n % 

     
UABJO-CCAO, Oaxaca, Oaxaca Casa y callejero 168 99 58.9 

     
CSI-UG-CCAI, 11 municipios, 

Guanajuato 
Casa, callejero, feral y 

de ranchería 
336 109 32.4 

     
DEFSAL, FMVZ, México DF Callejero 10 7 70.0 

     
Total  514 215 41.8 

 
1. Procedencia: UABJO-CCAO, Universidad Autónoma “Benito Juárez” de Oaxaca – Centro de Control Canino 
y Antirrábico de Oaxaca; CSI-UG-CCAI, Campus Salamanca Irapuato – Universidad de Guanajuato – Centro 
de Control Canino y Antirrábico de Irapuato; DEFSAL,FMVZ, Departamento de Fauna Silvestre y Animales de 
Laboratorio; Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.  
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Del estado de Oaxaca se analizaron en un principio 168 muestras, 

resultando 99 (58.9%)  positivas a la detección de anticuerpos contra T. gondii. Sin 

embargo, solamente de 154 animales se tenían sus datos biométricos, los cuales 

fueron tomados en cuenta para la comparación de las frecuencias por género y 

estrato de edad, sin observarse diferencia estadística. Conforme aumentaba la 

edad, la frecuencia se incrementó hasta el 84.0% (grupo de animales mayores de 

7 años), siendo mayor que la frecuencia general (61.7%) (Cuadro 15). 

 

 
Cuadro 15. Frecuencia de anticuerpos contra T. gondii en perros del Estado de Oaxaca,     

por género y estrato de edad 
 

Grupo  Total de animales Seropositivos 
N % 

          Genero    
Macho 65 45 69.2 

Hembra 89 50 56.2 
    

          Edad (años)    
<1 20 4 20.0 
1-2 7 4 57.1 
2-5 71 46 64.8 
5-7 31 20 64.5 
>7 25 21 84.0 

             Total 154 95 61.7 

 

 

Del estado de Guanajuato, se estudiaron un total de 336 animales  

procedentes de 11 municipios diferentes. Sin embargo, se descartaron 84 

animales por no contar con alguno de los datos biométricos o por no tener 

suficiente cantidad de muestra para continuar con los ensayos serológicos de N. 

caninum. Una vez depuradas las muestras, 252 fueron estudiadas para la 

detección de anticuerpos contra N. caninum, determinándose 73 (29.0%) animales 

positivos al ensayo. De este mismo lote de animales, 74 resultaron positivos para 

T. gondii (29.4%), 52 (20.6%) tuvieron anticuerpos para ambos parásitos. 
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De los 252 animales estudiados por medio de ambos ensayos, se 

analizaron los resultados por género, estrato de edad, ambiente, raza, hábitat, 

convivencia y municipio de procedencia, resumiéndose las frecuencias en los 

cuadros 16, 17 y 18. 

Por género y edad, no se observó diferencia estadística (Cuadro 16). Sin 

embargo, al comparar las medias de los IE del rubro de raza (raza vs criollo), se 

aprecio diferencia estadística significativa para T. gondii, N. caninum y para ambos 

parasitos. Para el rubro de ambiente (urbano vs rural), solo se observo diferencia 

significativa para ambos parasitos; mientras que para el hábitat (exterior vs 

interior) y convivencia con otros animales (no convivencia vs convivencia con 

perros y gatos), sólo se observó diferencia significativa para T. gondii (Cuadro 17). 

Cuando se compararon las frecuencias por municipio, se determinó la 

mayor frecuencia de anticuerpos para T. gondii en Celaya, seguido de Guanajuato 

y San Miguel Allende; para N. caninum, se determinaron las mayores frecuencias 

en San Miguel Allende, Irapuato y León (Cuadro 18). No se observó diferencia 

estadística entre municipios, para ambos parásitos.  

 

 
Cuadro 16. Frecuencia de anticuerpos contra T. gondii y N. caninum en perros                    

del Estado de Guanajuato, por género y estratos de edad. 
 

Grupo Total de 
animales 

 Positivos a  
T. gondii  Positivos a  

N. caninum  Positivos a 
ambos parásitos 

 n %  n %  n % 
            
Genero           
 Machos 113  31 27.4  32 28.3  23 20.4 
 Hembras 139  43 30.9  41 29.5  29 20.9 
            
Edad (meses)           
 3 a 12  36  13 36.1  12 33.3  9 25.0 
 13 a 24 62  17 27.4  15 24.2  13 20.9 
 25 a 36 47  11 23.4  10 21.3  7 14.9 
 37 a 48 36  9 25.0  13 36.1  6 16.6 
 49 a 60 16  7 43.7  8 50.0  6 37.5 
 > 60 55  17 30.9  15 27.3  11 20.0 

Total 252  74 29.4 
 

73 29.0  52 20.6 
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Cuadro 17. Frecuencia de anticuerpos contra T. gondii y N. caninum en perros                    
del Estado de Guanajuato, con relación al ambiente, raza, habitat y convivencia                 

con otros animales. 
 

Grupo Total de 
animales 

 Positivos a  
T. gondii  Positivos a  

N. caninum  Positivos a 
ambos parásitos 

 n %  n %  n % 
            

Ambiente           
 Urbano 191  61 31.9  60 31.4  45 23.6* 
 Rural 61  13 21.3  13 21.3  7 11.5 
            

Raza           
 Pura 125  50 40.0*  49 39.2*  37 29.6* 
 Mixta 127  24 18.9  24 18.9  15 11.8 
            

Habitat1           
 Exterior 178  44 24.7*  47 26.4  32 18.0 
 Interior 74  30 40.5  26 35.1  20 27.0 
            

Convivencia2           
 CPG 219  59 26.9*  61 27.9  41 18.7 
 NCPG 33  15 45.5  12 36.4  11 33.3 
            

 
1. Habitat: condición donde se encontraban los animales la mayor parte del tiempo. 
2. Convivencia con perros y gatos, CPG; no convivencia con perros y gatos, NCPG. 
*P <0.05, significancia estadística. 

 
 
 
 

Cuadro 18. Frecuencia de anticuerpos contra T. gondii y N. caninum en perros                    
del Estado de Guanajuato, con relación al municipio. 

 

Municipio Total de 
animales 

 Positivos a  
T. gondii  Positivos a  

N. caninum  Positivos a 
ambos parásitos 

 n %  n %  N % 
            

Celaya 44  16 36.3  13 29.5  11 25.0 
Cueramaro 10  2 20.0  2 20.0  1 10.0 
Guanajuato 16  5 31.2  4 25.0  2 12.5 
Irapuato 84  23 27.4  29 34.5  20 23.8 
Juventino R* 3  0 0.0  0 0.0  0 0.0 
León 31  7 22.6  10 32.2  6 19.3 
SM Allende 9  3 33.3  4 44.4  2 22.2 
Salamanca 55  8 14.5  12 21.8  6 10.9 
            

Total 252  74 29.4  73 29.0  52 20.6 
            

 
*Juventino R: las muestras del municipio de Juventino Rosas no se consideraron para el análisis estadístico 
por ser discreta la población.  
  
 

65 



6.2 Anatomopatología (estudios prospectivo y retroprospectivo) 
 

6.2.1 Estudios postmortem de gatos y perros (estudio prospectivo) 
 Se realizó el estudio de necropsia a los ocho gatos provenientes del 

CEIEPA y 22 perros del CSI-UG, sin observarse lesiones sugerentes de infección 

aguda o crónica por T. gondii. Por otra parte, los diez caninos del Estado de 

Oaxaca, al provenir del Centro de Control Canino, no fue posible realizar el estudio 

de necropsia completo, por lo que posterior a su eutanasia, se llevo cabo una 

incisión por línea media y se revisaron los órganos de las cavidades torácica y 

abdominal, sin observarse alteraciones de alguna enfermedad en particular. 

 

6.2.2 Estudios postmorten de fauna silvestre (estudio retrospectivo)  
 Al revisar los casos de archivo de los diferentes Laboratorios de Patología, 

12 casos contaban con un expediente completo, informe de necropsia y material 

fotográfico, por lo que se pudieron evaluar macroscópicamente. Para siete de los 

casos, las historias clínicas y los resultados de la necropsia definieron como causa 

de muerte otros diagnósticos diferentes a toxoplasmosis. Los diagnósticos fueron: 

insuficiencia renal (león africano y oso negro), leucemia (jaguar y ocelote), 

enterocolitis bacteriana (canguro gris y wallaby de Tammar) y ataque por 

congéneres (wallaby de Bennet). En los tres casos de marsupiales australianos, 

se referían historias clínicas de animales con signos nerviosos, depresión y 

anorexia, con evolución de 15 a 18 días, muriendo en el albergue. A la necropsia, 

el principal hallazgos que coincidió en los tres animales, fue la presencia en 

encéfalo de puntos multifocales de color rojo obscuro, tanto en sustancia gris 

como blanca y cambios congestivos con extensión a las meninges. Dos monos 

ardilla presentaron historia clínica de depresión, dificultad para respirar y muerte 

súbita con una evolución de cuatro días. A la necropsia, ambos animales tenían 

pelo hirsuto, emaciación, cavidad oral con líquido espumoso; al incidir las 

cavidades, las principales alteraciones fueron lóbulos pulmonares con edema 

severo, así como hepato, espleno y linfadenomegalia severas.  
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6.2.3 Evaluación microscopia y tipos de presentación de toxoplasmosis en 
animales domésticos y silvestres (estudios prospectivo y restrospectivo) 

Todos los casos (73 en total), tanto los de fauna silvestre (31 casos) como 

de animales domésticos de ambos estudios (42 casos), se evaluaron bajo los 

mismos criterios y con la misma metodología, los cuales algunos presentaron 

diferente conjunto de lesiones, definiendo distintos patrones de enfermedad por la 

infección de T. gondii. En algunos casos, la infección se confirmo por IHQ (25 

casos con tejidos inmunopositivos, 23 de fauna silvestre y dos de animales 

domésticos). Así mismo, se presentó un grupo de animales que no tuvieron 

lesiones asociadas ni presencia de estructuras parasitarias morfológicamente (47 

casos, 40 de animales domésticos y siete de fauna silvestre) (Figura 6).  

 

 

 
 
Figura 6. Presentaciones de toxoplasmosis y variantes determinadas en el presente trabajo 
de investigación. En negritas se describen las presentaciones principales (casos asintomáticos, 
toxoplasmosis aguda y crónica) y en el resto de los recuadros las presentaciones particulares de 
cada grupo. Entre paréntesis se indica el número de casos para cada presentación.  
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Las diferentes presentaciones clínico-patológicas, sus variantes y las 

lesiones representativas se describen a continuación. 

 

 Toxoplasmosis aguda diseminada. Esta presentación se observó en 

primates del nuevo mundo, lémures y marsupiales australianos (canguros 

rojos), caracterizándose por la presencia de lesiones necróticas (indicativas 

de la replicación constante de taquizoítos) de moderadas a severas en 

órganos tubulares (estómago e intestino) y parenquimatosos (hígado, bazo, 

linfonodos y pulmón, principalmente), con presencia de estructuras 

parasitarias intra y extralesionales, de forma individual o en cúmulos. Otra 

lesión característica fue la neumonía intersticial con edema y congestión 

pulmonar, de moderada a severa, y presencia de estructuras parasitarias 

de forma similar a las descritas en los demás órganos afectados. La causa 

de muerte de los animales afectados se asoció a la insuficiencia respiratoria 

y la necrosis tisular diseminada (Figura 7). 

 
 

 Co-infección de T. gondii con un agente etiológico viral: Los animales 

presentaron lesiones compatibles con toxoplasmosis aguda diseminada, sin 

embargo, en algunos órganos las lesiones fueron más graves y 

exacerbadas por la participación de un segundo agente infeccioso de tipo 

viral. En dos casos de canguros rojos, se observaron cuerpos de inclusión  

intranucleares basofílicos perilesionales en tejido pulmonar, hepático y 

esplénico, sugerentes de infección por herpesvirus (Figura 8). En un tercer 

caso, en un gato doméstico, se apreció pérdida severa de la población 

linfoide en linfonodos y bazo, así como linfonecrosis y apoptosis; dichas 

lesiones fueron compatibles con una infección de tipo viral, sugerentes de 

infección por parvovirus o retrovirus.  
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Figura 7. Toxoplasmosis aguda diseminada, lesiones microscópicas en diferentes especies 
de fauna silvestre. A) Sección de pulmón de lémur con neumonía intersticial, observándose en la 
luz alveolar varios macrófagos alveolares (flechas) de aspecto espumoso, sugerente de actividad 
fagocítica. B) IHQ de sección de pulmón con diferentes macrófagos alveolares (flechas) 
conteniendo taquizoítos inmunopositivos, de forma individual o en cúmulos. C) Hígado de mono 
ardilla apreciándose una extensa zona de necrosis. D) IHQ de zona de necrosis hepática con 
múltiples taquizoítos libres o intracelulares inmunopositivos. E) Bazo de canguro rojo con 
linfonecrosis y pérdida de la población linfoide, apreciándose un macrófago con mútiples 
taquizoítos en su interior (flecha). F) Sección similar de bazo, en la que se observan múltiples 
taquizoítos inmunopositivos entremezclados con los linfocitos esplénicos.  

A B 

C D 

E F 

HE, 380x  IHQ, 400x  

HE, 350x  IHQ, 420x  

IHQ, 480x  HE, 450x  
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Figura 8. Co-infección de T. gondii con un agente etiológico viral en casos de canguros 
rojos. A y B) Comparación de tipos de neumonía intersticial, se aprecia en “A” el patrón clásico de 
toxoplasmosis aguda diseminada (con un macrófago con taquizoítos de T. gondii en su interior, 
flecha) y en “B”, el tipo de neumonía intersticial con coinfección viral, prevaleciendo la pérdida de la 
arquitectura tisular por engrosamiento severo de las paredes alveolares, exfoliación de neumocitos 
y abundante material fibrilar con células inflamatorias. En “B”, intralesionalmente en la pared 
alveolar, se observan estructuras ovales basófilicas (círculos) sugerentes de cuerpos de inclusión 
viral (CIV), así como macrófagos (flechas) con abundantes taquizoítos de T. gondii. C y D) 
Secciones de hígado, apreciándose en (C), hepatocito con taquizoítos de T. gondii intracelulares 
(flecha), y en (D), estructura sugerente de CIV, similar a los descritos en pulmón. 

A 

B 

C D 

HE, 480x  HE, 480x  

HE, 450x  

HE, 480x  
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 Re-infección por T. gondii con toxoplasmosis crónica (neurológica-
miocárdica). En dos casos de canguros rojos, además de presentarse las 

lesiones de curso agudo diseminadas, se observaron en miocardio focos de 

degeneración de miofibrillas, con infiltrado de células inflamatorias 

(linfocitos, células plasmáticas y macrófagos) de grado leve a moderado. En 

en varios focos de degeneración de miofibrillas, se observaron varios 

quistes tisulares de forma enlogada a oval y de tamaño variable. Así mismo, 

en secciones de encéfalo se observaron quistes tisulares de tamaño 

discreto, sin respuesta inflamatoria adyacente. En un tercer caso de un 

mono ardilla, en secciones de encéfalo y miocárdico, se apreciaron quistes 

tisulares de tamaño discreto, sin presentar otro tipo de alteraciones 

adyacentes. En los tres animales, las estructuras parasitarias fueron 

inmunopositivas a T. gondii por IHQ. Con base en el patrón de lesiones, se 

consideró que estos animales habían presentado una infección previa por 

T. gondii, sobreviviendo a ella con desarrollo de quistes tisulares, indicativo 

de cuadros de curso crónico (Figura 9). Sin embargo, al exponerse a una 

nueva infección, desarrollaron lesiones de curso agudo diseminadas, 

siendo éstas la causa de la muerte.  
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

71 



 

 

 
 
Figura 9. Re-infección de T. gondii con toxoplasmosis crónica  miocárdica en canguro rojo y 
mono ardilla. A) Sección de estómago de canguro rojo apreciándose a nivel de la submucosa y 
muscular, zonas extensas de necrosis, edema e infiltrado de células inflamatorias mixto, con 
acúmulos de taquizoítos (flechas) intracelulares en células de músculo liso. B) Sección de 
miocardio del mismo animal, observándose  miofibrillas contraídas y con degeneración hialina 
(cabeza de flecha), delimitada por discreto infiltrado de células inflamatorias y adyacente a ella, un 
quiste tisular adyacente (flecha) de pared poco definida. C) Sección de miocardio de mono ardilla 
apreciándose una estructura semioval de tamaño discreto inmunopositiva a T. gondii, sugerente de 
un quiste tisular (flecha); el animal murió de un cuadro de toxoplasmosis aguda diseminada.  

HE, 480x  

HE, 450x  

IHQ, 480x  
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 Toxoplasmosis aguda intestinal: Esta presentación se observo en un 

delfín del Atlántico neonato, en cuya mucosa intestinal se apreciaron 

lesiones necróticas severas difusas con abundantes estructuras parasitarias 

en diferentes estadios de división, incluyendo estadios sexuales (Figura 10). 

El grado y extensión de las lesiones necróticas a nivel del intestino fueron 

suficientes y súbitas para causar la muerte del animal afectado, sin que 

fuera necesario un compromiso o desarrollo de lesiones en otros órganos.  
 
 
 

 
 
Figura 10. Toxoplasmosis aguda intestinal en delfín del Atlántico, detalle de los estadios 
parasitarios. A) Sección de intestino con presencia de diferentes estadios parasitarios, los cuales 
previamente habían resultado inmunopositivos a T. gondii. En los recuadros se aprecian estadios 
con diferentes características morfológicas correspondientes a estadios sexuales de parásitos 
Apicomplexa: B y C) Estructuras sugerentes de macrogamontes en diferentes etapa de 
maduración. D) Microgamonte en vacuola parasitófora. E y F) Esquizontes jóvenes, observándose 
en la vacuola parasitofora, dos y una estructuras respectivamente; (*) núcleo de la célula del 
hospedador. G) Esquizonte multinucleado. H-M) Diferentes tipos de esquizontes con múltiples 
merozoítos, corte longitudinal, presentando todos los merozoítos su núcleo en la porción media del 
parásito. Algunos merozoítos se apreciaron de mayor longitud y grosor, así como con mayor  
basofilia (I y J), mientras que otros más enlongados y cortos con un aparente cuerpo residual (L y 
M). Imágenes: A, tinción HE, 1000x; B a M, tinción HE, 1150x.      
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 Toxoplasmosis crónica neurológica: este patrón se presentó en 

diferentes casos de marsupiales australianos (canguro gris y wallabys), 

observándose en varias secciones del encéfalo (corteza, hipocampo, 

tálamo y mesencéfalo, principalmente), quistes tisulares con alteraciones 

diversas adyacentes, sin apreciarse en otros aparatos y sistemas de las 

cavidades torácica y abdominal incluyendo el miocardio, lesiones asociadas 

a infección por T. gondii. Las lesiones predominantes en el parénquima 

nervioso consistieron en focos o zonas de infiltrado de células inflamatorias 

compuestas por linfocitos, células plasmáticas y macrófagos, en leve a 

moderada cantidad, con presencia de células de la glía. Los cambios 

necróticos fueron poco frecuentes y discretos, prevaleciendo las 

alteraciones degenerativas en neuronas, en la mayoría de las regiones 

evaluadas. En varios casos, adyacente a los focos de inflamación o gliosis, 

se observaron quistes tisulares de diferente tamaño, de forma redondeada 

a oval y con diferente grosor de la pared del quiste, siendo la causa de 

muerte la encefalitis no supurativa; mientras que en otros casos, los tejidos 

presentaron quistes tisulares sin respuesta inflamatoria o gliosis adyacente, 

considerados hallazgos postmortem (Figura 11).    
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Figura 11. Toxoplasmosis crónica neurológica en marsupiales australianos. A) Sección de 
encéfalo de canguro gris (M. giganteus) apreciándose infiltrado de células inflamatorias 
perivasculares y un foco de gliosis  adyacente. B) Diferente sección de tejido cerebral del mismo 
animal, donde se observa un quiste tisular de gran tamaño. C, D y E) Secciones de encéfalo de 
wallabys (Macropus spp) con quistes tisulares con y sin respuesta inflamatoria o gliosis; en E, se 
aprecia más de un quiste tisular (flechas). F y G) Quistes tisulares con diferente intensidad de 
inmunopositividad, siendo marcada en uno (F) y parcial en el otro (G), delimitándose el marcaje 
principalmente a la pared del quiste, considerándose como un quiste tisular en degeneración. 
 

 

 

 

IHQ, 450x  

IHQ, 450x  HE, 450x  HE, 450x  

HE, 450x  

G 

F E C 

D 

HE, 450x  HE, 550x  

A B 
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 Toxoplasmosis crónica congénita: esta presentación se observó en un 

caso de ovino (O. aries) neonato, cuya historia clínica refirió la presencia de 

signos clínicos nerviosos inespecíficos posterior a su nacimiento, por lo que 

fue eutanasiado. Al revisar las secciones de encéfalo, se observaron 

múltiples quistes tisulares, sin apreciarse cambios necróticos o inflamatorios 

adyacentes, pero con cambios degenerativos neuronales leves, focos 

discretos de gliosis y hemorragias. En una sola región del corte 

histopatológico, en la sustancia blanca se observó una zona de 

desmielinización de leve a moderada (Figuras 12 y 13).   

 

 

 
 
Figura 12. Toxoplasmosis crónica congénita, lesiones en encéfalo de ovino (neonato).  A) 
Sección de tejido nervioso, apreciándose un foco de gliosis discreto sin presencia de quistes 
tisulares adyacentes. B) En otra sección de tejido, se observaron hemorragias discretas zonales.    
C y D) En algunas zonas del tejido evaluado, se llegaron a observar quistes tisulares adyacentes a  
neuronas con cambios degenerativos (flechas) y satelitosis,  H&E (C) e IHQ (D). 
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Figura 13. Toxoplasmosis crónica congénita, distribución de quistes tisulares en encéfalo 
de ovino (neonato). Corte coronal de encéfalo medio, abarcando corteza y tálamo, apreciándose 
la distribución de quistes tisulares (círculos) a lo largo del tejido. En las imágenes de la derecha, se 
ejemplifican diferentes quistes tisulares (H&E e IHQ) presentes en la corteza (A, B y C) y a nivel del 
tálamo (D y E), los cuales presentan discretos cambios en su morfología (grosor de pared, afinidad 
tintorial, etc.); así mismo, los quistes tisulares fueron más numerosos en la corteza, pero los 
presentes en el tálamo, aparentemente eran de mayor tamaño o con mayor cantidad de 
bradizoítos. Figuras A a E, HE, 450x; F a J, IHQ, complejo peroxidasa, 450x.  
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En el resto de los casos, no se observaron lesiones asociadas a algún tipo 

de presentación, ni tampoco la presencia de estructuras parasitarias de alguno de 

los estadios infecciosos. Los casos relacionados para cada presentación se 

enlistan en el cuadro 19. 
 
 

 
Cuadro 19. Relación de casos de toxoplasmosis clasificados de acuerdo a su presentación y 

distribución de lesiones, incluyendo los casos asintomáticos 
 
Tipo de presentación  - 

subpresentación Tipo de distribución  Especie Casos 
n # 

     
Aguda Diseminada Mono ardilla (S. scireus) 3 21-23 

  Mono zaraguato (Alouatta sp) 1 26 
  Lemur (L. lemur) 2 27-28 
  Canguro rojo (M. rufus) 2 3, 4 
     

Aguda / Co-infección Diseminada Canguro rojo (M. rufus) 2 6, 7 
 Gato (F. catus) 1 1 

     
Aguda / Re-infección Diseminada - Canguro rojo (M. rufus) 3 5-7 

 Neurológica-miocardica Mono ardilla (S. scireus) 2 24,25 
     

Aguda Intestinal Delfín del Atlántico (T. truncatus) 1 33 
     

Crónica Neurológica Canguro gris (M. giganteus) 1 10 

  Wallaby de Bennet 
(M. rufogriseus) 2 12,16 

  Wallaby (Macropus spp) 5 15,17-20 
     

Crónica - Congénita Neurológica Ovino (O. aries) 1 2 
     

Asintomático Sin lesiones Canguro gris (M. giganteus) 1 11 

  Wallaby de Bennet  
(M. rufogriseus) 1 13 

  Wallaby de Tammar (M. eugenii) 1 14 
  León (P. leo) 1 29 

  Jaguar (P. onca) 1 30 

  Ocelote (L. pardalis) 1 31 
  Oso negro (U. americanus) 1 32 
  Perro (C. familiaris) 32 37-68 

  Gato (F. catus)  8 85-92 
 Total  73 --- 
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6.3 Aislamiento in vivo del estudio prospectivo 

 Se intentó el bioensayo en ratón a partir de secciones de encéfalo medio de 

los 32 casos de perros (estudio prospectivo). Sin embargo, transcurridos los 

tiempos del ensayo, no se observaron estructuras parasitarias en los lavados 

peritoneales ni en las impresiones de tejido evaluadas. Así mismo, no se 

determinaron anticuerpos IgG en ninguno de los ensayos serológicos realizados 

durante el trancurso del presente estudio.  

 

 

6.4 Biología molecular 
 
6.4.1 PCR de muestras de sangre (estudio prospectivo) 

De las muestras de los nueve gatos domésticos, tres resultaron positivas 

para el gen B1, dos del CEIEPA y una del ZF. Esta última muestra, amplificó una 

banda muy tenue del peso esperado y otra más de mayor peso bien definida  

(Figura 14). Para el gen GRA6, las dos muestras de gatos que habían resultado 

positivas para B1, fueron positivas para este marcador, pero no la muestra del ZF, 

la cual fue negativa. Debido a que los productos de amplificación para GRA6 

fueron definidos y marcados, se realizó una nueva PCR para este mismo gen pero 

para el producto de 774 pb, correspondiente a la región considerada para 

secuenciar, sin embargo, ambas muestras presentaron además de la banda 

esperada (ligeramente por encima del peso estimado), se observaron múltiples 

bandas extras por debajo del producto considerado. 

Las dos muestras de felinos silvestres del ZF, resultaron positivas para el 

gen B1, una de ellas (muestra del león) con la banda ligeramente por encima del 

peso esperado; sin embargo, también presentaron bandas extra. Para el gen 

GRA6, ambas muestras resultaron negativas.  

Las cinco muestras de felinos con bandas extra para alguno de los genes, 

se tomaron con reserva, considerándose los casos como sugerentes.  
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Figura 14. PCR para los genes B1 y GRA6, de muestras de sangre de felinos domésticos y 
silvestres. En los geles A y B, se observan los resultados de las PCR de las muestras de sangre 
de león, ocelote y gato (#34, 35 y36) del ZF, comparándose con muestras de canguro rojo (#6) y 
controles positivo (+) y negativo ( - ). Para B1, las tres muestras de felinos presentaron bandas 
extras por encima del peso esperado con diferentes patrones, mientras que para el gen GRA6, no 
se obtuvieron productos de amplificación. En el gel C, se observan los amplicones de dos muestras 
de gatos (#85 y 89) del CEIEPA, que además de observarse la banda esperada (por encima del 
peso esperado), se aprecian varias bandas extras, con diferente patrón entre sí; el control positivo 
amplifico en el peso esperado (773 pb). Geles de agarosa al 1.5% teñidos con bromuro de etidio. 
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6.4.2 PCR de muestras de tejido (estudio prospectivo y retrospectivo)  
Del estudio prospectivo, en dos de los ocho gatos del CEIEPA, por lo 

menos una muestra de tejido, resulto positiva en la PCR del gen B1, apreciándose 

la banda en el peso esperado, pero al evaluarlas para el gen GRA6, todas las 

muestras resultaron negativas. Las muestras de encéfalo de los 32 caninos 

incluidos en el estudio, resultaron negativas para los genes B1 y GRA6, por lo que 

ya no se evalauron para los otros marcadores.  

 En el estudio retrospectivo, se estudiaron 33 casos, analizando diferentes 

tejidos (corazón, pulmón, estomago, intestino, linfonodo, bazo y encéfalo),  

resultando 30 casos con por lo menos una muestra de tejido positiva por PCR. La 

mayoría de las muestras fueron positivas para el gen SAG3, independientemente 

de la especie de la que se tratara o su procedencia (DP-FMVZ, ZG, DGZVS). Para 

el gen B1, amplificaron muestras de 10 casos, para GRA6 de 18 casos, para 

SAG3 de 28 casos, tres para SAG2 y uno para BTUB.  

Con base en el tipo de tejido estudiado, muestras de corazón y encéfalo 

(órganos considerados de etapa crónica) de 12 casos resultaron positivas (PCR 

positivo en por lo menos un tejido de alguno de los dos evaluados). Mientras que 

en muestras de pulmón, hígado o bazo (órganos considerados de etapa aguda), 

24 casos resultaron positivos (PCR positivo en por lo menos dos de los tres tejidos 

evaluados). En dos de los casos de canguros rojos (M. rufus), se analizaron 

muestras de estómago, resultando positivas al gen SAG3. 

De los 30 casos del estudio retrospectivo, en donde por lo menos una de 

las muestras resultó positiva para alguno de los marcadores, la mayoría de los 

productos de amplificación por PCR (directa o por reamplificación) resultaron con 

bandas tenues y poco definidas (Figuras 15 y 16). De estos casos, solamente en 

13 de ellos, se obtuvieron bandas claras y definidas, considerándose los productos 

de PCR adecuados para intentar su genotipificación por PCR-RFLP 

En seis de los casos (todos de la DGZVS), tanto en la primera ronda del 

PCR (2 casos) y posterior a la reamplificación de las muestras (4 casos), se 

observaron bandas extra por encima y debajo del producto esperado, de forma 
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similar a las muestras de sangre de felinos del estudio prospectivo (Figura 16),  

considerándose dichos resultados como sugerentes.    

 

 

 
 
Figura 15. PCR del gen B1 y reamplificación de PCR para los genes GRA6, SAG2, SAG3 y 
BTUB de muestras representativas de tejidos de fauna silvestre, obteniéndose bandas 
tenues en el peso esperado. Se observan productos de amplificación de PCR (diferentes 
marcadores), de muestras de tejidos (fijados en formaldehído o de bloque de parafina) de dos 
monos ardilla (#21 y 22), canguro rojo (#43) y Wallaby (#16), comparándose con controles (C + y -
). Aunque se evaluaron las mismas muestras, se obtuvieron diferente cantidad de bandas tenues 
(*) para cada marcador. En esta imagen, para el gen GRA6 se obtuvo la mayor cantidad de tejidos 
positivos. Especies: “Mono A”, mono ardilla; “Cang R”, canguro rojo; “Wallaby”, wallaby. Geles de 
agarosa al 1.5% teñidos con bromuro de etidio. 
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Figura 16. PCR del gen B1 y reamplificación de PCR para los genes GRA6 y SAG3 de 
muestras de tejidos de fauna silvestre. A) Se observan productos de amplificación de PCR para 
los marcadores B1 y GRA6, a partir de muestras de tejidos (fijados en formaldehído) de dos 
wallabys (#14  y 18), para ambos marcadores, son notorias las bandas obtenidas, siendo más 
evidente la del gen GRA6. B) PCR para el marcador SAG3, a partir de muestra de tejidos (fijados 
en formaldehído o de bloque de parafina) de un mono ardilla (#22), un wallaby (#19) y dos 
canguros rojos (#6 y 8). De todas las muestras, se obtuvieron bandas definidas, variando 
discretamente su intensidad. C) Productos de reamplificación para el gen SAG3, de diferentes 
tejidos congelados de un canguro gris (#11), un oso negro (#32) y un wallaby (#13), así como de 
tejidos fijados en formaldehído de un mono ardilla (Mo A, #21) y de un wallaby (#17). En el caso 
del canguro gris, el oso negro y el wallaby #13, los diferentes tejidos  analizados tiene bandas 
extras con diferentes patrones entre si y entre cada animal. Geles de agarosa al 1.5% teñidos con 
bromuro de etidio. 
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6.4.3 PCR-RFLP de muestras de tejido (estudio prospectivo y retrospectivo)  
En muestras de 13 casos se obtuvieron bandas claras y definidas para su 

genotipificación, las cuales correspondieron a tejidos de diferentes animales de 

fauna silvestre: cuatro casos de canguros rojos (#4, 5, 6 y 9), dos canguros grises 

(#10 y 11), tres wallabys (#12, 13 y 18), dos monos ardilla (#21 y 22), un jaguar 

(#30) y un oso negro (#32). Dichos casos correspondieron a nueve casos clínicos 

con diagnóstico previo de toxoplasmosis y cuatro sin signología asociada a 

infección por T. gondii. 

Doce de los casos fueron genotipificados mediante la digestión de 

amplicones del gen SAG3, resultando en genotipo I (siete casos) o genotipo I con 

bandas extras (cinco casos). Dos casos pudieron ser genotipificados mediante el 

gen GRA6, resultando uno tipo I y el otro tipo I con bandas extra. Un solo caso, se 

pudo genotipificar por dos marcadores (GRA6 y SAG3), resultando tipo I con 

bandas extra y tipo I, respectivamente. Los resultados se resumen en el cuadro 20 

y se ejemplifican en las figuras 17 y 18. 
 

 
 

Cuadro 20. Relación de genotipos de T. gondii determinados. 
 

Especie # Caso  PCR  PCR-RFLP 
 B1 GRA6 SAG3 SAG2 BTUB  GRA6 SAG3 

           
Canguro rojo (M. rufus) 

 
 

4  (-) (-) (+) Nd nd  --- I/u-1 
5  (-) (-) (+) Nd nd  --- I/u-1 
6  (+) (+) (+) (+) (+)  --- I/u-1 
9  (-) (+) (-) (-) (-)  --- I/u-1 

Canguro gris (M. giganteus) 10  (+) (+) (+) (-) (-)  --- I 
11  (+) (+) (+) (-) (-)  --- I 

Wallaby de Bennet 
(M. rufogriseus) 

12  (+) (+) (+) (-) (-)  I --- 
18  (+) (+) (+) Nd nd  --- I/u-1 

Wallaby (Macropus spp) 13  (+) (+) (+) (-) (-)  --- I 

Mono ardilla (S. sciureus) 21  (+) (+) (+) (+) (-)  --- I 
22  (+) (+) (+) (+) (-)  --- I 

Jaguar (P.onca) 30  (-) (-) (+) Nd nd  --- I 
Oso negro (U. americanus) 32  (-) (+) (+) Nd nd  I/u-1 I 

           
 
Resultados PCR: (+), positivo; (-), negativo; nd, no determinado.  
Resultados PCR-RFLP: I, tipo I ; I/u-1, tipo I con bandas extra. 
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Figura 17. PCR-RFLP de amplicones del gen SAG3, a partir de muestras de marsupiales 
australianos. En el gel superior se observan los productos de amplificación de PCR para el gen 
SAG3 (311pb), de diferentes tejidos fijados en formaldehído y parafina de un canguro gris (#10), 
tres canguros rojos (#4, 5 y 6) y de dos wallaby (#13), comparándose con los controles (+) y (-). En 
el segundo gel, se aprecian las digestiones de los amplicones de cada tejido, que al compararse 
con los patrones de banda de los controles positivos tipo (RH) y II (Me49), se observan que en 
cuatro tejidos, las bandas obtenidas son similares a las obtenidas para tipo I y diferentes para tipo 
II, mientras que el restante (4 muestras de 4 casos) presentan una banda extra por encima del 
peso esperado, designándose como tipo I/u-1. PCR: Geles de agarosa al 1.5% teñido con bromuro 
de etidio. PCR-RFLP: NciI, NEB4, BSA, 37ºC; gel de agarosa al 3.5% teñido con bromuro de etidio. 
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Figura 18. PCR-RFLP de amplicones del gen SAG3, a partir de muestras de monos ardilla, 
marsupiales australianos y carnívoros. A) En el gel superior se observan los productos de 
amplificación de PCR para el gen SAG3 (311pb), de diferentes tejidos fijados en formaldehído de 
dos monos ardilla (#21 y 22), comparándose con los controles (+) y (-). En el segundo gel, se 
aprecian las digestiones de los amplicones de cada tejido, que al compararse con los patrones de 
banda de los controles positivos tipo I (RH) y II (Me49), se observan que las bandas obtenidas son 
similares para tipo I y diferentes para tipo II. B) PCR-RFLP para SAG3, a partir de muestras  de 
diferentes animales, tanto de formaldehído (canguro gris #10), como congeladas (osos negro #32, 
Wallaby #13 y jaguar #30), apreciándose bandas tenues, similares a las bandas del control positivo 
genotipo I (RH). Así mismo, los resultados se compararon con patrones descritos en la literatura 
(Su et al., 2006, 2010), siendo similares para GT1 (genotipo I) y diferentes para PTG (genotipo II) y 
CTG (genotipo III). PCR: Geles de agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etidio. PCR-RFLP: NciI, 
NEB4, BSA, 37ºC; gel de agarosa al 3.5% teñido con bromuro de etidio. 
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6.4.4 PCR y PCR-RFLP de aislamientos previos 

  De los aislamientos con los que se contaba, se obtuvieron de forma clara y 

definida productos de amplificación de PCR para todos los genes evaluados (B1, 

SAG2, SAG3, GRA6, BTUB), incluyendo las regiones de GRA6 y GRA7 

seleccionadas para secuenciar (Figura 19). 

 Al realizar la PCR-RFLP de los marcadores SAG2, SAG3, GRA6 y BTUB, 

los productos de digestión de los tres aislamientos para todos los marcadores 

presentaron bandas similares a las de la cepa de referencia RH (genotipo I) y 

diferentes a las cepas de referencia Me49 (genotipo II) y VEG (genotipo III) (Figura 

19). 

 

 

 
 

Figura 19. PCR y PCR-RFLP de amplicones del gen GRA6, a partir de aislamientos obtenidos 
previamente. En el gel superior se observan los productos de amplificación de PCR para el gen 
GRA6 (773 pb), de tres aislamientos obtenidos en el LIE, identificados como G32, P REP y BOV, 
comparándose con controles (+) de cepas de referencia, RH (genotipo I), Me49 (II), VEG (III) y Wik 
(genotipo recombinante). En el segundo gel, se aprecian las digestiones de los amplicones de cada 
aislamiento y cepas de referencia, que al comparar con los patrones de banda de los controles 
positivos, se observa que las bandas obtenidas de los tres aislamientos previos (G32, P REP y 
BOV), son similares al patrón de bandas para el genotipo I y diferentes para las demas cepas de 
referencia. PCR: Geles de agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etidio. PCR-RFLP: NciI, NEB4, 
BSA, 37ºC; gel de agarosa al 3.5% teñido con bromuro de etidio. 
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6.5 Secuenciación y análisis bioinformático  
Del total de muestras estudiadas por PCR para los diferentes marcadores, 

solamente se obtuvieron productos de amplificación en abundante cantidad para 

su secuenciación, de los tres aislamientos obtenidos previamente en el LIE (G32, 

P REP, BOV) y de dos muestras de sangre de gatos (#85 y 89) del CEIEPA.  

En un primer lote, se remitieron los productos de amplificación del gen 

GRA6 (773 pb) de dichas muestras, así como de las cepas de referencia  RH 

(genotipo I), Me49 (genotipo II), VEG (genotipo III) y Wiktor (genotipo 

recombinante). Sin embargo, solamente una parte de las secuencias fueron 

adecuadas para su análisis, correspondiendo a las secuencias de las cepas de 

referencias RH, Me49, VEG y Wiktor; y los aislamientos del LIE, G32 y P REP. El 

resto de las secuencias no fueron legibles, estaban incompletas o superpuestas 

para su adecuada interpretación. 

Posterior a su análisis bioinformático y al comparar con el banco de 

secuencias generado, se obtuvieron los siguientes resultados: 1) las cepas de 

referencia RH, Me49 y VEG presentaron el 100% de similitud con las respectivas 

secuencias descritas en la literatura; 2) la cepa Wiktor presentó 100% de similitud 

con las cepas de referencia Wik, FOU, P89, TgCkBr5, correspondiendo al 

haplogrupo 6; 3) el aislamiento P REP tuvó 100% de similitud con el aislamiento 

OkiTp-123-GB (haplogrupo 1); y 4) el aislamiento G 32 presentó  99% de similitud 

con cepas del haplogrupo 1 (RH, GT1, etc.) (Figuras 20, 21 y 22). 

Las secuencias consenso generadas fueron a partir de las secuencias 

sentido y antisentido de lote de muestras remitido. Con el fin de reforzar los 

resultados obtenidos, se remitió un segundo lote, enviándose las mismas 

muestras para el amplificado de GRA6, así como del gen GRA7 (806 pb), 

desafortunadamente, todas las secuencias descargadas resultaron ilegibles para 

su análisis e interpretación. 
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Figura 20. Alineamiento de secuencias de nucleótidos de la región final del gen GRA6 
(región codificante) de T. gondii de los aislamientos G32 y P REP, así como cepas de 
referencia del LIE, comparados con las secuencias de genotipos clonales descritas en la 
literatura. Se observa el alineamiento de las secuencias de nucleótidos de los aislamientos previos 
G32 y PERRO (P REP), de las cepas de referencia (del LIE) RH, Me49, VEG y WIK (marcadas 
como CONSENSO), y de genotipos clonales (RH, GT1, Me49, VEG) de referencia obtenidos de 
NUCLEOTIDE y ToxoDB. El alineamiento se generó utilizando MUSCLE, abarcando la última 
porción de la región codificante (473-649) del gen, ubicándose en las dos primera filas las 
secuencias de los aislamientos previos (recuadro) y posteriormente las de referencia. Los cambios 
detectados se encuentran marcados (*) en la parte inferior de los alineamientos. Las secuencias 
del G32 y P REP, son similares a las de RH y GT1 (genotipo I), con cambios mínimos, incluyendo 
en la secuencia del G32 una aparente sustitución por transición (C-T, nucleótidos 537-538) y en la 
secuencia del P REP una aparente inserción (T, nucleótidos 516-517).  
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3 2 CTG T G T A C T T T T C T  T C C A C T G G A G A G 
3 2 VEG T G T A C T T T T C T  T C C A C T G G A G A G 
3 2 VEGLIE T G T A C T T T T C T  T C C A C T G G A G A G 
2 1 DEG T G C A C T T T C C T  T C A G G - - - - - A G 
2 1 ME49 T G C A C T T T C C T  T C A G G - - - - - A G 
2 1 Me49LIE T G C A C T T T C C T  T C A G G - - - - - A G 
1 10 GT1 G G C A C T T A T C T  T C A A G T G G A G A C 
1 10 RH G G C A C T T A T C T  T C A A G T G G A G A C 
1 10 RHLIE G G C A C T T A T C T  T C A A G T G G A G A C 
                           

1 --- G32 G G C A C N C A T C T  C T A A G T G G A G A C 
1 --- P REP G G C A C T C A T C T T T C A A G T G G A G A C 
                           

4 17 MAS T G C A C T T T C C T  T C A G G T G G A G - - 
4 15 CASTELLS T G C A C T T T T C T  T C C A G T A G A G A C 
4 11 TgCatBr1 T G C A C T T T T T T  T C C A G T A G A G A C 
4 119 TgCaTBr18 T G C A C T T T C C T  T C A G G T - - - G - - 
5 95 GUY-MAT T G C A C T T T T C T  T C C A G T A G A G A C 
5 98 RUB T G C A T T T T T C T  T C C A G T G G A G A C 
6 6 FOU T G C C C T T T T C T  T C C A G T A G A G A C 
6 42 TgCatBr9 T G C C C T T T T C T  T C C A G T A G A G A C 
6 --- WiktorLIE T - C C C T T T T C T  T C C A G T A G A G A G 
7 28 CAST G G C A C T C A T G T  T C A A G T G G A G A C 
8 19 TgCatBr6 T G C A C T T T C C T  T C A G G T G G A G - - 
9 8 P89 T G C A C T T T T C T  T C C A G - - - - G A G 
9 --- TgCatBr3 T G C A C T T T T T T  T C C A G T A G A G A C 

10 97 GUY-DOS T G C A C T T T T C T  T C C A G T A G A G A C 
10 60 VAND T G C A C T T T T C T  T C C A G T A G A G A C 
11 66 COUGAR T G A G G - C T T C T  T C A G G G G G A G A C 
12 197 GUY-JAG(X) T G C A C T T T C C T  T C C G C A C G G A A G 
12 39 TgSoUs32(A) T G C A C T T T C C T  T C C G C A - - - - A G 

                           
 
*H, Haplogrupo; **#G, numero de genotipo PCR-RFLP ToxoDb; ***C/A, cepa o aislamiento. ( - ) deleción; (   ) inserción. 
Haplogrupos / genotipos clónales: III, verde; II, azul; I, morado; 12, azul cielo. 
Aislamientos previos del LIE: G32 y P REP, negritas; cambios en los nucleótidos, rojo. 
Haplogrupos / genotipos no clónales: 4, 5, 6, 8, 9 y 10, café; 7 y 11 (atípicos clásicos), naranja. 
 
 
Figura 21. Resumen de secuencias de nucleótidos del gen GRA6 (región codificante) de T. 
gondii de los aislamientos G32 y P REP comparados con aislamientos representativos de 12 
haplogrupos. Los aislamientos G32 y P REP fueron similares a las secuencias de aislamientos 
haplogrupo 1 (RH, GT1), con cambios mínimos (“N” nucleótido no determinado, sustitución por 
transición y una inserción, respectivamente).  
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Figura 22. Cladograma basado en la secuencia de nucleótidos de la región codificante del 
gen GRA6 de Toxoplasma gondii de 50 aislamientos y cepas de referencia, incluyendo las 
seceuncias determinadas en el presente estudio. Los haplogrupos clonales 1, 2 y 3 se 
encuentran sombreados, mientras que el resto de los aislamientos se distribuyen y diferencian en 
distintas ramas con diferente color. A la derecha, de algunos conjuntos de aislamientos, se indica 
el haplogrupo al que pertenecen (recuadro con “H” y número correspondiente). El cladograma se 
generó a partir del alineamiento de secuencias de MUSCLE, resaltando la ubicación de los 
aislamientos G32 y PERRO (P REP) (flechas) cercanos a los aislamientos del haplogrupo 1.  
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6.6 Correlación de las presentaciones de toxoplasmosis y genotipo de           
T. gondii determinado 

 

6.6.1 Casos con lesiones agudas y crónicas 

 En seis casos de curso agudo, se pudo identificar el genotipo de T. gondii 

involucrado. En dos casos de monos ardilla provenientes del DF (DP), empleando 

el marcador SAG3, se determinó el genotipo I a partir de tejidos con lesiones 

asociadas a cuadros de  toxoplasmosis aguda diseminada.  En cuatro casos de 

canguros rojos provenientes de Guadalajara (ZG), se identificó el genotipo I con 

una banda extra (I/u-1), utilizando el marcador SAG3. Uno de los casos 

correspondió a un cuadro de toxoplasmosis aguda diseminada, similar al de los 

monos ardilla; otros dos fueron casos de reinfección y el último caso, asociado a 

un cuadro de coinfección con un agente infeccioso de tipo viral, presentándose 

lesiones más severas en comparación con el resto de los casos de tipo agudo 

(Cuadro 21). En el resto de los animales con lesiones de curso agudo no fue 

posible determinar el genotipo de T. gondii asociado.  

 En los casos de curso crónico, se logró identificar genotipos I y I/u-1 en tres 

casos de toxoplasmosis crónica neurológica, utilizando los marcadores GRA6 (un 

caso) y SAG3 (dos casos) (Cuadro 21). Los casos para genotipo I correspondieron 

a un canguro gris y un wallaby de Bennet, mientras que para el genotipo atípico se 

presentó en un segundo wallaby de Bennet. Los tres marsupiales provenían del 

mismo zoológico en la Ciudad de México (DGZVS), pero murieron en diferentes 

años (1999, 2002 y 2003).  

 

6.6.2 Casos sin lesiones o asintomáticos  

 En cuatro animales (canguro gris, wallaby, jaguar y un oso negro) de un 

tercer grupo de animales que no presentó lesiones de curso agudo o crónico 

asociadas a infección por T. gondii, ni quistes tisulares u otros estadios y que 

murieron por diversas causas, se determinó genotipo I utilizando el marcador 

SAG3 (Cuadro 21). En el caso del oso negro, también se logró la genotipificación 
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utilizando el marcador GRA6, resultando en tipo I con bandas extra (I/u-1). De 

igual forma que los casos de marsupiales con lesiones crónicas, los animales 

provenían del mismo zoológico en la Ciudad de México (DGZVS), muriendo los 

cuatro animales en la misma época (2008), dentro de un periodo de seis meses 

aproximadamente. Los tres animales de donde se obtuvieron los aislamientos 

previos del LIE (G32, P REP, BOV), que por PCR-RFLP resultaron genotipo I, no 

tenían antecedentes de signos clínicos ni evidencia de lesiones o estadios 

parasitarios, por lo que se consideraron como casos asintomáticos.  
 
 
 

Cuadro 21. Relación del tipo de presentación de toxoplasmosis y el genotipo de T. gondii 
identificados en el presente trabajo de investigación. 

 

Presentación Especie (# de caso) Tejidos o 
muestra 

Genotipo PCR-RFLP 

GRA6 SAG3 

 
Toxoplasmosis aguda 

diseminada 

 
Mono ardilla (#21) 

 
Pulmón 
Hígado 
Bazo 

 
--- 
--- 
--- 

 
I 
I 
I 

Mono ardilla (#22) Pulmón --- I 

Canguro rojo (#4) Pulmón --- I/u-1 

Re-infección Canguro rojo (#5) Pulmón 
Hígado 

--- 
--- 

I/u-1 
I/u-1 

Canguro rojo (#6) Pulmón 
Estomago 

--- 
--- 

I/u-1 
I/u-1 

Co-infección Canguro rojo (#9) Pulmón --- I/u-1 

Toxoplasmosis crónica 
neurológica 

Canguro gris (#10) Encéfalo --- I 

Canguro gris (#11) Encéfalo --- I 

Wallaby de Bennet (#12) Encéfalo I --- 

Wallaby (#13) Encéfalo --- I 

Wallaby (#18) Encéfalo --- I/u-1 

Asintomático Jaguar (#30) Hígado --- I 

 Oso negro (#32) Pulmón 
Encéfalo 

--- 
I/u-1 

I 
--- 

--- Perro (P REP) Aislamiento I --- 

 Gato (G32) Aislamiento I --- 
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7. DISCUSIÓN 
 

7.1 Frecuencia de anticuerpos contra T. gondii y N. caninum en animales 
domésticos y fauna silvestre (estudio prospectivo) 
 Las frecuencias de T. gondii determinadas en las especies domésticas y en 

fauna silvestre fueron similares a lo descrito en otros países, con discretas 

variaciones. Así mismo, también fue posible determinar la frecuencia de 

anticuerpos contra N. caninum, evidenciando coinfección en los caninos del 

estado de Guanajuato. 

 

7.1.1 Frecuencia de T. gondii en gatos 

 De las muestras de gatos callejeros y ferales estudiadas, se determinó una 

frecuencia general del 73.3% (11 de 15), la cual es mayor al compararla con la 

mayoría de los datos referidos por otros autores en diferentes partes de la 

República Mexicana. 

 En el Distrito Federal,  Aparicio et al. (1987) determinaron una frecuencia 

del 63.0% a partir del estudio de 46 felinos, mientras que Besné-Mérida et al. 

(2008) analizaron 169 muestras de felinos domésticos, observándose una 

frecuencia del 21.8%. En el Estado de Durango, se han descrito dos estudios en 

esta especie (Alvarado-Esquivel et al., 2007b; Dubey et al., 2009c), informándose 

frecuencias del 21.0 y 9.3%, a partir de muestras de gatos domésticos y ferales, 

respectivamente.    

 Mundialmente se han documentado frecuencias altas de T. gondii (mayores 

al 65%) en gatos, tanto en Suramérica como en Europa, empleando diferentes 

técnicas (Dubey, 2010). Las causas de estos porcentajes pueden ser variables, 

incluyendo el tipo de población de gatos de donde se tomó la muestra, la región 

donde habitan, las costumbres de los propietarios, o la técnica de laboratorio 

empleada, entre otras (Dubey, 2010).  

 

 



7.1.2 Frecuencia de T. gondii y N. caninum en perros 

 La participación de los caninos en la epidemiología de la enfermedad ha 

llamado la atención en la última década, al ser considerados como centinelas e 

indicadores de contaminación ambiental por ooquistes, favoreciendo la 

determinación de la presión infectiva de la región de estudio a la que están 

expuestos otros hospedadores incluyendo los humanos (Sedlak y Bartova, 2006; 

Lindsay y Dubey, 2014). 

 Los porcentajes obtenidos en los caninos estudiados, se encontraron dentro 

de los rangos descritos en la literatura internacional. Al compararse las frecuencias  

de los estados de Oaxaca y Guanajuato,  61.7% (96 de 154) y 29.4% (74 de 252) 

respectivamente, con lo informado por otros autores en el país, estas fueron 

diferentes. 

 Martínez-Maya (1986) determinó una frecuencia general del 46.3% en una 

población de 300 perros callejeros y de casa del D.F., al analizar por separado los 

resultados de cada grupos, la frecuencia en los perros callejeros (52.5%) fue 

mayor, que las de los animales de casa (34.0%). Dubey et al. (2007a, 2009c) 

determinaron la frecuencia de T. gondii en el estado de Durango en dos 

ocasiones, analizando primero 101 animales y 150 después, resultando en 51.5 y 

45.3% respectivamente.  

En el Estado de Oaxaca no se contaba con información sobre la frecuencia 

de T. gondii en esta especie, siendo la frecuencia determinada mayor que lo 

descrito en el D.F y el estado de Durango; contrastando lo encontrado en 

Guanajuato, la cual fue de menor porcentaje. Estos rangos de presentación, 

posiblemente, estan asociados a diferentes factores propios de cada Estado e 

inherentes a la especie que fue estudiada, incluyendo el tipo de alimento y agua, 

condiciones ambientales, y factores agropecuarios, que pudieran estar 

favoreciendo el mantenimiento del ciclo biológico de T. gondii (Dubey, 2010).    

En el caso del Estado de Guanajuato, la información obtenida se 

complementó al poder determinar la frecuencia de N. caninum (29.0%) en el 

mismo grupo de animales y del 20.6% para los casos de coinfección. Los datos 
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obtenidos son los primeros de este tipo descritos en el país e indicando 

coinfección asintomática. Solamente existe una referencia (Dubey et al., 2007a) 

donde se determinaron anticuerpos contra estos dos agentes: en caninos del 

Estado de Durango. Sin embargo, los animales seropositivos para T. gondii no 

fueron los mismos que para N. caninum, por lo que no pudo establecerse la 

presencia de co-infección. 

  
7.1.3 Serología en felinos silvestres  

 En el caso de los dos felinos silvestres estudiados, ambos eran adultos y 

fueron seropositivos a la detección de anticuerpos contra T. gondii, teniendo 

antecedentes de problemas reproductivos (abortos, infertilidad, etc.) de igual forma 

que los observado en los otros animales con los que convivían, sugiriendo la 

probabilidad de cuadros de toxoplasmosis crónica congénita. 

 Dicha información hace notar la importancia en el estudio de T. gondii en 

estas especies en felinos silvestres en cautiverio, existiendo la posibilidad de que 

pudieran actuar como diseminadores de ooquistes, con un impacto directo en las 

poblaciones de diferentes animales pertenecientes a estas colecciones o 

zoológicos, ya sean particulares o públicos.   

 La seroprevalencia de T. gondii ha sido descrita prácticamente en casi 

todas las especies de felinos silvestres, incluyendo los 15 géneros y 41 especies 

de felinos agrupados en las subfamilias Felinae y Pantherinae, resultando todas 

positivas a la detección de anticuerpos. Los porcentajes han sido mayores en 

animales en cautiverio en comparación con los de vida libre. La toxoplasmosis 

clínica ha sido diagnosticada raramente en felinos de vida libre, presentándose la 

mayoría de los casos en cautiverio con cuadros de toxoplasmosis aguda 

(desarrollo de neumonía, hepatitis, peritonitis, miocarditis, encefalitis y 

toxoplasmosis diseminada), en animales jóvenes de zoológicos o colecciones 

particulares (Hill et al., 2004; Dubey, 2010; Cañón-Franco et al. 2013).  
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7.2 Presentaciones anatomopatológicas de toxoplasmosis 

 Las diferentes presentaciones clínico-patológicas de la infección por T. 

gondii han sido documentadas tanto en humanos como en varias especies de 

animales domésticos y fauna silvestre, siendo variables dichas presentaciones, 

llamando la atención la capacidad del parásito, de adaptarse y persistir por 

tiempos prolongados en varios hospedadores, incluso de por vida, generando 

infección asintomática crónica. Varios autores coinciden en que el grado de 

patogenicidad se asocia directamente con el tipo de T. gondii involucrado y el 

hospedador afectado; mientras que otros proponen que la idiosincrasia 

inmunológica, la genética del hospedador, la dosis infectante o el estadio de T. 

gondii participante, podrían ser factores que tienen una mayor importancia en el 

desarrollo de la enfermedad como tal (Dubey y Jones, 2008b; Dubey, 2010; De-la-

Torre et al., 2014; Pfaff et al., 2014).  

 En el presente trabajo de investigación, se identificaron diferentes tipos de 

presentaciones clínico-patológicas (de curso agudo o crónico) y subtipos 

particulares (toxoplasmosis aguda diseminada, crónica neurológica, etc.). Por otro 

lado, los casos denominados como asintomáticos (sin evidencia morfológica de 

lesiones o estructuras parasitarias en cualquiera de sus estadios), prevalecieron, 

incluso en animales considerados como susceptibles, como fue en los canguros 

rojos la especie en las que se observó mayor número de presentaciones como tal. 

  
7.2.1 Casos asintomáticos de toxoplasmosis 

 Cita la literatura, independiente de la especie de la que se trate, que la 

mayoría de los casos de toxoplasmosis son asintomáticos con tendencia a la 

cronicidad, o bien subclínicos con síntomas o signos mínimos, representando del 

80 al 95% de las infecciones por este parásito (Hill et al., 2005; Dubey, 2010; Flegr 

et al., 2014).  

 En el estudio retro y prospectivo, se lograron determinar anticuerpos IgG y 

DNA del agente infeccioso en muestras de sangre en animales domésticos y 

silvestres que no presentaron signos clínicos de toxoplasmosis o antecedentes de 
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alguna de sus presentaciones. Así mismo, en los que fue posible realizar el 

estudios postmortem, no se evidenciaron lesiones macro o microscópicas 

sugerentes de infección por T. gondii, sin haber tampoco evidencia por IHQ. 

 Debido a estos resultados, todos los animales estudiados con estas 

características fueron considerados con infección asintomática, infectándose en 

algún momento de su vida, sin que se comprometiera su integridad y  

controlándose la diseminación parasitaria de forma eficiente, lo que restringió la 

cantidad de parásitos en los tejidos. En los casos de fauna silvestre, todos los 

animales con esta presentación murieron por causa de una enfermedad diferente 

a toxoplasmosis.  

 Alvarado-Esquivel et al. (2013e), estudiaron 167 animales de tres 

zoológicos de la Ciudad de México para la detección de anticuerpos contra T. 

gondii, determinando una frecuencia general del 53.3% (89 animales seropositivos 

de diferentes familias), refiriendo que ningún animal había presentado signos 

clínicos de enfermedad o mortalidad asociada a toxoplasmosis, previo y posterior 

a la toma de muestras para el estudio. 

 

7.2.2 Toxoplasmosis aguda diseminada 

 De los casos sintomáticos, los de curso agudo fueron los que 

comprendieron más subpresentaciones. Los casos de toxoplasmosis aguda 

diseminada se presentaron en primates del Nuevo Mundo, prosimios y canguros 

rojos, independientemente de su procedencia. En estos casos, la causa de muerte 

se asocio con el desarrollo de insuficiencia respiratoria (debido a la neumonía 

intersticial y el edema pulmonar) y la presencia de múltiples lesiones necróticas 

con evidencia de estructuras parasitarias en diferentes órganos de las cavidades 

torácica y abdominal. En dichos casos, la presencia y distribución de taquizoítos 

se confirmó por IHQ, resultando inmunopositivos en los diferentes tejidos 

afectados. Las alteraciones descritas son similares a lo referido por otros autores, 

con variaciones discretas en su grado y distribución (Dubey, 2010; Epiphanio et 

al., 2003; Fernandez-Aguilar et al., 2013).  
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 Con base en los antecedentes clínicos, las lesiones a nivel del tubo 

digestivo (estómago e intestino) y la distribución de alteraciones necróticas en 

órganos parenquimatosos, sugieren que la diseminación y replicación de los 

parásitos se llevó a cabo en un periodo de tiempo corto después de la infección, 

sin que los animales pudieran controlarla, comprometiendo su integridad, 

muriendo durante el curso agudo de la enfermedad. Independientemente de la 

especie de la que se tratara, el patrón de lesiones fue similar en todos los 

animales afectados. Sin embargo, el grado de lesiones necróticas fue menor en 

los primates del nuevo mundo y prosimios, en comparación con las alteraciones 

en los marsupiales australianos; por otra parte, la neumonía intersticial en los 

primates fue más efusiva o permeable (mayor cantidad de edema) que la 

observada en el resto de los animales, caracterizándose por una mayor 

proliferación de neumocitos. Dichos cambios sugieren, que los primates del Nuevo 

Mundo, son los menos eficientes en controlar la infección por T. gondii, así como 

compensar el progreso de las alteraciones y lesiones, muriendo incluso de forma 

sobreaguda, seguido de los prosimios y marsupiales australianos, los cuales 

desarrollan lesiones francas de curso agudo; esto posiblemente asociado al 

diversos factores como genotipo de T. gondii involucrado, grado de susceptibilidad 

del hospedador o situación de la respuesta inmune de cada especie afectada al 

momento de la infección.  

 

7.2.3 Co-infección (subtipo de toxoplasmosis aguda diseminada) 
La co-infección de T. gondii con otros agentes infecciosos ha sido 

principalmente descrita en animales domésticos de compañía (perros y gatos). En 

estos casos los animales afectados, generalmente cursan con cuadros clínicos  

más graves y exacerbados. La co-infección se  presenta con mayor frecuencia en 

animales jóvenes, asociada a inmunodepresión por procesos infecciosos de origen 

viral, principalmente por la infección con el virus de moquillo canino en el caso de 

los perros y por retrovirus en el caso de los felinos, siendo probable que la 

inmunodepresión generada por el virus, disminuya la resistencia a la infección 
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preexistente por T. gondii, por lo que el animal sucumbe a la infección combinada. 

T. gondii se considera un agente oportunista en los perros y las principales 

presentaciones son cuadros respiratorios, gastrointestinales y neuromusculares, 

en los que los signos clínicos usualmente se caracterizan por la presencia de 

ataxia, diarrea y diestres respiratorio (Ahmed et al., 1983; Silva et al., 1997; Dubey 

et al., 2008b, 2009b; Dubey, 2010; Headley et al., 2013;  Lindsay y Dubey, 2014).  

 Dentro de la relación de los casos estudiados en el presente trabajo de 

investigación, en tres de ellos se pudieron identificar lesiones sugerentes de 

coinfección viral,  además de presentar lesiones de curso agudo.  

 El primer caso correspondió a un felino doméstico, apreciándose lesiones 

en órganos linfoides compatibles con replicación viral (enteritis necrótica, atrofía 

linfoide, linfonecrosis y apoptosis, entre otras), sugerente de infección por 

parvovirus felino. Con base en el grado y distribución de las lesiones, las 

alteraciones asociadas a la infección por T. gondii fueron más leves que las 

virales, así como el número de parásitos que se observaron (que fue de leve a 

moderada cantidad), indicando que la infección parasitaria fue posterior a la viral, 

pero concomitante para causar la muerte del animal.   

 Los otros dos casos correspondieron a dos canguros rojos (diferentes a los 

de reinfección), cuyas lesiones fueron más severas, exacerbadas y con mayor 

extensión en comparación con el resto de los animales con lesiones de curso 

agudo. En estos casos se encontrarón estructuras compatibles con cuerpos de 

inclusión intranucleares intralesionales sugerentes de herpesvirus, los cuales 

estaban adyacentes a las zonas donde también se observaron taquizoítos de T. 

gondii intralesionales, en por lo menos tres órganos afectados (pulmón, hígado y 

bazo). Es posible que los agentes infecciosos involucrados actuaran 

sinérgicamente, causando la muerte por la extensión de las lesiones necróticas y 

la afección a los órganos linfoides. Este tipo de sinergia entre la infección por T. 

gondii y un herpesvirus, no ha sido descrita en la literatura científica en estas 

especies.  
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 A la fecha, a partir de macropodos, se han identificado cuatro diferentes 

tipos de herpesvirus: tres alfaherpesvirus, herpesvirus-macropodido 1, 2 y 4 

(MaHV-1, MaHV-2, MaHV-4) (Johnson et al., 1985; Vaz et al., 2013) y un 

gammaherpesvirus, herpesvirus macropodido-3 (MaHV-3) (Smith et al., 2008; 

Wilcox et al., 2011); los cuales pueden desencadenar diferentes tipos de cuadros 

clínicos, tanto en canguros como en wallabys, causando lesiones en órganos 

similares a los afectados por T. gondii, apoyando la posibilidad del desarrollo de 

coinfección entre dichos agentes, bajo las condiciones ambientales adecuadas.     

 En el caso de los canguros rojos, con el fin de reforzar el planteamiento de 

co-infección, posterior al termino de la parte experimental del presente trabajo de 

investigación, se evaluaron por inmunohistoquimica para el diagnostico de herpes 

simple 1 y 2, secciones de pulmón, hígado y bazo de ambos animales. En hígado, 

se aprecio a nivel del citoplasma de los hepatocitos, cúmulos inmunopositivos bien 

definidos para ambos marcajes, considerándose los tejidos como positivos para 

herpesvirus. Independiente de este resultado, se continuara la confirmación del 

agente viral por medio de técnicas moleculares, para generar la mayor cantidad de 

información y respaldar los resultados previos. 

 

7.2.4 Re-infección (subtipo de toxoplasmosis aguda diseminada) 
 Los casos de reinfección por T. gondii están poco documentados en la 

literatura científica, siendo la mayoría de la información generada a partir de casos 

en humanos  y escasos informes en animales domésticos y fauna silvestre (Elbez-

Rubinstein et al, 2009). Sin embargo, en estas últimas especies, se han descrito 

diferentes datos que permiten sugerir que la reinfección ocurre con mayor 

frecuencia de lo estimado o descrito. 

 Por una parte, varios autores han referido la presencia de anticuerpos 

contra T. gondii en animales clínicamente sanos (los cuales a su vez también han 

sido considerados como susceptibles al desarrollo de enfermedad por T. gondii), 

encontrándose prevalencias de 3.3% en wallabys (Macropus rufogriseus), 15.5% 

en canguro gris del oeste (Macropus fulginosus), 17.7% en demonios de tazmania 
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(Thylogale billardierii) y hasta del 26.15% en wombats (Vombatus ursinus). Dichos 

datos, son indicativos de una primera exposición a T. gondii, sugiriendo que la 

diseminación parasitaria pudo haber sido controlada, evitando la mortalidad de los 

animales (Dubey y Beattie, 1988; Basso et al., 2007; Parameswaran et al., 2009; 

Pan et al., 2012). En otro conjunto de publicaciones, se proveen datos para 

corroborar cuadros de reinfección, en los que, si bien se describen casos con 

lesiones de curso agudo causando mortalidad en los animales afectados, éstos a 

su vez presentaban quistes tisulares en encéfalo, miocardio o músculo 

esquelético, sin respuesta celular (o esta es mínima). Dichos hallazgos, son los 

que se pueden llegar a presentar en cuadros de curso crónico (Dubey y Crutchley, 

2008; More et al., 2010; Parameswaran et al., 2010).  

 En el presente trabajo de investigación, tres casos (dos de canguros rojos y 

uno de mono ardilla) presentaron lesiones de curso agudo diseminadas, aunado a 

la presencia de quistes tisulares en miocardio y encéfalo, sugiriendo que los 

animales sobrevivieron a la primo infección, pero murieron al exponerse a una 

siguiente infección con el desarrollo de lesiones agudas. Las causas por las cuales 

fueron más severas las lesiones en la reinfección pueden ser diversas, entre las 

que se incluyen la cantidad del inóculo ingerido, el tipo de estadio o el genotipo de 

T. gondii  involucrado. 

 

7.2.5 Toxoplasmosis aguda intestinal 
 Otro subtipo de presentación fue la de toxoplasmosis aguda intestinal, la 

cual se observó en una cría de delfín del Atlántico que nació en cautiverio, la cual 

murió por un cuadro de gastroenteritis aguda. Microscópicamente se revisaron 

secciones de pulmón e intestino, observándose las lesiones más graves y 

extensas en el último órgano, con una gran cantidad de estructuras parasitarias en 

diferentes estadios de división en el interior de los enterocitos, las cuales 

resultaron inmunopositivas a T. gondii. Dichos estadios fueron similares a los 

descritos en la fase sexual del ciclo biológico de T. gondii, observándose 

esquizontes en maduración y en división, con diferentes tipos de merozoítos, así 
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como  estructuras  compatibles  con  macro  y  microgametos. Al revisar las 

secciones de pulmón, no se apreciaron alteraciones sugerentes de replicación 

parasitaria como en los casos de toxoplasmosis aguda diseminada, detectándose 

por inmunohostoquímica, taquizoítos libres en escasa cantidad. Al comparar el 

grado de lesión y extensión de dichos cambios con los presentes a nivel de tubo 

digestivo, la causa de muerte se asoció a las extensas zonas de necrosis a nivel 

intestinal por la continua replicación parasitaria, generando un cuadro hiperagudo 

con afección regional y escasa parasitemia diseminada. Los hallazgos 

microscópicos del presente caso son particularmente interesantes ya que 

presentan elementos característicos de estadios de reproducción sexual de tipo 

coccidia, similares a los descritos en los hospedadores definitivos del ciclo 

biológico de T. gondii, que son los felinos domésticos y silvestres. Algunas 

referencias en la literatura plantean casos similares en mamíferos marinos en los 

que, se identificarón otros parásitos Apicomplexa, o bien, sin poder asociar de 

forma contundente a T. gondii en las alteraciones intestinales descritas en cada 

caso (Dubey, 2010). 

 Dubey y colaboradores (2002a) describieron un caso de coccidiosis 

intestinal en una cría de delfín listado (Stenella longirostris) de vida libre en las 

costas de Hawaii, E.U. Microscópicamente se apreció neumonía intersticial 

subaguda y enteritis necrótica multifocal a lo largo de toda la mucosa, con 

númerosas estructuras parasitarias intracelulares compatibles con protozoarios 

Apicomplexa en diferentes estadios de maduración incluyendo esquizontes 

(uninucleados a multinucleados), gametocitos femeninos y ooquistes. Los 

hallazgos se confirmaron por microscopia electrónica de transmisión, 

observándose aspectos morfológicos y organelos propios de la familia (conoide, 

micronemas, roptrias, etc). La causa de muerte del animal se asoció a debilidad 

por inanición, enteritis por coccidias y la neumonía intersticial moderada. 

Morfológicamente, los protozoarios estudiados se describieron como coccidias, 

debido a que no se pudo identificar el género al que correspondía.  
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 Colegrove et al. (2011) estudiaron en 5 leones marinos de California 

(Zalophus californianus) y en una foca vitulina (Phoca vitulina), con lesiones 

intestinales asociadas a infección por protozoarios Apicomplexa. En este informe, 

se observarón múltiples estadios de parásitos intracelulares, incluyendo 

esquizontes con merozoitos así como gametocitos esféricos (micro y 

macrogamontes), cuya morfología era compatible con coccidias. La presencia de 

parásitos se confirmó por microscopia electrónica de transmisión. 

Serológicamente, los animales resultaron negativos a la detección de anticuerpos 

IgG contra T. gondii, S. neurona y N. caninum. Por inmunohistoquimica, las 

estructuras parasitarias resultaron inmunopositivas contra T. gondii utilizando tres 

diferentes antisueros policlonales. Sin embargo, al utilizar anticuerpos 

monoclonales, sólo se detectó marcaje parcial para enolasa, por lo que el 

diagnóstico de T. gondii se consideró no concluyente y el marcaje para S. neurona 

y N. caninum resulto negativo. Por PCR, las muestras de tejido intestinal 

resultaron negativas para el gen B1, el cual es especifico de T. gondii.  

 El presente caso del delfín del Atlántico tiene que ser tomado con reserva 

pero considerando su relevancia biológica, ya que al haberse identificado estadios 

correspondientes del ciclo sexual de T. gondii y otras coccidias, los hallazgos 

sugieren que el delfín afectado podría considerarse como un hospedador definitivo 

dentro del ciclo de vida de T. gondii, como lo han planteado otros autores para 

diversas especies acuáticas. Esto podría dar la pauta para la descripción del 

mecanismo por el cual T. gondii afecta a diferentes mamíferos marinos, tanto 

cetáceos como pinnípedos, con desarrollo de diferentes cuadros de 

toxoplasmosis, incluyendo cuadros de curso agudo y crónicos, así como la 

potencial presencia de co-infecciones. Sin embargo, aunque los estadios 

identificados intestinalmente fueron inmunopositivos por dos técnicas, los 

antisueros empleados fueron policlonales, y por lo tanto, existiendo la posibilidad 

de que crucen y marquen otros parásitos Apicomplexa. 

De forma similar a los casos de co-infección en canguros rojos, posterior al 

término de la parte experimental del presente trabajo de investigación, el DNA 

104 



extraido de la sección de intestino delgado del delfin fue evaluada por PCR en 

tiempo real, utilizando como blanco al gen multicopia B1 especifico de T. gondii, 

resultando la muestra positiva al ensayo, la cual se corrió por triplicado. 

Independiente del resultado, el caso se continuara analizando por técnicas 

moleculares para otros marcadores de T. gondii multicopia en punto final, 

marcadores para PCR-RFLP e intentar su genotipificación, así como montar una 

PCR punto final para actina u otro componente del citoesqueleto, especifico de 

tejido de delfin, que respalde la información generada a la fecha. 

 

7.2.6 Toxoplasmosis crónica neurológica 

 A diferencia de los casos considerados “asintomáticos”, por la ausencia de 

estructuras parasitarias, en este tipo de presentación predominó la presencia de 

quistes tisulares como alteración principal, con leve a moderada cantidad de 

estructuras en la mayoría de los casos, siendo todos en marsupiales australianos, 

así como dos casos de monos ardilla, clasificados previamente como reinfección.  

 Esta presentación y la toxoplasmosis aguda diseminada, son las que más 

se han documentado en la literatura en una amplia variedad de especies (Dubey y 

Jones, 2008; Dubey, 2010; Lindsay y Dubey, 2014). 

 El quiste tisular es una parte integral del ciclo de vida de T. gondii y puede 

ser formado a partir de los tres días postinfección. Además de sistema nervioso, 

ojo y músculo esquelético, los quistes tisulares se pueden desarrollar en 

prácticamente cualquier órgano visceral. La distribución y cantidad de dichas 

estructuras, es controlada en parte por el hospedador infectado, siendo variable 

entre cada especie, y en algunas de ellas, presentándose un mayor número en 

músculo esquelético que en el encéfalo. Dichas observaciones se han descrito 

tanto de forma experimental como bajo infección natural. Particularmente, en el 

ratón, el encéfalo es el órgano que puede llegar a contener mayor cantidad de 

quistes tisulares; incluso se pueden llegar a observar cúmulos de quistes tisulares 

en ratones infectados con cepas particulares de T. gondii, y en algunos casos los 

animales se observan clínicamente sanos. El grosor y la definición de la pared 
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varían dependiendo de la cronicidad de la infección y la célula parasitada. Por otra 

parte, la ruptura de quistes tisulares esta poco documentada, sin embargo se ha 

descrito que puede llegar a presentarse con subsecuente multiplicación de los 

zoítos y conducir a un cuadro de toxoplasmosis fulminante, incluso en ratones 

infectados crónicamente (Dubey y Frenkel, 1976; Ferguson et al., 1991; Dubey, 

1997a, 1997b, 2010; Knoll, Tomita y Weiss, 2014). 

 En algunos de los animales estudiados, la presencia de quistes tisulares se 

acompañó de respuesta celular (gliosis o inflamatoria), sugiriendo su  exposición, 

o reactivación con la subsecuente invasión del parénquima nervioso, estimulando 

la consecuente respuesta del hospedador afectado. Así mismo, dichos hallazgos 

coincidieron con algunas de las historias clínicas, en las que se refirió 

manifestación de signos nerviosos previos a la muerte de los animales. Por otra 

parte, en el resto de los casos, que además no tenían antecedentes clínicos de 

signología nerviosa, los animales presentaron quistes tisulares sin la presencia de 

alguna otra alteración relacionada. Otros datos que llamarón la atención de esta 

presentación, fueron los siguientes: 

 La distribución de los quistes tisulares prevaleció a nivel de encéfalo medio, 

abarcando tanto la corteza como el tallo cerebral, de forma similar a lo 

descrito por otros autores en otras especies. 

 En el caso de los wallabys, los quistes tisulares eran de tamaño discreto y 

característicamente la pared no era visible o era muy delgada, 

probablemente por el poco tiempo o cronicidad con que se habían 

desarrollado en el tejido. 

 

7.2.7 Toxoplasmosis crónica congénita 

 La presentación de toxoplasmosis más frecuente en los ovinos es la 

asociada a transmisión congénita, siendo por lo general asintomática en la madre 

y con diferente efecto clínico-patológico en los productos afectados. Dependiendo 

del tercio de la gestación en el que se infectó la madre, las posibilidades de 

transmisión y posterior daño al producto pueden variar y generar diferentes 
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secuelas. Por ejemplo, la infección materna temprana (durante el primer y 

segundo tercio) puede generar lesiones en la placenta o un estímulo exagerado de 

la respuesta inmune, causando muerte fetal, reabsorción o aborto. En contraste, la 

infección materna durante el tercer trimestre usualmente resulta en toxoplasmosis 

subclínica en los recién nacidos. En estos últimos casos, la infección aguda tiende 

a la cronicidad con la formación de quistes tisulares (por efecto y control de la 

respuesta inmune del hospedador) con o sin posteriores secuelas en sistema 

nervioso y ojo, principalmente (Elbez-Rubinstein et al, 2009; Dubey, 2010; 

Benavides et al., 2011). 

 Del total de casos analizados, uno correspondió a esta presentación, 

coincidiendo en la mayoría con lo descrito en la literatura. El caso fue de un 

cordero neonato originario de Sinaloa, en el que se observaron abundantes 

quistes tisulares persistentes (más de 14) en una sola sección de encéfalo medio 

(corte coronal a nivel del tálamo). Si bien la presencia de los quistes tisulares es 

característica de toxoplasmosis congénita e indicativa de infección de la madre en 

el último tercio de la gestación, es importante destacar los siguientes hallazgos 

microscópicos:  

 La cantidad de quistes tisulares en relación a la superficie de tejido 

evaluado es abundante, comparada con el resto de los casos de otras 

especies, en los que fue necesarios fue necesario revisar más de tres 

regiones neuroanatómicas por animal (toxoplasmosis neurológica), 

encontrando de uno a cuatro quistes tisulares. 

 Los quistes tisulares encontrados a nivel del tallo cerebral aparentemente 

fueron de mayor tamaño y con pared más gruesa en comparación con los 

de la corteza. Es posible que la vascularización favorezca una diseminación 

más temprana en el tallo cerebral y posteriormente a la corteza, explicando 

a su vez un mayor grosor de la pared por una mayor longevidad o 

formación más temprana del quiste tisular. 

 Independientemente de su localización neuroanatómica, los quistes 

tisulares se encontraban viables con inmunopositividad homogénea, sin 
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observarse adyacente a ellos, gliosis o respuesta inflamatoria no 

supurativa. Así mismo, tampoco se observaron focos de mineralización o 

distención de ventrículos laterales, las cuales son otras lesiones frecuentes 

en este tipo de casos. 

 La única zona con alteraciones mínimas fue en la sustancia blanca de la 

transición de la corteza con el tallo cerebral (con presencia de gliosis y 

degeneración de sustancia blanca leve zonal) sin poderse asociar a la 

infección por T. gondii, independiente de que se evaluaran tres cortes 

diferentes de la misma zona en. Tampoco hubo evidencia de vestigios de 

pared de quistes tisulares inmunopositivos.  

 De forma general, las neuronas presentaron cambios degenerativos de 

leves a moderados, con satelitosis y neuronofagia aleatoria, sugiriendo 

además de la infección crónica congénita por T. gondii, otro posible proceso 

asociado de tipo nutricional, metabólico o incluso tóxico. 

 Los hallazgos microscópicos antes mencionados son similares a lo referido 

en la literatura, siendo descritos en ovinos y otras especies, tanto en infecciones 

naturales como experimentales (Ferguson et al., 1991; Dubey, 1997a, 1997b, 

2010; Elbez-Rubinstein et al, 2009; Benavides et al., 2011; Dellacasa-Lindberg et 

al., 2011). 

 

 

7.3 Genotipos de T. gondii determinados a partir de casos de animales 
domésticos y fauna silvestre 

 Los genotipos de T. gondii determinados en el presente estudio 

correspondieron a tipo I (clonal) y tipo I con bandas extra (I/u-1, no clonal), esto 

mediante PCR-RFLP, independientemente del tejido estudiado (Ej.: pulmón, 

hígado, bazo, linfonodo, corazón, encéfalo, entre otros) o de la especie 

involucrada (Ej.: primates, marsupiales, carnívoros, etc.). Los resultados 

contrastan con lo publicado en México, observándose diferencias y similitudes, 

que se pueden delimitar en tres aspectos principales:  
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 Los aislamientos provenientes del Estado de Durango corresponden a 

genotipos recombinantes y atípicos (Dubey et al., 2009c, 2013a; Alvarado-

Esquivel et al., 2011f); de los cuales los aislamientos #9, 74 y 222 difieren al 

tener alelos tipo II y III para los marcadores SAG3 y GRA6. Por otra parte, 

los aislamientos con genotipos #73 y 155 fueron similares al presentar 

alelos tipo I para el marcador SAG3. Sin embargo, ninguno de los genotipos 

de Durango se observaron bandas extra (I/u-1) para SAG3 o GRA6. 

 Un segundo grupo de aislamientos a partir de gallinas de traspatio del valle 

de México con genotipo III clonal (ToxoDB #2), difieren con lo determinado 

en los animales estudiados (Dubey et al, 2004, 2009c). 

 El último grupo corresponde a genotipos determinados de casos clínicos 

perinatales de toxoplasmosis en humanos, del valle de México e Hidalgo 

(Rico-Torres et al., 2012), los cuales presentaron diferente signología y 

progreso. El análisis de las diferentes muestras con cuatro marcadores para 

PCR-RFLP (SAG2, SAG3, GRA6 y BTUB) puso en evidencia genotipos I y 

I/u-1, con diferente distribución en los marcadores utilizados, siendo dos 

casos genotipo I y los otros dos considerados atípicos, aunque con 

diferencias entre ellos. Los genotipos determinados a partir de los animales 

estudiados en el presente estudio son similares a los mencionados en estos 

casos perinatales. Incluso en dos de los casos de humanos, a partir de 

muestras de leucocitos empleando el marcador SAG3, se determinó 

genotipo I, siendo el mismo que se identificó en la mitad de las muestras de 

diferentes animales del presente estudio.  

 

 

7.4 Genotipos de T. gondii determinados a partir de aislamientos previos  
 Los tres aislamientos estudiados resultaron genotipo I (ToxoDB #10) por 

PCR-RFLP, para los cuatro marcadores genéticos empleados (SAG2, SAG3, 

GRA6, BTUB), siendo diferentes a lo documentados en el país, pero similares a 

los genotipos determinados en otros hospedadores a nivel mundial.  
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 Al presentar alelos tipo I para todos los marcadores, también pueden ser 

considerados o clasificados como genotipos pertenecientes al haplogrupo 1, de 

tipo clonal o clásico, con distribución en América del Norte y Europa, 

principalmente (Su et al., 2012; Shwab et al., 2014). 

 De los tres aislamientos, sólo se pudieron analizar bioinformaticamente las 

secuencias (GRA6) de dos de ellos, obteniéndose una mayor resolución en 

comparación con el PCR-RFLP, lo que generó datos relevantes y particulares: 

 El aislamiento P REP presentó 100% de similitud con el genotipo OkiTp-

123-GB (haplogrupo 1), descrito por Zakimi et al. (2006). En dicha 

publicación, se analizaron linfonodos de cerdos con lesiones necróticas o 

hemorrágicas sugerentes de infección por T. gondii. Se determinaron por  

secuenciación de una región del gen GRA6, genotipos II (2 aislamientos) y 

9 genotipos con diferencias puntuales en la secuencia de nucleotidos en 

comparación con los clonales, encontrándose el genotipo OkiTp-123-GB 

adyacente al genotipo clonal RH, tipo I, dentro del cladograma construido. 

El dato más relevante implica que dichos animales eran originarios de una 

isla en Japón, sin tener una relación aparente con el aislamiento del 

presente estudio. La información obtenida correspondió a un solo gen, por 

lo que este dato tiene que ser tomada con reserva, ya que existe la 

posibilidad de que aunque estén descritos varios cambios polimórficos en 

dicho marcador, éste sea más conservado que lo estimado a la fecha y su 

distribución filogenética sea mayor a nivel mundial.  

 El aislamiento G 32 presentó 99% de similitud con cepas del haplogrupo 1 

(RH, GT1, etc.), teniendo diferencias discretas y puntuales en la secuencia, 

por lo que es posible sugerir de que se trate de un genotipo único en el 

país. Sin embargo, de igual manera que el aislamiento anterior, la 

información generada tiene que ser interpretada con reserva, ya que se 

requiere realizar un análisis genético más amplio, para obtener mayor 

información y resolución del genoma estudiado, que permitan definir y 

caracterizar dicho aislamiento.   
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7.5 Correlación anatomopatológica y molecular de casos de toxoplasmosis y 
aislamientos previos 

 

7.5.1 Casos en marsupiales australianos 

 A la fecha, los estudios en los que se relaciona el patrón de lesiones por la 

infección de T. gondii y el genotipo involucrado son escasos. Solamente hay 

cuatro referencias en la literatura científica en los que se describen esta relación: 

en wallabys con ceguera y signos nerviosos (en Estados Unidos), con genotipo III 

identificado; en canguros con toxoplasmosis diseminada (en Argentina), con 

presencia de genotipos II y III; canguros de Australia con signología nerviosa y 

muerte súbita, con genotipos atípicos; y en wallabys de España, con 

toxoplasmosis diseminada se identificó un genotipo atípico por microsatélites 

(Dubey y Crutchley, 2008; More et al., 2010; Parameswaran et al., 2010; 

Fernández-Aguilar et al., 2013). 

 En el presente trabajo de investigación, los casos de toxoplasmosis en los 

marsupiales australianos fueron los que tuvieron una mayor variación clínico-

patológica (así como subpresentaciones), incluyendo toxoplasmosis aguda 

diseminada, reinfección, coinfección, toxoplasmosis crónica y casos asintomáticos.  

Los genotipos identificados fueron I y I/u-1, sin tener alguna asociación aparente 

con el tipo de presentación. 

Sin embargo, al analizar por separado cada especie, los canguros rojos, 

provenientes de Guadalajara, sólo presentaron genotipos I/u-1 asociados a 

cuadros de curso agudo (diseminada, reinfección y coinfección); mientras que en 

los canguros grises con presentación crónica neurológica y asintomática, el 

genotipo correspondió a tipo I. Los wallabys por otra parte, tuvieron ambos 

genotipos en casos de toxoplasmosis crónica neurológica, con o sin respuesta 

inflamatoria o glial. Todos los canguros grises y wallabys fueron procedentes de la 

Ciudad de México.  

Los hallazgos antes mencionados en dichas especies corresponden a la 

primera descripción y clasificación anatomopatologica detallada en el país, y que 
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presenta la correlación del genotipo asociado directamente a la lesión o con 

evidencia de la presencia de estructuras parasitarias en cada tejido evaluado. Bajo 

este esquema, se observaron diferencias al compararlos con casos descritos en la 

literatura mundial. En varias de las referencias, la identificación o aislamientos de 

T. gondii, fue a partir de un tejido diferente (músculo o encéfalo, cuyos quistes 

tisulares que tuvieran podrían ser de una infección previa) de los que se 

encontraban afectados con lesiones necróticas y causaron la muerte en cada caso 

o al conjunto de animales involucrados (More et al., 2010; Parameswaran et al., 

2010; Fernández-Aguilar et al., 2013). El único articulo donde se evaluaron las 

lesiones producidas por T. gondii y el genotipo asociado, es el de Dubey y 

Crutchley (2008), en el cual los aislamientos de T. gondii de wallabys con cuadros 

de encefalitis y ceguera, resultaron genotipo II para un solo marcador (SAG2) 

estudiado.  

 Recientemente, Pan y colaboradores (2012) describieron la genotipificación 

de T. gondii en 16 macrópodos adultos (Macropus rufus, M. fulginous y M. 

robustus) de vida libre, del oeste de Australia, los cuales no presentaban signos 

clínicos aparentes previo a su deceso. De cada animal, se recolectaron muestras 

de diferentes tejidos, extrayéndose el DNA por separado, haciendo el diagnóstico  

por PCR y realizando su genotipificación por secuenciación, utilizando como 

blanco los genes B1, SAG2 y SAG3. De las 80 muestras de tejido evaluadas, 45 

resultaron positivas por lo menos para uno de los tres marcadores. Considerando 

al gen B1 como marcador diagnóstico, los 16 animales tuvieron por lo menos una 

muestra positiva, 13 macropodos tenían infección en más de un órgano y dos 

animales resultaron positivos en los cinco tejidos evaluados. Así mismo, se 

encontró evidencia de infección múltiple en los animales estudiados, al 

identificarse en diferentes tejidos de un mismo animal, distintos genotipos. El 

análisis de las secuencias de los tres marcadores permitió la identificación de 45 

genotipos diferentes, siendo la gran mayoría distintos a los genotipos clonales 

clásicos (I, II y III).  
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 Este último concepto de infección múltiple también se pudo evidenciar en 

los marsupiales del presente trabajo de investigación, correspondiendo a los casos 

de reinfección, que se presentaron en más de un animal. Dicha situación, apoyado 

por lo referido en la literatura científica, proporciona un precedente para proponer 

que estas especies realmente no son tan susceptibles como se ha considerado a 

la fecha, y que podrían ser otros los factores, los que podrían estar favoreciendo el 

desarrollo de enfermedad y mortalidad independiente del genotipo asociado, 

incluso si se tratara de genotipos considerados virulentos, como son los tipo I o 

atípicos. 

 

7.5.2 Casos en primates del Nuevo Mundo 

 En este grupo de animales, solo se observó la presentación de 

toxoplasmosis aguda diseminada con lesiones menos severas que las descritas 

en los marsupiales australianos, pero suficientes para causar la mortalidad en 

estas especies. Lo anterior permite considerar a los primates del Nuevo Mundo 

como las especies más suceptibles de fauna silvestre, sin que sea necesario el 

desarrollo y progreso de lesiones más graves y extensas. 

 A pesar de que la gran mayoría de las muestras evaluadas por PCR 

resultaron positivas, solamente en dos casos de monos ardilla, se logró identificar 

en diferentes tejidos con lesiones de curso agudo, el genotipo de T. gondii 

asociado, el cual resulto ser de tipo I.   

 De forma similar que en los marsupiales australianos, los hallazgos 

encontrados en los primates del Nuevo Mundo son los primeros descritos en el 

país, y los terceros documentados en la literatura científica, con diferente genotipo 

involucrado, independiente del curso agudo descrito en dichas publicaciones 

(Salant et al., 2009; Carme et al., 2009). Cabe señalar, que independiente del 

genotipo involucrado, el desarrollo de lesiones es similar en estas especies.  

Salant et al. (2009) estudiaron un brote de toxoplasmosis en una colonia de 

monos ardilla en Israel, en el que se detecto una seropositividad del 79.1% (19 de 

24 animales). De estos, 7 monos ardilla murieron (5 seropositivos y dos 
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negativos), sin presentar alteraciones aparentes al estudio postmortem, sin 

embargo por histopatología se apreciaron lesiones de curso agudo con presencia 

de estructuras parasitarias compatibles con taquizoítos. Por PCR, muestras de 

pulmón e hígado de los siete animales resultaron positivas, así como de miocardio 

(6 de 7) y encéfalo (5/7). Las muestras de tres animales se genotipificación por 

PCR-RFLP utilizando el marcador SAG2, identificando en todos los animales, un 

genotipo III involucrado.  

En el mismo año, Carme y colaboradores (2009) describieron dos brotes de 

toxoplasmosis en una colonia de monos ardilla de un centro de investigación en la 

Guyana Francesa. El primer brote se presentó en el 2001, en animales que 

habitaban dos jaulas contiguas, con signos clínicos que incluían astenia, dificultad 

respiratoria y abundante descarga oronasal; muriendo un total de 22 animales. El 

2do brote se presentó en el 2006 en dos episodios: en el primero cinco monos 

murieron 48 horas después de presentar signos similares a los del brote del 2001, 

conviviendo dichos animales con otros 35 en dos jaulas adyacentes. Tres 

semanas después, se presento el segundo episodio, en el que enfermaron 20 de 

35 animales con signos similares, muriendo todos dentro de las 36 horas 

posteriores a la manifestación de signos clínicos. El diagnostico molecular se 

realizo mediante PCR a partir de tejidos congelados de la mortalidad de ambos 

brotes (2001 y 2006) y de muestras de sangre del segundo (2006); utilizando 

como blanco una región repetitiva de 529 pb. En ambos brotes, muestras de 

pulmón, hígado, bazo, corazón y sangre, de 6 de 8 animales resultaron positivas. 

La genotipificación se realizó empleando 12 microsatelites, identificándose dos 

genotipos diferentes, uno para los animales del brote del 2001 y otro para los 

monos de los dos episodios del 2006, presentando ambos aislamientos la mayoría 

de los microsatélites con alelos para genotipo II y los restantes con alelos de 

genotipos no clásicos o atípicos.  
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7.5.3 Casos en carnívoros silvestres 

 En el presente trabajo de investigación fue posible estudiar tres casos de 

carnívoros silvestres, identificando en dos de ellos el genotipo de T. gondii 

involucrado. 

 El primer caso correspondió a un jaguar (Panthera onca), el cual al no 

presentar lesiones asociadas a infección por T. gondii ni presencia de estructuras 

parasitarias, se incluyó en los casos asintomáticos. El animal cursaba con un 

cuadro de enfermedad proliferativa (leucemia), muriendo por el progreso y 

diseminación de la neoplasia. Despues de analizar por PCR diferentes muestras 

de tejido con los marcadores antes mencionados, en algunas de ellas se pudieron 

obtener bandas tenues para el marcador SAG3. Posteriormente, mediante la  

digestión enzimática del producto de amplificación, se logró evidenciar un patrón 

de bandas genotipo I. Durante el progreso de su enfermedad, no se observaron 

signos clínicos de alguna otra entidad, incluyendo agentes infecciosos; así mismo, 

en la evaluación postmortem no hubo evidencia de lesiones agudas o crónicas de 

T. gondii, sugiriendo que a pesar de tratarse de un genotipo I, este no fue virulento 

para dicho hospedador, ni tampoco se reactivó independiente cursara con un 

condición de inmunosupresión por efecto de la enfermedad neoplásica. La única 

referencia sobre el genotipo de T. gondii documentado a la fecha a partir de un 

jaguar (de vida libre o en cautiverio), es la de Demar et al. (2008), quienes 

describen la identificación del genotipo X (haplogrupo 12), a partir del estudio de 

diferentes muestras de dicho animal, procedente de la Guyana Francesa. Dicha 

información difiere con lo documentado en el presente caso.  

La toxoplasmosis clínica ha sido diagnosticada raramente en felinos de vida 

libre, presentándose la mayoría de los casos con cuadros de toxoplasmosis aguda 

diseminada o cuadro diarreicos principalmente en animales jóvenes de zoológicos 

o colecciones particulares (Dorny y Fransen, 1989; Lukesova y Literak, 1998; Hill 

et al., 2005; Dubey, 2010;). En los últimos años, la identificación de distintos 

genotipos de T. gondii en felinos con o sin signos clínicos, tanto en cautiverio 

como en vida libre y en diferentes partes del mundo, se ha incrementado y 
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caracterizado de una forma más amplia en diversas especies, identificándose 

genotipos clónales (I, II, III y haplogrupo 12, antes X y A), recombinantes y atipícos 

(haplogrupo 11, genotipo #222) (Aramini et al., 1998; Dubey et al.,; Miller et al., 

2004; Alerte, 2008; Dubey et al., 2008c; 2010a; Pena et al., 2011; Vitalino, 2012;  

Dubey et al., 2013a, 2013b; Cañón-Franco et al., 2013; Herrmann et al., 2013).  

 El segundo caso correspondió a un oso negro americano (Ursus 

americanus), que de forma similar al caso anterior, no presentó lesiones asociadas 

a infección por T. gondii ni presencia de estructuras parasitarias, muriendo el 

animal de un cuadro de insuficiencia renal crónica. Al evaluar los tejidos por PCR y 

PCR-RFLP, fue el único caso donde se obtuvo información de dos marcadores, 

determinando con SAG3 genotipo I y con GRA6 genotipo I/u-1. Con base en estos 

resultados, el genotipo del caso se consideró como atípico, siendo distinto al 

compararlo con los genotipos determinados en las demas especies del presente  

estudio.   

 En ursidos de vida libre o de cautiverio no se han descrito cuadros clínicos 

de toxoplasmosis. La identificación de anticuerpos contra T. gondii, el aislamiento 

y la genotipificación, solamente se ha documentado en ursidos de Canadá, 

Estados Unidos y Noruega. La seroprevalencia se ha descrito en oso polar (Ursus 

maritimus) del 0.0 al 21.4%, en oso grizli (Ursus arctos) del 0.0 al 25% y en oso 

negro del 15.0 al 84.0% (Ursus americanus). En esta última especie, es en la 

unica en la que se han logrado aislamientos por bioensayo en ratón y gato (a partir 

de muestras de corazón principalmente), genotipificandose por PCR-RFLP 

multilocus, identificandose los tipos clonales (I, II, III) y recombinantes (II/III y I/II/III) 

(Dubey et al., 2008c, 2010b, 2013b; Lindsay y Dubey, 2014).     

 Recientemente, Dubey y colaboradores (2013b), estudiaron 66 osos negros 

del estado de Maryland, EU, determinando anticuerpos contra T. gondii en el 

25.7% (17 de 66) de los animales mediante aglutinación modificada. 

Posteriormente por bioensayo en ratón, se obtuvieron tres aislamientos, que al 

genotipificarse por PCR-RFLP multilocus, resultaron en tres genotipos diferentes: 

el primer aislamiento como tipo clonal II (ToxoDB #1), el segundo como 
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recombinante clonal (ToxoDB #4, haplogrupo 12) y el tercero también 

recombinante pero diferente al anterior (ToxoDB # 216).    

 El genotipo determinado en este caso, si bien es similar en su presentación 

clínica (caso asintomático) con lo descrito por otros autores, difiere con respecto al   

genotipo identificado. A su vez, también es el primer caso en esta especie descrito 

en el país. 
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8. CONCLUSIONES 

 El presente trabajo de investigación permitió generar información sobre los 

genotipos de T. gondii en México, no descritos previamente, los cuales fueron tipo 

I clonal y atípicos, que se asociaron a diversas presentaciones clínico-patológicas 

de toxoplasmosis en animales domésticos y fauna silvestre. 

Se generó información sobre la coexistencia de T. gondii con N. caninum; 

en caninos, así como de coinfección con un agente viral sugerente de herpesvirus 

en marsupiales australianos, cuya interacción no ha sido descrita en la literatura 

científica de nuestro país. 

Se describió la presentación de toxoplasmosis aguda intestinal en un delfín 

del Atlántico, con la identificación de estadios sexuales de T. gondii, la 

confirmación de esta presentación aportará elementos para explicar la 

diseminación e impacto de la infección de T. gondii en diferentes mamíferos 

marinos.  

 La identificación de los genotipos de T. gondii, tanto de los casos clínico-

patológicos como de los determinados a partir de aislamientos previos 

provenientes de animales asintomáticos, proporciona una nueva visión sobre su 

diversidad genética en México y en distintos hospedadores, con repercusión 

clínico-patológica variable, lo que generó información relevante para explicar el 

papel que juegan las especies domésticas y fauna silvestre, en el mantenimiento y 

extensión de la diversidad genética de T. gondii en nuestro país.  
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Abstract 
The aim of this paper is to describe the frequency of IgG antibodies to T. gondii and N. 
caninum in dogs from different municipalities of the state of Guanajuato. We studied 252 
serum samples from dogs of 8 different municipalities of the state, each animal provided 
data like gender, age, whether the animals were purebred or mixed, if they lived in rural or 
urban, in the inside or outside of the house and if they lived with dogs or cats. For T. 
gondii, determined a general frequency of 29.4% (74 of 252) and 29.0% (73 of 252) for N. 
caninum, while 52 animals (20.6%) were positive for both parasites. Twenty two animals 
(23.1%) had antibodies only against T. gondii and 21 (22.1%) only for N. caninum. The 
results by gender, no statistical difference was observed for T. gondii, N. caninum or both 
parasites. For other variables, was observed significant difference for T. gondii in race, 
habitat and coexistence; for N. caninum, only in race, and for both parasites, in race and 
origin. Comparing the frequencies by age, strata and municipalities, no significant 
difference was observed. Based on the results described above, we consider the 
distribution of these two protozoa could be virtually throughout the state. Although the 
overall frequency close to 30% are not as high as in other studies conducted in the 
country, we think that the percentages obtained are indicative of a constant exposure of 
canines to these two infectious agents in addition noteworthy that the dogs had higher 
frequencies of antibodies against these parasites were those living in urban areas. Also, 
although achievement presented evidence that dogs exposed to either agent. It is 
necessary to continue this type of studies in this and other species, to determine the 
conditions favoring the presentation and maintenance of biological cycles of these 
parasites, and their impact on public health in the state of Guanajuato.  
 
Keywords: Toxoplasma gondii, Neospora caninum, dogs, frequency, Guanajuato, Mexico. 
 
 
INTRODUCTION  

Toxoplasma gondii and Neospora caninum are two Apicomplexan protozoan 
parasites that infect a wide variety of warm-blooded vertebrates including dogs. In these 
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species both parasites can be transmitted congenitally. Most cases are asymptomatic, but 
both agents can cause neuromuscular disorders, encephalitis, systemic disease, 
keratoconjunctivitis and dermatitis (de Brito et al., 2002; Dubey and Jones, 2008a; Al-
Qassab et al., 2009; Plugge et al., 2011).  

Some authors believe that the rate of T. gondii infection in the dog population is an 
indicator of environmental contamination and therefore it may serve to suggest risk level 
for humans (de Brito et al., 2002). Being dogs the definitive hosts of N. caninum, they 
represent a risk for horizontal transmission to other animals, mainly cattle (Cruz-Vázquez 
et al., 2008).  

Both parasites are found worldwide, with a seroprevalence varying from 2 to 89% 
for T. gondii and from 0 to 100% for N. caninum, depending on the geographical region, 
the habitat (urban or rural) or the alimentary habits of the host (Dubey et al., 2007a; Dubey 
et al. 2007b). In Mexico, the prevalence of these parasites has been separately described 
in several hosts and different regions, mainly in the north and center of the country. The 
data indicated the presence and maintenance of the biological cycles. Studies of T. gondii 
have been conducted mainly in humans, sheep and cats while N. caninum has been 
primarily studied in bovines (Besné-Merida et al., 2008; Caballero-Ortega et al., 2008; 
Cruz-Vázquez et al., 2008; Alvarado-Esquivel et al., 2011).  

Both parasites have been searched separately in dogs of some states of our 
country, and frequencies of 34.0 to 61.7% for T. gondii and 1.9 to 51.8% for N. caninum 
have been found (Martínez-Maya, 1986; Sánchez et al., 2003; Cruz-Vazquez et al., 2008; 
Dubey et al., 2007a; Dubey et al., 2009; Cedillo-Peláez et al., 2011; Cedillo-Peláez et al., 
2012). There is only one study in Northern of Mexico (Durango) in which the frequency of 
antibodies to both parasites was determined, with no coinfection detected (Dubey et al., 
2007a).  
 The State of Guanajuato is located in the central part of the country, with variable 
climate within, from dry -warm to humid-template. It is considered one of the leading 
agricultural entities in the country with a diversity of crops of about 70 species. Likewise, 
Also, bovine and goat production is distribuited throughout the State, while pigs are 
concentrated in the center and south, and sheep in the north and northeast 
(http://sda.guanajuato.gob.mx.html, 2012). In most of these production systems the 
presence of  both domestic and feral cats and dogs is common, which together with the 
environmental aspects, suggest that there are conditions necessary for the transmission 
and dissemination of both parasites to others hosts throughout the state. 
 In a preliminary study we determined IgG antibodies to T. gondii in 73 dogs in three 
municipalities of the State of Guanajuato, obtaining an overall frequency of 42.5% (Cedillo-
Pelaez et al., 2011). The results generated interest in analyzing their potential impact on 
human and animal health, as well as coexistence with other parasites such as N. caninum. 
  
MATERIAL AND METHODS 
 The study was conducted in the state of Guanajuato (21° 52' - 19° 55' N and 99° 
41' - 102° 09' W) located in the central part of the country at an average altitude of 2,305 
meters above sea level (Figure 1). It is an area of 30,607 km2, with average annual 
temperature of 18.2°C (5.2 to 30°C) and rainfall of 702.4 mm. Its climate is dry and 
semidry mainly in the North (covering 43% of the state surface) warm humid in the South-
West and East (33% of the surface). The rest of the state is tempered humid (24% of the 
surface). The total human population in the state is >5,486,000 inhabitants. 
(www.inegi.org.mx, 2012; http://mapserver.inegi.gob.mx/2011; http://sda.guanajuato. 
gob.mx.html, 2012).  
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 We studied 252 serum samples taken from an existing bank collected for other 
research works related to parasitic infections during the vaccination campaign against 
rabies in 2011. For this study those samples that did not have the information described 
below or which amount was insufficient, were not included. Data gathered from each 
animal included  gender, age (estimated on the basis of dentition) race type, i.e. whether 
they were purebred or mixed, if they lived in rural or urban zones, inside or outside the 
house and if they lived with other dogs or cats. The animals were from eight municipalities 
of the state (Figure 1).  

The detection of IgG antibodies to T. gondii was carried out by indirect ELISA, 
following the methodology described before and always including negative and positive 
control sera from dogs previously evaluated (Cedillo-Pelaez et al., 2012).  The samples 
were evaluated in polystyrene 96-wells plates (Nunc-Immnuno™ Plates, Thermo 
Scientific) covered with 5 μg/ml of crude extract from T. gondii RH strain tachyzoites. Each 
serum was diluted 1:400 in PBS 0.05% Tween 20 (PBS-Tween) and incubated at 37°C for 
2 hours. Subsequently, the plates were washed and added with the specific conjugate 
(anti-dog IgG, Sigma) coupled to peroxidase, diluted 1:2500 in PBS-Tween, and incubated 
as before. The plates were then washed and the chromogen-substrate solution (H2O2/O-
phenylendiamine) was added left in the dark until color development. The reaction was 
stopped with 50 μL of 0.1 N sulfuric acid to each well. 
 For detection of antibodies against N. caninum, we used the antigen-covered 
plates of a commercial indirect ELISA kit for bovines (CIVTEST BOVIS Neospora©, 
HIPRA Laboratories) and performing the rest of the assay as that for T. gondii, including 
the development solution. Sera were tested at 1:100 dilution, as suggested in the kit and in 
two publications on the search for dog antibodies using similar kits (Sanchez et al., 2003; 
Cruz-Vazquez et al., 2008).  

The absorbance values for both assays were obtained by reading each plate in a 
commercial ELISA reader (Turner Biosystems 9300-010) at 490 nm. The cutoff points 
were estimated based on frequency distribution of negative sample values (Wouda et al., 
1999, Sanchez et al., 2003). Results were expressed as ELISA index (EI) based on that 
described by Silva et al. (2002), using the following formula: EI = OD sample / OD cutoff 
(OD: Optical density). Samples with IE ≥1.0 were considered positive. The frequencies of 
antibodies per age group and gender, as well as other biometric data were calculated with 
Excel (Microsoft Office 2003). To compare the antibody frequency among areas and the 
relation to climate, municipalities were grouped in dry-semidry-tempered-climate (DSDT) 
and warm humid (WH).  

 Antibody frequency differences were statistically tested by Chi square, using Epi-
Info V7.0 (CDC, Atlanta, GA, USA), P-values <0.05 were considered significant. 
 
RESULTS 
 Anti-T. gondii and N. caninum antibodies were present in 29.4% (74) and 29.0% 
(73) of the 252 dogs , while 52 animals (20.6%) were positive for both parasites (Figure 2). 
Twenty two animals (23.1%) had antibodies exclusively against T. gondii and 21 (22.1%) 
only for N. caninum. The results by gender, are described in Table 1, no statistical 
difference observed for T. gondii, N. caninum or both parasites. We compared the 
frequencies of the areas of origin (urban vs. rural), race (pure vs. mixed), habitat (indoors 
vs outdoors) and coexistence with other animals (not cohabiting vs. living with dogs and 
cats), significant difference was observed for T. gondii in the variables of race, habitat and 
coexistence; for N. caninum only race, and for both parasite, race and origin  (Table 1). 
Comparing the frequencies by age strata, no significant difference was observed.  
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 Municipalities whit highest  frequency of T. gondii were Guanajuato (50.0%), 
Celaya (40.9%) and San Miguel Allende (33.3%), while for N. caninum, they were San 
Miguel Allende (44.4%), Irapuato (33.3%) and Leon (32.3%) (Table 2). No significant 
difference was observed between the frequencies of T. gondii, N. caninum or co-
unfections among municipalities. 
 By analyzing the frequency by type of weather, municipalities with climate DSDT 
showed a frequency of antibodies against T. gondii of 37.0%, for N. caninum of 31.0% and 
23.0% both parasites; while municipalites with climate WH, the frequencies were 24.3, 
27.6 and 19.0%, respectively. Statical diference was observed only at frequencies for T. 
gondii, being higher for municipalities with climate DSDT.    
 
DISCUSSION AND CONCLUSIONS 
 In this paper, we obtained an overall frequency of 29.4% for T. gondii, 29.0% for N. 
caninum and 20.6% for both parasites, confirming the presence of these two parasitic 
infections and coinfection in most municipalities. 
 In the case of T. gondii, the overall frequency was lower when compared with the 
results described previously in other states of Mexico, including those described in our 
previous study in three municipalities in the state (Table 3). This is probably due to the 
type of population studied in this work were house dogs, unlike street or feral dogs in most 
of the cases studied in other works, which are exposed to various environmental 
conditions such as consumption food waste in landfills, increasing the possibility of 
infection from environmental contamination by oocysts (Cedillo-Peláez et al., 2011). 
 For N. caninum, the frequency was similar to that described in Hidalgo overall 
frequency (35.0%) (Sanchez et al., 2003) and Aguascalientes (31.7%) (Cruz-Vázquez et 
al., 2008). However, when comparing the frequency of canine from urban areas of this 
study (31.4%), this was higher than those reported for this category than that determined 
in dogs of the two states mentioned above, 20.0% for both (Table 3). 

These are the first results of co-infection described in this country, since the only 
study to detect antibodies to both parasites in the state of Durango (Dubey et al., 2007a) 
found a frequency of 51.5% for T. gondii and 1.9% for N. caninum, but without the latter 
animals had antibodies against the first parasite. The results are reinforced when 
correlated IE of all samples tested (252) in both studies showing a R=0.762, contrasting 
this result when correlated IE only animals that tested positive for either test, determining a 
R=0.434 indicating that more than half of the animals had antibodies for only one of the 
two parasites evaluated (Figure 2). 

It is known that both protozoa have similar morphological and biological 
characteristics  with several publications where reactions of cross-antigenicity are 
described, particularly when antibodies are determined by immunoblotting and the 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using crude extract or antigen; likewise with 
immunohistochemistry using mono and polyclonal (antisera) antibodies (Zhang et al., 
2007). However in recent years, there have been various studies to characterize specific 
biological, genetic or molecular characteristics to each parasite such as secreted proteins 
of dense granules, micronemal or rhoptries or surface antigens (SAG or SRS) (Reid et al., 
2012), these data plus various recent studies of antibody frequency for both parasites 
where differences between groups are significant, shows animals with double infection or 
co-infection independent of each other, for example Paulan et al. (2013), studied 93 
samples from dogs in rural areas of Brazil, determining a frequency of 47.3 % for T. gondii 
and 6.5 % for N. caninum.  
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 When analyzing the results by gender, there was no significant difference for any of 
the two parasites, which was similar to that described in the literature (Cruz-Vázquez et al., 
2008, Zhang et al., 2010). However, in the case of frequencies for age, although no 
significant difference observed between the strata for T. gondii, N. caninum or both agents 
should be noted that in animals under 12 months were determined frequencies of 33.3%, 
33.3% and 25.0%, respectively, possibly by transmission of maternal antibodies or early 
exposure to these agents (Dubey et al., 2008b; Yildiz et al., 2009). Also, as was increasing 
age, the frequencies obtained did not have a marked difference, except for the stratum 
from 49 to 60 months, which reached frequencies of 43.7%, 50.0% and 43.7% 
respectively. Cedillo-Peláez et al (2012), determined antibodies against T. gondii by 
indirect ELISA in 154 stray dogs in the city of Oaxaca, Mexico, noting that the animals 
under 1 year of age had the lowest frequencies (20.0%), increasing to reach a frequency 
of 84.0% in dogs over 7 years or more. Cruz-Vázquez et al. (2008), analyzed 152 samples 
of canine in Aguascalientes, Mexico, to detect antibodies against N. caninum, observing a 
similar phenomenon, finding a frequency range from 25.0% (animals less than 5 years) to 
67.0% (dogs 11 to 15 years old). The lack of increase in the frequencies for T. gondii, N. 
caninum and co-infection, suggest less exposure to what may be due to environmental 
contamination with oocysts of T. gondii or vertical transmission of N. caninum, but enough 
to keep the biological cycles in the regions studied. 
 It is striking that in analyzing the data related to the habitat of animals, the higher 
frequencies for T. gondii, N. caninum and infection with both parasites were found in the 
categories of purebred animals that lived inside the home and those who lived with other 
animals (dogs and cats) that were statistically significant, plus the highest frequencies 
(82.4% for T. gondii, 82.2% for N. caninum and 86.5% co-infection) were also found in 
animals from urban areas, this suggests that probably the conditions under which these 
dogs are being kept favors their exposure to infection for these two parasites. Yildiz et al. 
(2009) studied 121 samples from dogs by indirect immunofluorescence to detect 
antibodies against N. caninum, determining an overall frequency of 28.9%. These samples 
were tested for Sabin and Feldman for a possible co-infection with T. gondii, resulting 19 
dogs positive. Of these animals with co-infection, seropositivity was detected in several 
animals living in urban gardens. The authors report that under natural conditions, dogs 
easily come into contact with cat feces that contain oocysts of T. gondii, and that in urban 
areas, feral cats play an important role in the epidemiology of toxoplasmosis, increasing 
exposure in those who are also pet dogs fed raw or undercooked meat that could contain 
viable tissue cysts of T. gondii and / or N. caninum.  

Comparing the frequencies of municipalities, there was no significant difference, 
however, some municipalities had a higher frequency of T. gondii (50.0% Guanajuato, 
Celaya 40.9% and 33.3% San Miguel Allende) and others to N. caninum (44.4% San 
Miguel Allende, Irapuato and Leon 33.3% 32.2%), the municipality that was more frequent 
in coinfection was Celaya (27.3%). The variation in frequencies may be related to 
conditions in each municipality (climatic conditions, land use, livestock activities, etc.) 
favoring the exposure level for each infectious agent and even coinfection. Several authors 
have described as one of the main risk factors for the epidemiology of N. caninum, canine 
contact with cattle, describing prevalence of 40.7 to 51.5% in dogs under these conditions 
(Sanchez et al., 2003; Cruz-Vázquez et al., 2008), while for T. gondii, exposure of stray 
dogs to food or water contaminated by oocysts, reaching frequencies up to 61.7% as the 
case of the city of Oaxaca (Cedillo-Pelaez et al., 2011). 
 With regard to the climate, it is noteworthy that municipalitieswith DSDT climate 
had higher frequencies, expecting us to go opposite and this is presented in WH climate 
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zone. The cause of this behavior may be the same as for the other factors evaluated. 
Recently in our working group analused the frequency of T. gondii in human population of 
the Mexican Republic, samples from two National Health Surveys in 2000 and 2006, being 
determined for the State of Guanajuato, frequencies of 40.0-49.9% and 30.0-39.9%, 
respectively (Caballero-Ortega et al., 2012). In the present study, for DSDT climate zones 
the frequency was 37.0%, being within the range described for the human population 
between both years.  

Based on the results described above, we consider the distribution of these two 
protozoa could be virtually throughout the state. Although the overall frequency close to 
30% are not as high as in other studies conducted in the country, we think that the 
percentages obtained are indicative of a constant exposure of canines to these two 
infectious agents in addition noteworthy that the dogs had higher frequencies of antibodies 
against these parasites were those living in urban areas.  

It is necessary to continue this type of studies in this and other species, to 
determine the conditions favoring the presentation and maintenance of biological cycles of 
these parasites, and their impact on public health in the state of Guanajuato. 
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Ta ble 1. Fr"'luency of a ntibodies aga insl lo T. gondii a nd N. caninum in relatio n lo 
severa l varia bles 

Va ria blel 
T. gondii N. caninum Po sitive lo both 

" positive positive parasiles 
g roup 

" % , 
" % , 

" % , 
Gender 

Male m " 27.4 ;, 28.3 ,; 20.4 
Female m " 30.9 " '" " 20.9 

Origin 
Urnan '" " 31.9 " 31.4 " 23.6 < 
Ru ral " B 21.3 B 21.3 , 11.5 0.05 

"'" Pu re '" >O 40.0 
<0.01 " '" < " " , < 

Mixed m " 18.9 " 18.9 0.01 " 11.8 0.01 

Hous ing 
Ouldoors m " 24.7 < " 26.4 ;, 18.0 
Indoors " 30 40.5 0.05 " 35.1 '" 27.0 

Coex islence' 
enc '" " 26.9 < " 27.9 " 18.7 
,enc J; " 45.5 0.05 " '" " 33.3 

TotJIl '" " " .. n "., " "., 
'Coex islencl: living "';lh dog and cal (LOC) vs no cals and dogs living logelher (NLDC). 

T a ble 2. Fr"'luency of a ntibodies lo T. gondii a nd N. caninum by municipality. 

T. gondii N. caninum 60th parasiles 
Munici pll lity " positives positives positives 

" % " % " % 

Guanajualo " O >O, , 25.0 3 18.7 
Ce laya " " 40.9 B '" " 27.3 

SM AJ lende O 3 33.3 , 
'" 

, 22.2 
OJe ramaro W 3 30.0 , 20.0 , 20.0 

Irapual o " " '" " 33.3 '" 23.8 
León " O 25.8 W 32.2 , 19.3 

Salamanca " O 16.3 " 21.8 , 12.7 
Juvenl ino R 3 , 

" 
, 

" 
, 

" 
TOIllI '" " '" n '" " "., 
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T ,,1>1 .. 3. r . 9"n<1;; y N. r.,."i811m f''''l " .. "d .. ~ rl .. ""rit...rl i" rlif .. , .. ,,! ~t"t .. ~ of M ... ;"" 

Positives 

St1Ile 
Can ines 

Tedlnique' r . gond;; 
N. 

Refere nces 
Originltype " caninum 

" % " % 

Dislrilo 
UrbanlSl ray '" IFAT '" 52.5 Mart inez-

Federal 
UrbanfHouse '" IFAT " ", Maya. 1986 

Tolal '" m '" 
UrbanfHouse " EUSA , "', Sancl1ez el 

Hidalgo Rurallllam " EUSA " 51 .8 
al. . 2003 

Tolal " " M 

UrbanlSl ray '" EUSA " "', eru, 
Aguascali enles Rurallllam '" EUSA " '" Vazquez 

T olal '" " 31.7 el al .. 2006 

Duran go 
UrbanlSl ray 

'" "" " 51.5 Dubey el 
and house IFAT-NAT , ·,.9 aI .• 2007a 

Duran go RuraVleral ", "" '" 45.3 
Dubey el 
al .. 2009 

Urbanlsl ray Cedill o-
Guanajualo Rurallllam n EUSA " 42.5 Pe laez 

el al .. 2011 

Cedill o-
Oaxaca Urbanlsl ray '" EUSA " 61.7 Pe laez 

el al .. 2012 

'Tecl1 ri qu. : IFAT. indirecl i ml1llJ n o II u ore sce ni anl ibody lesl ; ELl SA, , MA.T. modil ied 
agglul "al ion lesl ; f<A. T. 1'.oo:;fXX" , p. agglul nal ion le.1. 



 
 
Figure 1. Map of the Mexican Republic and the State of Guanajuato, gray shading 
in the municipalities where the study took place. 
 

 
 
 

 
Figure 2. Scatter plot comparing the results expressed as ELISA index (EI) for both 
trials. Observed in all animals tested (A), a correlation of 0.762 (“R”). When 
analyzed only positive animals (B), the correlations is 0.434, the remainder being 
positives only one of the two tests (box top left and bottom right). Dotted lines 
delimit positive animals (EI ≥ 1.000).  
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