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RESUMEN

Uno de los aspectos primordiales en Medicina Preventiva es la vigilancia de los
habitos alimentarios de una poblacion. Demostrado a nivel mundial el rol significativo
del porcino en la transmision de la toxoplasmosis, es importante ponderar el papel
epidemiolégico en forma regional.

En la Provincia de Santa Fe, Argentina, ha sido reportado entre el 37,1 %y 38 %
de reactores en porcinos de consumo, pero debido a la falta de actualizacion, se
investiga acerca del estado higiénico-sanitario de los mismos. El objetivo de este trabajo
fue efectuar un relevamiento serolégico en 178 animales destinados a consumo,
mediante dos teécnicas seroldgicas: Hemoaglutinacion Indirecta (HAI) y el
Inmunoensayo Enzimético (ELISA). La prevalencia total hallada entre ambas pruebas
fue del 21,9 %.

Se demostr6 asociacion en la categoria capones livianos con respecto a los
machos (p = 0,05) no asi, con la presencia de la enfermedad y el sexo (p= 0,4443). Por
otra parte, los resultados demostraron gue la asociacion entre el peso/edad y el indice de
seropositividad, eran altamente significativos (p < 0,0001).

La capacidad discriminatoria de las pruebas establecié que el 73% de los
establecimientos, mostro evidencias de exposicion al parasito.

Este estudio epizootioldgico sugiere que un elevado nimero de explotaciones
porcinas enfrentan factores de riesgo, lo cual sefiala un elevado impacto sanitario en la

poblacion.

Palabras Clave: Toxoplasmosis; Porcinos; Diagnostico; Epidemiologia.

Xl
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SUMMARY

One of the main aspects in preventive medicine is monitoring the eating habits of a
population. It has been demonstrated worldwide, the significant role that pigs are in the
spread of toxoplasmosis and the epidemiological role of this species on a regional
basis.

In the province of Santa Fe, Argentina, has been reported between a 37,1 and 38 %
of reactors in pigs for consumption, but due to the few publications, the research is
about higiene and health state. The aim of this study was to conduct a serological survey
in 178 animals for consumption, using two assays, indirect hemagglutination (IHA) and

enzyme immunoassay (ELISA).

The overall prevalence found between the two tests was 21,9 %. It was
demonstrated an association between the presence of the disease and sex (p=0.4443),
but if the category was established between light and males and capons (p=0.05).
Moreover, the results revealed highly significant between the weight / age and the rate

of seropositivity (p< 0.0001).

The discriminatory power of the evidence was 73 % of establishments, showed

evidence of exposure to the parasite. This epidemiological study suggests that these

populations facehigher risk factors for health impact.

Keywords: Toxoplasmosis; Porks; Diagnosis; Epidemiology.

Xl
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l.-Introduccion

| - INTRODUCCION

.1.- DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

La toxoplasmosis es la zoonosis parasitaria mas difundida en la poblaciéon humana
y en mas de 330 especies de animales domésticos y/o silvestres, reconociéndose
actualmente, que ningun continente se encuentra libre de la presencia de este parasito
(Acha y Szyfres, 2003). A nivel mundial se estima que un tercio de la poblacion
mundial se halla infectada (Consenso Toxoplasmosis Congénita, CTC, 2005), esto la
torna en una de las parasitosis de mayor prevalencia (Dubey, 2004). Montealegre et al.
(2009), sefialaron mediante numerosos estudios  seroepidemioldgicos, que
aproximadamente, la mitad de la poblacion mundial en algin momento de su vida ha

sido infectada, lo cual demuestra una baja morbimortalidad.

Esta enfermedad es producida por el protozoario intracelular obligado,
Toxoplasma gondii (T. gondii), cuyo ciclo de vida es indirecto facultativo, lo cual
representa la necesaria participacion de los felinos como hospedadores definitivos,
mantenedores y amplificadores de esta enfermedad. Tanto las aves como un gran
nimero de mamiferos, intervienen como hospedadores intermediarios. (Arias et al.,
1996; Anderson, 1979). Los principales mecanismos de transmision natural se efecttan
por via oral o transplacentaria, siendo los estadios infectantes los taquizoitos, los
bradizoitos y los esporozoitos. (Frenkel, 1973)

Actualmente se estima que mas de un tercio de la poblacion en los paises en

desarrollo, se ve afectada anualmente por afecciones originadas en los alimentos que

13
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son considerados como zoonosis. Schlundt et al., (2004) aseguran que la ocurrencia de
estos patdgenos zoondticos se ha incrementado significativamente debido a factores,
tales como las modificaciones en los sistemas de produccion animal y a la cadena
productiva de los alimentos. Estos ultimos, alterarian los patrones de exposicion y la

susceptibilidad de las poblaciones (Correa et al., 2008).

En este contexto, la toxoplasmosis fue catalogada como una enfermedad
parasitaria transmitida por alimentos (EPTA) (Schlundt et al., 2004), de naturaleza
emergente, causada por la ingestion de carne cruda o insuficientemente cocida como
contaminante, procedente de hospedadores intermediarios con el parasito.

El agua natural y el suelo son considerados asimismo, potenciales fuentes de
infeccion (Bowie et al., 1997; Bahia-Oliveira et al., 2003) de tal manera, que pueden
establecer un ciclo endemico (Aramini et al., 1999; Issac-Renton et al., 1998).

Actualmente se incluye al T. gondii junto a Cryptosporidium parvum dentro de los
cinco patégenos zoonoticos emergentes mas importantes, transmitidos por la bebida y

alimentos (Schlundt et al., 2004).

Ya afirmaban Dubey et al., y Frenkel et al., en 1970, que tanto los alimentos
como objetos contaminados con heces de gatos, representaban la fuente de infeccion
mas importante, posteriormente se incluy6 el consumo de quistes tisulares presentes en
los embutidos o carne procedente de animales infectados de origen bovino o porcino
insuficientemente cocida o cruda (Dubey y Beattie, 1988; Dubey et al., 1995). En este
contexto, estas especies han adquirido gran importancia en el estudio de la transmision

de toxoplasmosis al hombre (Smith, 1991; D’Angelino, 1983; D Angelino & Ishizuka,

14
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1986).
Observaciones ulteriores efectuadas por Dubey y Beattie (1988), adjudicaron a la
carne del porcino la principal responsabilidad en los casos de toxoplasmosis humana en

Estados Unidos.

Esta demostrado que la incidencia de toxoplasmosis requiere de ciertas
condiciones climaticas especiales, por lo que varia de un area geografica a otra.
Ademas, factores relacionados con el estilo de vida de la poblacion, cultural, higiénica 'y
socioecondmica, tienen significancia epidemiologica en esta infeccion. Scandizzo y

Bernstein (2008) sostienen que estos valores crecen linealmente con la edad.

Varios estudios sobre seroprevalencia en América Latina, demostraron que al
menos el 65% de los individuos mayores de 60 afios tiene anticuerpos a T. gondii. (De
la Rosa, et al., 1999). En algunas regiones de Colombia alcanzé al 73 % (Castro et al.,
2008); en Guatemala al 94%, El Salvador con el 80% (Seminario OPS-OMS, 2001);
mientras que Costa Rica y Uruguay presentaron una prevalencia intermedia del 50% y
58% respectivamente, siendo las mas bajas reportadas en las naciones de habla hispana

en este continente (Zapata et al., 2005).

Las mujeres con serologia positiva previa al embarazo se consideran inmunes, no
requiriendo de mayores controles; mientras que la poblacion susceptible se halla
conformada por las negativas a la primoinfeccién (CTC, 2005). Dentro de esta ultima
categoria -grupo de riesgo mas importante-, en el caso de adquirir la primoinfeccion

durante el embarazo, en el 90 % de los casos, puede cursar asintomaticamente si es

15
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inmunocompetente (Zapata et al., 2005). Si el agente supera estas barreras, puede
sobrevenir la transmision placentaria, la cual ocurre en relacién lineal con el tiempo de
gestacion, siendo baja la frecuencia durante el primer trimestre, aumentando hacia el
final del embarazo. Segin Desmonts y Couvreur (1979) las probabilidades de transmitir
una infeccion prenatal son de aproximadamente el 15%, 50% y 75% para cada uno de
los trimestres del embarazo. El cuadro congénito puede manifestarse durante la vida

intrauterina o luego del nacimiento.

En la Argentina, los primeros estudios epidemiologicos fueron realizados por
Cecilio Romana en 1954 quien enfatizo en la Provincia de Tucuman, una prevalencia
del 46% empleando toxoplasmina como reactivo (Gorodner, 2002).

En este contexto, Chiaretta et al., en el afio 2003, presentaron en el marco de un
programa interinstitucional en la ciudad de Rio Cuarto, Cordoba; determinaron en nifios
hasta 15 afios que habitaban en areas de riesgo, una prevalencia del 51,78 %,
identificAndose con otros paises latinoamericanos como Paraguay, Costa Rica, Panama,
Brasil y México. Reportaron asimismo, prevalencias en Tucumén, Chaco, Buenos

Aires, Cordoba y Santa Fe; con el 46%, 35%, 62%, 61% y 53% respectivamente.

Scandizzo y Bernstein méas recientemente (2008), encontraron cifras que ascienden
hasta el 97,7% de positividad en un Hospital Zonal de la Provincia de Buenos Aires, en
mujeres gestantes. Durlach et al., en el 2003, divulgaron en la misma categoria de
mujeres, en la ciudad de Buenos Aires el 47.3% mientras que en provincia se elevo al

51.7%. En el afio 2008, Durlach et al., informaron en la ciudad de Jujuy el 39,7%, en la
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Provincia de Santa Fe, el 42.2%; en la ciudad de Resistencia un 28.5% y en Mendoza el

54,9%.

Otros estudios centrados en alumnos de Veterinaria, realizado por Trabattoni et
al., (2008) indico el 23,35 % en la ciudad de Esperanza, UNL, Santa Fe; en Rio Cuarto,
UNRC, se sefial6 el 51,75 % (Chiaretta et al., 2003) mientras que en Casilda, UNR; una

prueba tamiz distinguio un 44 % (Besso et al., 2002).

En Europa, un estudio multicéntrico de casos y controles que abarcaron Napoles,
Lausana, Copenhague, Oslo, Bruselas y Milan, estimaron que entre el 30% al 63% de
las infecciones en los diferentes centros referenciales, atribuyeron la presentacion de
esta parasitosis, al consumo de productos carneos mal cocidos o curados y del 6% al
17% al contacto con el suelo (Cook et al., 2000), no atribuyendo como factor de riesgo

a los felinos.

Montealegre et al., (2009) aseguraron que la fuente mas comun de infeccion en los
paises industrializados fue el contacto directo y el consumo de carnes con quistes.
Demostraron que los toxoplasmas conservan su vitalidad en la carne y Organos
infectados a 4 °C por 3 semanas y a -15 °C por 3 dias. Sefialaron ademas, que las carnes
con mayor riesgo para el consumo han sido las de conejo, cerdo, cordero, cabrito,

bovino, en ese orden, de acuerdo a sus habitos alimenticios.

Igual comportamiento demostraron los bradizoitos en la leche bovina,
manteniendo la infectividad luego de 20 dias de almacenamiento a temperaturas de

refrigeracion (Hiramoto et al., 2001). Walsh et al., (1999) por su parte, informaron que

17
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taquizoitos de la cepa RH sobrevivieron durante 3-7 dias en leche de cabra a 4°C, y 14

dias en solucion salina equilibrada de Hanks (HBSS) a la misma temperatura.

La toxoplasmosis no es considerada una enfermedad de tipo profesional aunque
Rosso et al., (2007) sefialaron que las personas que trabajan manipulando animales o
sus subproductos, tienen mayores probabilidades de adquirir la afeccion, sugiriendo que

la transferencia constante del parasito determina el mantenimiento de la prevalencia.

La preferencia mundial de consumo carnico corresponde a la porcina con el 44%,
seguida por la aviar 34% y luego el 24% por la vacuna. En la Unidén Europea se
registran los niveles de consumo mas elevados con 40 kg/afio/persona, en América del
Norte es de 30 kg; en Rusia y Brasil con 12 kg (Ciutad y Jataba, 2010).

De acuerdo a un relevamiento de la CAmara de la Industria y el Comercio de
Carnes de la Republica Argentina (CICCRA) durante el afio 2011, el consumo
de carne bovina se ubic6 en 52,3 kilos per céapita, siendo el nivel mas bajo desde 1958
(De Santis, 2011). La presiones y conflictos de los mercados han diversificado el
consumo de las proteinas carnicas, desplazando notoriamente la preferencia hacia la
especie en estudio, llegando a los 12 kilos por habitante / afio (Ocampo, 2012) a tal
punto, que se han importado casi 4.000 toneldas de carne fresca procedentes de Brasil

(80%); Chile (18%) y Dinamarca (0,56%) (Uccelli, 2011).

La carencia de un programa de vigilancia activa en animales en Argentina, no
permite instaurar un método adecuado para la deteccion rapida pre o post-sacrificio. De
esta manera se podria disponer de informacion que refleje el estado sanitario en

diferentes especies de animales, sobre todo las de consumo, para poder ponderar asi el

18
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riesgo de exposicion para las personas.

Se encuentran experimentando actualmente un kit de Inmunoaglutinacion para
humanos como método de diagnostico (Peretti et al., 2011) que detecta anticuerpos

especificos en forma rapida y economica.

En la especie porcina se ha descripto una conducta diferente. En éstos, la
subsistencia de los bradizoitos en los tejidos es mayor, por lo cual la capacidad
infectante de los quistes es mas prolongada. Esto situa al porcino en una perspectiva

diferente respecto de la epidemiologia de la enfermedad (Dubey, 2010).

Con respecto a los factores de riesgo, Dubey y Thulliez (1989) aseguran que la
carne del porcino “es la mayor fuente de infeccion para los humanos y felinos, dadas las
grandes posibilidades de contacto y consumo de alimentos, suelos y roedores

contaminados” (Dubey et al., 1995; Smith et al., 1992).

La crianza extensiva de la especie mencionada incrementa el riesgo relativo (R.R.)
23 veces mas respecto a las del confinamiento, lo que indica que existe asociacion
positiva, es decir, que la presencia del factor de riesgo lo asocia a mayor frecuencia de
reactores. Del mismo modo, establecimientos con méas de 29 hembras ofrecen un R.R.
4,5 superior en granjas, que con menor nimero de reproductoras (Assadi-Rad et al.,
1995).

Siguiendo estos lineamientos, la presencia de gatos indican riesgos

significativamente mayores, cuando los porcinos se encuentran expuestos a la presencia
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de ejemplares felinos seropositivos. EI mismo autor indica un R.R. 2,6 veces mayor que
la no-tenencia de felinos. Este valor se interpreta como el cociente entre los dos riesgos

0.04/0.015 = 2.6 (es decir: ocurre 4 veces por cada 15 oportunidades que no sucede).

Para la deteccion de los anticuerpos se han desarrollado técnicas serologicas que
difieren segun el tipo de antigeno (parasitos enteros, porciones solubles), presentan
diferente sensibilidad, especificidad, reproducibilidad, valor predictivo y valor clinico.
Por tal motivo, se emplearon dos técnicas diferentes para otorgar mayor validéz a los

resultados obtenidos.

Se pretende que los resultados obtenidos a partir de este estudio, constituyan un
aporte al conocimiento sobre el estado higiénico-sanitario de una tropa de porcinos de
abasto en un frigorifico de la Ciudad de Santa Fe, y establecer un analisis objetivo

acerca de los alimentos de origen carnico en nuestro medio.

l.2.-HIPOTESIS

1. En la ciudad de Santa Fe se faenan porcinos infectados con cepas de Toxoplasma
gondii.

2. Laprevalencia en esta especie, superaria el 35% de los animales muestreados.

3. Las técnicas serolégicas empleadas demuestran una adecuada capacidad

discriminatoria.
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I.3.-OBJETIVO GENERAL

e Conocer la situacion inmunoldgica de la toxoplasmosis en un grupo de porcinos

destinados a consumo a partir de un frigorifico de la ciudad de Santa Fe.

I. 4.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la prevalencia relativa de esta infeccion parasitaria segun dos
técnicas de diagnostico seroldgico (HAI —ELISA).

e Comparar los resultados obtenidos mediante estas de dos técnicas seroldgicas.

e Sefialar la prevalencia especifica de la infeccion considerando algunas variables

como categoria de faena y sexo.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1.- GENERALIDADES DE LA ENFERMEDAD

Esta infeccion es causada por el protozoario parasito Toxoplasma gondii de
amplia prevalencia como se informo a nivel mundial tanto en animales como en
humanos. Se realiza una revision de su ciclo de vida, estructura de los taquizoitos,
bradizoitos, ooquistes, esporozoitos, esporocistos y estadios enteroepiteliales
considerando ademas su modo de penetracion. Se brindan algunos detalles de la
biologia de los quistes tisulares durante su desarrollo, ruptura y posibles mecanismos
promotores de la reactivacion. Otros aspectos revisados son potenciales mecanismos de
cambios de estado y/o conversidn: pasaje de esporozoitos a taquizoitos y bradizoitos; y

el ciclo inverso. (Dubey y Lindsay, 1998; Acha y Szyfres, 2003).

Esta afecciobn ha emergido en pacientes inmunodeprimidos como una
reactivacion de una infeccion latente de manera aun desconocida (Larsen et al., 1978).
Se enfoca esta revision en base a la estructura y biologia de los estadios del T. gondii
(taquizoitos, bradizoitos y quistes tisulares), en los hospedadores intermediarios
(humanos y algunas especies animales); en las fases de resistencia (quistes) y en los

estadios externos a los hospedadores (ooquistes) (Schlundt et al., 2004)

11.2.- AGENTE ETIOLOGICO - ESTRUCTURA BASICA
Son tres los estadios infecciosos del T. gondii: los taquizoitos (en grupos o

clones), los bradizoitos (en los quistes tisulares), y los esporozoitos (dentro de los
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ooquistes). Estos estadios se encuentran encadenados en un complejo ciclo de vida

(Hustracion N°5).

11.2.a- Taquizoitos

El término “taquizoito” (tachos = del gr. veloz) propuesto por Frenkel (1973)
correponde al estadio que mas rapidamente se multiplica en todas las células de los
hospedadores intermediarios como asi también, en las células epiteliales no intestinales

de los hospedadores definitivos (Dubey y Lindsay, 1998).

Este expresion "taquizoito” sustituye al termino empleado previamente como
"trofozoito” (trophicos = del gr. alimentacién) la cual ha sido denominada también
como endodiozoitos o endozoitos. Los agregados de numerosos taquizoitos son
designados como clones, colonias terminales o grupos. Estos taquizoitos adoptan a
menudo una forma de media luna, de aprox. 2 a 6 um con una estructura final anterior

(conoide) y un extremo posterior redondeado (Fig. 2 y Fig. 3).

Ultraestructuralmente el taquizoito contiene varias organelas y cuerpos de
inclusion con una pelicula protectora (cubierta externa): anillos apicales, anillos polares,
conoides, roptrias, micronemas, microporos, mitocondrias, microttbulos subpeliculares,
complejo de Golgi, ribosomas, reticulo endoplasmatico rugoso y liso, nucleos, granulos
densos, granulos de amilopectina (que pueden estas ausentes), y una membrana multiple
de pléstidos como organelas los cuales han sido denominados como complemento de

Golgi o apicoplasto. Los nucleos se encuentran usualmente ubicados hacia el &rea
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central de la célula, los cuales contienen granulos de cromatina y un nucléolo central.

(Fig. 2, Fig.7 y Fig. 8).

La pelicula consiste en tres membranas: un plasmalema y dos revestimientos
estrechamente aplicados de tal manera que constituyen un complejo interno de
membrana (Fig.3, Fig.4, Fig.12). Posee una membrana interna discontinua en el
extremo anterior con microporos laterales por encima de los anillos polares y un poro en
el extremo posterior del zoito. El anillo polar se encuentra rodeando un cilindro a modo
de cono truncado denominado conoide, el cual consiste en 6 a 8 elementos
microtubulares como un resorte comprimido. Veintiddés microtdbulos subpeliculares se
originan en el anillo polar y corren longitudinalmente de a pares, hacen las veces de
jaula organizados a modo de una espiral suave y estrias prominentes para finalizar en el
conoide. (Fig. 3, Fig.4, Fig.6) Entre el extremo anterior y el ndcleo, hay 8 a 10 organelas
en forma de maza llamadas roptrias (Fig.2, Fig.6). Estas son estructuras de excrecion,
cada uno compuesto de un cuello estrecho anterior de hasta 2,5 um de largo que se

extiende hacia el interior del conoide (Dubey et al., 1998).

Los taquizoitos pueden moverse por deslizamiento, flexion, ondulacion vy
rotacion, aunque no poseen medios de locomocién como cilios, flagelos o
pseuddpodos. Las funciones del conoide, roptrias, microporos y micronemas no se
conocen ciertamente pero estarian relacionados con la penetracion a la célula huésped y
la creacion de un entorno adecuado para el crecimiento intracelular del parésito asi
como su desarrollo. EI conoide puede rotar, inclinarse, extenderse y retraerse

inmediatamente antes de la penetracion. Las roptrias poseen una funcién secretora 'y se
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las asocia con la penetracion a la célula huésped, segregando sus contenidos a través de
la plasmalema justo por encima del conoide en el exterior gracias a una enzima
proteolitica. Los taquizoitos para entrar en las células huésped pueden penetrar
activamente a través del plasmalema del huésped o por la fagocitosis. Después de
entrar, se convierte en un taquizoito ovoide, rodeandose por una vacuola parasitéfora
(VP), la cual deriva aparentemente de los parasitos y de la célula huésped. Estos se
multiplican asexualmente dentro de la célula huésped por endodiogenia (Fig.7 y Fig.8),

una forma especializada de reproduccion (Dubey, 2010).

En la endodiogenia el complejo de Golgi se divide para convertirse en dos
complejos en el extremo anterior del nucleo. A continuacion, junto con la membrana
interna y los microtibulos subpeliculares de las células hijas se separan en la clpula
anterior. El nicleo del parasito toma forma de herradura desplazandose en forma de
clpula hacia el extremo anterior. La membrana interna de los microtibulos del
complejo y los subpeliculares se continian ampliando en forma envolvente hacia la
mitad del nucleo, que con el tiempo se comprime en dos. Las células hijas continGan
creciendo hasta llegar a ocupar toda la superficie de la célula madre. Los taquizoitos se

siguen dividiendo por endodiogenia (Fig. 8) (Dubey, 2010).

In vivo, la mayoria de los grupos de taquizoitos estan dispuestos al azar, debido a
ciclos asincrénicos de endodiogenia. Sin embargo, se forman de vez en cuando, rosetas
debido una manifestacién de division sincrénica. En raras ocasiones, los taquizoitos de

ciertas cepas se dividen por fision binaria. Se puede producir la ruptura de la célula
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huésped, cuando ya no puede contener el crecimiento desmedido de los taquizoitos
(Fig.9)

Las tasas de invasion y crecimiento pueden variar dependiendo de la cepa de T.
gondii y el tipo de células del huésped. Luego de la entrada de taquizoitos a una célula,
hay un periodo de latencia variable antes de que el parasito se divida, y esta fase de
retardo se debe en parte al parasito. Existen cepas virulentas de ratén que crecen mas
rapido en cultivos celulares que ciertas cepas “avirulentas”, del mismo modo, presentan
una mayor tendencia mas hacia la formacion de “rosetas” que otras. A pesar que los T.
gondii aislados se han clasificado genéticamente en tipos I, Il y I1I, no hay diferencias

estructurales apreciables entre ellos (Dubey, 2010).

11.2.b.- Bradizoitos y Quistes Tisulares

El término "bradizoitos" (bradi = del gr. lento) fue impuesto también por Frenkel
(1973), para describir el organismo que se multiplica lentamente dentro de los quistes

tisulares. Estas formas han sido denominadas también cistozoitos.

Los quistes tisulares crecen manteniéndose intracelularmente (Fig.10-C)
dividiéndose por endodiogenia. Estos varian en tamafio pudiendo tener los quistes
jovenes desde 5 um de didmetro y contener sdlo dos bradizoitos (Fig. 10-A, Fig. 10- B)
mientras que los mayores pueden contener cientos de organismos (Fig.10-E). Los
quistes en el cerebro suelen ser esferoidales y rara vez alcanzan un didmetro de 70 um,

mientras que los quistes intramusculares son mas alargados.
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Aunque los quistes se pueden desarrollar en dérganos o visceras tales como
pulmones, higado y rifiones, (Lindsay et al., 2002) sostienen que estos presentan una
mayor frecuencia de presentacion en los tejidos nerviosos y musculares (cerebro, ojos y
musculo esquelético y cardiaco). Se pueden presentar quistes en tejidos intactos sin
causar dafio o respuesta inflamatoria alguna, pudiendo persistir durante toda la vida del

huésped (Mills et al., 1997).

La pared del quiste es de delgado tejido elastico (< 0,5 um de espesor),
encerrando cientos de formas en media luna -bradizoitos- (Fig. 12, Fig. 13) de 7 por 1,5
um de tamafio aproximadamente cada uno, dentro del citoplasma de la célula
huésped. Esta pared es argirofila, no contiene glucdégeno u otros polisacaridos, y se
encuentra rellena de material granular que completa asi el espacio entre los bradizoitos

(Mc Hugh et al., 1994).

Estructuralmente los bradizoitos (Fig.13) difieren muy poco de los taquizoitos. En
los primeros, el nlcleo se encuentra situado hacia el extremo posterior, mientras que en
los taquizoitos es mas central. EI contenido de roptrias en bradizoitos suelen ser méas
densos a la microscopia electrénica y se enroscan como un bucle sobre si mismos (Fig.3
y Fig.4), mientras que los taquizoitos son de disposicion mas laberintica. Estos
bradizoitos contienen varios granulos de amilopectina que se tifien de rojo con el
reactivo PAS (Acido Peryodico de Schiff). Los bradizoitos son méas delgados que los
taquizoitos y asimismo son menos susceptibles a la destruccion por las enzimas
proteoliticas, pero el periodo de prepatencia en los felinos luego de la ingesta, es menor

con bradizoitos que la realizada con taquizoitos (Pavesio et al., 1992).
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11.3.- CICLO DE VIDA
11.3.a.- Estadio Enteroepitelial

Los gatos eliminan ooquistes después de ingerir cualquiera de las tres fases
infecciosas de T. gondii, es decir, taquizoitos, bradizoitos y esporozoitos. El periodo de
prepatencia (tiempo para la diseminacion de ooquistes posterior a la infeccion inicial) y
la frecuencia de efusion de ooquistes, varia de acuerdo al estadio ingerido. Estos
periodos prepatentes seran de 3 a 10 dias pos-ingestion (d.p.i.) de quistes tisulares, > 18
dias después de la ingestion de ooquistes y >13 dias después de la ingestion de
taquizoitos. (Frenkel et al., 1970).

Menos del 50% de los gatos expulsan ooquistes luego de la ingestion de
taquizoitos u ooquistes, mientras que casi todos los gatos eliminan ooquistes luego de la
ingestion de quistes tisulares (Jewell et al., 1972). En este Gltimo caso, la pared del
quiste es disuelta facilmente por accion de las enzimas proteoliticas en el estomago e
intestino delgado. Los bradizoitos liberados penetran en las células epiteliales del
intestino delgado iniciando asi el desarrollo de numerosas generaciones. (llustracion
N°7). El nacleo del T. gondii es haploide conteniendo su genoma, un total de 14
cromosomas (Dubey, 2010) excepto en la division sexual en el intestino de los felinos.
Los esporozoitos son el resultado de la meiosis y parecen seguir las clasicas leyes de

Mendel.

Dentro de las células epiteliales intestinales pueden desarrollar 5 tipos
morfolégicamente diferentes de T. gondii antes que se inicie la fase gametogonica.
Estos estadios son designados como tipos A al E, habiendo varias generaciones dentro

de cada uno (llustracién N° 8). Poco se ha afiadido a la estructura o a la biologia de los
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tipos A a C, desde la descripcion original de Dubey y Frenkel (1972). Hasta ahora, sélo
las ultimas etapas (presumiblemente la tipo D) han sido estudiadas por microscopia
electronica de transmision (TEM). Estas formas se multiplican por una forma
especializada de esquizogonia (Fig. 14, Fig. 15). Al igual que en la esquizogonia
normal, el nucleo se divide varias veces sin acompariamiento del citoplasma, pero luego
de que se han formado cuatro 0 mas de éstos, recién ahora se inicia la formacion de las
células hijas. Se dirigen hacia la periferia del esquizonte, mientras que el plasmalema de
la madre se va invaginando alrededor de cada uno, formandole el plasmalema de cada
merozoito. Se separan del esquizonte por sus extremos posteriores dejando a veces, un

cuerpo residual.

La esquizogonia observada en los organismos tipo D se diferencia de los
coccidios convencionales (Eimeria) en que los merozoitos inmaduros se forman
internamente y no sobresalen de la superficie. Cabe sefialar que muchos de los detalles
de la esquizogonia no estan claros, incluso los de tipo D. Piekarski et al. (1971)
propusieron el término "endopoligenia™ para describir la division de esquizontes en los
enterocitos felinos. Sostenian que la formacion de merozoitos comienza luego de dos
divisiones nucleares. Vivier en 1970, ya habia empleado el término "endopoligenia"
para describir la formacién de las divisiones de mas de dos hijas de taquizoitos en el

peritoneo de los ratones.

Tras el desarrollo asexual (tipos A a E), el ciclo sexual se inicia 2 dias posteriores
a la ingestion de los quistes tisulares por el gato (llustracion N° 8). La liberacion de

merozoitos de los esquizontes tipo D y E, inician la formacion de gametos. Estos se
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distribuyen por todo el intestino delgado, pero se ubican méas frecuentemente sobre el
nucleo de la célula epitelial del ileon cerca de las vellosidades (Fig. 14, Fig. 15) de 3 a
15 d.p.i.

Los gamontes femeninos contienen un nucleo central y varios granulos PAS
positivos. Estos dltimos pueden ser de dos tipos: tipo | y tipo Il. El Tipo | posee
alrededor de 0,35 um de diametro y son méas densos, aparecen antes que los tipos Il que

son menos abundantes pero de mayor tamarfio (1,2 um de diametro) (Dubey, 2010).

Los gamontes masculinos maduros (microgamontes) son ovoides o elipsoidales
(Fig. 16-A). Durante la microgametogénesis, el nacleo del microgamonte se divide para
producir de 10 a 21 nucleos que se dirigen hacia la periferia, penetran en las
protuberancias formadas en forma periférica. Uno o dos cuerpos residuales permanecen
en el microgamonte luego de la divisién en microgametos (Fig. 14). Estos ultimos son
alargados y se componen principalmente de material nuclear. En el extremo anterior se
sefiala una estructura puntiaguda llamada la perforatorium, en el que se encuentran dos
cuerpos basales. Dos largos flagelos libres se originan en los cuerpos basales
proyectandose posteriormente. Los microgamontes pueden tener hasta 21 gametos los
que pueden utilizar sus flagelos para nadar y penetrar para fertilizar los macrogametos,
formando asi los cigotos. Luego de la fecundacion, se forma una pared alrededor del
ooquiste del parésito (Fig. 9). Las células epiteliales infectadas se rompen, liberandose
asi los ooquistes al lumen intestinal (Dubey, 2010).

11.3.b.- Ooquistes
Los ooquistes no esporulados son esféricos o subesféricos de 10 por 12 um de

didmetro (Fig. 5-A, Fig. 20). La pared del ooquiste (cigoto) posee cinco capas pero con
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microscopia de luz se aprecian solo dos capas sin color. Los granulos polares estan
ausentes y los esporocistos llenan casi totalmente los ooquistes. La esporulacion se
produce en el medio ambiente, fuera del gato, dentro de 1 a 5 dias dependiendo de la
aireacion y la temperatura. Los ooquistes ya esporulados son subesféricos a elipsoidales
de 11 por 13 um de didmetro (Fig. 5-B y Fig. 5-C, Fig.18, Fig. 20). Cada ooquiste
contiene dos esporocistos elipsoidales, sin cuerpos residuales de Stieda. Los
esporocistos miden de 6 a 8 um conteniendo residuos intra-esporocisticos (Dubey,
2010).

Cada esporocisto contiene ademas cuatro esporozoitos cada uno (Fig. 5-C, Fig.
20). La ultraestructura de la esporulacion fue descrito por Ferguson, et al. (1978) y
Ferguson et al., (1979). El citoplasma de los ooquistes no esporulados (cigoto) tiene un
nucleo grande con nucleoplasma amorfo y diferentes nucléolos. El nicleo se divide en
dos ocasiones, dando lugar a cuatro nucleos, que se sitian en la periferia del cigoto,
formandose una segunda membrana limitante. Luego de la division del citoplasma, se
forman dos esporoblastos esféricos, cada uno con dos nucleos. Como la esporulacion
continda, los esporoblastos se alargan formando los esporocistos. Las dos membranas
externas del esporoblasto se transforman en la capa externa de la pared del esporocisto.
En dltima instancia, cuatro placas curvadas forman la capa mas interna de los
esporocistos que estan articuladas por cuatro puntos de sutura con una depresion en la
superficie en el punto de union (Fig. 17). Cada nucleo se divide en dos, esbozandose el
esporozoito. Asi, cuatro esporozoitos se van formando dentro de cada esporocisto. Un
destacado cuerpo residual queda encerrado en una simple membrana, consistiendo en
granulos de amilopectina y cuerpos lipidicos, una vez que finalizé la formacion de los

esporozoitos (Dubey, 2010).
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Ultraestructuralmente, la pared de los ooquistes esporulados (Fig. 18) se compone
de tres capas: una capa externa densa, una capa media luminosa y una moderadamente
densa interna. El tratamiento de los ooquistes con hipoclorito de sodio al 1,3% elimina
la capa exterior. Una unica micrépila relativamente pequefia, esta situada en una pared
intermedia del ooquiste (Fig. 18-B) de 350 um de didmetro. Esta depresion, muesca o
escotadura, cuya terminologia es indentacion; consta de tres capas que se contintan con
las tres capas en la pared del ooquiste, siendo la externa la mas delgada. Aunque la
funcién de la micropila ain se desconoce, podria representar el sitio permeable de la
pared que es susceptible a las acciones de CO, y de varias enzimas que permiten la
entrada de las sales biliares y tripsina, lo cual estimula la exquistacion de los

esporozoitos de los esporocistos (Dubey, 2010).

La pared de los esporocistos consta de dos capas distintas, una densa y gruesa
externa y una interna menos densa. Esta Ultima consiste en cuatro placas curvadas (Fig.
17) con dos engrosamientos en el lugar de aposicion, los cuales se rompen en presencia
de sales biliares y tripsina produciéndose de esta manera la exquistacion y liberando a
los esporozoitos. Cuando estas placas se separan, se enrollan hacia adentro formando

unas bobinas cénicas (Dubey, 2010).

Ultraestructuralmente, el esporozoito es similar al taquizoito, excepto por la
abundancia de micronemas, roptrias y granulos de amilopectina en el primero. Los
esporozoitos son de 2 por 6 a 8 um de tamafio con un ndcleo subterminal (Fig. 2,
Fig.6). Dubey (2010) no describe sobre la presencia de cuerpos cristaloides que

refracten la luz dentro de los esporozoitos del parasito.
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11.3.c.-Ultraestructura de los taquizoitos, bradizoitos y esporozoitos.

Los esporozoitos, taquizoitos, y bradizoitos son similares ultraestructuralmente
pero difieren en ciertas organelas y cuerpos de inclusion. Las tres formas tienen
similares nimeros de roptrias pero difieren en la ubicacion (Beckers et al., 1994). Por
ejemplo en los taquizoitos son uniformemente laberinticos; en los esporozoitos
usualmente las contienen como estructuras densas, mientras que en los bradizoitos las

roptrias son densas y algunas estan dobladas sobre si mismos (Fig. 2, Fig. 6).

Los taquizoitos poseen unas pocas micronemas, los esporozoitos tienen un
numero intermedio y los bradizoitos muchas de estas. Hay numerosos granulos densos
de amilopectina en los esporozoitos y taquizoitos, mientras que en los bradizoitos son
muy escasos. Por otra parte, manifiestan ser relativamente grandes en los esporozoitos y
bradizoitos pero paraddjicamente pueden ser pocos, pequefios 0 aun ausentes en los
taquizoitos. Los cuerpos lipidicos son cuantiosos en los esporozoitos (Fig. 1), de rara
presentacion en los taquizoitos y estan ausentes en los bradizoitos (Fig. 2) (Dubey,

2010).

11.3.d.- Fijacion y desarrollo del Toxoplasma gondii

En general, la adherencia y penetracion a las células del huésped (taquizoitos,
bradizoitos, esporozoitos y merozoitos) parecen ser similares a los descritos para otros
coccidios. Los acontecimientos mecéanicos implicados en la fijacion y la penetracion

incluyen: (a) el deslizamiento, (b) la exploracion de la célula huésped con la punta del
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conoide, (c¢) la inyeccion del plasmalema dentro de la célula huésped, (d) un
movimiento de union hacia atras a lo largo del zoito y penetracién en la célula huésped
de los micronemas parcialmente exquistados, roptrias, y granulos densos (Speer et al.,

1997).

Los zoitos de T. gondii pueden penetrar en una gran variedad de células de una
amplia gama de huéspedes, lo que indica que los receptores bioquimicos involucrados
en la fijacion y penetracion, probablemente son comunes a la mayoria de las células

animales (Tomavo et al., 1991).

Los taquizoitos al penetrar en las células del huésped, se rodean por una
membrana que deriva evidentemente del plasmalema de la célula huésped. Esta
membrana esta destinada a convertirse en la membrana de VP y un nimero de proteinas
del parésito asociado con ella, incluyendo proteinas ROP,, ROP3;, ROP, y ROP;
(Beckers et al., 1994). La proteina ROP, se encuentra en la célula huésped cubierta por
la membrana citoplasmatica, lo que sugiere que desempefia un papel en la recepcion y
comunicacion bioquimica del parasito. A los pocos minutos luego de la penetracion, los
taquizoitos modifican la membrana de la VP recién formada con las proteinas del
parésito, formando unas membranas tubulo-vesiculares dentro de la VVP. La presencia de
este material en los esporozoitos durante el transito en el epitelio intestinal, indica que la
reproduccion del parasito no siempre sigue a la formacion de una VP, sino que luego de
penetrar las células de la ldmina propia, pasaria a VP tipo 2, donde aqui los esporozoitos

se multiplican por endodiogenia (Dubey, 2010).
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11.3.e.- Desarrollo y biologia de los bradizoitos y quistes tisulares in vivo. Historia.

Levaditi et al. (1928), aparentemente fueron los primeros en informar de que T.
gondii puede persistir en los tejidos durante muchos meses como quistes. Sin embargo,
una considerable confusion entre los términos “pseudoquistes™ (grupo de taquizoitos) y
"quistes" existe desde hace muchos afios. Frenkel y Friedlander (1951) posteriormente
caracterizan la citologia de los quistes, asegurando que contienen organismos con un
nucleo subterminal con granulos PAS-positivos rodeado por una pared argirdfila. Los
quistes fueron mayores a 60 um de diametro, conteniendo cerca de 3.000 organismos

(Van Der Waaij, 1959).

Jacabs et al. (1960) proporcionan por primera vez, una definicion bioldgica cuando
descubrieron que los organismos quisticos eran resistentes a la digestion por el jugo
gastrico  (pepsina-HCI), mientras que los taquizoitos eran  destruidos
inmediatamente. De esta manera, los quistes tomaron importancia en el ciclo vital por

su capacidad infectante para los carnivoros (Sharma y Dubey, 1981).

Cuando los ooquistes de T. gondii fueron encontrados en las heces de gato por
Frenkel en 1970, éste hallazgo fue afadido al ciclo biol6gico del parésito. Dubey y
Frenkel en 1976, hicieron el primer estudio en profundidad de la distribucion de los
quistes tisulares y de los bradizoitos, definiéndolos bioldgica y morfoldgicamente.
Describieron, de esta manera, la formacién de quistes ya a los 3 d.p.i. en ratones con

taquizoitos (Van Der Waaij, 1959).
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I1.4.- ESTRUCTURA Y BIOLOGIA

I1.4.a.- Células hospedadoras parasitadas y prevalencia.

Los quistes tisulares se pueden desarrollar en muchos 6rganos y tipos de células,
pero Dubey et al., en 1998 y luego Dubey en 2010, aseguran que es el hospedador quien
determina esta caracteristica. En cerdos, perros y gatos alimentados con ooquistes de
varias cepas, los quistes tisulares desarrollan mayormente de musculos y 6rganos,

mientras que en ratones lo hacen a nivel cerebral.

11.4.b.- Tamario de los quistes tisulares y nimero de bradizoitos.

El tamafio del quiste tisular depende de la edad del mismo, tipo de célula huésped,
y método empleado para la medicion citoldgica (Cornelissen et al., 1981). Los quistes
de tejido joven pueden contener tan solo dos bradizoitos y tener de 5 a 60 pum pero
nunca se han reportado tamafios superiores a 90 um de didmetro y contener 60.000
organismos (Fig.10, Fig.11, Fig.19) aunque Dubey (1998) afirma que no se deberia

aventurar acerca del nimero de bradizoitos.

I1.4.c.- La separacion de los quistes a partir de tejidos del huésped.

Cornelissen et al. (1981) describieron un técnica especial de separacion de los
quistes de los tejidos, a partir de una suspension de homogeneizados de cerebro de

raton, valiéndose de la gravedad especifica de los quistes (1,056).
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11.4.d.- Ruptura de quistes tisulares y reactivacion de infecciones latentes.

Se conoce que los quistes T. gondii persisten en los 6rganos de los hospedadores
infectados por varios meses y quizas de por vida, dependiendo de la especie y las cepas

del parésito como asi también la localizacion de los mismos.

Es un hecho también, que hay mas quistes por gramo de tejido en los ratones y
ratas (Webster, 1994) que en otros huéspedes. Una marcada inflamacién provoca la
rotura y fuga de los quistes, pero en los animales infectados en forma cronica, hay una
liberacion lenta de bradizoitos, los que pueden ser destruidos por un huésped
inmunocompetente (Vivier, 1970).

En el caso de individuos inmunosuprimidos esta liberacion puede reactivar la
infeccion. Los factores que afectan la ruptura en gran parte son desconocidos. Ferguson
et al., en 1989, han documentado este hecho en ratones crénicamente infectados con la
cepa de STR, cuya ruptura y multiplicacion posterior de taquizoitos llevaron a una

fulminante toxoplasmosis.

Se dispone de poca informacién acerca de los mecanismos de recaida. Los
tratamientos con corticoides, suero anti linfocitario y anti interferon (IFN) son capaces
de inducir una inmunosupresion y reagudizacion de la toxoplasmosis. EI modelo
animal, la via de inoculacion y la etapa de T. gondii utilizados para la infeccion
primaria, asi como los criterios utilizados para la evaluacion de las recaidas son
consideraciones muy importantes. Por ejemplo, los hamsters son mas sensibles a los

corticosteroides que los ratones o ratas y a su vez, la administracion por via oral es
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menos eficaz que por via parenteral (Dubey, 1998; Frenkel et al., 1976). Sin embargo,

muchos taquizoitos mueren en los focos necroticos y no infectan nuevas células.

I1.4.e.- Resistencia a la pepsina acida.

Los taquizoitos son mas susceptibles a la digestion con solucion acida de pepsina,
que los bradizoitos (Jacobs et al., 1960). Sin embargo, este método no discrimina

taquizoitos de bradizoitos.

11.4.f.- Células huésped y cepas de Toxoplasma gondii

Los tipos de células huésped y las cepas de T. gondii utilizadas para el estudio de
quistes y el desarrollo bradizoitos in vitro han sido muy variadas (Mc Hugh et al.,
1994). La mayoria de estudios se han hecho con células de fibroblastos ya que estas
celulas son faciles de cultivar y suelen sobrevivir por largos periodos. La mayoria de las
20 cepas, producen quistes in vitro (Lindsay et al., 1993) y fueron agrupadas segun la
virulencia en los ratones. Las cepas con tasas de reproduccion bajas son menos
patogenas para el raton (VEG, ME-49, Beverley, Prugniaud y NTE).

Otras cepas suelen producir que los quistes se dividan rapidamente -cepas
patdgenas- (es decir, RH y BK) (Gross y Bohne, 1994; Matsubayashi y Akao,
1963). Durante los afios ‘80 y ‘90 se desarrollaron técnicas para reconocer diferencias
genéticas entre los toxoplasmas, aislados a partir de humanos y animales. Tomando

como base los fragmentos de restriccion, polimorfismo y longitud (RFLP); Dubey
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(2010) identifica a Howe y Sibley como quienes clasificaron los tres tipos genéticos:
tipo I, I1'y 11 considerando su virulencia en ratones.

De esta manera, las cepas tipo | eran letales para el raton en un 100%
independientemente de la dosis; mientras que los tipos Il y Ill, demostraban un
comportamiento avirulento. De igual manera, la poblacion del T. gondii posee una gran
variabilidad genética, por lo que las diferentes cepas se encuentran actualmente bajo una
amplia investigacion.

Se acepta que la mayoria de los taquizoitos son inmediatamente destruidos por la
pepsina acida, mientras que sobreviven en tripsina al 1% durante 3 horas (Jacobs et al.,
1960). Los bradizoitos por su parte, sobreviven en pepsina hasta 2 horas, considerando
Sharmay Dubey (1981), que la destruccion de los taquizoitos en pepsina acida se debe a
los &cidos y no a la pepsina, respaldando los ensayos de Pettersen (1979), quien no halld
diferencias en las tasas de supervivencia incubados a temperatura ambiente 0 a 37 °C (la

pepsina se activa s6lo a 37 °C y pH muy bajo).

I1.5.- EPIDEMIOLOGIA

I1.5.a.- La transmision de la toxoplasmosis

Los gatos pueden infectarse por la ingestion de bradizoitos a partir de quistes
tisulares, esporozoitos en ooquistes o taquizoitos y por via trasplacentaria por el pasaje
de taquizoitos (Venturini et al., 1992, Venturini et al., 1997). Si la infeccion se produce
por esporozoitos (liberados de ooquistes), el periodo prepatente puede variar entre 19 y
41 dias, la produccion de ooquistes puede ser muy escasa, durante un periodo patente

corto, o no ocurrir. (Dubey y Frenkel, 1972). Los gatos de una semana de edad y/o
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destetados, infectados con taquizoitos por via digestiva, pueden enfermar y morir de
toxoplasmosis; o vivir y producir ooquistes con las heces despues de un periodo

prepatente de 19 dias durante 4 a 6 dias (Chiappino et al., 1984).

Si los gatos adquieren la infeccion al comer bradizoitos presentes en quistes
tisulares, el periodo prepatente es de 3 a 10 dias, el periodo patente de 10 a 30 dias y se
pueden eliminar millones de ooquistes (Venturini et al., 1992). Los ooquistes sin
esporular, refrigerados, permanecen viables al menos por 3 meses (Dubey, 2010).
Cuando estan en el medio, a 22° C esporulan en 24 a 48 horas. Si estos se hallan
esporulados y son almacenados a 4°C, pueden ser infectantes por periodos de hasta 4
afios y medio, entre 10 a 25 °C hasta 6 meses, estos periodos se acortan a medida que
aumenta la temperatura; a 60° pierden su capacidad de infectar en 1 minuto (Brown et
al., 1995; Christie et al., 1978). Relevamientos realizados en distintas condiciones
indican que se pueden detectar ooquistes hasta en el 41% de los animales estudiados y
han comprobado experimentalmente que los gatos pueden volver a eliminar ooquistes
después de una reinfeccion. (Brown et al., 1995; Dardé et al., 1989). La infeccién puede
ser adquirida tempranamente por via trasplacentaria, lactogénica (Dubey y Frenkel,
1972) o si la gata alimenta con presas a sus crias. Posteriormente dependerd de las
probabilidades de ingerir carnes crudas infectadas provistas por sus duefios o las presas
que hayan capturado. Se considera que comienzan a cazar alrededor de los 3 - 4 meses,
pero aquellos animales que no reciben suficiente alimento serdn mas propensos a cazar
que los bien alimentados. ElI aumento de la prevalencia con la edad de la poblacion

indicaria que, en areas urbanas, la infeccion temprana no es muy frecuente.
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Cuando las condiciones ambientales son favorables y hay presas disponibles, la
tasa de infeccion depende de la concentracion de gatos en un area, que a Su vez
determinan la concentracion de ooquistes en el suelo (Dubey, 1977). Dubey y Fenner
(1993), aseguran que los felinos salvajes también son hospedadores definitivos de T.
gondii. Appleford y Smith (1997) sefialan la adquisicion de la infeccion por medio del

agua de bebida contaminada.

Se estima que la fuente de infeccion mas importante para los ovinos y caprinos
son las pasturas contaminadas con ooquistes. El parasito permanece en la musculatura,
dentro de los quistes tisulares; experimentalmente pudo recuperarse de los tejidos al
menos hasta 173 d.p.i. en ovinos y 440 d.p.i en cabras. La musculatura constituye una
fuente de infeccion para los seres humanos que manipulan esas carnes y para quienes las
comen crudas o mal cocidas. Los gatos también podran infectarse ingiriendo carne o
visceras y contaminar el medio ambiente con ooquistes eliminados con la materia fecal,
asimismo las placentas y fetos abortados pueden ser fuente potencial para otras especies

(Venturini, 2000).

Dubey (2010) ha recopilado numerosa informacién sobre la resistencia de los
quistes a las bajas temperaturas, al efecto de la congelacidn, curado, salado y decapado.
Sus experiencias corroboran la destruccion de estas estructuras por congelacion a -12 °C
y mediante la coccidén convencional a méas de 60 °C, tomando esta medicién en el
interior de la carne y con grosor uniforme. La supervivencia promedio entre 4 a 6 °C

Ilega hasta 2 meses.
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La coccion en microondas requiere una consideracion especial, debido a la
particular fisica de las microondas que permite la presencia de puntos calientes y frios,

por lo que no deberia considerarse una opcién para la destruccion de quistes.

Pueden llegar a sobrevivir incluso, varios dias con posterioridad a la muerte de un
animal infectado, pese a que sus tejidos han iniciado la descomposicion. Describe
Dubey (2010), a modo de anécdota, el aislamiento a partir del cerebro de un cuervo
infectado en forma natural, cuyo cadaver habia sido completamente comido por los

gusanos.

11.5.b.- La enfermedad en animales domésticos

PORCINOS

La patogenicidad del T. gondii esta estrechamente relacionado con la virulencia de
la cepay laespecie del huésped (Dubey, 2010). La infeccion del porcino tiene
importancia por su repercusién en salud publica.

En relacion a lo mencionado, Ortega (2008) describe que entre los posibles
hospedadores intermediarios, el cerdo ocupa un papel destacado desde el punto de vista
sanitario por su facil transmision al hombre. La infeccion en esta especie se encuentra
difundida practicamente a nivel mundial, cursando en la mayoria de los casos de manera

subclinica, aunque ocasionalmente puede presentar brotes de toxoplasmosis clinica.

Se presenta con mayor frecuencia en los animales jovenes, dado que se

incrementa la resistencia con la edad. Las manifestaciones clinicas en los lactantes son
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debilidad, tos, incoordinacion, diarrea y mortalidad perinatal. Las hembras gestantes que
adquieren la infeccion (Dubey, 1998) pueden presentar muerte embrionaria, muerte
fetal, momificacion, parto prematuro o mortinados.

Puede haber compromiso de las vias respiratorias con tos y disnea, fiebre ligera o
verdadera hipertermia de 40 a 41.6°C, anorexia, apatia, temblores, debilidad, tambaleo,
cianosis, flujo ocular, diarrea y otros de naturaleza neuroldgica, como incoordinacién
motora o encefalitis inespecifica. No es raro observar cuadros inespecificos como
orquitis, nefritis, neumonia, vértigos y tumefaccion testicular, tal como son descriptos

por Flores (1991); Jacobs et al. (1960); Soulsby (1987).

Experimentalmente, los lechones destetadosy alimentados con quistes u
ooquistes, desarrollan una respuesta febril, anorexia con pérdida de peso, pero
generalmente se recuperan a las 3 semanas posinfeccion, pudiéndose recuperar parasitos
hasta los 14 d.p.i. (Dubey, 2010).

En general, la mayoria de las infecciones de los cerdos adultos, en buenas
condiciones fisicas transcurren en forma subclinica o con sintomas inespecificos que
escapan al diagndstico durante la fase aguda. Los portadores aparentemente sanos de
estas infecciones latentes albergan quistes en sus tejidos, convirtiéndolos en portadores
cronicos.

Aunque se describan las presentaciones mas frecuentes, la edad, etapa fisioldgica,
edad gestacional, cepa actuante, via de ingreso y raza, entre otros factores; pueden dar
cuenta de las grandes variaciones y comportamiento de esta enfermedad. (Acha y

Szyfres, 2003; Dubey, 2010).
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El examen de los sueros pre y posparto, indicaron que los anticuerpos no se
transmiten por via placentaria y desaparecen de la leche a los 3 meses de la lactancia. La
lesion predominante fue la placentitis necrosante con abundante presencia de
trofozoitos. Estos pudieron ser aislados también a partir de cerebro, corazon, lengua,
ojos, diafragma y de los principales cortes comerciales (p.e. jamén, tocino, panceta,
costillas, paleta, tocino y lomos). Dubey (2010) demostré su viabilidad hasta 759 d.p.i. a

partir del higado y de rifion hasta 875 d.p.i.

Los animales muertos y membranas fetales deben eliminarse inmediatamente
mediante enterramiento o incineracion, para evitar el canibalismo y la propagacion
hacia los otros animales, manipulandolos con guantes en todo momento. No deberian
admitirse gatos cerca de las hembras prefiadas y convendria cubrir los alimentos, para

prevenir la contaminacidn con ooquistes y aves migratorias (Dubey, 2010).

La especie porcina es considerada la fuente de contaminacién mas significativa de
origen animal para las personas en Estados Unidos, por lo que se encuentran
desarrollando los mayores esfuerzos para confrontar genéticamente los aislamientos y
mejorar de esta manera, la comprension de la transmision de la enfermedad (Smith et

al., 1992).

Los cerdos pueden obtener la infeccion a partir de una amplia variedad de fuentes,
que incluyen a especies salvajes (Aramini et al., 1999), silvestres y domésticas en

proximidad a los criaderos (Smith, 1991; Venturini, 2000).
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En un estudio comparativo entre dos sistemas de produccion, la seroprevalencia
no sobrepaso el 5,4 % en las granjas de cria en confinamiento, mientras que en los
criados a campo ésta llegd a ser del 100 % en los reproductores (Venturini et al., 1999;
Venturini et al., 2004). En estas condiciones, en los primeros establecimientos las crias
pueden no presentar sintomas, mientras que en los extensivos, pueden llegar al 24%.
Dubey et al. (1995), asocia la seroprevalencia con el libre acceso de los gatos a las

madres (Weigel et al., 1995; Weigel et al., 1999).

BOVINOS

Los bovinos se encuentran entre los hospedadores intermediarios mas resistentes a
T. gondii; siendo el motivo de esa resistencia aun desconocido, sin embargo, en
animales inoculados experimentalmente, el parasito puede multiplicarse en los tejidos
pero son rapidamente eliminados.

En terneros, el parésito puede producir cuadros de fiebre, disnea, tos, flujo nasal,
inapetencia, dorso hundido, decubito permanente, depresion, temblores de la cabeza y el
cuello, ataxia, irritabilidad y otros sintomas nerviosos. Se han demostrado
microorganismos unicamente en los ganglios durante unas cuantas semanas (Dubey et
al., 1989).

En el ganado adulto, la infeccién cursa generalmente sin sintomatologia. La
mayoria de los investigadores no lograron aislar el paréasito de la musculatura en
condiciones naturales, mientras que experimentalmente éste se ha podido recuperar

hasta 267 d.p.i. (Venturini, 2000).
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Ha sido descripta la presencia del parasito en esta especie a nivel mundial, pero
poco se sabe sobre la especificidad y sensibilidad del diagnostico en el ganado
bovino, debido a que varias de las técnicas empleadas para el diagnostico en humanos
dan resultados erraticos con los sueros del ganado bovino (Dubey, 2010). Entre todas
las pruebas evaluadas, un titulo de 1:100 o mayor con MAT (Técnica de

Microaglutinacion), parece ser indicativa de infeccion en esta especie.

La ingestion de productos con carne o lacteos a partir de esta especie no se
considera importante en la transmision, sin embargo, ain no se ha podido adjudicar un
comportamiento definido en la epidemiologia de la enfermedad (Dubey, 2010). Por ello,
el bovino es considerado como un huésped pobre para T. gondii. Aunque el ganado
puede ser infectado con éxito, el parasito es eliminado o reducido a niveles indetectables

a las pocas semanas, quizas debido a una resistencia innata.

El aborto es un problema econémico importante en la industria ganadera mundial
pero las maltiples etiologias y el avanzado estado de autolisis de los fetos, dificultan el
diagndstico. Es muy probable que esta parasitosis se confunda con el Neospora caninum
dado que morfol6gicamente son parasitos muy similares y son importantes causantes de
abortos (Dubey, 2010; Venturini, 2000).

Los mismos resultados fueron obtenidos tanto en Bos taurus como en Bos indicus,
pero se detect6 ademas T. gondii en el semen de animales inoculados, tanto por via oral
con ooquistes como por via subcutanea con taquizoitos de la cepa RH, lo que sugiere
una transmision venérea (Dubey, 2010). Laimportancia de estos hallazgosen la

epidemiologia de la enfermedad en condiciones naturales es incierta.
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Se encontraron anticuerpos del parasito en terneros muertos lo que sugiere
infeccion transplacentaria, por lo tanto, seria necesario reevaluar la infeccion en el
ganado bovino.

Algunos valores de prevalencia informados fueron: en Santa Fe mediante la
técnica de IFI, Pizzi et al., (1987) el 38 %, Wynne de Martini y Martin (1977) por HAI
64% en bovinos de consumo; en la Provincia de Santa Fe el 27% sobre 180 animales
por IFI (Benvissuto et al., 1985); en Buenos Aires por IFI 94,4% (Venturini et al.,
1995); en un relevamiento de 5 provincias argentinas el 35% (Bakos et al., 1985; Ulon y
Marder, 1990); en Chaco, Marder et al. (1990) resefian el 39% de reactores sobre 249

bovinos estudiados.

Debido a la dificultad de aislamiento del parasito no se ha considerado como una
fuente importante de infeccion para el hombre. Sin embargo, estudios realizados en la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP en bovinos de Argentina, sugieren una
alta prevalencia. Mediante IFI se detectaron anticuerpos tipo Ig G en el 91% de 90
bovinos para consumo, y mediante la técnica de PCR se detecté ADN de T.gondii en el

10% a partir de muestras de corazon. (Venturini et al., 2004).

OVINOS

Luego de ingerir la forma infectante, el parésito invade el tracto gastrointestinal,
los nddulos linfaticos gastrointestinales Ilegando al torrente sanguineo. La mayoria de
los ovinos son asintomaticos en las primeras fases de la infeccion. Aproximadamente 14

dias después de la infeccion en hembras prefiadas, el parésito invade la placenta. La
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infeccion transplacentaria durante el primer trimestre (1 a 40 dias) puede provocar la
muerte y reabsorcion fetal.

Buxton y Finlayson describieron en 1986, que los ovinos que enfermaban durante
el segundo trimestre podian padecer muerte fetal, aborto y momificacion, observando
que en mellizos abortados, uno podia momificarse mientras que el restante desarrollaba
de manera relativamente normal. Del mismo modo, determinaron que la infeccién
durante la gestacion tardia, no impedian el nacimiento de corderos, pero podian
presentar luego debilidad y morir (Buxton, 1998).

Dubey (2010) sostiene que las hembras que han abortado debido a éste parasito,
no suelen presentar recurrencias en los abortos, por lo cual se pueden conservar para

reproduccion.

EQUINOS

El caballo participa de la infeccion como hospedador intermediario, pero es poco
receptiva al desarrollo de la enfermedad. La persistencia en tejidos es mas prolongada
que en otros animales, y experimentalmente fue recuperado hasta 476 d.p.i.

Dubey et al., (1999) anunciaron el 13,1 % de positivos sobre 76 equinos en la

Provincia del Chaco, mediante el test MAT.

Son raros los casos clinicos, por lo que se le atribuye principalmente una forma
subclinica. Ocasionalmente se ha detectado post mortem la presencia del parasito en
équidos con signos de encefalomielitis progresiva, ataxia, movimientos en circulo,

paresia, ceguera aparente, disfagia, dificultad respiratoria, observandose en dichos
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animales lesiones hemorragicas focales y acumulos perivasculares de linfocitos y
macrofagos en el cerebro y médula espinal, asi como mielomalacias multifocales
(Flores, 1991).

Sin embargo, se demostrd0 que durante los ultimos 20 afios, existian dos
protozoarios: Sarcocystis neurona y Neospora sp., los cuales ademas de ser
morfolégicamente similares, demostraron tener la capacidad de provocar cuadros
clinicos similares (Dubey et al., 1999).

En las inoculaciones experimentales con cepa RH, desarrollan fiebre transitoria
(4-8 d.p.i.), presencia de anticuerpos especificos entre 6 y 12 d.p.i., pero las formas
tisulares no persisten por mas de 3 meses. Se informd transmision transplacentaria pero

se requiere de mayores estudios (Dubey, 2010).

CANINOS

En perros la toxoplasmosis puede manifestarse con sintomas neuromusculares,
respiratorios y gastrointestinales. La mayoria de los casos fueron animales de menos de
un afio de edad. No se considera que T. gondii sea un patégeno primario de los caninos,
la mayoria de los casos clinicos han estado asociados a la infeccion por el virus de
Distemper, a diferencia de N. caninum que es un patégeno primario. Ambas infecciones
pueden cursar con el sindrome de encefalomielitis o de miositis - polirradiculoneuritis
(encefalitis-encefalomielitis a protozoarios) (Braund, 2003) y hasta la descripcién de

Neospora caninum, fueron descriptas como una sola enfermedad.

La prevalencia serolégica es variable, hay datos de nuestro pais sobre la

seroprevalencia de ambas infecciones y de la de toxoplasmosis. En La Plata se
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determino que la prevalencia de toxoplasmosis y neosporosis en una poblacion de 97
perros adultos fue de 47,4 % y 43,2% respectivamente, mientras que el 28,9 % eran
positivos a ambos parasitos (Di Lorenzo et al., 1997). En la Ciudad de Buenos Aires se
hallo el 60% de 145 positivos a toxoplasmosis (Gury Dohmen, 1995) y en la ciudad de
Corrientes, Ulon y Marder en 1990, relatan que un 46 % sobre 341 caninos presentaban
serologia positiva.

En los pequefios carnivoros domésticos aun no se han desarrollado vacunas, como
si en las ratas, ovejas o0 cerdos inmunizados con quistes o0 taquizoitos de la cepa RH o la
S48 de Toxoplasma gondii, con el agregado de inmunoestimuladores (Durlach y

Martino, 2009)

AVES - (GALLINACEAS)

Las gallinas y pollos se infectan pero no manifiestan gran cantidad de sintomas ni
se detectan pérdidas importantes en la produccion (Kaneto et al., 1997). La prevalencia
es muy variable, del 2 % pero pueden llegar al 100 % (Dubey, 2010); pero ello depende
del sistema productivo, ya que cuando son criados a cielo abierto o "sueltos” pueden
ingerir mayor cantidad de ooquistes.

En los casos de presentar sintomas y ser positivos a la MAT, se describe el
hallazgo de neuritis periférica, pero no se puede descartar la presencia del Herpesvuris
(Enf de Marek) (Dubey et al., 2003).

En Rio de Janeiro (Brasil) los mismos autores, detectaron anticuerpos en el 65 %
de 198 pollos, siedo aislados del 70.9 % de los animales. En otro estudio en la ciudad de
San Pablo, el 39 % de 82 pollos fueron seropositivos, siendo aislado de 25 de ellos

(Dubey et al., 2002).
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La mayoria de estos aislamientos se agruparon en tres cepas: la tipo | se considera
altamente virulenta para ratones y se la aisla predominantemente de casos de
toxoplasmosis humana y los tipos Il y 111 son avirulentas para ratones.

En Argentina (Pcia de Buenos Aires) (Venturini, 2000), aislaron sobre el 65,5 %
de 29 pollos, los tres genotipos presentes, predominando el tipo Ill. Esto revela la
factibilidad de las infecciones multiparasitarias en condiciones naturales.

Existe una muy amplia dispersion y capacidades infectivas en diferentes tipos de
aves de las que pueden aislarse como Anseriformes, Falconiformes, Galliformes,

Columbiformes, Passeriformes, Psittaciformes entre otros (Dubey, 2010).

CONEJOS

La demanda de carne de conejo para el consumo humano estd aumentando, por lo
tanto, la estd tomando importancia epidemioldgica

Dubey (2010) informa en Espafa una prevalencia general del 14,2 % por MAT
(1:25) llegando a valores del 53,8 % en algunas regiones. Algunos autores han descripto
aislamientos a partir del cerebro de conejos silvestres, e identificacion del ADN del
parasito en el Reino Unido. En Chile se describen infecciones congénitas o postnatales
tempranas en animales silvestres.

Perfumo et al., (1978) junto a Dubey y Beattie (1988), describen casos de
toxoplasmosis en esta especie animal, como causantes de hepatitis, neumonia y
linfadenitis aguda con muerte consecuente. Las lesiones principales se concentran en el

bazo (Dubey, 2010).
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I11 - MATERIALES Y METODOS

I11.1. MATERIALES

1. 1. 1. LOCALIZACION DEL ESTUDIO

El muestreo comprendi6 11 establecimientos correspondientes a las Provincias de
Santa Fe que incluia 7 granjas, concentrando un total de 113 animales (correspondiendo
al 63,48 % del total de la muestra); Cérdoba con 3 granjas que agrupaban 40 animales

(22,47 %); y Entre Rios con un establecimiento compuesto por 25 animales (14 %).

Establecimientos correspondientes a la Provincia de Santa Fe:
v' San Genaro N (Dpto. San Jer6nimo)
v Totoras (Dpto. Iriondo)
v Arroyo Seco (Dpto. Rosario)
v San Agustin (Dpto. Las Colonias)
v Franck (Dpto. Las Colonias)
v" Monte Vera (Dpto. La Capital)
Establecimientos de la Pcia. de Cérdoba:
v' Marcos Juarez. (Dpto. Marcos Juarez)
v" Monte Buey (Dpto. Marcos Juarez)
Establecimiento de la Provincia de Entre Rios:

v' Crespo (Dpto. Parana)
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En la ilustracion N° 1, a continuacion, se sefialan algunos de los establecimientos
muestreados en Santa Fe: San Genaro N; San Agustin y Franck del Dpto Las Colonias y
a Monte Vera, del Dpto. La Capital.

También se puede apreciar a la localidad de Crespo, en la Pcia. de Entre Rios.
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lHustraciéon N° 1: Mapa de la region centro-este de la Provincia de
Santa Fe y oeste de Entre Rios

Fuente: Google maps 2010 ®
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lustracion N° 2: mapa de la zona centro-sur de la Provmua de Santa Fe.
SE Cordoba y Centro-sur de Entre Rios
Fuente: Google maps 2010 ®
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En el mapa anterior (ilustracion N° 2) se sefialaron los establecimientos de Santa Fe
—rojo— (en las localidades de San Genaro, Totoras, Arroyo Seco, San Agustin, Frank y

Monte Vera); en la Pcia. de Coérdoba, a Marcos Juarez —verde— y en Entre Rios se

sefiala Crespo —violeta-—.
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llustracion 3 maba de la zona sureste de la Provincia de Cérdoba.
Fuente: Google maps 2010 ®

En la ilustracion N° 3 se sefialan las localidades de procedencia de los animales
radicados en la Provincia de Cérdoba Marcos Juarez y Monte Buey) ambos

pertenecieron al Dpto. de Marcos Juarez, al sureste provincial.
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En la ilustracion N° 4 se pone de manifiesto la distribucion general y por lo tanto el
area de influencia del presente estudio. Se aprecia que las distancias exceden los 200

km.

1. 1. 2. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Los sueros correspondieron a 178 porcinos provenientes de localidades de las
Provincias de Santa Fe, Cordoba y Entre Rios. Las categorias de animales incluyeron a

capones, capones pesados y cerdas.

Fueron obtenidas y procesadas la totalidad de las muestras correspondiente a los

animales destinados a faena, puesto las tropas no eran muy numerosas.

Como controles serolégicos negativos, fueron procesadas muestras de sangre a
partir de 23 animales, los cuales comprendian 19 lechones con sus respectivas madres
(4) provenientes de la Escuela de Agricultura y Granja, de la Universidad Nacional del
Litoral (Esperanza, Santa Fe). Estos animales se encontraban en una franja etaria entre
los 2 y 3 meses de edad, mantenidos en condiciones controladas en criaderos de pisos

elevados y alimentados a base de balanceado y bebederos tipo chupete (Tabla N° 1).

En este caso, tanto madres como lechones fueron testeados en cuatro
oportunidades mediante el test de HAI para corroborar su seronegatividad a través del

tiempo, del mismo modo por ELISA registrando el valor de su absorbancia.
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Control serologias
ELISA HAI
Controles Categorias —
X DO: 0,36 17/8,1/9,8/9,16/9

1 Madre 1 0,296 Neg
2 Madre 2 0,254 Neg
3 Madre 3 0,355 Neg
4 Madre 4 0,300 Neg
5 Lechdn 1 0,011 Neg
6 Lechdn 2 0,205 Neg
7 Lechdn 3 0,324 Neg
8 Lechdn 4 0,140 Neg
9 Lechdn 5 0,169 Neg
10 Lechdn 6 0,208 Neg
11 Lechén 7 0,248 Neg
12 Lechdn 8 0,192 Neg
13 Lechdn 9 0,313 Neg
14 Lechoén 10 0,121 Neg
15 Lechén 11 0,125 Neg
16 Lechén 12 0,199 Neg
17 Lechoén 13 0,179 Neg
18 Lechén 14 0,230 Neg
19 Lechén 15 0,206 Neg
20 Lechén 16 0,075 Neg
21 Lechén 17 0,155 Neg
22 Lechén 18 0,137 Neg
23 Lechén 19 0,126 Neg

Tabla N° 1: Evaluacion serolégica de los controles negativos por ELISA'Y HAI.
(Madres y lechones)
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Gréfico N° 1: Controles negativos (madres y lechones)
mediante el Test de ELISA

Ref.. Series 1= lechones (azul) / Series 2= madres (rojo)
C0: 0,36
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Se aprecian los resultados en el Grafico N° 1, las dispersiones entre los valores
maximos y minimos de absorbancias para los controles negativos, los que se encuentran

entre 0,1y 0,25. Valor de corte o CO: 0,36.

Tamafo muestral

Todos los sueros fueron examinados para la busqueda de Ac para T. gondii. El
tamafio de la muestra fue calculada con un intervalo de confianza del 95% un error
estandar del 5 % y asumiendo una prevalencia previa del 38% (Pizzi, et al., 1987). De
esta manera se estimé como numero adecuado un n de al menos 168, situacion que

optimizamos con 178 animales.

I11.1.3. CATEGORIA Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

111.1.3.a) Grupo control negativo

Las muestras en los animales controles fueron colectadas mediante puncién de la
vena cava craneal y acondicionadas en tubos sin anticoagulante. Las mismas fueron
procesadas en el Laboratorio de Patologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
siendo retirado el suero por separacion espontanea o centrifugacion, luego rotulados,

identificados y mantenidos a -20°C hasta su estudio.

111.1.3.b) Grupo experimental
Las muestras de esta categoria fueron recobradas a partir de las cavidades
cardiacas mediante la apertura de las mismas. Las fracciones séricas fueron separadas

mediante centrifugacion en el mismo laboratorio que del grupo anterior y luego
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conservadas a -20° C para la conformacion de la seroteca, hasta su testeo en busca de Ac
contra T. gondii. El suero de cada animal fue identificado con un nimero de registro

individual, procedimiento realizado entre 2 a 4 horas de obtenidas las muestras.

111.2. METODOS - PRUEBAS SEROLOGICAS

1. 2. a) HEMOAGLUTINACION INDIRECTA

La determinacion de positividad para HAI es de caracter cualitativo, por lo que se
seleccioné como positivos a los sueros cuyos titulos superaron fueron > 1/32. (Blood

and Radostits, 1992; Dubey and Beattie, 1988).

La prevalencia se analizd de acuerdo a su frecuencia de presentacion (sueros
positivos a la prueba serolégica) y fue expresado en forma porcentual. Se busc6 ademas
alguna otra variable que pudiese determinar la existencia de alguna significancia

estadistica.

Se empleo un kit para Hemoaglutinacion Indirecta (Toxotest Wiener Laboratories

®), 2000, Rosario, Argentina, (Pizzi et al., 1987; Remington, 1970)

Procedimiento operativo: [descripto en detalle en Anexo Técnicas y Soluciones].

Se desarrollé la Técnica de Titulacion con 2-ME al 1% para control de heterofilia.
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Interpretacion de los resultados:

La reaccion es considerada reactiva cuando forma una malla o red de bordes
irregulares con el 50 al 100% de aglutinacion.

La reaccion es considerada negativa cuando los hematies se depositan en el fondo

de la placa formando un boton de eritrocitos no aglutinados.

Limitaciones del método:

La utilidad de este ensayo es el screening de anticuerpos anti T. g. en muestras de

sangre.

Los valores obtenidos con este ensayo deben ser tomados como una ayuda
diagnostica y debiendo ser evaluados por el profesional médico actuante considerando,
ademas, la historia clinica del paciente, los hallazgos fisicos y sintomatologicos y otros

procedimientos diagndsticos.

[11. 2. b) INMUNO ENSAYO ENZIMATICO - ELISA INDIRECTO

Se emplearon policubetas de poliestireno sensibilizadas por adsorcién del
antigeno sobre la base solida. Se utilizd 100 pl /pocillo de una suspensién de antigeno

en buffer/aa.

Luego se lavaron 3 veces con buffer de lavado (PBS-T) y dos veces con agua

destilada. Los sueros se diluyeron al 1% en buffer proteico (PBS-BSA) [Anexo
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Técnicas y Soluciones] y se incubaron 50 ul de esta solucién por 1 h a 37°C. Luego se

lavaron 6 veces con buffer de lavado (PBS-T).

Anti-Suero: (Técnica y reactivos — principio del Método — Procedimiento
operativo)

Como conjugados se empled un kit de ELISA goat anti-swine (y cadena
especifica) diluido 1:1000 conjugado con peroxidasa (anti-lg G caprino anti cerdo
(Swine/Porcine Toxoplasmosis Immunoassay Ig G Antibody Kit, Product Code: TXP-

96 well- Biocell ™ Lab, Inc — 2000)

Se diluyo el suero 1/1000 respectivamente en PBS a pH 7,4 e incubaron 50 ul por
30 min. a 37°C. Luego se lavo con buffer de lavado.

El revelado de la reaccion se realizé con 100 pl de SO4H; y se leyo en 450 nmy
630 nm en lector para microplacas de ELISA (MRX, Dinatech®)

Esta técnica fue estandarizada en el Instituto Malbran empleando Ag totales de
elaboracion propia. Cada muestra de suero se analizé por duplicado y la lectura de las
absorbancias de cada pocillo fue ejecutada en un lector automatico de ELISA con filtro
a 492 nm. Los resultados fueron expresados como la media de las absorbancias.

El valor limite o cut off (CO) fue establecido en 0,360.

Se considera la densidad dptica de cada uno de los controles negativo y positivo
(ya sefialados anteriormente) y el valor del cut-off (valor umbral). Comparando la
densidad Optica de las muestras con la densidad Optica de los sueros control, se

determing la reactividad o no reactividad frente a los anticuerpos anti-T.gondii.
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Las muestras con valores de densidad Optica inferiores al valor del control cut-off
deben considerarse no reactivas mientras que aquellas con densidad Optica superiores al
mismo se deben considerar como positivas o reactivas.

Las muestras con valores de densidad Optica comprendidos en el intervalo de +
10% del control cut-off, fueron tomadas como dudosas siendo sometidas a un nuevo

ensayo.

1. 2.c) ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Las prevalencias brutas o totales de infeccién por T. gondii se determina como la
proporcion de positivos a cada una de las dos técnicas empleadas (HAI y ELISA).

Prevalencia de positivos: expresa la prevalencia aparente de enfermedad.

Prevalencia especifica de la infeccibn por sexo, categoria animal y
establecimiento de origen (expresado segun procedencia)

Se agruparon los animales en dos categorias: capones livianos y pesados. Como
indicador relativo de edad se valieron de estas mismas categorias, asignandolos como
jévenes y adultos respectivamente.

Las dos técnicas fueron realizadas en doble ciego.

S6lo muy pocas pruebas nos brindan al mismo tiempo altos valores de
sensibilidad y especificidad; siendo el hecho habitual que la sensibilidad y la
especificidad se modifiquen en relacién inversa. En el caso de toxoplasmosis, la técnica
considerada como Gold Standart es el Dye Test, la cual posee los mayores valores de
sensibilidad y especificidad, pero no ha sido posible practicarla y tomarla como

parametro ideal.
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Los controles negativos fueron expresados en porcentajes. La concordancia entre
ELISA y HAI fue determinada mediante la prueba estadistica Kappa (K). (Tarabla,

2000).

Donde:

K= coeficiente kappa

Pr = probabilidad

CO (concordancia observada) =Pr[A (+) yB (+)] +Pr[A(-) yPrB (-)]/n

CE (Concordancia esperada) = Pr[A (+) xB (+)] + Pr[A (-) x Pr B (-)]
n Z

Caélculos de Sensibilidad y Especificidad

Tabulacion de los resultados de la serologia

HAI (+) HAI (-)
ELISA (+) PV FP
ELISA (-) FN NV

Tabla N°2: Resultados de ELISA frente a HAI

La tabla anterior de doble entrada (Tabla N°2) simplemente nos permite evaluar los datos de
sensibilidad y especificidad relativas para cada una de las técnicas y luego para las prevalencias

totales, concordancias y especificas.

e Calculo de la sensibilidad relativa
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Sensibilidad relativa= PV x 100

PV +FN

Donde: PV (verdaderos positivos): N° sueros reactivos a HAI y ELISA

FN (falsos negativos): N° sueros no reactivos a ELISA, pero reactivos a HAI.

e Calculo de la especificidad relativa

Especificidad relativa= NV x 100
NV + FP

Donde: NV (negativos verdaderos): N° sueros no reactivos a HAI ni al ELISA

FP (falsos positivos): N° sueros no reactivos a HAI pero reactivos al ELISA.
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IV.1. - CALCULO DE PREVALENCIAS

IV.- RESULTADOS

En la Tabla N° 3 se identifico a todos los establecimientos muestreados asignandose

una letra, la localidad y provincia de procedencia, asi como el propietario del mismo. Se

pondero el numero de animales, el sexo y la categoria de pertenencia (capones livianos

0 capones pesados).

N° Sexo
Establ. Localidad Propietario . Categoria
animales
M H

A San Genaro N SF St...pa 15 capones 15
B San Genaro N-SF Ro....guez 15 capones 15 0
C Totoras — SF Pa.....bi 9 capones 9 0
D Arroyo Seco — SF D...z 41 capones 9 32

Monte Buey
E M. Jurez — Cha V....no 4 capones 4 0

Monte Buey Coop. Agric.
F M. Juérez-Cba. Ganadera 19 capones 19 0

Monte Buey capones
G M. Juarez —Cba. D....2 17 pesados ! 10
H Crespo - ER Kr.....im 25 capon/cerdas 1 24
! San Agustin - SF G...a 10 capones 10 0
3 Monte VVera - SF Beo....i 5 capones 0o | s
K Franck - SF H.....en 18 capones 18 0

Tabla N° 3: Distribucion de los establecimientos indicando la categoria
de los animales muestreados.
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En la Tabla N° 4, se consigné el numero total de animales por establecimiento,

confrontando el resultado de los positivos y negativos segun la técnica, expresado en

nUmero y porcentajes.

Establecimientos Resultados HAI Resultados ELISA

Identif. N°anim (+) % ) % (+) % () %
1 A 15 5 333% 10 66,6% 8 534% 7 46,6%
2 B 15 2 1333% 13 86,6% 5 333% 10 66,6 %
3 C 9 2 22% 7 T1,1% 2 22% 7 71,7%
4 D 4 16 39% 25 60,9% 28 68,3% 13 36,5
5 E 4 0 0 4 100 % 3 75% 1 25%
6 F 19 2 105% 17 894% 7 368% 12 632%
7 G 17 7 412% 10 588% 10 588% 7 412%
8 H 25 5 20 % 20 80% 5 20% 20 80 %
9 | 10 3 30% 7 70% 3 30% 7 70%
10 J 5 0 0 5 100 % 1 20% 4 80%
11 K 18 0 0 18 100 % 6 333% 12 773%

Tabla N° 4: Resultados serologias HAl y ELISA.

La totalidad de los establecimientos (independientemente de su procedencia y

técnica empleada) presentaba al menos un animal positivo. Esta amplitud se establecid

entre el 10 y el 68,3 % entre ambas técnicas seroldgicas empleadas.

IV.1.a.) PREVALENCIA TOTAL HAI

Mediante la prueba de HAI en la Tabla N°5, el 23,6% de los animales (42/178)

fueron considerados reactores a esta parasitosis, esto corresponde a casi uno de cada

cuatro animales muestreados, sin discriminar por categoria o sexo.
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Diagnéstico HAI Ne° %
Positivo 42 23,6
Negativo 136 76,4
Total 178 || 100.0

Tabla N° 5 Prevalencia de reactores a Toxoplasma gondii
Prueba HAI

En este contexto, se determind la situacion sanitaria de los animales por positivos y

negativos a ambas pruebas en la Tabla N° 6:

HAI
Totales
+) )
ELISA (+) 39 39 =5
) 3 97 100
42 136 178

Tabla N° 6: Estado sanitario del total de los animales por HAI
» Determinamos la sensibilidad relativa a HALI:

Serelat= a x100 = 39 x100 = 92,8%
atc 39 + 3 (42)

Caracterizamos asi a la habilidad de esta prueba para determinar la proporcion de
enfermos reales dentro de los animales considerados como positivos.

» Sprelat.= E= d x100 = 97 x100=71,3%
b+d 39 + 97 (136)

Habilidad de la prueba para determinar los verdaderos sanos, dentro
de los negativos.

IV. 1. b) PREVALENCIA TOTAL ELISA

Mediante el test de ELISA, se demostro el 43,8 % de los animales (78/178) como

reactores, tal como se aprecia en la Tabla N° 7:
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Diagndstico Ne° %
Positivo 78 43,8
Negativo 100 56,2
Total 178 100.0

Tabla N ° 7: Prevalencia de animales reactores a T.gondii
Prueba ELISA.

ELISA
Totales
+) ()
HAL(+) 39 | 3 | 42

() 39 | 97 | 136

78 | 100 178

Tabla N ° 8: Estado sanitario del total de los animales
Prueba ELISA.

Se determind a continuacion, la situacion sanitaria de los animales estudiados,

empleando los valores de la Tabla N° 8, en referencia a la técnica de ELISA.

» Serelat.= a x100 = 39 x 100 = 50 %
at+c 39 + 39 (78)
» Sprelat.= b x 100 = 3— x100 = 97%
b +d 3+ 97 (100)

IV.1. c) PREVALENCIA TOTAL A AMBAS PRUEBAS

Considerando los resultados de ambas pruebas en forma simultanea, se obtuvo un
nuevo calculo de prevalencias, en donde los animales positivos fueron considerados

como “CASOS” y los negativos estimados como “NO CASOS” 0 sanos:
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Test 2
Totales
Test 1 (+) )
(+) 39 3 42
) 39 97 136
Totales 78 100 178

Tabla N° 9: Resultados de los Test 1y Test 2.
PV: CASOS - NV: NO CASOS

En la Tabla N° 9, se sefial6 como PV (39) a las dos técnicas, por lo que se obtuvo
de esta manera una prevalencia del 21,9 = 22% sobre el total de los animales
muestreados, mientras que los NV (97) representé el 54,5 % de los mismos. Este grupo

de animales fue seleccionado para los anélisis de las prevalencias especificas.

IV.1. d) Célculo de Concordancia

SiendoCO=(a+d)/n= 136 /178 =0,76
Este valor nos suministro la proporcion de animales enfermos existentes en estado
natural, independiente y anterior a la ejecucion de la prueba (Cohen, 1960; Cochrane,
2001). La Concordancia esperada (CE) se calcul6 de la siguiente manera:

CE= (a+b) x (a+c) + (c+d) x (b+d)

n2

CE = (42 x 78) +(136 x 100) = 3276 + 13600 = 16876 = 0,53

2

n? 178 31684

Kappa
K=0,78-0,53 = 0,5217 = 0,53

1- 053 0,53
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Grado de acuerdo o Fuerza

k .
appa de concordancia

0,41 - 0,60 Moderado

Calculamos el grado de concordancia o acuerdo entre pruebas, siendo el K= 0,5 por

lo que el valor o fuerza de concordancia es considerado como moderado.

IV.2.- PREVALENCIAS ESPECIFICAS

IV.2.a) PREVALENCIA POR GENERO

Extrayendo los valores a partir de la Tabla N° 9, en donde se especificaron como
CASO a los PV a ambas pruebas, y como NO CASO a los NV; se discriminaron las
proporciones segun el género de los reactores. Los resultados no demostraron

asociacion entre la presencia de la enfermedad y el sexo de los animales. (p= 0,4443).

Sexo CASO NO CASO | Total
Machos 25 (30%) 57 82
Hembras 14 2400 43 57

Total PV-NV || 39 (8% 100 139
Tabla N° 10: Frecuencia de reactores a ambas
pruebas segun el sexo

IV. 2. b) PREVALENCIA DE INFECCION POR PROCEDENCIA

En la tabla que se presenta a continuacién (Tabla N° 11) se agruparon los
verdaderos positivos (PV) segun la Provincia de procedencia de los animales, siendo
complementado con el sexo de los mismos. Se pudo apreciar que Santa Fe agrupd la

mayoria de las muestras, en segundo término estuvo la Provincia de Cdrdoba, y
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finalmente se localizé a Entre Rios con escasos 4 animales. La distincion de ambas
pruebas diagnosticas, reveld la presencia de animales falsos positivos, llegandose a
negativizar la respuesta en la Provincia de Entre Rios, suprimiendo de esta manera, la

disponibilidad de datos con valor estadistico.

PV - CASOS total |l Total animales
Procedencia H M POSItIVOS | o jestreados
Santa Fe 14 22 36 (31,8) 113
Cordoba 0 3 3 (76) 40
Entre Rios 0 0 0 25
14 25 39 (21,9 178
Tabla N° 11: Frecuencia reactores a ambas pruebas
segun el sexo y procedencia

De los resultados finales por procedencia de las muestras (Tabla N° 11), se
encontr6 que dentro del 21,9% de los positivos (39/178), Santa Fé presenté el 31,8 % de
prevalencia total sobre su muestreo (36/113), pero estos valores representaron el 92,3 %
sobre los CASOS o PV (36/39), Cérdoba el 7,69% (3/39) mientras que Entre Rios, no

ofrecia reactores.

IV. 2.c) PREVALENCIA SEROLOGICA POR CATEGORIA DE ANIMALES

En la Tabla N°12, se aprecia la distribucion de las categorias de capones livianos

(CL) y capones pesados (CP) (menos y mas de 150 kg respectivamente) segun la

reactividad serologica (casos y no casos).
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Categoria CASOS NO CAso | Total animales
muestreados
Livianos 27 (69) 134 161 (99
Pesados 12 (706 5 17
Totales 39 pv) 139 178

Tabla N° 12: Clasificacion de capones livianos y pesados segun su
respuesta serolégica PV (CASOS)

Segun lo presentado en la Tabla N°12, el 90% de los animales muestreados
correspondié a los CL (161/178); correspondiendo al 69% de los reactores (CASOS)
(27/39).

Otros resultados considerado del analisis, indico la existencia de una asociacion
entre el PESO y CASO/NO CASO, la cual fue altamente significativa (p < 0,0001).
Estos valores se correspondieron entre la categoria de pesados y sus reactores (12/17)
demostrando que el 70,58 % eran positivos.

Inferimos de esta manera, una mayor positividad entre los pesados, la mayor edad y

COmMO consecuencia, un mayor tiempo de exposicion al parésito.

Categoria CL CP Total
MaChOS 20 (80%) 5 25 (64%)
Hembras 7 7 14

Total PV 27 (s9%) 12 39 py

Tabla N° 13 Distribucion de los reactores considerados
por categoria de faena y sexo.
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En la Tabla N°13, el 69% de los animales positivos (PV) correspondié a los CL
(27/39); y a su vez, donde el 80 % de los machos (20/27), demostré un mayor numero

de reactores.

Reflexionando sobre las categorias, estas representaron indirectamente a la edad de
los animales y al peso final alcanzado. Los CL comprendieron a los machos castrados y
a las hembras sin servicio menores al afio de edad, y animales hasta 150 kg.; mientras
que los segundos (CP); incluyeron a las hembras y padrillos que superaron el peso y la

edad sefialada.

Dentro de los CL, reaccionaron mayormente los machos (80 %) demostrando una

asociacion estadisticamente significativa (p=0,05).
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V- DISCUSION

V.1.- DE LA PREVALENCIA GENERAL

La toxoplasmosis es una zoonosis de distribucion mundial cuya presentacion
depende de factores ligados al parasito o bien al hospedador. Para completar la triada, se
encuentra el medio ambiente, en donde conviven el agente y el hospedador,
interactuando entre si y con otras variables como son, las condiciones fisicas del mismo:
clima, topografia, flora, fauna, radiaciones y las condiciones socio econdmicas de la
organizacion del medio, tales como: saneamiento, vivienda, trabajo, urbanizacién
descontrolada (con la consiguiente marginalizacion de grupos de poblacion),

alimentacion, cultura, habitos y transporte, entre otros.

Un particular comportamiento epidemiolégico ha sido demostrado en Argentina,
con valores séricos que fluctuaron entre el 24% al 94,4% (Omata et al., 1994). En este
relevamiento efectuado en Santa Fe, se obtuvo el 25,5% de prevalencia (Tabla N° 11)
(36/141), el cual ha resultado ser inferior a los informados por Pizzi et al.,(1987) con 38
% y Venturini et al., (2004) con 37,1 %, lo que podria ser atribuido a cambios
experimentados en la produccién porcina, mayor tecnificacion o simplemente, que las
muestras procesadas a partir de las explotaciones no hayan sido lo suficientemente
representativas, por lo que sus resultados deberian considerarse mas un indicador de una

situacion local y no como reflejo de un status sanitario regional.

Segun estudios realizados en otros paises, (Smith et al., 1992) las practicas

productivas establecerian diferentes respuestas, quienes, comparando la naturaleza de
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las actividades, obtuvieron mayores porcentajes de cerdos positivos en establecimientos

artesanales que en las de tipo industrial.

El andlisis de la presencia de la enfermedad a T. gondii en el total de la muestra,
no presentd una asociacion entre la variable sexo y frecuencia (Tabla N°10) (p=
0,4443). Al respecto, diversos trabajos han encontrado tasas similares para machos y
hembras (Balboa Castillo, 2008). Esto sugiere que en la distribucién de la infeccién en
cerdos segun el sexo, tanto hembras como machos se encuentran expuestos a los
mismos factores de riesgo para contraer la infeccion durante el ciclo de produccion. Sin
embargo, Assadi-Rad et al., (1995) sefialaron que las hembras en etapas reproductivas,
conforman el grupo de mayor riesgo en la diseminacion de T. gondii, esto podria
deberse al estrés posparto y a la lactancia, convirtiéndose en el principal factor de
propagacion hacia los lechones lactantes, lo cual perpetda la infeccion. En este altimo
grupo etario, se observan las consecuencias mas graves de la infeccion clinica, sin

diferencias en la susceptibilidad al agente (Dubey, 2010).

La categoria promedio de faena de los cerdos es generalmente inferior al afio de
edad expresado como capones livianos (Tabla N°12), en donde se constatd mas del 90
% de los reactores. Cabe agregar que la poblaciéon que se envia a los frigorificos no
representa un buen indice de la distribucién etaria poblacional (Balboa Castillo, 2008).

Dentro de la variable peso, a pesar de la supremacia de los livianos, la categoria
de capones pesados mostraron un mayor porcentaje de reactores con el 70,6% (12/17),
demostrando asi una asociacion estadisticamente significativa entre el peso/edad y el

indice de seropositividad (p < 0,0001).
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Estos resultados concordaron con los informes de Dubey et al., (1995), quienes
demostraron probabilidades superiores de infeccion debido al mayor tiempo de
exposicion y a la amplia variedad de fuentes o factores de riesgo a los que estan
expuesos (Aramini et al., 1999; Smith, 1991; Venturini, 2000). Assadi-Rad et al.,
(1995) coincidieron en sefialar, que las tasas de infeccion en los cerdos aumentaban con

la edad.

Al analizar las variables categoria de faena y sexo (Tabla N° 13), se observaron
diferencias porcentuales a favor de los machos, con un 64% (25/39). Dentro de estos, el
80% (20/25) correpondieron a la categoria de capones livianos, demostrandose una
asociacion entre esta categoria y el sexo (p = 0,05).

Observaron Dubey et al., (1995) y Smith (1991) que la presentacion de los
reactores mas destacados se concentraba mayormente entre los animales adultos y las
hembras. Los resultados obtenidos coincidieron respecto de los adultos (asociandolos a
los capones pesados) pero no con las hembras, sino por el contrario, los machos
marcaron la diferencia. Se debe insistir en que la falta de conocimiento referido al
manejo de los establecimientos, impiden dar una respuesta que no se base en

especulaciones.

V.2.- DE LOS METODOS ANALITICOS

Los métodos seroldgicos desarrollados en la experiencia, correspondieron a
técnicas que los expertos en el tema, les atribuyeron una adecuada capacidad

discriminatoria (Blood y Radostits, 1992; Dubey and Beattie, 1988) para la
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demostracion de los objetivos planteados; no obstante, deberian profundizarse los
ensayos a fin de recabar un mayor numero de muestras, nuevas procedencias y ademas,

registrar la frecuencia de falsos positivos.

Fueron seleccionados como enfermos, aquellos animales que tenian respuestas
serologicas superiores a 1/32 siguiendo el criterio sefialado por Dubey (2010) y Wyne
de Martini y Martin (1977), quienes establecieron estos valores como compatibles con

la enfermedad, pudiendo o no presentar sintomatologia alguna.

Ambos métodos demostraron poseer gran confiabilidad y buena capacidad
discriminatoria. Evaluando por separado la sensibilidad, la HAI mostré un 92,8 % frente
al ELISA con el 50%, respecto de la especificidad del HAI 71,3 % y ELISA con 97 %.

Dubey (2010) sefial6 en sus experiencias con esta especie, haber tenido una
sensibilidad del 29.4% en IHA y un 72.9 % para ELISA, mientras que la especificidad
para los mismos tests fue calculado en 98,3 % HAI y un 85.9% para la técnica de

ELISA.

Al respecto, Balboa Castillo (2008) mencioné sobre la publicacién de numerosos
estudios con una gran variedad de prevalencias, lo cual dificulta las comparaciones
validas, mientras que D'Angelino y Ishizuca (1986) atribuyen las diferencias a las
técnicas empleadas, puesto que en su gran mayoria, habian desarrollado pruebas
diferentes al ELISA, la cual posee una compleja estandarizacion de los antigenos, la

uniformidad de las diluciones y el cotejo de los resultados.
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Respecto del célculo de concordancia o acuerdo entre pruebas en este trabajo se
calcul6 un Kappa de 0,52; siendo considerado como de acuerdo moderado. Cerro et al.,
(2009) realizaron una bdsqueda de comparaciones entre estas técnicas, y obtuvieron
valores de kappa de 0.26 y 0.36 lo cual es bajo o discreto, lo cual demuestra que las
técnicas no pueden reemplazarse mutuamente.

El indice entre IFI y HAI se eleva a 0.73 en gatos, pero en porcinos estas
relaciones se mantienen en 0.69 y 0.46, como en el presente estudio.

Waltman et al., (1984) por su parte, sostienen que los resultados del ELISA
ofrecen mayor consistencia y son mas confiables que los ofrecidos por la

hemaglutinacion.

Todas estas consideraciones se refieren Unicamente a la capacidad
discriminatoria de una prueba. La decision sobre qué prueba diagnostica es mas
adecuada es una decision compleja, puesto que intervienen factores como el costo de la
prueba y obtencién de las mismas, los muestreos deben ser representativos, la misma
atencion merece la evaluacion de las categorias, la valoracion de los falsos positivos y
negativos, etc.

Hay que considerar que los resultados obtenidos son sélo estimaciones y estan
sometidos por lo tanto, a posibles errores de muestreo, por lo que habrd que efectuar

contrastes estadisticos para determinar si pueden ser atribuibles o no al azar.

V.3- DE LAS EXPLOTACIONES
Segln los datos ofrecidos por la S.A.G.P. y A. (Secretaria de Agricultura,

Ganaderia, Pesca y Alimentos de la Nacion) mas de las dos terceras partes de los
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establecimientos de porcinocultura en la Provincia de Santa Fe, se encuentran dentro de
las explotaciones de tipo extensivo, correspondiendo a pequefios y medianos

productores (entre 50 y 150 has.) como actividad complementaria de la agricultura.

En la region central de la Provincia de Santa Fe, se ubica el 22,8% (Universo
Porcino, 2005) de estas explotaciones, donde la produccion esta vinculada a las usinas
lacteas, aprovechando el excedente de suero de queso durante la fabricacion de los
mismos, como parte de la alimentacion en etapas de recria y terminacion. El tipo de
explotacion mas difundido se asemeja al semi industrial donde la poblacion oscila entre
50 y 500 madres manejadas por el propietario y su familia o bien 1 6 2 ayudantes. Estas
empresas son sumamente vulnerables desde el punto de vista de las fluctuaciones en
costos de insumos y servicios, asi como de los altibajos del precio del cerdo en pie. Esta
produccion se encuentra entre el uso de tecnologia primitiva y la de alta tecnificacion.
La resultante es muchas veces, el manejo de procesos tecnolédgicos distorsionados, mal

entendidos y mal aplicados. (Ministerio de la Produccién, 2008).

En vista de tal irregular y fluctuante panorama, sumado al desconocimiento de
los tipos de explotacién de procedencia, no es posible interpretar o justificar los
resultados, puesto que el manejo es considerado como desicivo en las respuestas de los

animales (Dubey et al., 1995; Weigel et al., 1999; Venturini et al., 2004).

V.4- SITUACION SANITARIA ACTUAL
La situacién inmunoldgica de los porcinos examinados es interesante, dado que los

establecimientos presentaron reactores entre el 10 al 68,3 % entre ambas técnicas
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serologicas. Estos resultados serian sugerentes de un manejo relativamente deficitario
por la cantidad de anticuerpos heterofilos, entre los cuales una quinta parte responde

especificamente a esta parasitosis.

La toxoplasmosis alimentaria reviste un particular interés en materia de acciones
preventivas, el cual estaria redimensionado a la luz del claro beneficio a largo plazo que
ofrece el diagnostico, considerando que en nuestro pais la prevalencia de la infeccién
toxoplasmica se estima en alrededor de 50% para la poblacién de mujeres en edad
reproductiva. Estas cifras globales nacionales coincidirian con la prevalencia estimada
en diferentes estudios regionales, sin embargo, es importante destacar la gran
variabilidad geografica (Chiaretta, 2003; Venturini et al., 2004) y de grupos

socioecondmicos demostrados por muchos investigadores (Durlach, 2008).

Con el fin de conocer la prevalencia de toxoplasmosis en trabajadores de
mataderos, pese a no ser considerada una enfermedad de tipo profesional, el Instituto
Nacional de Salud de Colombia (Montealegre et al., 2009) encontrd que el 71.8% de los
operadores eran positivos por Ig G, mientras que otras investigaciones desarrolladas en
las mismas instituciones de San Pablo (Brasil) estas respuestas oscilaron del 72% al 90
%. Si reflexionamos con estos valores como un reflejo del estado sanitario de los
animales destinados a consumo, seria muy instructivo, poder estudiar este grupo

poblacional como un nuevo indicador.

Todos los paises deben enfrentar situaciones epidemioldgicas complejas. Las
enfermedades han estado presentes a lo largo de la historia mostrando comportamientos

variables y, dependiendo de la implementacién de medidas de control y politicas
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sanitarias adecuadas, se podria instaurar la erradicacion, o bien, se continuara con la

evolucion natural de las mismas.

Los hallazgos descriptos en el presente estudio confirman la importancia de la
carne de cerdo como integrante de la cadena epidemioldgica de la enfermedad.

Se enfatiza como importante medida preventiva, efectuar una adecuada educacion
a la poblaciéon sobre las caracteristicas de esta zoonosis y los apropiados habitos

alimenticios.
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VI - CONCLUSIONES

Luego de finalizado el trabajo y segun los resultados obtenidos, se pudieron

sefalar las siguientes conclusiones:

1) Lainvestigacion acerca de esta enfermedad, permitié demostrar que todos los
establecimientos muestreados poseian al menos, un animal reactor a alguna de las

técnicas serologicas empleadas.

2) La prevalencia general a partir del estudio efectuado en un frigorifico, fue del
21,9 % (39/178) lo cual no se corresponde con lo expresado en la hipotesis, donde se
estimaba un valor que superaria al 35 %. Aun asi, la situacion de riesgo persiste tanto

para los otros animales domésticos, como para las personas.

3) La prevalencia total demostrada en los animales procedentes de la Provincia
de Santa Fe por HAI fue del 23,6 %, mientras que por ELISA se encontrd un 43,8 % de

reactores, el cual se corresponde con los informados por los referentes.

4) Es factible emplear la técnica de ELISA como prueba tamiz debido a su

adecuado poder discriminatorio, buena correlacion con HAI y gran especificidad.

5) Las condiciones particulares de manejo en las explotaciones porcinas
determinan el comportamiento epidemioldgico de la toxoplasmosis. Estas prevalencias

confrontadas con las informadas en otros estudios, indican que la situacién sanitaria de
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esta especie de consumo deberia ser tenida en cuenta. EI nimero de establecimientos
con animales positivos a la parasitosis fue del 72,7 % (8/11) indicando que la mayoria

de los establecimientos estuvo de alguna manera, expuesto al parasito.

6) Finalmente, los resultados de este trabajo podrian establecer un contexto de
referencia, para la continuidad de otros estudios referidos a técnicas de screening y

cuantificar la situacion epidemioldgica real de esta enfermedad.
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VI11.-ANEXO TECNICAS Y SOLUCIONES

FUNDAMENTO DE LA TECNICA HAI

El reactivo consiste en una suspension de hematies estabilizados, sensibilizados con antigeno
purificado obtenido a partir Toxoplasma gondii cultivado en exudado peritoneal de ratdn.

Estos hematies reaccionan con los anticuerpos especificos presentes en el suero del paciente,
formando una malla homogénea en la policubeta (caso positivo).

Si los anticuerpos especificos estan ausentes, los hematies sedimentan formando un boton

nitido en la policubeta (caso negativo).

El equipo para realizar Hemoaglutinacion indirecta (HAI), proporciona el material para la

rapida determinacion de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii.

La Aglutinacion emplea un antigeno que consiste en trofozoitos enteros formalinizados o
fijados con acetona. La muestra de suero debe ser previamente tratada para eliminar las IgM. La
lectura de los resultados da titulos muy altos. La Hemaglutinacién indirecta emplea como soporte
del antigeno hematies tratados con glutaraldehido. El antigeno empleado es diferente segun la
marca productora (de membrana o citoplasmicos). Se basa en la medida de la afinidad (avidez) de
los anticuerpos por su antigeno. Durante la fase inicial de su produccion poseen una afinidad baja y
a medida que transcurre el tiempo esta aumenta progresivamente. La sexta semana de la infeccion
es el punto de inflexién en el cambio de la avidez. Con esta prueba se puede discriminar muy bien

la infeccion reciente de la antigua, quizas mejor que con la determinacion de IgM. Es muy sensible.

PROCEDIMIENTO.

I- TITULACION SIN 2-ME

1) Con microgotero de 25 ul, colocar una gota de Diluyente de Sueros HAI en todos los pocillos a usar
de la policubeta.

2) Tomar una alicuota de cada suero o controles a ensayar con microdilutores de 25 ul (uno para cada
muestra) y colocar en los pocillos de la columna 1. Se utilizaran tantas hileras horizontales como sueros o

controles deban procesarse.
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3) Realizar diluciones a partir de la columna 1 (dilucion 1/2), pasando los microdilutores a la columna 2
(dilucién 1/4) y asi sucesivamente hasta la columna 6 (dilucién 1/64). Si se procesaran mas de 8 sueros, se
utilizarén las columnas 7 a 12, realizando las diluciones de la manera antes descripta.

4) Colocar en las columnas 1 y 2 (diluciones 1/2 y 1/4) una gota (25 ul) de GR no sensibilizados, para
control de heterofilia. Hacer lo mismo en las columnas 7 y 8 en caso de ser empleadas.

5) En el resto de los pocillos, agregar una gota (25 ul) de Antigeno HAI.

6) Agitar la policubeta golpeando con los dedos en las paredes laterales, durante 30 segundos por lo
menos.

7) Dejar en reposo, al resguardo de vibraciones, durante 90 minutos.

8) A partir de los 90 minutos, leer. Se puede aumentar la nitidez de la imagen, leyendo sobre un espejo,
iluminando la placa desde arriba e interponiendo un papel blanco y trasltcido entre la policubeta y la fuente

de luz.

II- TITULACION CON 2-ME

1) Colocar una gota de suero o controles en cada uno de los pocillos de la columna 1 (y 7 si es
necesario), empleando espatulas-gotero descartables (una por cada suero) en posicion vertical.

2) Agregar una gota de 2-Mercaptoetanol al 1% a los mismos pocillos, utilizando una espéatula-gotero
descartable.

3) Sellar los paocillos con cinta adhesiva y agitar la policubeta golpeando con los dedos en las paredes
laterales.

4) Incubar 30-60 minutos a 370C o0 90 minutos a temperatura ambiente.

5) Retirar la cinta adhesiva, pasar un trapo himedo por la base de la policubeta y, con microgotero de 25
ul, colocar una gota de Diluyente de Suero HAI en los pocillos restantes de las hileras utilizadas.

6) Realizar los pasos 3 al 8 descriptos en la Titulacion 1.

I1l- TECNICAS ALTERNATIVAS
Cuando se estudian sueros altamente reactivos o en caso de poblaciones con una elevada prevalencia de
toxoplasmosis donde habitualmente se encuentran titulos superiores a 1/32 pueden emplearse algunas de las

siguientes técnicas alternativas:

Técnica alternativa 1:Continuar con las diluciones hasta la columna 12 inclusive con lo que se obtiene
una dilucion final de 1/4.096.

Técnica alternativa 2: Colocar en un tubo “ad-hoc” 50 ul de suero y 350 ul de Diluyente de Sueros
HAI (dilucién 1/8). Tomar 25 ul de esta dilucién y colocarla en la columna 1 de la policubeta. Proseguir

segun se describe en |, hasta la columna 6. De esta forma se obtiene una dilucidn final de 1/512.
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IV- ABSORCION SOBRE GLOBULOS ROJOS NO SENSIBILIZADOS

En sueros que presenten heterofilia los anticuerpos heterdfilos pueden absorberse sobre GR no
sensibilizados de la siguiente forma: en un tubo de hemélisis con tapon colocar 50 ul de GR no sensibilizados
provistos + 50 ul de suero en ensayo. Dejar la suspension durante 30 minutos a 370C agitando de tanto en
tanto. Luego centrifugar a 2.000 r.p.m. durante 5 minutos. Del sobrenadante se toman 50 ul y se emplea como
dilucion 1/2, colocandola en la primera columna. Si se emplea en titulacion con 2-ME esta columna

corresponde a dilucién 1/4.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Titulacion sin 2-ME

Titulos > 1/16 significan mayor probabilidad de infeccion toxoplasmica a fin de determinar una
primoinfeccion reciente deben procesarse 2 muestras tomadas con un intervalo de 2-3 semanas. Un aumento

de titulo mayor de 2 diluciones entre la 1ra'y 2da muestra indican infeccidn recientemente adquirida.

Titulacion con 2-ME

La aparicion de titulos bajos en la titulacion sin 2-ME vy reactividad con glébulos rojos no sensibilizados
que desaparece al efectuar la titulacién con 2-ME y/o absorcion con GR no sensibilizados, serian indicativos
de la existencia de heterofilia. Por el contrario, titulos elevados sin el empleo de 2-ME que disminuyen
considerablemente al utilizar 2-ME indicarian la presencia de IgM, caracteristica de infeccion aguda. Los
controles de heterofilia en este caso deben dar reaccidn negativa en el suero sin tratar o tras absorcién con GR

no sensibilizados.

IMAGEN NEGATIVA

ONO.

IMAGEN POSITIVA

L IOI01010)

(1) (2)
(1) Manto.
(2) Punto final (50%).

No Reactivo: presencia de un sedimento en forma de boton
O pequefio anillo de bordes regulares.

Reactivo: formacion de una pelicula 0 manto que cubre el
50% o mas del fondo de los pocillos.
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LECTURA RESULTADOS: Policubeta mostrando diferentes resultados de la técnica.

TECNICA DE ELISA - FUNDAMENTO DEL METODO

El presente kit se basa en el método inmunoenzimatico (ELISA) y mas precisamente es un método
inmuenozimatico de tipo “captura” para la determinacion cualitativa de las IgM especificas anti-Toxoplasma.
Durante la primera incubacion los anticuerpos anti-Toxoplasma de clase IgM eventualmente presentes en el
suero, son capturados por los anticuerpos anti cadenas p de las [gM humanas, adheridos a la superficie de los
pocillos.

El material que no se haya unido se elimina mediante lavado. En dos sucesivas incubaciones se hace
reaccionar una mezcla de antigeno Toxoplasma-anticuerpo monoclonal anti-Toxoplasma biotilinado y
streptavidina-HRPO con el complejo ya formado entre IgM especificas anti-Toxoplasma y anticuerpos anti
cadenas p. Tras un nuevo lavado se afiade la tetrametilbencidina (TMB) incolora que, al reaccionar con la
peroxidasa presente, produce un compuesto coloreado. La reaccion de desarrollo de color se para afiadiendo
H,S0, y la intensidad del color, medida en un espectrofotometro a 450 nm y a 405 nm, es directamente

proporcional a la concentracion de anticuerpos IgM anti-Toxoplasma presentes en las muestras y controles.

REACTIVOS SUMINISTRADOS CON EL KIT: PREPARACION Y ESTABILIDAD

Los reactivos son suficientes para 96 pocillos.
El kit debe conservarse a 2-8°C.
La fecha de caducidad de cada reactivo esta indicada en su etiqueta. Una vez abierto el kit es estable 2

meses a 2-8°C.

PROCEDIMIENTO OPERATIVO

Los reactivos y las muestras séricas deben adquirir temperatura ambiente.
Agitar suavemente las muestras por inversion antes de utilizarlas.

1. Preparar los pocillos por duplicado para los Sueros de Control e individual para el Blanco y las Muestras.
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2. Distribuir 100 pl de Sueros de Control y Muestras ya diluidas, en los respectivos pocillos.

Nota: No se diluyen los sueros de control.

3. Dispensar 100 pl de diluyente en los pocillos blanco.

4. Incubar a 37+2°C durante 60+5 minutos cubriendo la microplaca con la hoja adhesiva suministrada con el
kit.

5. Lavar los pocillos 4 veces con 350 ul (por pocillo) de solucion de lavado diluida.

6. Dispensar 100 pl de Antigeno reconstituido en todos los pocillos.

7. Incubar a 37+2°C durante 60+5 minutos cubriendo la microplaca como se nota anteriormente.

8. Lavar los pocillos como en el punto 5.

9. Cargar todos los pocillos con 100 pul del Conjugado Enzimético.

10. Incubar a 37+2°C durante 30+2 minutos cubriendo la microplaca.

11. Lavar los pocillos como en el punto 5.

12. Dispensar con 100 pl de Cromogeno en todos los pocillos.

13. Incubar a 37+2°C durante 10 o 15 minutos a temperatura ambiente (18- 25°C), al resguardo de la luz.
14. Dispensar 100 pl de solucion de parada en todos los pocillos.

15. Leer la densidad éptica a 450 nm, en los primeros 15 minutos después de terminado el ensayo en un
espectrofotometro con longitud de onda de referencia de 620 nm (haciendo el cero del instrumento con el
blanco). En el caso de lectura fuera del rango (overflow), lea a 405 nm.

Fuente: KITM — Toxoplasma igm

| 1234567809101112 |

O Antigeno (100ul)

Control de antigeno

O (100ul)

| :m'nmcou:;»}

Controles negativos y positivos
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B o 5l Al Saad 1S b ST
Lectura en espectrofotometro (lectora de microplacas ELISA)
e impresion de los resultados

Fuente: Biotech — Técnica ELISA - Toxoplasma gondii I™

Fosfato 1X solucién salina tamponada con Tween-20 (PBST)

Disolver en 800 ml de agua destilada
8 g de NaCl
e 0,2gdeKClI
e 1449gdeNa,HPO,
e 0,24gdeKH, PO,
e 2 mlde Tween-20
Ajustarel pHa 7,2
Ajustar el volumen a 1 litro con agua destilada adicional
Esterilizar en autoclave
Esta solucion se utiliza en varios protocolos, mas cominmente como una solucion de lavado en los
ensayos ELISA.

Solucion PBS-BSA o Phosphate Buffered Saline with Bovine Serum
(1% Bovine Serum Albumin in PBS)

Albumina de suero bovino (BSA) 1lg
Tamponada con fosfato salino pH, 7,4 | 100 ml

Disolver BSA en tampdn PBS. Dividir en partes alicuotas y se almacena a -20 ° C.

Fuente original: Bacteriological Analytical Manual, 8th Edition, Revision A, 1998.

Solucion salina tamponada de Hank (HBSS)

Es una solucion bastante complicada de elaborar por lo que se acostumbra comprarla. En primer lugar
se elaboran las premezclas para luego conformar la solucién final. Todas deben almacenarse a4 C.
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Solucion de Hank (HBSS)
Solucién o premezcla 1
1. Disolver el siguiente en 90 ml de agua destilada
= 8,0 gdeNaCl
= 0,49deKCl
2. Completar hasta 100 ml con agua destilada

Solucion 2
1. Disolver el siguiente en 90 ml de agua destilada
= 0,358 g de Na ; HPO 4 (anhidro)
= 0,60gKH,PO,
2. Completar hasta 100 ml con agua destilada

Solucion 3
1. Aifadir 0,72 g de CaCl , a 50 ml de agua destilada

Solucion 4
1. Anadir 1,23 g de MgSO , a 50 ml de agua destilada

Solucion 5
1. Afadir 0,35 g de NaHCO 3 a 10 ml de agua destilada

Reunir las soluciones en el siguiente orden:
10,0 ml Solucién 1

1,0 ml Solucién 2

1,0 ml Solucién 3

86.0 ml de agua destilada

1,0 ml Solucién 4

Solucioén salina tamponada de Hank (HBSS) (mezcle antes de usarlo)

Premix 9,9 ml de Hank
0,1 ml de Solucion 5

Fuente: http://labrat.jobscience.com
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llustracion N° 5.- Son tres los estadios infecciosos del T. gondii: los taquizoitos (en grupos o clones), los

bradizoitos (en los quistes tisulares), y los esporozoitos (dentro de los ooquistes). Estos estadios se encuentran
encadenados en un complejo ciclo de vida.

- Apical rings 1,2
ﬁ Polar ring 1
Conoid
Microneme
Rhoptry
Plasmal
Inner membrane complex

Amylopectin
Mitochondrion
Apicoplast

Golgi complex
Centrioles

Rough endoplasmic reticulum

Nucleus

Dense granule
Lipid body

Posterior pore

Fig. 1. - Esquema de un esporozoito de T. gondii.
(American Society of Microbiology. Clinical Microbiology Reviews, http://cmr.asm.org
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composicion en base a la imagen de microscopia electronica.

Fig.2.- Esquema de un taquizoito (izquierda) y un bradizoito (derecha) de T. gondii. Los dibujos son una

American Society of Microbiology
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Fig.3.- Representacion esquematica del complejo apical del T. gondii.

American Society of Microbiology
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Fig.4- M.E. de un complejo apical con tincion negativa de taquizoitos. AR1 y AR2, anillos apical 1y 2; Co,
conoide formado por microtdbulos en espiral, Im, microtubulos internos; Prl, anillo polarl, Pr2, anillo polar
2; Sm, los microtubulos sub peliculares.

American Society of Microbiology
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lustracién N° 6: Ciclo dentro del hospedador intermediario y dentro del definitivo
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llustracién N°7: Etapas en los hospedadores / ambiente.

Tissue cysts/bradyzoites fed Time of occurence after
feeding tissue cysts

TY$A 12 hours
§
< Type B 24-54 hours
v \
v \
L)
* \
1
1
1
Tachyzoites : 32-54 hours
Il
+ '
] ’
E | 3
> 40 hours-15 days
@ .
- .
* N
\
!
]
Bradyzoites in cats : 3-15 days
'
]
Gamonts 3-15 days
Qocysts 3-15 days

llustracién N° 8: Tipos del T. gondii y tiempo de los diferentes estadios
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Fig.5.- Ooquistes de T. gondii. (A) ooquiste no esporulado. Masa central (esporonte) ocupa la mayoria del
ooquiste. (B) ooquiste esporulado con dos esporoquistes. Cuatro esporozoitos (flechas) son visibles en uno de
los esporoquistes. (C) fotografia electronica de barrido de un ooquiste esporulado. Notar la pared delgada del
ooquiste (flecha grande), los dos esporaocistos (puntas de flecha), y los esporozoitos, uno de los cuales se corta
longitudinalmente (flechas pequefias).

American Society of Microbiology

Fig. 6.- Esquema de un esporozoito de
T.gondii. Microfotografia electronica de
barrido de  taquizoitos. ~Am, granulos de
amilopectina Co, conoide Dg, granulos densos
Go, complejo de Golgi Mn, micronemas No,
nucléolo Un, nudcleo Pv, vacuola parasitéfora
Rh roptrias.

American Society of Microbiology.
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Fig. 7.- Ciclo de endodiogenia dentro de un macréfago peritoneal formando dos taquizoitos hijos. Cd, conoide de taquizoitos
en desarrollo; Co, conoide de la madre, Dg, granulos electro densos, Ga, Golgi adjunto; Hm, mitocondria celular, Hn, ndcleo
celular; Id, complejo de la membrana interna de taquizoitos en desarrollo, Im, complejo interior membrana de la célula
madre, Mn, micronemas, Nu, nucleos de los taquizoitos hijos; PI, plasmalema de la célula madre, Pm, la membrana vacuolar
del parasito; Pv, vacuola parasitéfora, Rh, roptrias de taquizoitos hijos.

American Society of Microbiology.

Fig. 8.- ME de cuatro taquizoitos en las etapas finales de endodiogenia, todavia unidos por sus extremos
posteriores a un cuerpo comun residual (Rb), las mitocondrias de la célula huésped se encuentran cerca
de la vacuola parasitéfora (PV), que contiene membranas tibulo vesiculares (Tv). Am, granulos de amilopectina,
Co, conoide Dg, granulos densos; Hn, el nicleo de la célula huésped Mn, micronemas Mp, microporos Un,
nlcleo, Rh, roptrias.

American Society of Microbiology.
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Fig. 9.- Imagen electrénica de barrido de un macrdfago que contiene varios taquizoitos de T. gondii, uno de
los cuales se escapa de los macrdfagos en la parte superior de la micrografia (flecha). Los taquizoitos se
encuentran libres en el citoplasma de los macrdfagos.

American Society of Microbiology.

Fig.10.- Quistes tisulares de T. gondii. (A) Bradizoitos con nucleo terminal (flechas). Impregnacion de
plata y Giemsa. (B) Quistes tisulares con paredes bien definidas (flechas). (C) quiste intracelular. Nucleo de
la célula huésped (cabeza de flecha). Hematoxilina y eosina. (D) quiste tisular con numerosos bradizoitos
(puntas de flecha) encerrado en un quiste (flecha). (E) quiste libre en cerebro. Pared del quiste (flecha) con
cientos de bradizoitos.

American Society of Microbiology.
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Fig.11.- ME de barrido de dos quistes de T. gondii en cerebro de ratdn. El quiste tisular de la izquierda es mas
joven que el de la derecha debido a las diferencias en sus bradizoitos. Los de la derecha contienen mas
micronemas y amilopectina. El contenido de roptrias en los bradizoitos del quiste mayor son mas
densos (puntas de flecha), mientras quelas de los bradizoitosen los tejidos mas  jovenes
son alveolares (flechas). La pared del quiste (CW) tambiénes maés ramificaday prominente en el quiste
mayor que en el joven.

American Society of Microbiology.

Fig.12.-Extremo  anterior de un
bradizoito mostrando el complejo
apical Am, amilopectina Am, anillos
apicales Co, conoide Im, complejo de
membrana interna Mn, micronemas PlI,
plasmalema Pr, anillos polares Rh,
roptrias Sm, microtibulos
subpeliculares.

American Society of Microbiology.
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Fig. 13.- Bradizoito en quiste tisular Am,
granulos de amilopectina, Ce, centriolos,
Co, conoide, Dg, granulos electro densos,
Ga, complejo apicoplasto, Go, complejo

Golgi, Im, membrana interna, Mi,
tocondria, Mn, micronemas; Nu ntcleo;

Pm, plasmalema, Rh, roptrias.

American Society of Microbiology.

Fig.14.- Etapa enteroepitelial de T
gondii en las vellosidades del intestino
delgado de gato. Esquizontes (tipo D)
(flechas pequefias) y gamontes (puntas
de flecha) masculinos (flecha grande) y
femeninos.

American Society of Microbiology.

Fig.15.- Imagen m. electrénica de barrido de tipo D. (A) Esquizontes T. gondii muestra varios ntcleos (Nu).
Mv, microvellosidades de los enterocitos. (B) esquizonte maduro. (C) Secciones longitudinales de los
merozoitos. Co, conoide, Dg, granulos densos, Mi, mitocondria, Mn, micronemas; No, nucléolo, Nu, el
nucleo, Rh, roptrias.

American Society of Microbiology.
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Fig.16. Gamontes de T. gondii (A) microgamonte maduro. Fl, flagelo de microgameto, Mg, el cuerpo de
microgameto; Pv, vacuola parasitéfora. (B) cigoto en la etapa inicial de formacion de la pared de
ooquistes. Am, granulos de amilopectina, Lb, el cuerpo de los lipidos, Nu, el nlcleo del cigoto, W, la pared
de ooquistes en las primeras etapas de formacion.

American Society of Microbiology.

Fig. 17.- Imagen de microscopio electronico de un ooquiste de T. gondii expuestos a fluidos (tripsina y sales biliares)
mostrando esporocistos en etapa temprana de exquistacion. EI ooquiste esta rodeado por un velo reticulado (Ov) y una
pared de ooquistes (OW). La pared esporocisto (Sw) consiste en una continua capa externa delgada y una capa interna
formada por cuatro planchas curvas unidas por suturas (flechas) Durante la exquistacion, el liquido actda sobre los
puntos de sutura, separa y enrolla las placas de la capa interna hacia adentro (doble flecha), con la liberacién de los
esporozoitos. Am, la amilopectina, conoide Co, Dg, granulos electro-densos, Lb, cuerpo de lipidos, Mn, micronemas,
Rh, roptrias.
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Fig. 18.- Imagen de un ooquiste esporulado de T. gondii (A) ooquiste en la Ultima etapa de exquistacion,
mostrando varios esporozoitos libres (SZ) con las paredes de los esporocistos (SW). (B) micropila (OW). (B)
Se ven detalles de la pared del ooquiste y microépilo, la pared del ooquiste se compone de una combinacion
externa capa de electrones de alta densidad (Ol) y una capa interna de electro lucida (Il), separados por una
linea clara (El). En el micropilo, la capa externa de la pared del ooquiste es llcida y delgada (flecha), la linea
clara continua a través del micropilo, y la capa interna de la pared del ooquiste se vuelve un poco mas gruesa
cerca del micropilo y se contintia con el micrdpilo.

American Society of Microbiology.

Fig. 19.- Frotis de  cerebro  con
conglomerados de quistes de T. gondii.
Raton asintomatico.

American Society of Microbiology.
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Fig. N° 20.- Ooquistesde T. gondii. A. ooquistes no esporulados. B.esporulacién de ooquistes. Nota:
la pared del ooquiste en flechas blancas y las paredes de esporocistos con flechas negras, y esporozoitos en
desarrollo (asteriscos). C. ooquistes completamente esporulados con esporozoitos (puntas de flecha) y un
cuerpo residual (flecha). D. ooquistes esporulados con el area de contacto aplanada por la presién, muestra los
cuatro esporozoitos dentro de cada esporocistos. La pared exterior del ooquiste (flecha blanca) se encuentra
parcialmente rota. Fotografia de Contraste: Cortesia Nomarskifase de A y B (Dr. Eric Villegas); y C
y D cortesia del sefior Fournet Valsin y la Dra. Dolores Hill. Tamafio aprox. Oocistos: 12 micras de longitud.
Fuente: Dubey, 2010
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	Aunque los quistes se pueden desarrollar en órganos o vísceras tales como pulmones, hígado y riñones, (Lindsay et al., 2002) sostienen que estos presentan una mayor frecuencia de presentación en los tejidos nerviosos y musculares (cerebro, ojos y músc...
	II.3.c.-Ultraestructura de los taquizoítos, bradizoítos y esporozoítos.
	Los esporozoítos, taquizoítos, y bradizoítos son similares ultraestructuralmente pero difieren en ciertas organelas y cuerpos de inclusión. Las tres formas tienen similares números de roptrias pero difieren en la ubicación (Beckers et al., 1994). Por ...
	Los taquizoítos poseen unas pocas micronemas, los esporozoítos tienen un número intermedio y los bradizoítos muchas de estas. Hay numerosos 1Tgránulos densos de amilopectina en los esporozoítos y taquizoítos, mientras que en los bradizoítos son muy es...
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	1TEn general, la adherencia y penetración a las células del huésped (taquizoítos, bradizoítos, esporozoítos y merozoítos) parecen ser similares a los descritos para otros coccidios.1T 1TLos acontecimientos mecánicos implicados en la fijación y la pene...
	Los z1Toítos de T. g1Tondii1T pueden penetrar en una gran variedad de células de una amplia gama de huéspedes, lo que indica que los receptores bioquímicos involucrados en la fijación y penetración, probablemente son comunes a la mayoría de las célula...
	1TLos taquizoítos al penetrar en las células del huésped, se rodean por una membrana que deriva evidentemente del plasmalema de la célula huésped.1T 1TEsta membrana está destinada a convertirse en la membrana de VP y un número de proteínas del parásit...
	II.4.b.- Tamaño de los quistes tisulares y número de bradizoítos.
	1TEl tamaño del quiste tisular depende de la edad del mismo, tipo de célula huésped, y método empleado para la medición citológica (Cornelissen et al., 1981).1T 1TLos quistes de tejido joven pueden contener tan sólo dos bradizoítos y tener de 5 a 60 1...
	II.5.b.- La enfermedad en animales domésticos
	PORCINOS
	BOVINOS
	OVINOS
	Luego de ingerir la forma infectante, el parásito invade el tracto gastrointestinal, los nódulos linfáticos gastrointestinales llegando al torrente sanguíneo. La mayoría de los ovinos son asintomáticos en las primeras fases de la infección. Aproximada...
	Buxton y Finlayson describieron en 1986, que los ovinos que enfermaban durante el segundo trimestre podían padecer muerte fetal, aborto y momificación, observando que en mellizos abortados, uno podía momificarse mientras que el restante desarrollaba d...
	Dubey (2010) sostiene que las hembras que han abortado debido a éste parásito, no suelen presentar recurrencias en los abortos, por lo cual se pueden conservar para reproducción.
	EQUINOS
	El caballo participa de la infección como hospedador intermediario, pero es poco receptiva al desarrollo de la enfermedad. La persistencia en tejidos es más prolongada que en otros animales, y experimentalmente fue recuperado hasta 476 d.p.i.
	1TDubey et al., (1999) anunciaron el 1T13,1 % de positivos 1Tsobre1T 76 equinos en la Provincia del Chaco, mediante el test MAT.
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	En perros la toxoplasmosis puede manifestarse con síntomas neuromusculares, respiratorios y gastrointestinales. La mayoría de los casos fueron animales de menos de un año de edad. No se considera que T. gondii sea un patógeno primario de los caninos, ...
	La prevalencia serológica es variable, hay datos de nuestro país sobre la seroprevalencia de ambas infecciones y de la de toxoplasmosis. En La Plata se determino que la prevalencia de toxoplasmosis y neosporosis en una población de 97 perros adultos...
	En los pequeños carnívoros domésticos aún no se han desarrollado vacunas, como sí en las ratas, ovejas o cerdos inmunizados con quistes o taquizoítos de la cepa RH o la S48 de 12TToxoplasma gondii,12T con el agregado de inmunoestimuladores (Durlach y ...
	AVES – (GALLINACEAS)
	Las gallinas y pollos se infectan pero no manifiestan gran cantidad de síntomas ni se detectan pérdidas importantes en la producción (Kaneto et al., 1997). La prevalencia es muy variable, del 2 % pero pueden llegar al 100 % (Dubey, 2010); pero ello de...
	En los casos de presentar síntomas y ser positivos a la MAT, se describe el hallazgo de neuritis periférica, pero no se puede descartar la presencia del Herpesvuris (Enf de Marek) (Dubey et al., 2003).
	En Río de Janeiro (Brasil) los mismos autores, detectaron anticuerpos en el 65 % de 198 pollos, siedo aislados del 70.9 % de los animales. En otro estudio en la ciudad de San Pablo, el 39 % de 82 pollos fueron seropositivos, siendo aislado de 25 de el...
	CONEJOS
	20TLa demanda de20T 20Tcarne de conejo20T 20Tpara el consumo humano20T 20Testá aumentando,20T 20Tpor lo tanto,20T 20Tla está tomando importancia epidemiológica
	20TDubey (2010) informa en España una prevalencia general20T 20Tdel 14,220T 20T%20T por20T MAT (1:25) llegando a valores del 53,820T 20T% en algunas regiones. Algunos autores han descripto aislamientos a partir del cerebro de conejos silvestres, e ide...
	Perfumo et al., (1978) junto a Dubey y Beattie (1988), describen casos de toxoplasmosis en esta especie animal, como causantes de hepatitis, neumonía y linfadenitis aguda con muerte consecuente. Las lesiones principales se concentran en el bazo (Dubey...
	III - MATERIALES Y MÉTODOS

	III. 1.  1.  LOCALIZACIÓN DEL ESTUDIO
	UIlustración N  1U: Mapa de la región centro-este de la Provincia de
	Santa Fe y oeste de Entre Ríos
	UIlustración N  2U: mapa de la zona centro-sur de la Provincia de Santa Fe.
	UIlustración 3U: mapa de la zona sureste de la Provincia de Córdoba.
	UFuente:U Google maps 2010 ®
	UIlustración 4U: Ubicación general - procedencia geográfica de la totalidad
	de los establecimientos – Pcia. Córdoba, Santa Fe, Entre Ríos
	III. 1. 2.  OBTENCION DE LAS MUESTRAS
	Tamaño muestral
	III. 2. a)  HEMOAGLUTINACIÓN INDIRECTA
	III. 2. b)  INMUNO ENSAYO ENZIMÁTICO - ELISA INDIRECTO


	Se considera la densidad óptica de cada uno de los controles negativo y positivo (ya señalados anteriormente) y el valor del cut-off (valor umbral). Comparando la densidad óptica de las muestras con la densidad óptica de los sueros control, se determi...
	Las muestras con valores de densidad óptica inferiores al valor del control cut-off deben considerarse no reactivas mientras que aquellas con densidad óptica superiores al mismo se deben considerar como positivas o reactivas.
	Las muestras con valores de densidad óptica comprendidos en el intervalo de ± 10% del control cut-off, fueron tomadas como dudosas siendo sometidas a un nuevo ensayo.
	III. 2.c) ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS EPIDEMIOLÓGICOS
	 Cálculo de la sensibilidad relativa
	 Cálculo de la especificidad relativa
	IV. 1. b) UPREVALENCIA TOTAL ELISA U
	Mediante el test de ELISA, se demostró el 43,8 % de los animales (78/178) como reactores, tal como se aprecia en la Tabla N  7:
	En la tabla que se presenta a continuación (Tabla N13T  11) se agruparon los verdaderos positivos (PV) según la Provincia de procedencia de los animales, siendo complementado con el sexo de los mismos. Se pudo apreciar que Santa Fe agrupó la mayoría d...
	IV. 2.c) PREVALENCIA SEROLÓGICA POR CATEGORÍA DE  ANIMALES
	13TUTabla N  13U   Distribución de los r13Teactores considerados
	por categoría de faena y sexo.
	La toxoplasmosis es una zoonosis de distribución mundial cuya presentación depende de factores ligados al parásito o bien al hospedador. Para completar la tríada, se encuentra el medio ambiente, en donde conviven el agente y el hospedador, interactuan...
	Un particular comportamiento epidemiológico ha sido demostrado en Argentina, con valores séricos que fluctuaron entre el 24% al 94,4% (1TOmata et al., 1994). 1TEn este relevamiento efectuado en Santa Fe, se obtuvo el 25,5% de prevalencia (Tabla N  11)...
	Al respecto, Balboa Castillo (2008) mencionó sobre la publicación de numerosos estudios con una gran variedad de prevalencias, lo cual dificulta las comparaciones válidas, mientras que D'Angelino y Ishizuca (1986) atribuyen las diferencias a las técni...
	V.3- DE LAS EXPLOTACIONES
	Según los datos ofrecidos por la 1TS.A.G.P. y A. (Secretaría de Agricultura, Ganadería, Pesca y Alimentos de la Nación) 1Tmás de las dos terceras partes de los establecimientos de porcinocultura en la Provincia de Santa Fe, se encuentran dentro de las...
	En la región central de la Provincia de Santa Fe, se ubica el 22,8% (Universo Porcino, 2005) de estas explotaciones, donde la producción está vinculada a las usinas lácteas, aprovechando el excedente de suero de queso durante la fabricación de los mis...
	V.4- SITUACIÓN SANITARIA ACTUAL
	La toxoplasmosis alimentaria reviste un particular interés en materia de acciones preventivas, el cual estaría redimensionado a la luz del claro beneficio a largo plazo que ofrece el diagnóstico, considerando que en nuestro país la prevalencia de la i...
	Todos los países deben enfrentar situaciones epidemiológicas complejas. Las enfermedades han estado presentes a lo largo de la historia mostrando comportamientos variables y, dependiendo de la implementación de medidas de control y políticas sanitaria...
	Los hallazgos descriptos en el presente estudio confirman la importancia de la carne de cerdo como integrante de la cadena epidemiológica de la enfermedad.
	Se enfatiza como importante medida preventiva, efectuar una adecuada educación a la población sobre las características de esta zoonosis y los apropiados hábitos alimenticios.
	1) La investigación acerca de esta enfermedad, permitió demostrar que todos los establecimientos muestreados poseían al menos, un animal reactor a alguna de las técnicas serológicas empleadas.
	2) La prevalencia general a partir del estudio efectuado en un frigorífico, fue del 21,9 % (39/178) lo cual no se corresponde con lo expresado en la hipótesis, donde se estimaba un valor que superaría al 35 %. Aún así, la situación de riesgo persiste ...
	3) La prevalencia total demostrada en los animales procedentes de la Provincia de Santa Fe por HAI fue del 23,6 %, mientras que por ELISA se encontró un 43,8 % de reactores, el cual se corresponde con los informados por los referentes.
	4) Es factible emplear la técnica de ELISA como prueba tamiz debido a su adecuado poder discriminatorio, buena correlación con HAI y gran especificidad.
	5) Las condiciones particulares de manejo en las explotaciones porcinas determinan el comportamiento epidemiológico de la toxoplasmosis. Estas prevalencias confrontadas con las informadas en otros estudios, indican que la situación sanitaria de esta e...
	6) Finalmente, los resultados de este trabajo podrían establecer un contexto de referencia, para la continuidad de otros estudios referidos a técnicas de screening y cuantificar la situación epidemiológica real de esta enfermedad.
	15. 1TBRAUND, K.G. (2003) Inflammatory Diseases of the Central Nervous System. Clinical Neurology in Small Animals - Localization, Diagnosis and Treatment, K.G. Braund (Ed.) Publisher: International Veterinary Information Service, Ithaca, New York, US...
	16. 29TBROWN, C.; HUNTER, C.; ESTES, R.; BECKMANN, E.; FORMAN, J.; DAVID, C.; REMINGTON, J.; MCLEOD, R. (1T29T1995). Definitive identification of a gene that confers resistance against1T 1TToxoplasma1T 1Tcyst burden and encephalitis. Immunology.1T 1T8...
	17. 1TBUXTON, D.; FINLAYSON, J. (1986) Experimental infection of pregnant sheep with Toxoplasma gondii: pathological and immunological observations on the placenta and foetus, J.Comp Pathol. 96: 319-333.
	18. 1TBUXTON, D. (1998) Protozoan infections (Toxoplasma gondii, Neospora caninum and Sarcocystis spp.) in sheep and goats: recent advances. Vet Res. 29:289-310.
	19. 1TCASTRO, A.T.; GONGORA, A.; GONZALEZ, M.E. (2008) Seroprevalencia de anticuerpos a Toxoplasma gondii en mujeres embarazadas de Villavicencio, Colombia. Orinoquia. 12: 91-100.
	20. CERRO, L.; CHAVEZ, V; CASAS, A. (2009) Frecuencia de Toxoplasma gondii en gatos de Lima Metropolitana y concordancia entre las técnicas de inmunofluorescencia indirecta y hemaglutinación indirecta. Rev. investig. vet. Perú. [online]. 20: 285-290. ...
	21. 1TCIUTAD, J.; JATABA, A. (1T2010). Proyectos de inversión: carne de cerdo. Servicio de Consultoria. Technical Tips on Line. 18TUHttp://www.porkconsulting.com/manuales/Proyectos.pdfU18T
	22. 29TCHIAPPINO, M. L.; NICHOLS, B.; O'CONNOR, G. (1T29T1984). Scanning electron microscopy of1T 1TToxoplasma gondii: parasite torsion and host-cell responses during invasion. J. Protozool.1T 1T31: 288-292.
	23. 1TCHIARETTA, A.; SBAFFO, A.; CRISTOFOLINI, A.; MOLINA, M. (2003) Estudio seroepidemiológico de la toxoplasmosis en niños de áreas de riesgo de la ciudad de Río Cuarto. Córdoba. Argentina. 1TParasitol. Latinoam. 58: 112-117.
	24. 29TCHRISTIE, E.; PAPPAS, P.; DUBEY, J. (1T29T1978) Ultrastructure of excystment of1T 1TToxoplasma gondii1T 1Toocysts. J. Protozool.1T 1T25: 438-443.
	25. COCHRANE COLLABORATION (2001) International Epidemiological Association. 4th Edition. Oxford; New York: Oxford University Press, 18TUhttp://www.cochrane.org/U18T
	26. COHEN, J. (1960) Un coeficiente de concordancia entre las escalas nominales. Educational and Psychological Measurement, 20: 37-46.
	27. CONSENSO TOXOPLASMOSIS CONGENITA. CTC. ASOCIACION ARGENTINA DE ZOONOSIS (2005) Soc. Arg. Infectol. Instituto Zoonosis Luis Pasteur. Ciudad de Buenos Aires p 10.
	44. DUBEY, J.; THULLIEZ, P. (1989) Serological diagnosis of toxoplasmosis in cats fed Toxoplasma gondii tissue cysts. JAVMA. l94: 1297-1299.
	50. DUBEY, J.; VENTURINI, M.; VENTURINI, L.; MC KINNEY, J.; PECORARO, M. (1999) Prevalence of antibodies to Sarcocystis neurona, Toxoplasma gondii and Neospora caninum in horses from Argentina. Vet Parasitol. 86: 59-62.
	51. 1TDUBEY, J.; GRAHAM, D.; BLACKSTON, C.; LEHMANN, T.; GENNARI, S.; RAGOZO, A.; NISHI, S.; SHEN, S.; KWOK, O.; HILL D.; THULLIEZ, P. (2002) Biological and genetic characterisation of Toxoplasma gondii isolates from chickens (Gallus domesticus) from ...
	69. 1TGURY DOHMEN, F. E. (1995). Toxoplasmosis en perros y gatos de Buenos Aires. Rev.Med.Vet. (Buenos Aires). 76: 65-68.
	70. 1THIRAMOTO, R.; MAYRBAURL-BORGES, M.; GALISTEO, A.; MEIRELES, L.; MACRE, M.; ANDRADE, H. (2001) Infectivity of cysts of the ME-491T Toxoplasma gondii 1Tstrain in bovine milk and homemade cheese. Rev. Saude. Publica. 35: 113-118.
	74. 1TKANETO, C.; COSTA, A.; PAULILLO, A.; MORAES, F.; MURAKAMI, T.; MEIRELES, M. (1997) Experimental toxoplasmosis in broiler chicks, Vet.Parasitol. 69: 203-210.
	UTECNICA DE ELISA - FUNDAMENTO DEL MÉTODO
	PROCEDIMIENTO OPERATIVO
	Nota: No se diluyen los sueros de control.
	(1% Bovine Serum Albumin in PBS)
	Disolver BSA en tampón PBS. Dividir en partes alícuotas y se almacena a -20   C.
	UFuente original:U Bacteriological Analytical Manual, 8th Edition, Revision A, 1998.



