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Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Orden: Eucoccidiorida

Familia: Sarcocystidae

En 1908, Charles Nicolle y Louis Manceaux encontraron un protozoario en los tejidos de un
roedor parecido a un hamster, el gundi (Ctenodactylus gundi), que se estaba utilizando para
investigacién en leishmaniasis en el Instituto Pasteur de Tunez, Africa. Simultaneamente,
Splendore (1908) encontré el mismo parasito en un conejo en Brasil. Inicialmente ambos
clasificaron al parasito como Leishmania spp., sin embargo, pronto se dieron cuenta de que
habian descubierto un nuevo microorganismo y Nicolle y Manceaux propusieron el nombre
Toxoplasma gondii (Toxoplasma mod. L. foxo = arco, plasma = vida y gondii por su hospedador
inexactamente identificado).

Toxoplasma gondii es el agente causal de la toxoplasmosis, enfermedad de mucha relevancia
en medicina veterinaria y humana, siendo una zoonosis de alto riesgo para determinados grupos.
Al dia de hoy, multiples tratamientos farmacoldgicos estan disponibles pero ninguna vacuna
desarrollada ha logrado la prevencion completa de la infeccion y el desarrollo de la enfermedad.

Debido a que T. gondii es un organismo muy facil de manipular genéticamente, facil de conservar
y crecer en cultivo celular y con un modelo murino de hospedador-parasito bien establecido, se ha

convertido en el organismo modelo mas importante para el estudio de los Apicomplejos.

Morfologia

Toxoplasma gondii presenta una morfologia semilunar de aproximadamente 7 ym x 2 ym que

varia segun la forma infectante. Presenta un grupo de organelas que facilita la adhesion y/o
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penetracion a la célula hospedadora denominado “complejo apical”, formado por un conoide,
anillos polares, roptrias, micronemas, granulos electrodensos y microtubulos subpeliculares.
Ademas, la secrecion de diversas proteinas desde esta region regula la adhesion, invasion y
formacién de la vacuola parasitéfora (VP) donde el parasito se alojara. Estas organelas
secretoras incluyen: roptrias de forma tubular o sacular que se extienden hacia la regién posterior
por dentro del conoide, micronemas y granulos densos. El complejo apical se encuentra
graficado en la Figura 1.

Como toda célula eucariota posee las organelas universales propias (nucleo, reticulo
endoplasmatico, aparato de Golgi y ribosomas) y las organelas derivadas de endosimbiosis
(mitocondrias y apicoplasto). Todas estas estructuras se encuentran englobadas en un complejo
membranoso denominado “pelicula”. La pelicula se compone de una membrana externa,
plasmalema, que encierra completamente al organismo y un complejo interno de 2 membranas
formadas por vesiculas aplanadas y fusionadas que derivan del aparato de Golgi y del reticulo
endoplasmatico. Todos los estadios infectantes (taquizoitos, bradizoitos y esporozoitos)
tienen la misma morfologia basica, con diferencias menores.

Los taquizoitos (fachos (gr.) = rapido) con tipica forma de medialuna son los estadios de
multiplicacion intracelular rapida (endodiogenia), miden aproximadamente 2 x 6 ym y poseen un
nucleo de posicion central. Los bradizoitos (brady (gr.) = lento) se desarrollan en el interior de
un quiste tisular, miden aproximadamente 7 ym x 1,5 ym y a diferencia de los taquizoitos, la
posicion del nucleo es terminal, las roptrias son més electrodensas y poseen un mayor numero
de granulos PAS positivos. Los esporozoitos estan contenidos en el ooquiste, miden 2 pm x 8

pUm y presentan una abundancia de organelas granulares y un nucleo subterminal.
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Figura 1. Complejo apical caracteristico del Phylum Apicomplexa.
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Ciclo biolégico

El parasito presenta un ciclo evolutivo indirecto facultativo donde los felinos domésticos y
silvestres son los hospedadores definitivos (HD) y diversas especies de aves y mamiferos,
incluido el hombre, actian como hospedadores intermediarios (HI). Existen tres formas
infectantes: los esporozoitos (dentro de los ooquistes), los taquizoitos (estadios de multiplicacion
rapida) y los bradizoitos (estadios de multiplicacién lenta, dentro de los quistes tisulares). Los
ooquistes son eliminados con las heces de los felinos, mientras que los taquizoitos y los
bradizoitos se encuentran en los tejidos de los animales.

En los HD el ciclo biolégico de T. gondii es intestinal y extraintestinal. Segun ingieran quistes
u ooquistes sera la duracion del periodo prepatente de la infeccion y el de eliminacion de
ooquistes. Luego de la ingestion de carne o presas que albergan quistes tisulares, se produce
la multiplicacion asexual y sexual del parasito en el intestino del gato que finaliza con la
formacion de los ooquistes inmaduros, que son eliminados al ambiente en la materia fecal. Los
felinos eliminan ooquistes en sus heces durante un periodo de 10 a 30 dias desde los 3 a 10
dias luego de la ingestidn de quistes con bradizoitos, y por un periodo de 10 dias desde los 19
a 41 dias de la ingestién de ooquistes esporulados. Menos del 50% de los felinos eliminan
ooquistes al ingerir ooquistes o taquizoitos, mientras que cerca del total de ellos eliminan
ooquistes luego de ingerir quistes tisulares. Millones de ooquistes son producidos por
multiplicacion en el intestino del gato, sin provocar signologia clinica. Aunque es frecuente que
la eliminacion de ooquistes ocurra sélo durante la primoinfeccion, experimentalmente se ha
comprobado que durante una reinfeccion se pueden producir nuevamente. Una vez que
esporulan, pueden permanecer viables por periodos de hasta 18 meses siendo infectantes
para los Hl y HD. En los HI se produce unicamente el ciclo extraintestinal donde se reproduce
de forma asexual; las formas infectantes penetran en células de distintos tejidos, se multiplican
rapidamente como taquizoitos dentro de VP. Este es el periodo de multiplicacion rapida,
durante el cual los taquizoitos destruyen a las células parasitadas y se diseminan dentro del
hospedador, durante esta etapa pueden ocurrir manifestaciones clinicas. Pasado un periodo
corto los parasitos se multiplican mas lentamente y forman los quistes tisulares, conteniendo
bradizoitos, que permanecen viables durante un tiempo indeterminado segun las especies,
incluso durante toda la vida del hospedador. Los felinos pueden actuar a su vez como HlI,
presentando un ciclo extraintestinal.

El ciclo se encuentra detallado en la Figura 2.
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Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii.

Patogenicidad y sintomatologia

Toxoplasma gondii presenta dos formas de transmision. La via horizontal, que se produce a
través de la ingesta de tejidos infectados conteniendo principalmente quistes tisulares o bien a
través de la ingestidon de ooquistes esporulados que contaminan el agua o el alimento. Y la via
vertical o congénita en la cual a partir de la parasitemia de la madre se produce el pasaje de
taquizoitos por via transplacentaria al feto. Los HI se infectan al ingerir carne cruda o mal cocida,
por la ingestién de agua o alimentos contaminados, o bien por pasaje transplacentario. La
transmision transplacentaria se efectia en un amplio rango de hospedadores como seres
humanos, roedores, cabras, ovejas y cerdos. En las personas y en los pequefios rumiantes la
transmision congénita ocurre usualmente cuando la madre se infecta durante el embarazo o la
prefiez, respectivamente. También es alta la transmisién congénita en los roedores, lo cual
contribuye a la permanencia del ciclo del parasito en la naturaleza. Los HD se infectan al ingerir
quistes tisulares, al cazar o bien al ser alimentados con carne mal cocida o cruda, y al ingerir
ooquistes eliminados por otros felinos, principalmente en las colonias de gatos.

La presentacion clinica es variable en las distintas especies domésticas. En los bovinos la
infeccion generalmente es asintomatica. En pequefios rumiantes es una de las causas
infecciosas mas importantes de pérdidas reproductivas en todo el mundo, manifestandose con
abortos, muertes embrionarias, natimortos, mortalidad perinatal, nacimiento de crias débiles o
de animales infectados congénitamente, dependiendo del momento de la gestacién en la que se
produce la infeccién y el dafio a la placenta o los tejidos fetales. Se ha mencionado como
frecuente en gestaciones multiples el nacimiento de una cria muerta acompanada del nacimiento
de un cabrito débil o un feto momificado. En los caprinos ademas pueden ocurrir abortos a

repeticion en hembras con infeccion latente. En los casos de abortos por T. gondii es posible
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encontrar lesiones blanquecinas caracteristicas de 1 a 3 mm de diametro, que corresponden a
areas de necrosis y mineralizacion en los cotiledones de las placentas, mientras que las areas
intercotiledonarias no presentan lesiones (Unzaga, 2004). En los cerdos la enfermedad en
general cursa en forma subclinica, pudiendo observarse en algunos casos nacimiento de
animales débiles o natimortos, aunque se ha determinado que la tasa de transmisién vertical en
esta especie, determinada por métodos serolégicos es muy baja (Venturini et al., 1999). En los
caninos T. gondii se considera un patdégeno oportunista, pudiendo causar principalmente
manifestaciones neuromusculares y respiratorias, y se han reportado casos de enfermedad
ocular generalmente asociada a inmunosupresion (Calero-Bernal & Gennari, 2019). Los felinos
generalmente cursan la infeccion de forma asintomatica, incluso durante la eliminaciéon de
ooquistes, sin embargo, en algunas ocasiones se presentan signos clinicos, principalmente
respiratorios y oculares. Los animales silvestres son muy susceptibles a la infeccién, y al ser
introducidos en parques zooldgicos pueden sufrir una presentacién aguda de la enfermedad,
reportandose casos fatales en monos, suricatas y canguros (Basso et al., 2007; Basso et al.,
2009; Moré et al., 2010; Pardini et al., 2015). Las aves domésticas no presentan signos clinicos,
pero son utilizadas como centinelas para determinar contaminaciéon por ooquistes del medio
ambiente (Pardini et al., 2016). Los equinos parecen ser los animales mas resistentes a la
enfermedad, y el Unico caso reportado de toxoplasmosis clinica en esta especie fue en un caballo
cuarto de milla en Estados Unidos que present6 pérdida de peso, fiebre leve, inicio agudo de
célicos y areas necroéticas en serosa gastrica, linfonédulos, pulmén y bazo a la necropsia (Kimble
etal., 2021).

En el caso de la infeccidon en humanos se presentan varias situaciones de relevancia médica:
la infeccién aguda en la embarazada (toxoplasmosis congénita [TC]), la toxoplasmosis ocular
(coriorretinitis) y la reactivacion en pacientes inmunosuprimidos con signos multiorganicos
(principalmente encefalitis y neumonias). Los recién nacidos infectados pueden variar desde
asintomaticos hasta presentar sintomatologia grave a nivel del sistema nervioso central, como
focos de necrosis e hidrocefalia. Son raros los casos graves con retardo mental, sordera,
microcefalia, convulsiones y deficiencias psicomotoras. La coriorretinitis es la forma mas
frecuente de manifestacién ocular y puede ser uni o bilateral, asintomatica toda la vida o
presentar reactivaciones en diferentes momentos. No existen medidas para evitar las
reactivaciones. Se han evidenciado casos de toxoplasmosis humana y animal en individuos
inmunocompetentes, atribuyendo la gravedad de los signos a la virulencia de las variantes o

genotipos del parasito (Durlach et al., 2020).

Caracterizacién molecular
Las variables presentaciones clinicas podrian relacionarse con la virulencia del genotipo de

T. gondii causante de la infeccidon. Numerosos trabajos han revelado la diversidad genética de T.

gondii, con una poblacién mayormente clonal en los continentes del hemisferio norte, pero con
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una poblacién altamente diversa en América Central y del Sur. Howe y Sibley realizaron los
primeros estudios sobre caracterizaciéon molecular de T. gondii basados en amplificacion de
fragmentos de ADN vy cortes con enzimas de restriccion, de diversos animales (incluyendo
humanos) provenientes de Europa y América del Norte, y clasificaron a T. gondii en tres linajes
(también llamados genotipos) denominados I, Il y lll, y vincularon estos linajes a las diferencias
en virulencia observadas en ratones exocriados. El tipo clonal | es letal para los ratones,
independientemente de la dosis, mientras que los tipos clonales Il y lll son de moderada a baja
virulencia, estableciendo enfermedad crénica en los ratones (Howe & Sibley, 1995).

Existen diferentes técnicas para identificar y clasificar la estructura poblacional del parasito.
La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa anidada — polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (nPCR-RFLP, por sus siglas en inglés) es uno de los métodos mas
usados para la genotipificacion de T. gondii (Su et al., 2006). Mediante la mencionada técnica se
estandarizaron protocolos para la identificacion de diez marcadores moleculares con alto poder
de discriminacion, con la ventaja de verificar multiples locus simultaneamente, estos son: SAGH1,
SAG2 (5'-3'SAG2, alt. SAG2), SAG3, BTUB, GRA6, C22-8, C29-2, L358, PK1, (ubicados en ocho
cromosomas nucleares) y Apico (ubicado en el apicoplasto). Diferentes genotipos identificados
por este método se encuentran en la base de datos online ToxoDB (www.toxodb.org). Otra
técnica también ampliamente utilizada es la del estudio de microsatélites (MS), que consta de 15
marcadores con alto poder de resolucion que permiten identificar diferencias dentro de un mismo
genotipo. Los genotipos obtenidos por nPCR-RFLP y a partir de MS conforman 16 haplogrupos
que se agrupan a su vez en 6 clados ancestrales (Bernstein, 2019).

En América del Norte (Estados Unidos y Canadd), los genotipos predominantes son el tipo Il
(ToxoDB # 1 y # 3), el tipo Ill (ToxoDB # 2) y el haplogrupo 12 (ToxoDB # 4 y # 5), que se
considera como un tipo clonal mas en América del Norte. En Europa, predomina el tipo Il seguido
de aislamientos de tipo Ill. En Asia, Chinese 1 (identificado por MS, también conocido como
ToxoDB # 9) es dominante en la regién central y oriental del continente. En Africa, el tipo Il
predomina en el norte y este del continente junto con el genotipo ToxoDB # 20, mientras que en
la regién central y oeste el genotipo Africa 1 (identificado por MS, también conocido como
ToxoDB # 6) es el dominante (Bernstein, 2019).

Sin embargo, en América del Sur, sobre todo en Brasil y Argentina, se encontraron genotipos
que no pertenecen a los tres linajes principales, con una diversidad genética mucho mayor a la
descripta inicialmente para T. gondii. Estos aislamientos poseen alelos tipo I, Il y Il (siendo
principalmente combinaciones del tipo | / Ill) idénticos a aquellos hallados en los linajes clonales
e incluso presentan nuevos alelos. Estos “nuevos” genotipos recientemente identificados, fueron
designados, dependiendo los autores y las hipétesis sobre su génesis, como atipicos, exéticos,
recombinantes o genotipos no clonales. En Brasil, la diversidad de aislamientos no clonales
hallados es muy elevada, mostrando una enorme diversidad de genotipos. Se han descripto 4
genotipos, aislados de diversas especies hospedadoras, considerados linajes predominantes
brasilefios denominados: Brl, Brll, Brlll y BrlV (genotipos ToxoDB # 6, # 11, # 8 y # 17,

respectivamente) con diferente virulencia en modelo de ratén. De hecho, algunos de estos
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aislamientos son extremadamente virulentos y mortales para el raton (Brl), similares a la cepa
de referencia RH (clonal tipo I). En la Guayana Francesa se han reportado aislamientos de casos
humanos de toxoplasmosis severa y con alta virulencia en ratén asociados a genotipos atipicos
analizados por MS (Bernstein, 2019).

Ademas, en los ultimos afios, se ha incorporado la caracterizacién molecular por nPCR-RFLP
de los marcadores moleculares ROP5 y ROP18. Ambos genes codifican para la expresion de
proteinas de las organelas roptrias. Estas proteinas son liberadas al citosol de la célula
hospedadora e inhiben la accién de las IRG (GTPasas relacionadas al interferon gamma)
producidas por el hospedador en defensa contra el parasito. Dependiendo del alelo, ROP5 y
ROP18 pueden actuar como virulentos 0 no. Se ha demostrado que la combinacion alélica de
ROP5 y ROP18 es altamente predictiva de los niveles de virulencia en muchos aislamientos de
T. gondii (Bernstein et al., 2021).

En Argentina se han podido aislar y caracterizar aislamientos de T. gondii provenientes de
animales domésticos y silvestres (Basso et al., 2007; Basso et al., 2009; Moré¢ et al., 2010; Moré
et al., 2012; Pardini et al., 2014). Todos se han genotipificado por nPCR-RFLP para 10
marcadores multi-locus e identificado acorde la base de datos ToxoDB. Ademas, se han
registrado 7 aislamientos a partir de placenta y sangre de cordén umbilical de casos de mujeres
gestantes con toxoplasmosis congénita y todos han sido caracterizados molecularmente como
genotipos no-clonales (Pardini et al., 2012; Bernstein et al., 2018; Pardini et al., 2019).
Especificamente en la provincia de Misiones, se registraron gran cantidad de casos de
toxoplasmosis ocular asociada también a genotipos no-clonales (Pardini et al., 2016). También,
se realizé la caracterizacién molecular de ROP5/ROP18, encontrando las combinaciones de
alelos 3/3 y 4/3, respectivamente, asociadas tanto a perfiles de alta como baja virulencia en

modelo murino (Bernstein et al., 2021).

Respuesta inmune del hospedador

El equilibrio entre la respuesta inmune del hospedador y los mecanismos de evasion de T.
gondii le ha permitido a este protozoo desarrollar una infeccién crénica, que desde el punto de
vista evolutivo beneficid la supervivencia de este parasito en una gran diversidad de
hospedadores distribuidos mundialmente. Toxoplasma gondii puede sobrevivir dentro de las
células dendriticas y macréfagos e incluso utilizar las propiedades migratorias de estas células
para distribuirse dentro del hospedador (Miller et al., 2009; Fainboim & Geffner, 2011). Las
células dendriticas son las mas eficientes productoras de IL-12 en la infeccién por este protozoo,

esta citoquina es de vital importancia para la activacion de las células NK las cuales producen

Interferon Gamma (IFN- ), asi como para diferenciar linfocitos TCD4+ en un perfil Th1 y activar
a las células TCD8+ o citotoxicas, también productoras de IFN-y (Miller et al., 2009). La

produccion de IFN-y activa el potencial microbicida de los macrofagos produciendo Factor de
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Necrosis Tumoral Alfa, que sinérgicamente con el IFN-y inducen la produccion de intermediarios
reactivos del oxigeno y del nitrégeno. Estos ultimos pueden eliminar directamente los taquizoitos
de T. gondii y el IFN-y reduce la disponibilidad de hierro y triptéfano, factores limitantes para el
crecimiento de este protozoo (Miller et al., 2009; Fainboim & Geffner, 2011).

Una vez instaurado el perfil Th1 de citoquinas inflamatorias, se inicia la activacion de linfocitos
TCD4+ con perfil de citoquinas Th folicular (IL-4, IL-10), que estimula la respuesta inmune
humoral y ademas contribuye a la regulacién negativa de los macréfagos, con lo cual se garantiza
una respuesta inmune efectiva y autolimitada. La IL-4, entre sus numerosos efectos, promueve
el desarrollo de las respuestas inmunes humorales a través de la induccién del crecimiento y
diferenciacion de linfocitos B. La produccion de anticuerpos IgM, IgG e IgA especificos contra T.
gondii ocurre como parte de la respuesta inmune al parasito y promueven la opsonizacion, la
fagocitosis y la activacion del complemento, sin embargo, no constituyen el mecanismo efector
mas eficiente contra la replicacion del mismo en el medio intracelular (Miller et al., 2009; Fainboim
& Geffner, 2011).

Epidemiologia

La toxoplasmosis se encuentra distribuida mundialmente y si bien infecta a un amplio rango
de hospedadores, la prevalencia es variable en ellos. Se considera que un tercio de la poblacién
humana esta infectada por T. gondii. En los animales, dentro de las especies de produccion, los
bovinos parecen ser poco susceptibles a la enfermedad y si bien la seroprevalencia en esta
especie suele ser elevada, la ingestion de carne bovina aun no se considera una fuente de
infeccion relevante para los humanos. En Argentina se ha determinado una seroprevalencia del
91% en 90 bovinos provenientes de dos mataderos de la provincia de Buenos Aires y se detectd
ADN de este parasito en 2 de 20 tejidos cardiacos de animales seropositivos (Moré et al., 2008).

Entre los rumiantes, los ovinos y caprinos presentan una alta seroprevalencia en todo el
mundo. En nuestro pais se realizd un estudio sobre un total de 4092 sueros caprinos
provenientes de 209 establecimientos de siete provincias con diferentes sistemas productivos.
La seroprevalencia total de anticuerpos anti-T. gondii fue del 39%; todas las provincias
analizadas y el 76% de los establecimientos presentaron animales seropositivos demostrando
que la toxoplasmosis caprina se encuentra ampliamente distribuida en el pais. Al determinar las
diferencias entre los distintos sistemas de manejo bajo los cuales se crian las cabras en nuestro
pais se observé que la seroprevalencia fue significativamente mayor en explotaciones lecheras
con manejo semi-intensivo/intensivo (Gos et al., 2017; Gos, 2019). Ademas, se ha evaluado uno
de los establecimientos caprinos por seguimiento serolégico durante 11 afios observandose que
la mayoria de las cabras presentaron una toxoplasmosis activa en el ultimo tercio de gestacion,
por reinfeccion o reactivacion de la enfermedad (Steffen et al., 2021). También se ha determinado
que entre el 13% y 36% de fetos de esta especie analizados en el pais resultaron positivos a T.

gondii por diferentes métodos y también se ha obtenido y caracterizado molecularmente como
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genotipo no-clonal un aislamiento obtenido a partir de un aborto (ToxoDB #284) (Unzaga et al.,
2014; Bernstein et al., 2018; Gos, 2019). En ovinos se ha reportado una seroprevalencia del
17,3% en 704 ovinos de 6 establecimientos lecheros de la region de la pampa humeda y se
determind que T. gondii fue el causante de un brote de 15 abortos y 9 natimortos en un rebafio
de ovejas Texel de la provincia de Buenos Aires (Hecker et al., 2013; Gual et al., 2018). En cerdos
se determind la presencia de anticuerpos para T. gondii en 230 hembras adultas de frigorificos
provenientes de 83 granjas de 5 provincias del centro del pais encontrandose una
seroprevalencia del 37,8% y se analizaron serolégicamente dos granjas con diferentes sistemas
de produccién (intensiva y semi-extensiva), y se determiné que la seroprevalencia es mayor en
sistemas extensivos (40,2%) en relacion a intensivos (4,5%) (Venturini et al., 2004). En cerdos
actualmente son de interés los estudios para determinar anticuerpos para T. gondii en fluidos
orales a partir de cuerdas de algodon como métodos de screening en granjas ya que es una
opcidn no invasiva y amigable con el bienestar animal (Campero et al., 2020). En las aves
domeésticas la infeccion cursa de forma subclinica, pero el estudio en las aves de traspatio es
importante debido a que pueden considerarse como centinelas de la contaminaciéon ambiental
por ooquistes en una region, lo que permite relacionar los genotipos hallados en ellas con los
que podrian estar presentes en la poblacién humana en la misma zona (Pardini et al., 2016). En
equinos se determiné una seroprevalencia del 13,1% en 76 caballos de las fuerzas armadas de
la provincia de Chaco (Dubey et al., 1999) y no existen estudios mas recientes de seroprevalencia
en el pais, siendo la mayoria de los estudios en la region realizados en distintos estados de
Brasil, con una seroprevalencia del 11,6% al 47,2% (Dubey et al., 2020). Recientemente se
identifico y caracterizd un aislamiento en esta especie (ToxoDB #228) proveniente de un caballo
de un matadero del estado de Rio Grande del Sur que exporta carne equina a Europa, alarmando
sobre la posibilidad de infeccion a humanos sobre todo en paises europeos donde el consumo
de carne cruda de esta especie es apreciado culturalmente (Pena et al., 2018). Existen estudios
epidemioldgicos que relacionan casos de toxoplasmosis graves congénitas y adquiridas e incluso
reinfecciones en personas en Europa, donde la mayoria de los casos corresponden al genotipo
Il, con el consumo de carne equina importada desde Sudamérica con genotipos no-clonales
virulentos (Pomares et al., 2011; Elbez-Rubinstein et al., 2019). En nuestro pais también se
realizaron estudios de seroprevalencia en ciervos colorados (73,7%) (Soler et al., 2021) y en
roedores sinantropicos (32,8%) de la provincia de Buenos Aires (Dellarupe et al., 2019). En el
norte y sur de nuestro pais es mas frecuente el consumo de carne de llama u otros camélidos
sudamericanos por lo tanto es importante sefialar que se detectaron anticuerpos para T. gondii
en el 30% (92/308) de las llamas estudiadas en el norte de nuestro pais (Moré et al., 2008). En
animales silvestres, como los jabalies, recientemente se detecté una seroprevalencia para T.

gondii de 12,5% (18/144) (Winter et al., 2019).

En las especies de compaifiia, se ha determinado una seroprevalencia del 35,9% en 6768
sueros caninos provenientes de areas urbanas, principalmente de la ciudad de La Plata y

alrededores, determinando que los caninos mestizos fueron los que presentaron mayor cantidad
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de seropositivos en relacién a los de raza y también se observé que la seroprevalencia es mayor
al aumentar la edad de los animales (Gos et al., 2020).

La toxoplasmosis es considerada una de las parasitosis mas importantes dentro de las
enfermedades transmitidas por los alimentos segun la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA, 2018) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO/WHO, 2014). Las fuentes de infeccion para el humano son la carne cruda o mal
cocida con quistes tisulares, las verduras, frutas y el agua contaminada con ooquistes y la leche
no pasteurizada con taquizoitos de animales infectados. Entre los animales domésticos, los
productos derivados de ovejas, cabras y cerdos son las principales fuentes de infeccion.
Actualmente se esta estudiando la importancia de la leche de animales de produccion en la
transmision de la enfermedad al ser humano. Los taquizoitos de T. gondii se han encontrado en
leche de varias especies como bovinos, ovejas y cabras (Hiramoto et al., 2001; Camossi et al.,
2011; Cisak et al., 2017), pero soélo el consumo de leche de cabra no pasteurizada ha sido
asociado a casos de toxoplasmosis humana. En el ultimo tiempo se han realizado muchos
estudios moleculares especialmente en leche de cabras en distintos paises, indicando
prevalencias que oscilan entre el 2% y 13% (Mancianti et al., 2013; da Silva et al., 2015) ya que
es un producto relacionado a las producciones de autoconsumo, de importancia para las
economias regionales y las economias de agricultura familiar, donde muchas veces se consume
sin pasteurizar. En nuestro pais un estudio sobre la eliminacion de T. gondii en leche de cabras
naturalmente infectadas provenientes de un establecimiento de la provincia de Buenos Aires con
alta prevalencia de la enfermedad determiné que el 2,6% de 77 leches analizadas presentaron
ADN de T. gondii y las cabras que eliminaron el parasito por leche presentaron altos titulos de
anticuerpos (Gos et al., 2018). Por lo tanto, el consumo de leche de cabra como asi también los
productos lacteos elaborados con leche cruda también podrian considerarse un factor de riesgo
potencial para adquirir la infeccion por T. gondii.

Se estima que el 30% de la poblacion humana mundial esta infectada, variando entre el 10%
y el 80% segun el pais y la region. La diferencia se relacionaria con el clima, los habitos de
alimentacion, la higiene, la calidad del agua de consumo y las condiciones socioecondmicas. La
prevalencia esta en descenso globalmente en las ultimas décadas. Se han estudiado anticuerpos
anti-T. gondii en hemodonantes de Buenos Aires de ambos sexos, entre 1967 y 2017, con el
propdsito de conocer esta variable en el tiempo y se ha observado que en el lapso de esos 50
afios disminuyé la prevalencia en un 45,8%, lo que representdé una declinaciéon promedio del
0,91% anual. En cuanto a la infeccion aguda en embarazadas, la prevalencia mundial fue de
1,1%, segun un meta-analisis en el que se incluyeron 902.228 gestantes pertenecientes a 217
estudios, de 74 paises. La prevalencia mas alta en forma significativa se registré en los paises
con ingresos bajos, indices de subdesarrollo humano y temperaturas elevadas. En este analisis,
Argentina mostré 121/13.632 casos, una prevalencia de 0,9% (Durlach et al., 2020).

Para evitar la infeccion en humanos se recomienda ingerir la carne bien cocida o realizar el
congelado (-20°C) de la misma previamente, evitar llevar accidentalmente a la boca restos de

carnes crudas cuando se esta cocinando y pasteurizar la leche. Es importante la coccién de la
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carne, visceras o derivados a una temperatura mayor a 67°C durante un periodo prolongado, y
que la misma sea pareja en todo el corte, ya que algunos quistes tisulares pueden permanecer
infecciosos si la coccién es desigual. También se recomienda la congelacién profunda de la carne
(a -12°C o menos) durante una semana antes de su coccion, ya que puede reducir el riesgo de
infeccion, sin embargo, la congelacion no es un método seguro por si mismo porque es muy
variable en relacion a la viabilidad de los quistes segun las temperaturas alcanzadas si son
freezers domésticos o industriales, la cantidad de alimentos que contiene, entre otros factores.
Para evitar la infeccion por ooquistes diseminados en el ambiente, se recomienda realizar el
lavado de frutas y verduras con agua por arrastre ya que son resistentes a los desinfectantes
comunes, tanto el lavado de los vegetales como las tareas de jardineria y horticultura deben
realizarse utilizando guantes, sobre todo en personas embarazadas o inmunosuprimidas.
Ademas, en la poblacion de riesgo es importante evitar el consumo de vegetales crudos, si no
se conoce como se realizd el lavado, o de chacinados, si se desconoce su procedencia. El
contacto con los gatos domésticos no implicaria un riesgo para adquirir la infeccién debido a que
los ooquistes no son infecciosos al momento de su eliminacion y se ha demostrado que el riesgo
de infeccidn no es mayor para los propietarios de estos animales que para la poblacién general.
Igualmente se recomiendan ciertas medidas de prevencion con el fin de evitar la eliminacion de
ooquistes. La principal es alimentar a los gatos domésticos con alimentos balanceados o comida
de preparacion casera cocida ya que el mayor riesgo de infeccion para los felinos es el consumo
de carne o visceras con quistes tisulares. También se recomienda castrarlos para reducir sus
habitos de caza, y disminuir la posibilidad de ingerir aves o roedores infectados. Es adecuado
que los gatos dispongan de un recipiente para efectuar sus deposiciones, e idealmente ser
removidas diariamente y vertidas a la red cloacal para evitar que los ooquistes esporulen. La
higienizacién de las bandejas sanitarias debe realizarse con guantes y agua hirviendo por 5
minutos para destruir los ooquistes. Para reducir las infecciones por T. gondii en animales de
produccion destinados a consumo se deben implementar medidas de manejo como el control de
la poblacion de gatos en las explotaciones, limitar su acceso a corrales, comederos y lugares
donde se almacena el alimento, como asi también realizar el control de roedores que podrian ser

fuente de infeccidn para los felinos.

Diagnéstico y observaciéon

El diagndstico de la toxoplasmosis se realiza por métodos directos e indirectos. Los
métodos directos de diagndstico permiten detectar la presencia del parasito o de su ADN e
incluyen las técnicas parasitolégicas, histopatolégicas y moleculares. Es posible identificar las
formas infectantes (quistes tisulares, taquizoitos) mediante observacion microscépica en
fresco de tejidos de animales infectados o de materia fecal (ooquistes) de felinos mediante
técnicas de concentracion. La histopatologia permite la observaciéon de quistes tisulares y

taquizoitos asociados a lesiones en sistema nervioso, musculo, higado, pulmén y otros tejidos.
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La inmunohistoquimica permite la deteccién de diferentes estadios del parasito en tejidos de
animales infectados mediante la utilizacion de anticuerpos especificos y el diagnéstico
diferencial con otros protozoos de morfologia similar. El aislamiento del parasito se realiza
inoculando tejidos sospechosos homogeneizados con solucidon salina y antibidticos, u
ooquistes provenientes de animales infectados, en diferentes cepas de ratones de laboratorio
o en cultivos celulares. En ratones infectados a los 7-10 dias post-inoculacion (p.i.) se
determina la presencia de taquizoitos realizando un lavado peritoneal bajo anestesia o, si el
animal muere, la presencia de taquizoitos en pulmén. A partir de las 4-6 semanas p.i. se
pueden observar quistes tisulares en el sistema nervioso central mediante observacion en
fresco al microscopio 6ptico, posterior al sacrificio. A partir de los taquizoitos obtenidos pueden
infectarse cultivos celulares que se mantienen hasta observar el crecimiento del parasito. La
prueba de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) determina la presencia de T. gondii
en los tejidos a través de la identificacion de fragmentos de ADN especificos, y puede
realizarse a partir de muestras de diversos tejidos de animales infectados, e incluso de fetos y
tejidos autolizados. Toxoplasma gondii puede detectarse utilizando distintos primers
especificos, como los que permiten la amplificacién de la secuencia del gen B1, la secuencia
ITS1, la subunidad ribosomal RNA y el fragmento repetitivo de 529 pb. La técnica de nPCR-
RFLP puede utilizarse para determinar el genotipo de la cepa infectante (Su et al., 2006).

Los métodos indirectos son realizados in vitro e indican exposicion a la infeccion. Consisten
en la detecciéon de anticuerpos anti-T. gondii tanto en los HD como en los HI en el liquido
cefalorraquideo, leche, humor acuoso y liquidos fetales, aunque la muestra de eleccion es el
suero del animal sospechoso. La deteccidn de anticuerpos especificos en una unica muestra de
suero establece que el animal ha estado infectado en algun momento en el pasado, por lo que
se recomienda determinar la presencia de anticuerpos en una segunda muestra de suero del
animal sospechoso en 3-4 semanas posteriores a la primera para poder comparar los titulos de
anticuerpos (IgG), asi el aumento en el titulo de anticuerpos (seroconversion positiva) indicaria
una infeccion aguda. En el caso de abortos en animales domésticos, la determinacion de
anticuerpos anti-T. gondii en una uUnica muestra de suero de la madre abortada no es
determinante para el diagnéstico del mismo, sino que también es conveniente analizar la
seroconversién de muestras pareadas para poder diferenciar entre infeccion aguda y cronica.
Ademas, la determinacion de anticuerpos especificos en los liquidos fetales indica que existio
infeccion transplacentaria. Se debe tener en cuenta que la presencia de anticuerpos en los fetos
dependera de la edad fetal y del grado de desarrollo de su sistema inmune, por lo que la serologia
fetal negativa no siempre indica ausencia de infeccion. También se sugiere a nivel del rodeo
tomar muestras de sueros de una misma cantidad de animales que abortaron y que no abortaron
para poder detectar asociaciones estadisticas entre presencia de abortos y titulos de
anticuerpos. También es posible determinar el nacimiento de animales infectados
congénitamente, aunque se encuentren aparentemente sanos, buscando anticuerpos
especificos en las crias previo a mamar calostro (sueros precalostrales), ya que su presencia

indicaria también que existio infeccion transplacentaria. Las pruebas indirectas mas utilizadas
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son la Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), aglutinacién modificada (MAT) y las pruebas de
Enzimoinmunoensayo (ELISA e Immunoblot). Estas pruebas presentan distinta sensibilidad y
especificidad segun las caracteristicas del antigeno utilizado. La IFI es la prueba mas difundida
para determinar anticuerpos especificos en las especies domésticas por ser de gran sensibilidad
y especificidad; y utiliza como antigeno taquizoitos enteros inactivados fijados a un portaobjetos
que se enfrenta al suero problema. Para revelar la unién antigeno-anticuerpo se requiere de un
conjugado o anticuerpo secundario unido a una sustancia fluorescente (fluorocromo), siendo la
mas frecuente el isotiocianato de fluoresceina, que al ser excitada por la luz ultravioleta emite un
haz de luz que se visualiza con un microscopio de epifluorescencia. Se debe tener en cuenta
que, si bien el antigeno puede utilizarse para el diagnéstico de la enfermedad en cualquier
especie, el conjugado debe estar compuesto por anti-inmunoglobulinas especie-especificas
(anti- gato, anti-perro, anti-oveja, anti-cabra, anti-cerdo, entre otros). Como desventajas de esta
prueba se encuentran que la interpretacion de los resultados requiere de personal entrenado
debido a que su lectura presenta cierto grado de subjetividad y que su realizacion consume
mucho tiempo si se analiza un gran numero de muestras. El titulo de corte utilizado dependera
del objetivo del estudio que se realice y del laboratorio.

En las pruebas de ELISA se utilizan placas de microtitulacion de 96 pocillos con el antigeno
y para revelar la unién con los anticuerpos se utiliza también un conjugado especie-especifico,
pero en este caso unido a una enzima, siendo la mas utilizada la peroxidasa, que, al reaccionar
con su sustrato especifico en presencia de un cromdégeno, produce una reaccién coloreada. La
lectura se realiza con un espectrofotémetro (lector de ELISA) que mide las densidades Opticas
de la reaccion de color, permitiendo una lectura objetiva de los resultados. Otra ventaja de estas
pruebas es que permiten procesar simultineamente una gran cantidad de muestras. Los
conjugados, sustratos y kits diagnosticos completos se encuentran disponibles comercialmente,
pero debe tenerse en cuenta que sélo pueden utilizarse para determinar anticuerpos en la
especie animal indicada en las instrucciones del laboratorio productor, porque el conjugado es
especifico; ademas en el caso de ser kits comerciales importados, éstos deben ser previamente
validados localmente antes de su uso, utilizando indices o valores de corte adaptados a cada
regidbn o pais, ya que pueden existir variaciones epidemiolégicas locales que generen una
respuesta inmune distinta en los animales evaluados, muchas veces asociadas a la exposicion
a distintos genotipos de T. gondii encontrados en otros paises (OIE, 2018). Las pruebas de ELISA
tienen sensibilidad variable de acuerdo al tratamiento del antigeno utilizado, asi pueden
realizarse con extracto soluble de T. gondii o con taquizoitos enteros. Para mejorar la
especificidad se han desarrollado ELISAs con antigeno recombinantes, pero en algunos casos
han demostrado una sensibilidad mas baja que otras pruebas usadas en animales (Pardini et al.,
2012). También se han desarrollado ELISAs con antigenos nativos de T. gondii purificados por
afinidad, como la proteina nativa TgSAG1 de 30Kda de PM (ELISA-P30), que disminuye las
reacciones cruzadas con otros protozoos y la posibilidad de resultados falsos positivos, con
buena sensibilidad y especificidad en distintas especies en otros paises y en nuestro medio

también se han estandarizado el uso de los ELISAs-P30 en cerdos demostrando una sensibilidad
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del 92,8% y una especificidad del 98,3% (Pardini et al., 2012) y en cabras naturalmente
infectadas de nuestro pais con 96% y 98% de sensibilidad y especificidad respectivamente (Gos
et al., 2019). También existen ELISAS de avidez para toxoplasmosis que se basan en detectar
el aumento de la afinidad funcional de las IgG a medida que la respuesta inmune madura luego
de producida la infeccion, lo que permite diferenciar entre infecciones agudas y crénicas. Estas
pruebas agregan una incubacién con urea, lo que permite disociar las uniones labiles que se
forman entre los anticuerpos producidos en forma temprana (de menor afinidad), por lo que

valores de avidez altos descartan infecciones recientes (Basso et al., 2017).
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