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INTRODUCCION




El Toxoplasng gondii es uno de los pocos protozoos que afin
en la actualidad presenta numercsos problemas de imdole: Taxond-

mico, epidemiolégito y diagndstico.

Su opldeliolégln es uno de los puntos que mis problemas pre
aenta, ya gque no ;&be-os en el momento actual el verdadero meca-

nismo de infeccibn.

Desde que en 1965 se descubri$ el papel infectante de las
heces de gato y la importancia que eato significaba a la hora de
establecer la cadiﬁn epidemiolbgica, muchos han sido los trabajos
queyrealizados en‘éato- en todo el mundo, han intentado aclarar
la importancia reil ﬁue el felino posee en la transmisibn de la
enfermedad ya qneéideﬂido al hecho de posecer la fase sexual de evo
lueibn del par&sl@é.en su intestino, es el finico animal hasta aho-
ra conocfido que eiéulsa ooquistes en sus deyecciones.

-
Posteriormente, en los afios 1970, estos estudios coprolégi-

cos se ampliaron en otras especies de la Familia Felidae , compro

b&ndoae el ciclo épecidiano en varias especies de F8lidos salvajes.

En la actualidud faltaban en nuestro Pals estudioa coprold-
gicos con una -ue;;ra de alto fndice de significacidn, gue pudie~
ra poner de -nnlfizsto la problemfitica que el "ooquiste” represen
ta en 1a naturale;n y el papel real gue juega en la epidemiologfa

toxoplésmica,



El proplsito, por tanto, de esta Temis ha sido aclarar con
una muestra, lo suficientemente amplia, el primer eslabbn funda=-
ﬁental en la epidemiologia de la Toxoplasmosis, ;qué importancia
real tienen los ooquistes expulsados por los félidos en la trans
migién de la infeccidn?, ;a qué intervalos una vez expulsados por
primera vez siguen apareciendo con sus heces?, g¢qué porcentaje de
gatos son portadores de cepas ocoquisticas que son las que presen-
tan un interés real en la epidemiologia?, pues el resto de anima-
les herbivoroa es el inico eslabdén que tienen para adquirir la in

feccién al resto de los carnivoros y omnivoros.

Por tanto, una vez aclarado el papel real del gato y los
£811d08 en general en 1a epidemjologia de 1a Toxoplaéhosis podrig
mos esclarecer el mecanismo de trensmigidn o, al menos, aclarar

ciertas rutas que se presentan en la Naturaleza,

El eatndio por tanto ha sido fundamentalmente coproldgico,
haciendo hincapi en el diagnéstico parasitolégico, finico veraz
a la hora de egtablecer la presencia del parfsito dentro del - -

organismo.

La aclaracién colateral al trabajo de todas las coccidias
presentes en los félidos, punto en el cual guedan algunas lagu-
nas, para ello hemos realizado su estudio mediante técnicas de
concentracidn y posteriormente, ayudfindonos de los métodos micro

morfométricos, hemos podide egtablecer con precisibén las coccidias



mis frecuentss en ¢l intestinc del gato para evitar confusiones

con el hallazgo de T. gondii.

Los hnllazgoé, escasos, como se verf en el tranacurso de
este trabajo, de ooquistes de T. gondii, han sido realizados
sobre gatos rurales (no domésticos), recogidos en los alrededo-
res de Madrid y otros pueblos, por ser éstos los que por su modo
de vida deberfan pée-entar una mayor parasitosis, aparte de que,
debido a sus costumbres, son los que posteriormente diseminarian

sus ooquistes por los alrededores.

Para poder pias-ar una muestra con un alto i{ndice de signi
ficncibén, la visualizacidn coprolbgica ha sfido realizada inmedia
tamente de la captura de los gatos.

3

Paralelamente se han realizado estudios sistemfiticos, en

varios dfas consecutivos, en subgrupos de la muestra mencionada

para intentar auleitar 1a significacidn ooquistica, a la par que

estudios seroldgicos para intentar detectar infecciones latentes.

Es, por tante, a nuestro entender, una aportacioén valora-

ble, a 1a hora de dilucidar este primer eslabdén epidemioldgico.

Finalmente se han realizado estudios coprolbgicos en los
F8lidos del Zooldglico madrileiio para completar la viaidn global

de la epidemiologia Felina.



Como corolario a este trabajo se han estudiado serolbgica-
mente al personal de esta Facultad (Auxiliares, cuidadores del
animalario e investigadores) para establecer la importancia que
la convivencia durante largos perfodos de tiempo con estos ani-

males representa a la hora de contraer la infeccidn.

Para terminar apuntarf que, seglin datos recogidos por
Aparicio Garrido y Col. (1872), laiincidencia de la Toxoplasmoe
sis en Espafia representa 1/3 del total de la poblaciln, aproxi-~
madamente 12 millonea, de los cuales 300,000 han pregentado asig

nificacifn cliniea.

Creemos, por tanto, que es umn problema no 8810 a nivel
nacional, sino mundial que justifica plenamente nuestra preccu-

pacidn.



REVISION

BIBLIOGRAFICA




Desde que en 1908 fue déscubierto el Toxoplasma gondii por
Niéolle y Manceaux hasta nuestros dfas, mucha ha sido la produce
eién bibliogréfica referida a este protozoo, El gran volumen bi-
bliogr&fico que llega hasta nuestros dias da una idea de la impor
tancia que eate esporozoo ha representandoc y afin representa en

todo el mundo.

Este protozoo fue descublerto accidentalmente por estos dos
investigadores franceses, gue trabajaban en el Instituto Pasteur
de Thnez, realizando estudios sbbre leighwaniosis en la gona, en
una recoleccién de roedores para suministrar a su laboratorio,
encontraron al Toxoplasma en el gondi {Ctemodactylus gundi) con-
fundiéndosele con una Leishmania, aunque sus autores rectifica-
ron al poco tiempo, ya que no crecfa en los medios habituales de

estos organismos (N.N.N.).

Aln en 1la actualidad es uno de los pocos protozoos de los
cuales, pese a las innumerables investigaciones realizadas en
numerosos campos (inmunolégico, epidemiolégico, clinico, zoolf-
gico, terapéutico, etc.), mantiene en jaque a inveatigadores de

todo el mundo.

En ese migmo afio, fue también descubierto, a miles de kils-
metros de distancia del primer hallazgo, por un investigador
brasileiio, Splendore en Sao Paule, encontréndolo en el conéjo

doméstico.
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A partir de este momento innumerables hallazgos de diferen
tes paiges del mundo se fueron sumando a los ya exigtentes, com
probindose que a @-to protozoo podfan albergarlo numerosos amni-

males,

Son aifios do.gpan confusioniswo, ya que hallaggos encontra-
dos en ditorento.'pnl-lle- se dieron como Toxoplasma, descu-
briéndoae més tgrdi como pertenecientes a varios géneros dife-

rentes de Coccidios.

En el momentq actual dos son los puntos fundamentales en
los cuales oxi-tt;‘dilerepnncin' entre los numerosos investiga-
dorea que estudiné‘o-to problema; uno de ellos, es su posicibn
taxonbmica dentro'éo los protozoos, pues hasta aflos muy recien-
tes estaban inclu!ﬂOl junto con otros parisitos afines bajo la
denominacifn de "incortuo sedia, aunque en la actualided ya se
han dado pasos nui:inportante- en lo que se refiere a su clasi-
ficacibn zool&gic;,'otro de len.puntos oscuros en la biologia

del parfsito son les mecanismos de tranemisidn, que actfian prefy

rentemeite en la ékdon. epidemiolégica,

En este acntido se ha avanzado mucho, sobre todo a partir
del afio 1865 en q—; HUTCHISON descubrid una forma de resistencia
infectante en lus:heces del gato, esto fue ratificado por otros

autores: FRENKEL y DUBEY (1970), OVERDULVE, WEILAND y ZAMAN (1970)
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¥ por el propio HUTCHISON,

En ¢l momento actual, en lo que se refiere a eu posicibn
taxonfmice no hay discrepancias en lo refereiite a niveles supe-
riores, no es asf a medida que Adescendemos en su clasificacibn,

sobre todo a nivel de género.

Su pertenencia a loa Sporozoa (Apicomplexa), tal y come
qued$ definida por HONIBERG y col. (1964), o como proponen
LRVINE (1970) y SCHOLTYSECK y MEBLHORN (19870), parece que no
presenta ninglin problema, ya que son parfsitos intracelulares

y con una adaptacifn a este meodo de vida muy antigua.

En cuanto descendemos a niveles inferiores es cuando empie
zan a surgir las diacrepancias que mantienen divididos a numero

sos investigadores en todo el mumdo.

Por una parte hay quienes consideran fundamental su evolu-
cién intraorgénica, espescialmente lo que se refiere a su repro-
duccibn, estos autores consideran gue deben separarse Toxoplas-

mas y Coccidios,

Son mayorfa no obstante los que se inclinan a incluirlos
dentro de los coccidios, a partir del momento que se comprobd
el parecido estructural entre los merozoitos de Eimeria Sp, ¥y

T. gondii (Scholtyseck y Piekarski, 1965), y la semojanza de
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los macrogametos de ambos grupos de parfsitos, asf come su natu-
raleza ooquistica de la fase inicial del cielo biolbgicot = - «
HUTCHISON (1963), WORK y AUTCHISON (1969), y FRENKEL y cols.

(1970).

A partir de este momento la situacidn esth tan clara para
algunos autores que piensan se deberfa, seghn su épinién, incluir
en el género lso';ora Schneider, 1881, pasando el génere Toxoplas
ma, Ni¢olle y Manceaux (1908), como sinbnimo de aquél (OVERDUINE,
1970), TADROS y LAARMAN (1982),

Ciertamente, ;a relacién Toxoplasma=Coccidios es muy estre-
cha, a muchos nlvé}c- y una prueba mfs al respecto nos la proper
cionan el valor do_ulguné- anticoccidibsicos en la terapia ocon-

tra la Toxoplasmosis.

La serologia ;n aportado importantes descubrimientos a la
estructura antigénica del parfsito y asf dos de las muchas prue-
bas serolégicas en uso, pero las que presentan un mayor indice
de sensibilidad y é-poeiticidad: (Inmunoflucorescencia indirecta
y el Teat de snbtn:y Feldman -Dye Test=), han puesto en eviden-
cia 1la ospoeltieidéd del género, comparfindolo incluso con antie

genos sarcosporidicos.

Un paso impertante fue dado por DUBEY y FRENKEL (1972), in-

dicando el parentesco entre ambos géneros, al demogtrar en Isog
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pora felis e lsospora rivolta su capacidad invasora de Srganos
extraintestinales (higado, bazo, ganglios,mesentéricos, ect.) y
el valor infectante de estos estadios, cuya aplicacidn a los
felinos determina un periodo de prepatencia mfis breve que el
conseguido mediante administracifn oral de ooquistes esporain-

doms.

Iguslmente interesante, es por otro lado la relacibn exis-
tente entre Toxoplasma, Sarcocystis y Besnoitia Spp. Por lo
pronto, las formas musculares de los sarcosporidios tienen es-

tructura muy similar a las semejantes de los Toxoplasmas.

Las verdaderas diferencias entre ambos géneros recaen en
1a distinta estructura de quistes y pseudoquistes, asf como lo
referente a la serologia, puntos jne hay que tener en cuenta a

1a hora del cambio gendrico.

La literatura nos refleja las diferentes modalidades taxo-
némicas en que varios auntores han aportado nuevos descubrimien-

tos.

Podemos considerar ya establecido el nivel de Subphylum
para estos organismos eatablecido por LEVINE (1970), basfndose
en la presencia de una estructura apical caracteristica de este

grupo.
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Una de las ﬁlp&te-ln taxondmicas es la propuesta por - = -

SCHOLTYSECK y MEHLHORN (1970):

Subclase: Coccidia, Leuckart (1879)

Ordenes: - 1) Protococcidia, Cheisain -1956-,
= 2) Endodyococcidia, Scheltyseck -1870-,
» Familias:
Sarcocystidae, Levine 1961
Toxoplasmatidae, Levine 1961,
= 3) Encoccidia, Leger y Dudbescq, 1910,

Frenke)l en ¢] _afio 1977 propone la siguiente clasifieacifn:

Familia: Eimeriidae

Suybfamilia: Eimeriinae
) Género: Isospora.

Fanilis: Sartocystidae

Subfamiliat Sarcocystinae

Género: Sarcocystis
Género: Frenkelia

sﬁb!llllll: Toxoplasmatinae
Géneros: ~ Toxoplasma

Besnoitia
«~ Hammondia
=~ Cystoisospora
Esta clasificaciln se puede considerar como la mfs amplia-

mente aceptada, si bien LEVINE, sostiene que no hay bases sufi-
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cientes para conservar como géneros separados a Toxoplasama y
Hammondia, por lo que propome la inclusifn de las especies del

género Hammondia dentro del géneroc Toxoplasma,.

FRENKEL y cols. (1979) propone una nueva clasificacibn, basada

en la de Frenkel (1977) con lIa inclusifn de la nueva subfamilia
Cystoisosporinae, que engloba al génerc Cystoisospora, aducien-
do que se diferenciam claramente de los Toxoplasmatinae por

I

poseer guistes monozoicos (unizoitos).

Ls clasificaciln propuesta es la siguiente:

Familia: Sarcocystidae

Subfamilia: Cystoisosporinae
G8nero: Cystoisospora

Subfamilia: Sarcocystinae
G8neros: Sarcocystis
Frenkelia
Toxoplasma
Besnoitia
Hammondia

Finalmente TADROS y LAARMAN (1982), proponen como finico género
vflido el género Isospora pasando todos los demfis géneros

antes considerados a ser sindnimos de éste,

Nosotros pensamos que hay suficientes diferencias de momento

en varios niveles (intraorgénico, epidemiolégico, serolégico, etc.)
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para conservar osf- separacién genfrica, que supondria por otro
1ndo més problemas d¢ los que pretende resolver en su simplifi-

cacibn,

Hemos sesuidﬁ por tanto en nuestro trabajo el criterio

taxonSmico propuesto por FRENKEL y cols. (1979),

Una ves apuntadas las diferentes hipStesis taxonbmicas,
punto en el cual,. como hemos podido conatatar, quedan aGn lague
nas y dlaeropnneiin, vamos & pasar revista somera a las caracte

ristican fundamentalesde este grupo de parfsitos.

SUBFILO_APICOMPLEXA: Caracteristices generales del Grupo

A partir de los hallazgos de LEVINE (1970), fue estableci-
do eate grupe uteiﬁldndo a la presencia de una estructura tipieca
localizada en la zona anterior del cuerpo denominada "complejo

apical”,

Esta estructira estf formada por: Pared celular, anillos,

polares, micropord, conoide, micronemas y roptrieas.

Pared celular

El 1imite celular de los zoitos coccidianos estf construide,
seghn SCHOLTYSECK y MEHLHORN (1070) y SCHOLTYSECK (1979), por una

menbrana externa y un complejo membranoso interno, compuesto a su
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vex por doa unidades de membrana estrechamente relacionadas y

formadas con la participacién de las vesficulas citopléismicas.

Seghn VIVIER y cols. (1970), ROBERTS y RAMMOND (1970s) y
SCROLTYSECK y cols (1970), la pared celular varia en anchura en

las diferentes especies, pero usualmente mo sobrepasa los 40/‘(-.

La membrana externa es continua y engloba totalmente la célu |
la, sin embargo 1a capa membranosa interna termina cerca del eox-

tremo anterior en el anillo polar.

Microtubulos

En muchos estados del ciclo de los Apicomplexa, se pueden
observar, seghn SCHOLTYSECK (1979), microtubulos subpeliculares
por debajo de la pared celular. En esporozoitos y merozoitos se
encuentran regularmente distribuidos por la periferia, recorrien-

do la célula desde el extremoc anterior hasta la regién nuclear,

El nGmero de microtubulos es de carfcter taxonémico a nivel
genérico e incluso especifico. Su funcidn parece tener relacidn

con la de movilidad celular.

Anillos Polares

El anillo polar es fuertemente osmiofilo y estf formado por

la capa membranosa interna de la pared celular. Normalwente, exis
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te, al menos, un anillo polar en el extremo anterior pudiendo exis
tir un segundo en el extremo posterior e incluso, en ocasiones,

un tercero,

Segfin ROBERTS y HAMMOND (1970a) el anillo polar anterior va

a morvir de zona de anclaje a los microtubulos subpeliculares.

En cuanto al anillo polar posterior SCHOLTYSECK (1979) ase-
gura que se encuentrsa siempre presente en los merozoitos jSvenes,
siendo precisamente la zona por la cual la célula hija se separa

de la célula madre en los procesos de reproduccibn asexual.

Micropore

Esta estructﬁra, formada a partir de la pared celular, fue
observada por primera vez por GARNHAM y cols. (1961), VIVIER y
HENNERE (1965), le dieron su nombre definitive. Es un organule

formado a expensas .de la pared celular.
Conoide

GUSTAFSON y ecols. (1954), degscribieron una estructura en
el polo apical de los merozoitos de T. gondii, en forma de cono
hueco, a la que dénouinnron "conofdeV Se trata de un tronco de
cono hueco formade por estructuras fibrilares dispuestas en

espiral. Si bien no se sabe con certeza, es probable que la



19

funcifn del conoide consista en permitir la penetracién del pard

sito en la cflula hospedadora mediante un mecanismo desconocido.

Fueron descritas por GUSTAFSON (1954) en merozoitos de - «
Toxoplasma gondii, llaméndolos *"toxonemas". A partir de enton-
tes se le concedieron varios nombres, siempre en relacién con
el coccidio en que se encontraban, hasta que JACOBS (1967) los

denomind micronemas,

La funcifn de las micronemas es desconocida. Algunos anto-
res sugieren una funcién secretora y otros indican que los micro

nemas y las roptrias portonoéen a un migmo sistema funcional.

Roptrias

Estructuras electrodensas en forma de maza, localizadas en
1a reglﬁn anterior de merozoitos y esporozoitos de diferentes
Apicomplexas, debiéhdose su nombre a SENAUD(1967), Las roptrias
varian enormemente de forma, poseen una zona anterior estrecha y
una posterior ensanchada, Se encuentran rodeadas por una membra-
na limitante simple, caracteristica que la dfstingue de otras
estructuras con densidad electrénica que se encuentran en el

citoplasma de estos protozoos como lasgotas de 1ipidos complejos.
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Su misifén parece estar relacionada con la secrecidn de enzimas
proteolfticas con el fin de ayudar al conoide en la penetraciém

de la célula hospedadora.

El segundo punto sobre el cual existe afin mfs dudas que en
10 que se referfa a niveles taxonbmicos es el relacionado con
los mecanismos de transmisifn del parfsito. Si bien esti estableci
do los dos tipoavde transmisibén: Congénita y Adquirida. Es en
ente segundo puntdo en el que se presentan mayores problemas, y
adenfis es el quovrepresentn el 99X de las infecciones, ya que
el mecanismo via placenta es el mayormente estudiado y el que

presenta un cuddro patognomonico mfs definido.

Es, por tanto, el mecanismo de transmisidn que acaece des~
pués del nacimiento sobre el cual nos quedan numerosas dudas,
las fuentes de adquirir la infeccién son muy numerosas, inges-
tidn de carnes qué contengan quistes viables, productos natura-
les (leche, huevos, stc.), experimentalmente ase han conseguido
medios en los cuales el parfsito se cncuentra y puede ser ~ - =
vehiculado de un ;ar a otro, como en el semen de ciertos anima-
les (DUBEY, J.P., 1980); y, finalmente, tenemos los ooquistes
expulsados por el gato, que fueron evidenciados por primera vex

por HUTCHISON en el afio 1965,

El medio, por ello, més natural bioldgicamente hablando de

contraer la infeccidn es mediante la ingesta de alimentos que
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contengan ocoquistes esporulados.

BUTCHISON (1967) repitid sus experimentos en heces de gatos
infectados, suponiendo que las formas infectantes eran vehicula-
das por huevos de Toxocara catl, ascarido frecuentemente encon-
trado en el gato, comparando este tipo de transmigidm con la de

Histomonas meleagridis por huevos del nematodo Heterakis gallinae,

Pero fue JACOBS en 1967, que inoculando ratones con heces
flotadas de gato, libres de huevos de Toxocara cati el que demos

tré la infectividad de &stas.

DUBEY (1968), HUTCHISON y cols (1968), SCHEFFIELD y MELTON
{1969), FRENKEL y cols. (1969), siguiendo las investigaciones ‘an
teriores, llegaron a la conclusidn que la transmisibn del Proto~-

zoo no guardaba ninguna relacién con los huevos del T, cati,

Poateriormente, se avanza en el ciclo intraorghnico del
gato y son numerosas las aportaciones de divermos autores como:
HBUTCHISON y cols. (1969=1970 y 1971), SHEFFIELD y MELTON (1970a),
FRENKEL y cols. (1970), DUBEY y cols., (1970a), OVERDULVE (1970),
WEILAND y KUIN (1970), WITTE y PIEKARSKI (1970), ZAMAN y COLLEY
(1970), COLLEY y ZAMAN (1970), SHEFFIELD (1970), DUBEY y cols.
(1970b), WALTON y WERNER (1970), PIEKARSKI y WITTE (1971) descri-
ben ciertas fases coccidianas en las células epiteliales del

intestino del gato, tras la inoculacidn oral con bradizoitos.
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FRENKEL y cols. (1970), MILLER y cols. (1972), definen los

conceptos de hospedador definitivo e intermediario.

FRENKEL y cols, (1970), administraron a gatos cada uno de
loas trea estados vegetativos de Toxoplasma gondii, resultande

diferentes periodos de prepatencia para cada uno de elles,

CORDERO DEL CAMPILLO (1973) afirma que de las 36 especies
que pogee la familia Felidae, s8lc en siete se ha llegado a la
formacibn de ooquiastes perteneciendo a dos géneros: Felis y
Lynx, siendo &atas: F. catus, F. yagonaroundi, F. pardalis,

F. bengalensis, F. concoleor, Lynx lynx y L. rufus.

Fn cuanto a los hospedadores intermediarios el nfmero de
especies que puedén actuar como tales es muy elevado, pertene-

ciendo a los mis variados grupos taxonfmicos.

DUBEY y FRENKEL (1972) describen cinco fases amexuadas,
as{ como la gametogonia en el intestino del gato tras la inges-

tién de quistes con bradirzoitos.

HUTCRISON y cols. (1971), KURN y col. (1974), OVERDULVE
(1978) han sido loms finicos en estudiar ciertos procesos produci-

dos en el intestino de los gatos tras la ingestién de ooquistes.
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CHINCHILLA y RUIZ (1976) apuntan el posible papel de las
cucarachas como hospedadores de transporte de Toxoplasma gondii,
SMITH y FRENKEL (1978) obgervan que la cucaracha periplaneta
americana, puedé despuds de haber ingerido coquistes de Toxoplas
ma transmitirlos por sus heces hasta diez dfas deapuls de la in-

gestibn,

CHESSUM (1972) y DUBEY (1976), provocan la reeliminacibn
de coquistes de T. gondii por gatos con infeccidn crénica, debi-~
do a la posterior infeccidn con Isospora felis, explicandose

dicho proceso como un fendmeno de interferenclia inmunollgica.

DUBEY (1978) encuentra que en gatos infectados con Isospora
felis antes que con T. gondii, se evitaba la reeliminacién de

ooquistes de T. gonii por una nueva infeccibén con Isospora felis.

DUBEY y FRENKEL (1978) encuentran que se producen quistes
cerebrales en ratones a los cinco dias de ser inoculados con
taquizoitos, a los 7-9 dfas de scr inoculados con bradizoitos y

a los 9-10 di{as de serlo con coquistes,

Agimismo delimitan los diferentes perfodos de prepatencia

conforme al estado productor de la infececibn.

VRABLIC (1977) estudia la morfologia y biologia de los game~-

tocitos de T, gondii.
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OVERDULVE (1978) estudia el ciclo bioldgico intestinal de
T. gondii en gatoé libres de germones, gnotobloticos y convencionales,
recalcando que todos los trabajos realizados, hasta el momento
sobre este partlcﬁlar, han sido realizados con gatos convencip
nales. Asimiemo, observa que los taquiroitos no son transmisi-

bles siguiendo la via digeativa.

DUBEY (1977) seiiala la existencia de Hammondia hammondi
ya descubierto por Frenkel y Dubey (1975) afirmando que existen
diferencias para mantenerlo como género separado de Toxoplasma

gondii. Eatas diférencias esenciales son las siguientes:

1.) Los quistes de Hammondia hammondi se localizan fundamental-
mente en mlsculo esquel8tico y no en cerebro como en el

caso de T, gondii,

2.) Hammondia hammondi es obligatoriamente heteroxeno y no facul

tativo como en T. gondii,

3.) La débil prodicci&n de anticuerpos anti-Toxoplasma en rato-
nes infectados con Hammondia (no as{ en gatos) detectada

mediante el Dye-Test (Frenkel y Dubey 1975),

LEVINE, no considera razones suficientes para establecer
diferencias especificas, por lo que propone que el nombre correc

to para Hammondia hammondi sea el de Toxoplasma hammondi (Frenkel
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y Dubey, 1975),

DUBEY (1977) por el contrario opina que el simple hecho de
que Hammondia sea obligatoriamente heteroxeno, es razdn sufi-

ciente para mantenerlo como género aparte.

Del mismo modo, FRENKEL (1977), sigue manteniendo el géne-

ro Hammondia y la especie Hammondia hammondi como especie tipo.

Hay que tener en cuenta que hay diversas easpecies del géne-
ro Hammondia en diferentcs hospedadores, tales como H, heydorni
(Tadros y Laarman, 1876) parfsito del perro, Hammondia pardalis
¥y H, equicanis, H, bovicanis y H, ovicanis. (Tadros y Laarman,

1982).

Dubey (1977) propone el cambio de género para Isospora
felis , Isospora rivolta, Isospora canis, ete ., basfndose en

el ciclo extraintestinal que presentan estos parfsitos.

DUBEY y FRENKEL (1974), SHEFFIELD y MELTON (1974) y « - ~
OVERDULVE, 1978, mefialan que la innunidad fremte a T. gondii en
el gato peraiste durante largo tiempo (2 afos), aunque &sta
decrece ostensiblemente alrededor de los veinte meses aproxima-

damente,

WALLACE (1975) sefiala que la respuesta inmunitaria en gatos

frente a ll, hammondi es de escasa significacién.



SHEFFIELD y MELTON (1974), apuntan que los anticuerpos
circulantes en eligato no juegan un papel decisivo en la pre-

vencién de la excrecién ooquistica.

DUBEY (1977a) meiiala que los anticuerpos maternos adquirie
dos en la leche protegen pasivamente a los gatitos del ciclo

enteroepitelial, estasm inmunoglbulinas son del tipo Igi e IghM,

OVERDULVE (1978), afirma que bajo condiciones naturales,
la mayorfa de los gatos expulsaron coquistes una sdla vez en

su vida.

DUBEY (1977) ha demostrado la persistencia de estados infec
tivos de Toxoplaama gondii en mucosa y submucosa deapués de 4 a

18 meses de la infeccidn con quistes tisulares,

El papel por tanto central de los Félidos en la epidemiolo-
gla y epizootioclogiade la Toxoplasmosis viene indiceda por los

siguientes hecho;t

1.) Ninguna evidencia de infecciones humanas pudo apreclarse en

atolones del Pacifico, en ausencia de gatos (WALLACE, 1969)

2.) Prevalencias del 4,7% fueron observadas en pueblos de
Siberia libres de gatos. Esta cifra se multiplicd por cuatro

en ciudades con gatos,
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3.) Anticuerpos se encuentran comfinmente en vegetarianos es-

trictosa.

ZAMAR (1970) establece las medidas y morfologia de los dis-
tintos coccidios del gato, paso de fundamental importancia en el

esclarecimiento del parasitismo coccidiano en estos animales,

DUBEY (1967a) establece la distribucidén qufstica en los di
ferentes tejidos de gatos infectados en fase aguda y crbnica,
estableciendo que es el cerebro el Srganc mayormente afectado,

en las dos fases de la infeccibn.

DUBEY (1977a), sefiala la importancia que la edad y el sexo
tienen en los gatos frente a la immunidad contraida por estos,
sefialando que la tasa de anticuerpos es mis elevada a partir del

comienzo de su vida cazadora,

CHRISTIE y DUBEY (1977), WEILAND (1979) sefialan la presen-
cia de inmunidad cruzada entre Hammondia y Toxoplasma en ratones

y hamsters,

APARICIO (1972) presenta el problema que la Toxoplasmosis
tiene en Espaiia, seilalando la presencia de &sta en un 1/3 de la
poblacidn espafiola, indicando que de este nlimero 300,000 han

presentado aignificacidn clinica,
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APARICIO (1968) en una encuesta serolbgica realizada en ani
males de abasto, seiiala la importancia que los suidos tienen en

la Furopa Occidental, junto con los bovinos.y ovinos.

REY CALERO {1967) mobre una encuesta seroldgica realizada
en la Provincia ho CAdiz seiiala las diferencias entre los habi-
tantes del litoral y los de montaiia, relacionada seguramente

con la presencia’'de animales y régimen alimenticio.

GANLEY (1980), smeiiala la relacién existente entre Asocia~

cibn con gatos y Toxoplasmosis.

JACOBS (1964) apunta que ea posible la infeccién toxoplls-

mica en ausencia de anticuerpos demostrables.

LOVELACE y éoia. (1978) seiiala la presencia de anticuerpos
en indios Ticuna, comunidad &tnica amazbnica que no tienen nin-
gln contacto con QSIAdos en sus poblados y su régimen alimenti-~
cio es tunda-enthlﬁonte piscivoro y frugivoro, no conociéndose-

les actividades agricolas ni ganaderas.

IPPEN y cols., (1981) en una encuesta scrolégica realizada
en animales de Zdo;&gieo seiiala la gran incidencia que las aves
presentan frente ;Pla infeccidn en comparacién con los mamife-
ros, siendo lascolﬁlblforues y anseriformes las que presentan

mayores tasas de infeccidn,
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Uno de los problemas que se plantean a la hora de diagnds-
tico coprolégico, es saber identificar con certeza los hallaz-
goa encontrados., Hay que tener en cuenta que son numerosos los
coccidios que alberga el gato, algunos de ellos de morfologfa
Y medidas similares y la finica manera de ponerlos en evidencia

es mediante biopruebas.

LEVINE en el afio 1981 clasificd los coccidios del gato ¥y
de los carnfivoros en general, clarificando toda la parasitolo-

gfa coccidiana de estos animales,

El gato doméstico (felis catus) puede albergar por tanto
en su intertor los siguientes coccidioa:
1.) Eimeria cati (Yakimoff, 1933)

oogquistes ¢eccer 18=23 x 1420 f m,
esporocistos ... 16-22% n.

2.) Eimeria felina (Nieschulg, 1924)
ooq_ulstes vessse 21=26 x 13-17% e
3.) lsospora felis (Wenyon, 1923).

ooquistens seeese 3I2-53 x 26-43/a Mo
esporocistos ... 2027 x 17-22 /4 n.
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4,) lsospora rivolta (Grassi, 1879 - Wenyon, 1923)

ooquistés ceeees 21-28 x 18-23/ ..
esporocistos ... 14-16 x 10-13/(. me

5.) mm_nmn (Moulé, 1888)

6.) mmm (Raillet, 1886)

7.) Sarcocystis porcifelis (Pubey, 1976)

8.) mgmj_mmﬂu (Raillet, 1887)

9,) w (Blanchard, 1B85)

10.) wﬂjg_jghgm (Crawley, 1914)

11.) MQLML (Brumpt, 1913)

12,) Sarcocystis gx‘h' ruepsis (Ashford, 1978)

13,) Toxoplagma ggn.'agi (Nicolle y Manceaux, 1908)

14,) Hammondia hammopd} (Frenkel, 1974) = {Toxoplagma hammondi)
(Frenkel, 1974).

15.) Toxoplasma par = (Hammondia pardalis) (Hendricks, 1979)

ooquiste_:... see 36-46 x 25-35 }L..
esporocisto ... 19-25 x 14-19/[,4, u,

16,) Besnoitia besmoiti (Marotel, 1913)

ooquiste® c.eees 14-16 x 17x14/[6m.
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17,.) Begnoitjas wallacei (Tadros y Laarman, 1976)

Oun’.BtQ sseses 16=-19 x 10-13}1,-.
egporocistos « 11 x 7-8 ,{l,l.

18,) Begnoitia darlingi (Brumpt, 1913)

19.) Bepnoitia Sp. (Ito, Tsunoda y Shimura, 1978), considerada
antiguamente como Isospora bigemina raza grande.

ooquistes .... 14-18 x 12-15 /h, ",
esporocistos . 10=14 x 8-9 /a/n.

CORDERO (1973) clasifica a los hospedadores intermediarios

del T, gondii en cuatro grupos:

A - De receptividad mixima (ratém, gundi, ratdn criceto,
rata de algodbén, conejo, cobaya y otros). En todos ellos
la infeccidn experimental provoca la muerte con dosis

bajas de parfsitos (4-8) de suficiente virulencia.

B ~ De receptividad alta (perro, cerdo, ovéja, zorro, lobo,
gato). Se trata de animales que ofrecen cierta rcaisten
cia al parasitismo y cuya respuesta a la infeceidn depen
de de la dosis empleada, el estado decl animal y otras
circunstanciase. En ellos la infeccibén puede ser latente
desde el principio, pasar directamente a una fase aguda,
con terminacidn letal (generalmente en fetos), o bien
desembocar en una latencia crdnica tras la fase aguda.

En este grupo situamos tambiénal hombre,
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C =~ De receptividad medis (rata gris, turén, rata blanca de

laboratorio}i otros). Son animales sensibles, particular-
mente de jG;énea o sometidos a "stress" (incluida la aplf
cacidn de iﬁ;unodepresores) en los que no proveca manifes
taciones clf@icns. ni siquiera con dosis elevadas, siendo
la formacibn' de anticuerpos, con la localizacién de quis-
tes en el cérebro, a veces con tendencia regresiva, la
Gnica reacéién observada en ellos.

D -~ Sin recegtl#ldad: Fn general invertebrados (helmintos,
artr&podos,';tc.) y algunos vertebrados poiquilotermos,
en los eualég no hay realmente multiplicacion del agente
o 85lo lo ei;etimera. Mas bien, procede hablar de super-

vivencia de T. gondii.

Pero aunque éﬁ una clasificacibn meramente empfrica, tiene
gran valor epldeliol&gico. Al lado de los felimos, por ser hos-
pedadores detinltg;og, los animales de receptividad méixima
(Grupo A) desampeﬁ?n un importante papel en el manienimiento
de losa focos natu;ales de infeccidn. El interés de los otros
grupos es decrecieate.

Pero en el diagnéstico de la Toxoplasmosis en poiquiloter—
mos debemos extremar nuestras medidas ya que hallazgos encontra

dos habitualmente en #stus y diagnosticados como Toxoplasma

>



33

posteriormente se ha visto que correspondian a géneros diferen-
tes como Lankesterella, Schllackia y Besnoitia Spp, ya que a
estos hallazgos 1les falto la comprobacidém en la ifnoculacibn de

ratones con el material infectante,

Parece ser que temperatura corporal y condiciones genera-
les a niveles bioquimico y biofisico juega un papel importante

en la baja receptividad de estos animales.

Loa finicos poiquilotermos que quizfs tuvieran importancia
a nivel epidemiolSgico serfan los ofidios, ya que su dieta es a

base de mamiferos y aves, frecuentemente portadores de T. gondii,

Entre los hospedadores homeotermos cerca de doscientas espe

cies son las que pueden formar quistes de Toxoplasma,

Entre las aves tenemos lor Ordenes: Gallinacei, Columbae,

Lamellirostrea, Steganopodes, Accipitres, Striges, Passares, ctc,

Entre los mami{feros tenemos los siguientes 8rdenes: Monotrema,
Marsupialia, Insectivora, Chiroptera, Primates, Carnivora, « = =

Perigsodactyla, Artiodactyla, Rodentia y lagomorpha, principalmente,

Al fgual que los errores cometidos en reptiles, en las aves
parece ser que muchos de los diagndsticos efectuados han side

errbneos, confudiendo al T, gondii con otros sporozoa, pertene=-
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cientes al géneroannkesterella (=, ,Atoxoplasma).

Entre los mamiferos tenemos que prestar mayor interés a
aquellas especieéique conviven con el hombre estrechamente,
mis las que &ate utiliza como alimento, bien sean animales de
abasto o de caza:.Por el momento, digamos que los que realmen-
te representan uﬁé fuente de infeccion para nosotros, como
sefiala Aparicio (i908). en la Europa Occidental son los cerdos,
ovejas y vacaas (G;tas muche menos que las dos especies anterio-

res).

Una de las diraeteristlcas, aparte de las ya enumeradas
del T. gondii, lq:repreaenta su ciclo bioldgico, o mejor dicho,
parte de &1, de Lés fases que consgta el ciclo evolutivo dos
son las que praseﬂtan varlaciones con respecto a los coccidios:
Fase proliferativa ¥y la quistica o de reposo, ya que el resto
de las fases: agamogdnica, gametogbnica y esporulativa, son

similares a las cbeccidianas,

Finalmente, ?hay que tener en cuenta que la especie Toxo=-
plasma gondii no esth constitufda por un agregado de individues
homogéneos, sino que como muchas otras especies, estf formada
por numerosas poblacliones que difieren en cuanto a su virulen-

cla, aunque ge adeite que hay un serotipo universal,



Las variaciones de actividad de las diversas cepas han sido
denunciadas por numcrosos investigadores en uno y otros hospeda-
dores, hemos visto en apartados anteriores como en la infeccidn
del gato, no todas las cepas daban lugar a la expulsidén ooquias-
tica, no llegaban por tanto a completar el ciclo evolutivo, al
igual que han aparecido diferencias en los perfodos de prepa~-

tencia.

Todos estos hechos han llevado a la comisibén de expertos
de la 0.M.S. (1969) a recomendar que, ante cualquier aislamien-
to de T. gondii, se proceda a identificar claramente su origen,
con detalles relativos al hospedador, persona que lo aisl§ y
dembs caracteristicas, haciendo cuanto antes la valoracidn de
la cepa aislada, en todos sus detalles, pero particularmente la
virulencia, a fin de conocer las modificaciones ulteriores que
pudieran provocarse en la cepa. Todoa estos detalles dcben come

probarse ¢n el animal experimental tipo que es el ratbn.

La virulencia, por tanto, debe expresarse en términos

cuantitativos, tipificando los inoculos.
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CRONOLOGIA DE LA TOXOPLASMOSIS

Autores y afio

Contribucion,

. Nicolle -Manceaux(_1908)

Descubierto en gondis,

Splendore(1908) .

Descubierto en Conejos

Mello (1910)

Enfermedad descrita enun perro

Janku{1923)

Identificado en un ojo humano

Wolf-Cowen(1937)

Toxoplasmosis congenita humana

Pinkerton —Weinma__‘l': (1940)

Enfermedad fata) en un adulto

Sabin(1942)

Caractetiz. la enferm, en el hombre

Sabin - Feldman(1948)

Descripcion del dye-test

Siim(1952)

Toxoplasmosis glanduler en el hombre

Hartley - Marshali (1957)

Casos de aborto en ovejas

Beverley (1959) -

Transmision congenita en raton

Jacobs (1960)

Caracterizacion biologica de quistes

Hutchison (1965)

Transmision fecal en gatos

Hutchison,Frenkel. Dul'a‘-y
Overdulve Weiland,Zaman

(1970)

Descripcion de fase coccidiana

Frenkel (1970), Miiter (1972)

Huesped det. e intermed. definidos

Dubey & Frenkel(1972)

5 tipos de esquizontes descritos en gl
intesting del gato

Wallace (1969), Munday (1972)

Confirmacion del papel epidemiologico
del gato ; estudios en islas
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HERBIVOROS Y OMNIVOROS
CICLO ASEXUAL

CARNIVOROS Y HOMBRE
CICLO ASEXVAL

EPIDEMIOLOGIA GENERAL DE LA TOXOPLASMOSIS
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_Proceso de division por endodiogenia de Toxoplasma gondii
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El trabajo epidemiolégice en los félidos estudiados compren

de los siguientes puntos:

1,) Estudio ceproparasitolfgico realizado en una poblaciln de
gatos de los pueblos de los alrededores de Madrid y Provim-
cias vecinas,.

2,) Estudio micremorfométrico coccidiano.

3.) Serologfie de un subgrupo de la poblacidn de félidos.

4.) Estudio coproparasitoldgice de los félidos del Parque Zoold-

gico de Madrid,

5.) Serologfia del personal gue trabaja con félidos de esta - -~

Facultad.

MATERIAL

1.) ESTUDIO COPROPARASITOLOGICO DE UNA POBLACION DE GATOS: (Felis catus)

La poblacién elegida para eu estudio ha sido recegida du-
rante estos (iltisos afios en las siguientes Provincias y Pueblos:
« Provincia de Madrid:

La Cabrera, Bustarviejo, Valdemando, Torrelaguma, Moratalaz,

San Sebastifn de los Reyes, Lozoyuela de la Sierra, Aldea
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Vieja, San Martin de Valdeiglesias y Canencia de la Sierra.

« Provincia de Toledo: Talavera de la Reina y Cebolla.
- Provincia de Segovia: Santo Tomé del Puerto y Somosierra.

- Provincia de Guadalajara: Jadraque, Siguenza, Cifuentes,

Brihuega y Atienza.

La muestra de gatos presenta en su mayoria las mismas carac
terfsticas; a saber: vida rural, aunque la mayorfa posefan due-
fios, pero con alimentacién diversa, gatos por tanto que tienen
un interés epidemiolbgico por completar su alimentacién con - -
presas vivas, y que por estar en contacto con las personas - -

podfan tener, a la hora del estudio, un interés real.

Estoa gatos fueron obtenidos de diferentes maneras, gran
parte de ¢llos eran regalados o vendidos a los proveedores de
esta Facultad por sus duefios, otros fueron capturados en la

Naturaleza,

Estos gatol‘eran llevados al animalario de esta Facultad,
donde inmediatamente de su captura se les empezaba a hacer el
estudio coproldgico. Esto tiene gran interés porque se evitaba
que gatos infectados previamente pudieran resultar negativos

por un almacenamiento excesivo antes de su estudio, ya que la



expulaidn ooqu!sticu gse realiza por un periodo de tiempo breve
¥ a intervalos irregulares, con lo que el muegireo resulta

sumamente complejo.

Estos gatos eran, por tanto, examinados a principio de cada
semgna, ya que su recoleccifn se realizaba durante los fines de
semana y llegaban a la Facultad generalmente el dominge por la

tarde.

Los gatos antes de realizar nuestro experimento no recibie-

ron ningfin tratamiento antiparasitario ni hacteriano.

Estos gatos posteriormente eran utilizadoa por los Departa
mentos de eata Facultad con diferentes fines de inveatigacibn.
Se desecharon gatos que en un principio habfan sido sometidos a
manipulacidn tanto externa como interna (colocacibnde slectro-

dos, administracién de firmacos, etc,).

Las odaées comprendidas son muy amplias debido al tamafio
de la muestra, pero predominan las edades comprendidas entre
losa 2 y 5 afios, gatos menores de 5 meses escasisimos por la di-
ficultad de obtencidn y por no ser requeridas estas edades con

frecuencia con finesde investigacidn.

Asf que en principio 1la muestra por la edad y costumbres

representa un conjunto idezal bajo el punto de vista epidemiold-
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gice. Los datos sobre la edad y demés caracteristicas fueron

obtenidas directamente del proveedor,

El protocolo aeguido en este estudio epidemiollgico fue el

siguientes

Los gatos une vex recibides en el animalario eran confind
dos en jaulas como mueatra la figura de la pégina 88 ., las
heces depositadas diariamente eran almacenadas en la bandeja

situada en la parte inferior.

La toma de muestras la realizamos de la siguiente manera:

Eran controladoa los gatos a medida que iban llegando, ¥
las jaulas eran numeradas para controlar perfectamente el ejem
plar si hubiera necesidad de posteriores estudios, no se mira-
ron jaulas que tu¥vieran un nfimerc superior a 2 gatos, pues a

1la hora de protocolizar las heces podia influir en el muestreo.

Las heces se tomaban en su totalidad de la bandeja, &stas
eran depositadas en mobres como muestra la figura de la pigi-
nn 89 en los que figuraba el nfimero de gatos obmervados y el
nlimero asignado de la jaula, ya en ol laboratorio se tomaba un
pool de estas suestras, se homogeneiszaban en solucidn de SO‘Zn

al 33X y se operaba como muestra la figura de la pégina 90



Empleamos este método simplificado de concentracibn por
flotacién ya que, previamente, nos habia dado unos resultados
excelentes para el o-iudio de protorzoos intestinales, yq -
que el so‘Zn no digtorsiona los quistes de protozoarios. Co-
mo suele ocurrir c;n el ClNa de la solucibén de Willis, aunque
nosotros hemos podido comprobar que el método de concentra-

cidn por flotaciém en ClNa no alteraba la membrana coquigtica.

Este métode le empleamos al principio comp protecole - -

selectivo para la detecciln coceidiana en las heces.

Las coceidias eran sometidas a métodos micromorfomftri-
cos, los oculares micrométricos al principie eran calibrados
con lom objetivos micrométricos correspondientes para estable

cer la escala en diferentes objetivos.

Los oculares } sbjetivos micromftricos empleados para es
te estudio -marca Nikon-, fueron utilizados en todas las wunes
tras, de esta manera hemos podido poner en clarc todas las me
didas do!lnltivns‘&o lasdiferentes coccidias del gato, punto
en el cual qnelnbni algunas lagunas y daban pie a confusiones

a la bora de establecer un verdadero diagndstico.

Hemos podido denstatar puestros datos con los estableci-

dos por Zaman (1970), con los que estamos en concordancia.
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Cuando aparecieron coccidias de medias correspondientes a
T. gondii o Hammondda hammondi, todas las heces del sobre se
procegaron mediante la Técnica de la Sucrosa (phgina 86 ) popor
técnica en ClNa y sedimentacidn en 24 horas {pégina B84). Los
ooqni.toi posteriormente se dejaron en Dicromato potésico duran
te una semana para su esporulacidn, estos ooquistes, antes de
ser inoculados en ratfn, el sedimento era resuspendido en agua
e inoculado via oral (ruta de mayor efectividad), y de esta ma-
nera guedabn comprobado con precisifn la naturalera exacta de
los ocoquistes aislados, ya que el ratén es el animal que refine
todas las caracteristices necesarias (siempre se infecta con - -
T. gondii y muere en el caso de que la cepa inoculada asea viru-
lenta), de aquf que se tome cemo modelo para tipificar la viru-

lencia de lasdistintas cepas aisladas.

Los gatos fueron procesados en un s8lo estudio coprollgi-
co diario, pero hemos realizado-cemmorefuerzo a dicho muestreo-
on estudio en un sabgrupo de la muestra a 100 gatos gque fueron
observados durante siete dfas comsecutivos. El tamafie de la

muestra estudiada ha sido de 600 ejemplares.
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2.) ESTUDIO MICROMORROMETRICO COCCIDIANO

El estudio ‘morfoldgico coccidianc repressnta en la epide~
miologia de la Texoplasmosis uno de los eslabones de mayor im-
portancia, ya que muchas veces, debido a la dificultad de esta
blecer un vorda‘;ro diagndstico ceccidiano en los télidos ~-por
el parecido de algunas de sus coccidias~, se puede llegar a
crear un cierto confusionismo a la hora del hallazge de coquis

tes de T, gondil;

Por todo olio, nos propusismos en este trabajo reflejar la
incidencia coccidiana en la muestra de félidos estudiada, asf
como las ledldng de los eoquistes y esporoquistes que habitual
mente albergam c;to. animales, con el propdsito de establecer,
de una manera clara, las distintas coccidias que, con medidas
determinadas ¢ igcidonei. distinta, iban apareciendo en loas

gatos ¥ t&lldo-‘lnlvajo-.

Pars nuestrs estudio, por tanto, utilizawos la muestra
base, en la que iinril-ento. a wedida que se iba realizando au
protocolo, lbanl;notindoso cuidadosamente las medidas de todas
las coccidids aparecidas y, finalmeate, al terminar el estudio
de 1la muestra lleknr a establecer los porcentajes de cada una

de las coccididas que albergan habitualmente estos félidos.

Hemos llegn&o al convencimiehte que donde suelen encon-

trarse diflcultgdo-. es a la hora de establecer el diagndstico
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certero entre Toxoplasma gondii y Hammondia hammondi, esta G1ti
ma descubierta por Frenkel y Dubey en el afio 1975, por Wallace
(1975) y posteriormente ratificado por el propio Dubey y - - ~
Streitel (1976), pero hasta el momento no se le conoce, en su
ciclo bioldgico, el verdadero hospedador intermediario, aunque
ratones, hamater y otros roedores se han utilizado como hospe-

dadores intermediarios en experimentaciones.

La diferencia exacte, por tanto, entre Hammondia Toxoplas
ma se realiza mediante biopruebas, inoculando el material obte
nido en ratones blancos y comprobando, mediante pruebas histo=-

légicas y sercligicaas, su verdadera identidad.

A diferencia de Toxoplaama gondii, Hammondia hammondi no
forma habitualmente guistes en el cerebro sino en musculatura,
presentando ademfs en el ratén pruebax seroldgicas cruzadas con
T. gondii aunque de bajo tituloc como hemos podido comprobar,

Christie y Dubey (1977).

El ciclo biolbgico dé Hammondia hammondi queda reflejado
en el esquema que figura en la phgina 114, en comparacién con

el de T. gondii (pégina 113).

Todas las medidas han sido realizadas con microscopio bino

cular y oculares micrométricos marca Nikon.



50

3.) SEROLOGIA DE UN SUBGRUPO DE LA MUESTRA DE UNA POBLACION

DE_GATOS

Pnralela-entﬁ al estudio coproparasitbleogico realizado en
la muestra de gatos, hemos realizado un estudio seroldgico en

un subgrupo de dicha poblacibn,

La mayorfa dﬁ los estudios epidemioldgicos realizados - -
sobre la Toxoplaéﬁosis se han realizado mediante pruebas sero=-
légicas, y aqui oi donde se nos plantea uno de los problemag a
la hora de dar ung explicacidn pa}a-lntentar ponder en claro
las discrepnncladinus&ricns observadas entre el diagnfstice

directo e indirecto,

Los estudios serolbgicos realizados en gatos dan una ineci
dencia que oscilﬂ entre un 14 y un 86%(ver p&gina 105 ), lo
cual a primera viata nos indica una incidencia relativamente
alta en gran nﬁné;o de pafses estudindos, Por todo ello era necesa~
rio estudiar y e&ifrastar nuegtros resultados coprolfgicos con
las inmunopruebas; para intentar dar una explicacifn o establecer
la verdadera lnpéftnncia epidemiolégica del gato en la Toxoplas—

mosise

Los sueros ﬁtilizadosp.rnnuestro estudio proceden de un

subgrupo de los gatos estudiados coproldgicamente, Dicha muestra

0

comprende un nfimefo total de 106 sueros procesados.

'
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Eatos sueron fueron obtenidcs en el momento del sacrificio
de los animales; posteriormente fueron almacenados ;; nevera
para permitir una méjor retraccidn del cofgulo y finalmente cen
trifugados a 2,000 r.p.z. durante 20 minutos. Una vezobtenido
el puero de los ejemplares, era almacenado en viales con tapbn
de rosca y conservados en congelador a -202 C hasta su procesa

miento, el tiempo de almacenamiento de los sueros nunca fue

superior a los trea meses,

Todos estos sueros fueron estudiados mediante la técnica
de Aglutinaciln directa, con antfgeno de 1la Casa Bio-Merieux
(antfgeno pesado) y se realizb su estudio en placas de microti-

tulacidén de fondo en U .

La lectura fue realizada en fondo oscuro sobre eapejo con
luminosidad oblicua.

La elsccidn del método fue debido a la fiabilidad de la
prueba de Aglutinacidn directa, que detecta con gran prontitud
las IghM especificas. Esta prueba presenta una alta sspecifici-
dad, una eengibilidad media y facilidad en la reproductibili-
dad, por lo que la preferimos a otras pruebas mfs senaibles
pero complejas en su elaboracifn, aparte de que en un ~ - -

Screening epidemiolbgico resulta muy eficaz y valorable,
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4.) ESTUDIO COPROPARASITOLOGICO DE UNA POBLACION DE FELIDOS
SALYAJES

El gato representa, como hemos visto, el eslabln prima—
rio en la epidemiologia Toxoplasmica, pero los félidos salvajes,
o al menos parte de ellos, se han vi?to gue producen coquistes,
de aqui el interés real que tienen este grupo de asnimdles sn la
cadena opide.lol‘gica. aunque, como es obvio, msu interés bajo
el punto de vista en epidemiologia humana no es tan importante

como el gato doméstice.

Es en el afio 1970 cuando comienzan los estudios sobre
félidos salvajes para intentar ampliar el circulo de hoapedado-
res definitivos, y es Frenkel el que primeramente demostrd que
puede cumpidirse la gametogonia en el lince y el jaguar, A par-
tir de este momento, numerosos investigadores van sumando hallaz
gos, Janitschke y Werner (1972) incluyeron en la lista al tigre
de bengala y Milier y col, (1972) a pumas y linces.(Cit. por Cordere
-1973-).

En el -o;ento actual después de numerosas investigacio-
nes, se ha podide comprobar que finicamente los félidos son los
finicos capaces deexpulsar coquistes en sus deyecciones. Es por
todo esto que hewos querido incluir en nueatro trabajo una in-
veastigacibn copril&;ica que, por otra parte, no ha sido aGn
realizada en nueatro Pais, para que el estudio epidemioldgico

fuera lo w&s amplio posible,
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El estudio fue realizado en el Zooldgico de Madrid, en
dos fases, con un intervalo de tiempo entre ambas de tres meses
aproximadamente, viendo la totalidad de los félidos existentes

en dicho Parque, on cada uno de los muestreos.

El eatudio coproparasitolégico fue realizado, por tanto,
en las siguientes especies:

1.) Panthera Onca (Jaguar)

2.) Panthera leo (1ebn del Atlas)

3.) Panthera Lee {Lebn)

4,) Lynx lynx (Lince)

5,) Felis Tigrina (Gato Margay)

68,) Acynonix Jubatus (Glepardo)

7.) Panthera Pardus (Leoparde)

8.) Pelis Concolor (Puma)

9.) Panthera Pardus (Pantera negra)
10.) Panthera Tigris (Tigre de Bengala)
11,) Panthera Pardus (Pantera China)

De las once especies estudiadas, se realizd un estudio

de las condiciones de vida, asf como tipo de alimentacién y
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revisiones veterindptis - efectuadas.

Los datos nos fueron suministrados por los veterinarios
del Parque ZoolSgico y pudimes ver que podfan incluirse perfec-
tamente en nuestro estudio por reunir las caracterfsticas nece-
sarias (vida semi-salvaje, alimentacifn con ganado muerto y pre
sas vivas suministradas regularmente -aves en general-). L; car
ne ingerida era sobre todo de equidos y ganado vacuno. Estos
animdles no habfan siso sometidos a firmacos antiparasitizidas,

ni la carne ingerida por ellos sometida a ningfin tipo de proceso.

Las muestras de heces fueron recolectadas directamente
por sus cuidadores en el momento de la limpieza de las jaulas
y de los recintos al aire libre donde habitualmente mse encomtra-

ban estos animales.

Las muestras fueron envasadas en frascos de pléstico cen
tapbén de rosca (esterilizados) en los que se anotaron los nom-

bres de cada tino de los animales y dia de recogida.

Estas muestras fueron procesadas inmediatamente a su lle
gada al laboratorio, y el procedimiento empleado fue similar al

eapleado con los gatos (como figura en el apartado primerc).

El estudio seroldgico fue imposible realizarlo, por las

dificultades ob¥ias que ello comportaba.
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El interés que creo tiene este estudio de los animales

salvajes en cantividad es el siguiente:

~ Las condiciones de stress a las que son sometidos esatos
animales derante el transporte y las infecciones concu-
rrentes, pueden promover la activacién de una Toxoplas-

mosis latente.

= El1 riesgo de contagioc es méd alte, teSricamente, aqui
pues su alimentacién se lleva a cabo mediante animales
domésticos, los cuales estén mis expuestos a la infeccién,
per su almacenamiento en establecimientos controlados

(granjas, etc.)

Por todo ello, era interesante comparar nuestros datos
con los de otros paises, para pomer de manifiesto posibles - -~
infecciones que pudieran ser de erigen primario (Toxoplasmosis
contraida em el lugar de erigesm), o secundaric (contrafda por

contagio durante su permanencia en el jardin Zooldgico).
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5,) SEROLOGIA DEL PERSONAL QUE TRABAJA CON FELIDOS DE ESTA

FACULTAD,

Para completar este estudio epidemiolégico hemos querido
plasmar la importancia que tendrfa el estrecho contacto con
estos félidos en ia incidencia de la infeccibén, realizando un
muestreo de todo'$1 personal de esta facultad gque, durante un
perfodo amplio de tiempo, hubiera trabajado con gatos o que

de alguna manera su relacién con éstos hubiera sido constante,
_J
Para ello récogimos muegtras de sangre del personal in-
vestigador, ayudahtes Yy cuidadores del animalario de esta facul
tad; la toma fue realizada mediante puncién venosa (vena radial),

Fsta sangre fue almacenada en cimara fria durante 24 horas y

posteriormente separado el suero para su estudio.

A dlferenéi? del estudio realizado en los gatos, en esta
Giltima muestra, Par ser menos numerosa y porgque los resultados
habia que matizarlos con mayor precisidén, recurrimos a hacer
el estudio mediante dos pruebas alternativas: Aglutinacibn di-
recta ¢ Inmunofldérescencia indirecta. Con ambas pruebas hemos
podido establecer.una titulacion precisa que nos reflejara la
situacidn real de.todas estas personas en estrecho contacto
con gatos durantd“ﬁn periodo de tiempo que oscild entre uno y

cinco aiios,
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El antigeno empleado para la aglutinacién directa fue
gervido por la Casa Bio-Merieux, antigeno en suspensidn, el

mismo antigeno empleado para la serologia de los félidos.

El antigeno para la inmunofluorescencia indirecta per-
teneciente a la misma Casa nos fue servido liofilizado en
cajas de 4 viales de 1 ml. cada uno. Este antigeno, una vez
resuspendido en solucién salina fisiologica, esth listo para

su empleo,

La antigammaglobulina marcada servida por la migma Casa
en viales liofilizados, fue resuspendida previamente antes de
su empleo, Fl microscopio empleado para la lectura de la prue-
ba, marca Nikon, de condensador de fondo oscuro que facilita

la titulacién final,
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TODOS

1.)

ESTUDIO COPROPARASITOLOGICO DE UNA POBLACION DE FELI1DOS

Tanto en los gatos como en los félidos salvajes del Zoolé

gico se han seguido los siguientes métodos:

| P

2=

3o~

4.~

B.-

To~

Recogida de heces.

Pool smeleccionado para su anflisis.

Homogeneizacién en 80,2n (33%X) (Método de Faust, simplificade),
Anélisis microsclpico (Estudie Micromorfométrico).

Técnicas de concentracién en Sucrosa o centrifugéflotacidn en
solucidn salina saturada para aislamiento de T, gondii o

H. hammondi, ¥ para la concentracidn coccidiana general.

Material conservado en Cr,0.,K, (2%) para su conservacidn y

estudio pesterior,.

Inoculacibn en ratén blanco (Mus musculus) para identificathbn

coccidiana precisa entre H. hammondi y T. gondii.

Sacrificio posterior de ratones (de 30 a 60 dias, despuls de
su infeccibn) y eatudio anatomopatolégico cerebral para iden

tificacidn de quistes tisulares.

Improntas esplénicas tefiidas con Giemsa, de ratones infecta~-

dos previamente con ooquistes de T.gomdil,



10.- Microfetografia del material aislado en el tiempo en que durd

el estudio coproparasitollgice

1.~ Recogida de heces

La toma de heces diaria en gatos y la realizada en los dos
entudios practicados en el Zoolbgico de Madrid se obtuvo de la si-

guiente manera:

Todos los gatos, a medida que iban llegando al animalario,
eran imtroducidos en jaulas que previamente hablan sido distribui-
das y nuseradas como muestra la figura de la pégina ( 88), Estos
gatos eran observados inmediatamente de su llegada o muy pocos - -
dias despues, para evitar la posible pérdida coquistica debido a

un retenimiento excesivo antes de su estudio.

Sus deyecciones diarias eran recolectadas de la bandeja
inferior de 1la jaula (phgina 88 ) y el conjunto de esas deyeccip
nes era introducido en bolsitas de papel preparadas di efecto en
las que figuraba el nfimero de gatos observados (nunca en nimero
superior a dos)., Con esto hemos evitado de una Ilner;Lntennible
que el muestree posterior no diera resul tados significativos y
también se constataba el niimero de la jaula, de esta manera siem-

pre podriamos indagar -en caso de resultado positivo dd) anfilisis-



60

ol gato que interesara en un momento determinado del estudio.

2.- Pool selecciomado para su estudio

De todas las muestras fecales obtenidas diariamente de
los gatos, se realizaba su estudio de un pool obtenido tomande

pequefias cantidades de cada una de las deyecciones,

En las muesiras numerosas, procedentes de dos gatos, ae
procesaban de la miama manera obteniendo de toda lea muestra doa

porciones significativas para su ulterior estudio.

Con los félides del Zooldgica operamos de la misma for-

Cf
ua, .

3o~ Ho-ogenelznci%n on S0,.Zn (33%) =~T8cnica de FAUST simplificada-

Hemos onp‘iado en un principio en el procesamiento de
todas las muestras el método de Faust simplificado, consistente
en la houogenoisng}&n de la muestra sometida a eatudio en uma
solucibén de so4zi;,1 33% en unos pocillos de vidrio de 10 c.c.
de capacidad de pg;a profundidad y gran superficie, ideales para

las técnicas de flotacién.

Nos doeidiqol por este método debido a los excelentes

regultados cbtenidos en estudios anteriores en el diagndsticeo de
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quistes de protozoos.

Aunque hemos podido comprobar que la solucidén salina satn
rada (Método de ¥Willis), que en cierta manera altera la membrana

quistica de los protorzoos, no afecta a los ooquistes coccidianose

Una vez homogeneirada la muestra con varilla de vidrio de

bordes romos, 56 llema con soluciénm de 80,Zn (33X) hasta el borde,

4
formando menisco, y se coloca encéma un porta ancho utilizado en

Coprolegia en la técnica de Kate (Figura de la phgina 89 ),

Se deja durante (3 a 10 minutos) para permitir que los
ooquistes suban a la superficie y los restos groseros de las heces

de mayor densidad caigan al fondo.

Pasado este tiempo sé voltea el portacbjeto con cuidade
para no derramar el 1fquido allherido a au cqry ipterna y dejamos
reposar unos momeatos, para que los ooquistes y demfs estructuras
queden en reposo y miramos al microscopio con ebjetivo a seco

daébil.

4.~ Anflisis Micrescépico (estudio micromoffometrico)

Con objetivo de 20x comenzamos a observar la muestra y
vamos anotando mediante la inmercién em el ocular del microsco~

pio de una escala graduada (ecular micrométrice), con la cual
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vamos obteniendoiias medidas de todas las coccidiams que van apa-

reciendo. ‘ .

Estas led@?as, asi como el estado del desarrollo del
ooquiste recién ;iitido. fueron anotadas diariamente y loas datos
almacenados para el estudio morfoldgico y de desarrollo de la
parasitologia eoc%idiann de los félidos a lo largo de todo nues-
tro estudio, Daté“que al final, una vez establecidas sus medi-
dascorrespondientés, nos han permitido 1la clasificacidén y reco~
nocimiento exacto_&o 16; coccidios que parasitan de una manera
regular a estos ;;ilalea. punto que presentaba ciertos problemas

por la similitud ﬁe ciertos coccldios con el género Toxoplasma.

N
Indirectamerite este estudio nos ha peraitido poder sacar
un cuadro con los parfsitos mks frecuentes del gato dombstico

(Felis catus). Cuadro que queda reflejado en la pigina 116,

5.~ Concentracibn roccidiana mediante la_ técnica de Centrifugo-

flotacién en foluci&n salina o en sucrosa.

Cuando mediante la técnica de flotacidn (uétodo de Faust
simplificado) obae}va-ou ooquistes con medidas comprendidas entre
11 x 13 micrémotros, empleamos en todos los casos técnicas de con
centracién, mediante los métodos de centrifugoflotacibén en solu-

cidn salina, descrito en la pAgina 84 5 mediante 1a técnica de

<
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centrifigoflotacién en Sucrosa, descrita en pigina 86,

Para ello hemos tomade la cantidad total de heces emiti-
das por el félido, y mediante homogeneizaciln previa en agua ope

ramog como indican cada uno de los métodos descritos.

Hay que tener en cuenta que tanto los ocoquistes de Toxo-
Plasma como de Hammondia salen sin esporular, siendo no infectan
tes en este estadio, hay que permitir por tanto su esporulacidm,
para posteriormente inocularles al ratdn y asi comprobar su ver-

dadera identidad,

8.~ Congervacidn del material aislado en Cr207K2 (2X) para su

mantenimiento y estudie posterior.

Una vez que las diferentes coccidias eran reconocidas, se
concentraban mediante las técnicas de centrifugoflotacién en so-
luctén salina y posteriormente eran guardadas en viales con « -
Cr207l2 (2%)para su esporulacién y conservacién, El Dicromato
permite la esporulacién coccidiana en un plazo de 3-7 dias en

presencia de oxfgeno,

La esporulacidn era controlada a intervalos observando la
evolucidn coquistica en sucesivos dias con el microscopio Sptico

¥ objetivo 20x.
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]

Una vesz tqionldn la esporulacién y los ooquistes fueron
guardados en dichgﬁ viales y mantenidos en nevera (442 C,) para

su congervacion.

A

El dicromato posee propiedades bactericidasd y fungicidas,

con lo que la coniérvacién puede mantenerse por largos intervalos

de tiempo manteniendo su imfectividad.

7.~ Inoculaciones en ratén blanco, para fidentificacidén genérica

La identificnciﬁn morfoldgica entre los dos géneros:
Toxoplasmua y Ha--§ﬁdia 8b61o es posible mediante biopruebal; y el
animal ideal para‘ia realizacién de estas pruebas es sl ratdnm
blanco, la rata n?hpnede ser empleada por presentar elevada re-~
sistencia y actuaf como animal de alwacén,

Es por elle que los ejemplares aislados reuniendo las
caracteristicas suficientes, tanto en tamaiio como en morfologia,
después de su c-f?ynlaci6n eran inoculados via oral en el agua
de la bebida o mediante la introduccién de los ooqulatas'con
Jeringa a la que é‘ le habia quitado la aguja.

El ratén é; comportard de diferente manera atendiendo a
la virulencia ¥y d;;lu de la cepa utilizada.

’

cap Lt
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Cepas de alta virulencia, pueden matar al erSn en pocos
dfas con dosis pequeiias, estas cepas no producirfn quistes tisu-
lares, por el contrario las cepas de baja viruleancia respetaran
la vida al ratén produciendo quistes én cerebro entre los 30 y

60 dfas después de la infeccibn. (Dubey, 1977),

Distintamente, los coquistes de Hammondia mo producen 1a
muerte del ratdn y generalmente no forman gquistes en cerebro sino

on musculaturae

8.~ Bacrificio y estndie_histo-serolgico de ratones inoculados
oralmente con ooquistes

Una vezinoculados los coquistes via oral, bay que esperar
su evolucién posterior para comprobar su virulencia, Hemos visto
que no todas las cepas de T. gondii presentan la misma patogenici
dad en el ratént unas de ellas, lo mataran en espacic de pocos
dias en una baja dosis; en esambio otras, respetaran su vida y pro
ducirfn quistes tisulares. En el caso de T. gondii, el 90% de lom

quistes producidos por la cepa se localizan en el cerebro.

Para Hammondia hammondi esta localizacidn es sumamente
rara, ya que sus guisteatisulares presentan una localizacidn en
afisculos abdominales, estos quistes tigulares son ademéis més pe-
quefios que los de T. gondii (Frenkel y Dubey, 1973). (Cit. por
Dubey, 1977).



66

Estos ratones sacrificados fueron previamente sangrados

para estudios lof;IGglcon.

El probloﬁn que se presenta a este nivel es gque ratones
infectados con H.;hn--ondi presentan inmunidad cruzada frente al
T. gondii, aunque.en este animal el titulo, al cabo de un mes de
infececion, -uole.;or muy bajo como hemos podido comprobar en las

cepas aisladan ( i/e - 1/18),

El ratén germalmente va a desarrollar anticuerpos frente

a T, gondii de 3 a 16 afas después de la infeccién (Dubey, 1876).

En cu.ntofﬁ la serologia en ratones infectados, el tiempe
en que aparecen los anticuerpos en el suero dependerf del tipo de
la forma infectadte (taguizoitos, bradizoitos m ooquistes), de la
cepa inoculada y de la dosis administrada. Este punto ha podido
ser demostrado por nosotros mediante imoculacién de taquizoitos
de la cepa RH a ratones y comprobar los tiempos en los cuates
aparecen nnticuoréo- en el muero, en ningén caso su aparicidn fue

anterior a los 6 dfas de la infeccién,

De lnstroi cepas de T. gondil, dos de ellas presentaron
tf{tulos co-prendiéos entre 1/256 y 1/1024, titulos altos que se
correspondieron eéﬁ un comportamiento altamente patdgeno en el
ratén matindolo entre el 11 y 14 dfa de la infeccibn, sin produ-

cir quistes tisulares.
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Taguizoitos fueron aislados de baze, lugar por el que pre

sentan una gran predileccidn en estadioa agudos de la infeccidn.

El comportamiento por tanto de las cepas aisladas revela

una significada virulencia.

El tercer ratdn inoculado con ocoquistes no pudo con cer-
teza comprobarse la verdadera identidad ya que murié durante la
noche y en la autopsia no pudo evidenciarse ninguna forma para-
sitaria, tanto en cerebro como en visceras. Nos inclinamos a
pensar que au muerte fue debida al Toxoplasma, ya que durante
tres dias presentd la misma sintomatologia que los dos anterio-
res (lomo arqueado, pelo erizado y temblores) y murid al cabo de

21 dfas despufs de la infeceibn,

En todos los casos las dosis inoculadas, via oral, de
ooquistes no sobrepasaron los cuatro parésitos por campe micros
cbpico (objetivo 40x), lo que equivale aproximddamente & - ~ -

128,000 ocoquistesn/ml,



9.~ Improntas é‘gl&nicn- tefildas con Giemsa de ratones infecta-

dos previamente con coguistes de Toxoplasma gondii.

Hemos vlat; que de las tres cepas aisladas, dos de ellas
presentaron un aito poder patdogeno, matando a los ratones entre
los ll'y 14 dlnlfdo-pués de la infecciln. Estas cepas no forma-
ron quistes tiiui!re. cuando se efectud la biopmsia cerebral, Al
practicar 1-pron;h- de bazo mobre un porta, dejindolas secar
durante unos lln;tOI y tifiendo a continuacidn con el cdlorante

de Giemsa, pudimoa aprecian taquizoitos en forma dé media luna

y ovalados, con ntcleo central y citoplasma azul pilido.

Estos paiillto- aparecieron extracelulares, como puede
apreciarse en 1‘;‘-icrototogrltlna de la péAgina 151, debido a
la ruptura eeluiar producida al efectuar la impronta.

Otro método empleado para la visualizacidén de los paré-~
sitos, fue homogeneizar el bazo extraido del ratén en una peque
fia cantidad de ;6luc16n salina y tomar una pequefia gota de este

homogeneizado y reoalizar frotis teifiidos finalmente con Giemsa.

La coleracifn por Giemsa la hemos practicado miguiendo

estrictamente loi pasos de su autors

1.) Fijacién con metanol -durante 5 minutos-.

e
¢
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2,) Verter el exceso de alcohol y dejar secar, agitando

el preparade al aire.,

3.) Tefiir com el colorante disuelto en agua tamponada
(pH: 7,2) a razén de una gota de colorante por ml,

de agua tamponada y dejar actuar durante 30 minutos.

4,) Lavar con agua del grifo.

El homogeneizadeo de baro en solucién salina y poaterior

extensidén, nos ha dadc mejores resultados pors:

- Una mayor cantidad de parfsitos visualizados, ¥

« Por una més claraimpgen obtenida de ellos.

El resto de los ratones que no murieron, ni presentaron
ningfin sintoma al inocularles ooquistes de similares medidas a
los de T. gondii, fueron sacrificados a los 60 dias de su in-
feccibn, inclufdos sus cersbros en parafina, para efectuar su
posterior biopsia, Asimismo, fueron sangrados para su estudio
seroldgico y en ninguno de ellos pudimos ver quistes en cere-

bro. La titulacibn esatuvo comprendida entre 1/8 y 1/16.
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10,- MNicrofotograff{a del material aislade mientras dur} el
eatudio coproparasitoldgice

Todo el material que ibamos aislando: coquistes, taqui-~
zoitos, etc,, iba siendo fotografiado y seleccionado; de esta
manera hemos podido dejar constancia de todos los pasos segui

dos en nuestro esatudio,

Todas las microfotografias han sido realizadas sobre

microscopio binocular Nikon, son carrete Agfachrome de 50 Asas.

2.) ESTUDIO SEROLOGICO DE UN_SUBGRUPO DE LA MUESTRA DE FELIDOS

ESTUDIADA COPROLOGICAMENTE

Hemos realizado, conjuntamente al estudio coproldgico de
los gatos, un estudio seroldgico paralelo para intentar eviden-
ciar infecciones latentes y ver de esta forma qud porcentaje de
gatos han estado infectados en la naturaleza, para después com-
parar estos anflisis indirectos &on los resultados de los estu-

dios parasitollgicos.
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El grupo de gatos estudiado fue de 106 ejemplares perte-
necientes a la misma muestra, La sangre fue obtenida en el mismo
momento de su sacrificio y fue almacenada en tubos de ensayo. Se
de3j§ durante 24 horas en cfimara fria (442 C.) para el retraimien
to del cofigulo y posteriormente fue centrifugado a 2,000 r.p.m.

durante 20 minutos.

El suero, de esta manera obtenido, fue almacenado en con-
gelador de -200 C, hasta su procesamiento, En ainglin momento el
suero permanecid mis de tres meses en congelador antes:de an es-

tudie,

La reacoién utilisada para este estudio ha sido la de
aglutinacién directa, con antigeno pesado (solucidn de Téxoplas-
mag obtenidos de exudado peritoneal de ratén infectado previa-
mente)., Este ant{geno de la Casa Bio-Merfeux refine las caracte-
risticas de poner de evidencia antigenos de membrana que son
los que juegan un papel fundamental en este tipo de pruebas y

los que tienen mayor importancia en las infecciones,

El test de Aglutinacidn directa ha sido utflizade por
reunir las suficientes caracteristicas de fiabilidad sobre todo
en prucbas epidemiollgicas, Este test presenta escasas diferen-
cias con la prueba de Inmunofluorescencia indirecta, siendo

egta Gltima prueba en la actualidad ampliamente utilizada por
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su gran sensibilidad en muchos lahoratorios clinicos.

La pruobiﬁﬁor tanto de Aglutinacidn directa presenta la
ventaja de sw l‘jor reproductibilidad aunque no sea tan sensi
ble como la nntoiior, siendo no obastante su sensibilidad 8pti-

ma para estos estudios. (Fulton y Turk, 1959).

Otra de L;: ventajas que presenta esta prueba es la pron
titudecon la qudfﬁotoctn las IgM especificas o no frente a una
infeccidn toxopig;llcn.

La pruobd*neeesita para cada suero un estudio en dos
series pnralclluf una de ellas tratada con 2-Mercaptoetanol,
Eata sustancia qi!-sc. inhibe el poder aglutinante de las IgM
sean especlficaqﬂ; no, po; lo tanto en la vdloracién final de
la titulacibn hi;;quo contrastar las dos series de mueros para
poder leer correétnﬂonto la prueba y dar de esta manera el ~ -

t{tulo definitivo a la misma,

El 2-Mercaptoetanol es por tanto un agente reductor de
los puentes dili??.ro presentes en la macromolfcula de IgM, Es
capas no sblo dtﬁioltruirloa. sino de bloquear los muilones SH,
que ya no pueden 'recombinarse,

Agregidda Q-tl sustancia a un sueroc portador de estas inmu

noglobulinas lleél a inactivarlas, por lo que usando una reaccibn
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en que intervengan podrA resultar negativa si simultineamente
no hay otras inmunoglobulinas presentes (Ig@) o bajarf sensible
mente el titulo si es que existen, La diferencia entre uno y
otro titulo (suero sin tratar y suero tratado) comprende a las

IgM eliminadas,

Como es natural, la reaccidén que mejor se presta acrea-
lizar esta experiencia es la de aglutinacidn directa, ya que en
tre tods la gams de reacciones en uso para el diagndstico de la
Toxoplasmosis ez la que mejor capta la presencia de IgM, que ip

fluyen en la reaccién de modo preferente.

De las dos series realiradas de los sueros a estudio, una de
ellas llevari el suero con 2-Mercaptoetancl (suero tratade) y
otra serie sin tratar (suero + P.B.S.), Este tratamiento consis-
te en mezclar a partes iguales los sueros no inactivados con una
solucién 0,2 M, de 2-Mercaptoetanocl (14 mls. del producto dilui-
dos en c.s.pe un litro de tampbn PBS pH 7,2). E)l reactivo asf

preparadc se congerva un mes a 42 C, en frasco opaco.

Despufs dd incubacidn eh bafic a 370 C, durante una hora,
se encuentra la mezcla dispuesta para proceder a realigar las
diluciones previas a la reaccibn, teniendo en cunenta que para

esta serie, y la no tratada, se parte de una dilucién al 1/2.

Haciendo uso de la aglutinacidn directa, ofrece Peloux

(1973) un esquema de interpretacidn que hemos seguido en todos
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los sueros estudiados, (Cit. por Aparicio -1978-),

Hemos hecko una divisidn, dividiendo a los tf{tulos en tres
categorfas fundamentales, segfin Comzineau (1975): (Cit. por Aparicio
-1978=)12

Titulos altos: comprendidos entre 1/265 y superiores

Titulos medios: comprendidos entre 1/64 y 1/128

Titulos bajos: A partir de 1/32 y diluciones inferiores

Segfin el dqquola de interpretacilm de Peloux (1973), he-~

mos seguido = lonilrgo de nuestro eastudio los siguientes puntos:

1.) Titulos nltoi, 18bilea, al tratamiento quimico con 2-Kercap
toetanol, cerresponden a infecciones recientes en las que

»
actuarfan preferentemente las IgM.

2.) Titulos -od{él, 1&biles al 2-Mercaptoetancl me corresponden
también a infecciones recientes en las que actuarian las

igM de preferencia.

3.) Titulos altoq; estables al tratamiento quimico con 2-Mercapto

etanol, se cbfrosyonden con infecciones:reéientes pero sin

IgM presentes.

4.) Titulos medios, estables al tratamiento con 2-Mercaptoetanol

corronponderiin a infecciones antiguas, actuando con prefe-
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rencia las IghM,

5,) T{tulos débiles, establep.al tratamiento quimice corresponde~

rian a anticuerpos residuales.

6.) Titulos d8biles, ldbiles al tratamiento quimico corresponden
a reacciones inespecificas, esto se corresponderfa por tanto

a anticunerpos naturales o a infeccionesmuy recientes.

El emquema de protocolo seguido en el estudio de la mues-

tra es el que figuraven la pAgina 91 .,

Como contrcl negativo, hemos empleado 25 microlitros de
suero + seroalbumina bovina diluide en PBS y como positivo hemos
empleado sueros obtenidos de ratones infectados nueve dfas antes
con taquizoitos de T. gondii y que fueron tratados con sulfadia-
zina sbdica a partir del primer dfa de la infeccidén (150 mg/100 ml.
agua) para evitar su muerte antes de que se produjera reaccidn
humoral, Estoa ratones presentaban previamente una titulacibn de

1/2048, que fue controlada previamente (estado agudo de infeccién).

En todas las series hemos empleado en vezr de solucidn
salina, una solucibn Buffer de PBS pH = 7 y 0,1 Molar con la
que hemos preparado una dilucin de serocalbumina bovina al 0,5%.
Mediante esta variante el método original con solucidn salina

logramos vencer las pequeiias dificul tades ﬁue a veces g8e presen-



76

taban en la leééurn, ya que eata solucién Buffer de seroalbumina

permite una mejor aglutinacidn,

La lectura final de los sueros se ha realizado aobre fon

do negro en espg]o. con iluminacidn bblicua.

En la muéstra de los télidos salvajes del Zoolagico nos
fue imposible riilizar su serologia, aunque en el cuadro de la
phgina 122 quoﬁp reflejada la serologia de animales de carac-

ter{sticas similares a puestra muestra.



77

3.) SEROLOGIA DEL PERSONAL QUE TRABAJA CON FELIDOS DE ESTA

FACULTAD,

La técnica aplicada para la aglutinacidn directa en este
estudio ha sido similar a la ya explicada en apartados anterig

res. (phginas 01 e
Vamos, a continuacidn, a explicar la té&cnica empleada
para la inmunofluorescencia indirecta asf{ como la metodologfa

seguidas

(4.) Fundamentos y mecanismos: Este test refine los requisitos

fundamentales de: sensibilidad - especificidad y reproductibi-

lidad. Es una prueba en la que cual "llega a verse" el comple
jo antigeno-anticuerpo, sin necesidad de echar manor de ningflin

fendmeno colateral o accesorio, (Aparicio, 1978),

El mfslejano antecedente del fundamento de esta técnica
hay que buscarlo en una observacidn de MARRACK que data del
afio 1934, Este investigador demostrd que éiertas sustancias
colorantes pueden unirse a los anticuerpos sin provecar modi=-
ficaciones en sus caracteristicas. Pensaron COONS y Colabora-
dores (1941) que podria ocurrir el mismo fenémeno usando los
llamados fluorocromos, descubiertos en 1933 por Haitinger y
Hamperl, ya que, en definitiva y aparte otras propiedades,

también son colorantes. La idea fue llevada a la practica un
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afio mAs tarde (COONS y Col., 1942) dando como frutos la realidad
de conseguir que los anticuerpos adquieran la propiedad de la
fluorescencia y pudieran ser "vistos" cn su soporte antigénico
en microscopio adecuado a lasceircunstancias: excitacidn por

un haz de luz de baja longitud de onda, porque los fluorocromos
sustancias primarias e intensamente fluorescentes, poseen la
propiedad no s86lo de poder unirse a los anticuerpos en una - -
reaccidn intermolecular, sino la de transmitir a ellos su fluo
rescencia. Para ello hubo que tratar con un fluorocromo los
sucros inmunes, cuyos anticuerpos quedaban marcados, al reaccio
nar con su antigeno cspeci{fico, que en este caso necesariamente
ha de ser un antigeno forme, tal como un protozoo, una bacteria,
una célula, se transmitirfa la fluorescencia a todo el complejo
antigeno-anticuerpo, quedando perfectamente visible en campo

microsc8pico adecuado,

Pero esta técnica de Inmunofluorescencia directa, pre-
senta sus problemas que arrancan de la complejidad del procesoc,
ya que con antelacidn habrfa de marcarse uno por uno todos los

sueros problémas.

No es, por tanto, hasta el aio 1954, en gque COONS y WELLER

descubren el método de la inmunofluorcscencia indirecta.

Cuande a un animal se le inyecta una gammaglobulina hete-

r8loga reacciona con la formacién de una antigammaglobulina es~
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pecifica. Es una reaccidn de inmunidad. Inyectando cabras o
conejos, animales de gran capacidad 1nmu41zante, aunque pueden
usarse otros, con gammaglobulinas humanas, se logra en el
suero la presencia de una antigammaglobulina antihombre. Del
mismo modo se pueden obtener antigammaglobulinas de cualquier
especie animal. Estas antlgnnmaglobulin;s {los sueros que las

contienen) son lasque se donjugan con el fluorocromo., La reac-

cibn, segin esta técnica, ha de desarrollarse en dos fases:

En la primera, se coloca frente al antigeno el suero
problema sin previa manipulacién; en la segunda, se hace actuar
la antigammaglobulina conjugada. Si en la primera fase se cons-
tituyd el complejo antigéné«anticuerpoj en la segunda, la anti-
gammaglobulina fluorescente reaccionari con el anticuerpo pre-
sente, y transmitirf la fluorescencia a todo el complejo. Si,
por el contrario, no encuentra soporte en que fijarse por - -
ausencia de anticuerpos, se perder& sin lograr transmitir la

fluorescencia al antigeno, que queda intacto.

(by) T € enicas: El antigeno para la prueba de inmuno-

fluorescencia indirecta puede ser preparado directamente de 1la
ascitis de un ratbén infectado previamente con una cepa virulen-
ta de T. gondii, nosotros hemos empleado antfgeno comercial
liofilizado. Este antfgeno una vez resuspendido, en solucibn
salina figiolbgica, se fija sobre un portachbjetog, Posterior-

mente, se depositan en cimara de 372 C, para la desecacidén total
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No es imprescindible fijarlos en ese momento, aunque pueden fijar-
se sumerglidos durante 10 minutos en acetona y luego se dejan secare.
A continuacidn colocamos los portas en cajas de plastico, evitando
su hidratacidn y, seguidamente, son almacenados en congelador a
- 20 § - 302 C,, con lo que su congervacidon es mayer ai no se van

a utilizar inmediatamente,

Al realizar la prueba, se extraen los portaobjetos necesarios
del congelador y después de mantenerlos unos minutos a temperatura

ambiente, pueden ya utilizarge,

Los sueros problemas utilizados fueron obtenidos: mediante
puncidn venosa (vena radial) y previa centrifugacidén, almacenados

en congelador antes de su manipulacibn.

Antesg de proced;r con los sueros, estos deben ser calentados
en bafio a 562 C, durante veinte minutos paraprivarleos de su com-
plemento., La antigammaglobulina conjugada se obtiene comercial-
mente, que viene liofilizada y que una vez rehidratada puede con
servarse mucho tiempo a -302 C,, pero no conviene congelar y
descongelar el mismo vial varias veces, deberf distribuirse su
contenido en diferentes viales para su uso. Las descongelaciones
deberin ser lentas, a temperatura ambiente. A continuacidn hay que

proceder a la titulacidn de la antigammaglobulina conjugada.

Conocidos ya los elementos que intervienen, veamos el modo

de proceder, esto es, la metddica de la reaccidn:
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Extrafdos los portaobjetos necesarios del congelador, se de-
jan durante unos minutos a temperatura ambiente y posicidn incli-
nada para su descongelacidén. Si no se habian fijado previamente,

higase ahora.

Se preparan diluciones del suero problema en la solucibn
tamponada. Para la titulacién partimos del tftulo 1/50, titulos
inferiores no los valoramos. Se suelen emplear en principio tres
diluciones: una débil (1/50 6§ 1/100), otra media (1/500) y otra
elevada (1/4000) con lo gue hacemos un escrutinio. En una segun-
da sesibn desechamos los negativos y matizamos en diluciones in-

termedias hasta fijar el tftulo definitivo.

Una gota de cada una de las diluciones ge deposita sobre la
gota desecada de ant{geno. Con varilla de plAstico, sin tocar el
fondo, puede extenderse lo necesario para que el contacto con la

superficie de la gota antigénica sea total.

Los portas se llevan a la eatufa a 372 C, durante treinta
minutos en atmbsfera hiimeda, esto se consigue introduciendo los
portas en placas petri con papel de filtro humedecido (cémara
hlimeda) . Durante este tiempo tiene lugar la reaccién propiamente
dicha, fijindose los anticucrpos, si es gue existen, sobre los

toxoplasmas. Ahora hay que revelar el fendmeno.

Terminada la incubacién se vierte el exceso de suero dilui-

do y se sumergen los portas en solucibén tamponada a pH 7,2 durante
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10 minutos. Este lavado debe hacerse con loa portas en posicidn
vertical, Se extraen y se dejan secar al mire, Inmediatamente,
colocados de nuevo en la cémara himeda, se agrega a cada gota,
que debe estar constitufida por el complejo antfigeno-anticuerpo,
en su caso, por el antfigeno sblo, otra gota de la antigammaglo-
bulina conjugada convenientemente diluida segfiin an titulo. Nueva
incubacién similar a la anterior, durante la cual la antigamma-

globulina debe fijarse sobre el anticuerpo, si ea que existe,

A los treinta minutos, se vierte el exceso de conjugado y
se hace otra locidén en la selucién tamponada como en el caso

anterior,

Secados los portas al aire, se procede a la contracolora-
cidén, Para ello se sumergen en una solucidn de Azul de Evans al
1/10,000 (siempre en la solucidén tamponada). A los diez minutos
se lavan los portas como las doa veces anteriorea, se dejan
secar de nuevo y se montan con cubreobjetos, la lectura:'debe

hacerse inmediatamente, parano perder fluorescencia.

(ce) Yaloraci®bne En caso de positividad los toxoplag

mas presentan una fluorescencia amarille-verdosa localizada en
la periferia (pared). El centro del parfsito aparece en tono
rojizo por la accidén del contracolorante. Fn sueros muy positi-
vos o en diluciones muy débiles, apenas puede descubrirse la

coloracién interna, ahogada por la intensa fluorescencia perifé
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rica; en cambio, destaca bien y el borde fluorescente es fino cuan

do se llega al limite de la dilucidn. En caso de negatividad no

debe verse fluorescencia periférica, apareciende todo el antfgeno

teiiido de rojos. No deben considerarse como positivas las prepara

ciones en que los toxoplasmas presenten una fluorescencia polar,

que es inespecffica y se presenta algunas veces c¢n sueros nega-

tivos,

Podemos, por tanto, hacer tres categorias con respecto a la

titulacidn:

- Tftulos débiles:

- Tftulos medios:

~ T{tulos elevados:

1/50 - 1/400 procesos latentes

1/500 « 1/2000 actividad mfnima con o sin

ciclos clinicos.

Por encima de 1/2000, se corrcsponderfan con

infecciones recientes,
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METODO DE CONCENTRACION Y ESPORULACION COCCIDIANA

1.)

2.)

3.)

4.)

5.)

6.)

7.)

8,)

9.)

10.)

11,)

Emuisionar una parte de heces em 10 volfimenes de agua.
Filtrar la suspensiln en malla wetflica galvanizada.

Verter ¢l filtrado em tubos de centr{fuga hasta 2 cm, del

berde.
Centrifugar a 2,000 repens durante 5 ninutos,

Lavar el sedimento doa o tres veces om agua del grife mwe-

diante cemtrifugacidn.

Aomogeneizar ol sedimento en solucién salima saturada y

centrifugar a 2,000 rip.n. durante 5 minutos.

Verter ¢l sobrenadante en probeta graduada y afiadir diex

veces su volumen de agua del grife.

Dejar reposar durante la noche para la sedimentacifn

coquistisa.

Verter la mayorfa del sobrenadante con cuidado de no agi

tar el sedimento.
Resuspender el sedimento y poner en tubos de centrfifuga

Centrifugar a 2,000 r.p.m. durante 5 minutos,
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12.) Resuspender el sedimento en un pequeiio volumen de Cr007K2

al 2% ,

13.) Verter en frasco cinico e placa Petri y Dejar a temperatn
ra de 1la habitacifn durante itres dfas para permitir la

esporulaciln.
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METODO DE CONCENTRACION COCCIDIANA EN UNA SOLUCION DE SUCROSA

J.) Tomar una muestra de heces y reblandecerlas en un recipienmte

con agua del grife,

2,) Tirar el oxceso de agua y emulaionar las heces antes de afia-

dir la solucidn de sucrosa.

3.) ARadir lentawente de 85 a 10 volfinenes deo uma selucilén de
sucrosa 1,15 de gravedad especifica (axzficar 53 gr., agua 100 ml
fenol 1iquide e,8 ml,)

4,) Filtrar ¢l homegeneizado en malla metflica o en dos capas de
gasa y poner en tuboa de centrffuga hasta 1 § 2 centimetros

del borde.
8s) Centrifugar a 2,000 r,pem, durante 5 minntos,

8.) Colecar 1 § 3 gotas de la cima del sobremadante entre porta

y cubre,

7+) Dejar el preparado reposar de 1 a 5 minutos para la inmovili.
saciln de las particulas fecales y examinar com objetivos de

20x-40x,
8,) Mezclar 0,3 ml, de sobrenadante en 4,5 ml, de 80,8, al 2% om

una botella de 30 ml., &sta se tapa y se mantiwme durante

3 a 7 dias a la temperatura de la habitaciln.

9.) Agitar a intervalos la botella para permitir la aireaciln de
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11,)
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los ooquistes.

Para inocular al ratén el 8041-1z deberf sor extrafdo mediante
dilucin en agua y centrifugaciln, o bien se neutralizarf

con NaOH al 3,3X conteniendo reje fenol al 2X como indicador,

La soluciln de NaOH deberf ser afindida gota a gota bhasta que

se presente el cambio de color de amarille a naranja.

El ratén puede ser inoculade per via eoral o intraperitoneal,

pero la primera ruta es mfs efectiva,
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MODELO Y DISPOSICION DE LAS JAULAS EMPLEADAS EN EL TRABAJO
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PROTOCOLO SEGUIDO EN EL ESTUDIO
COPROLOGICO.

TECNICA DE FLOTACION EN S04Zn(33%)

CONCENTRACION :
¥ CONSERVACION EN CtO,Kg (2%)
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-

TECNICA DE CENTRIFUGOFLOTACION(METODO DE FAUST)

CONCENTRACION COCCIDIANA

EMULSIONAR IPARTE HECES EN IIVOLUMENES HgO

FILTRAR LA SUSPENSION EN MALLA METALICA GALVANIZADA

@ Y COLOCAR EN TUBOS DE CENTRIFUGA

CENTRIFUGAR A 2000 rpm {5 min)

@ DECANTAR EL SOBRENADANTE Y LAVAR REPETIDAMENTE

@ DECANTAR Y ANADIR SO42Zn(33%JHASTA EL BORDE DEL TUBO

@ CENTRIFUGAR Y OBSERVAR EL SOURENADANTE <

vz

$0aln
-
3
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A.) ESTUDIO_ COPROPARASITOLOGICO DE UNA POBLACION DE GATOS (Felis

domestica)

De la muestra estudiada, 600 gatos en total, proceden-
tes de los pueblos de los alrededores de Madrid y Provincias lini
trofes, cinco presentaron medidas que se corresponden con las del
T. gondii o H, hammondi, mediante biopruebas pudimos constatar
que tres gatos presentaban parasitologia toxopldsmica, ya gue sus
ooquistes, una vez administrados a ratones, causaron grave sinto-
matologia y se aislaron taquizoitos del bazo de los ratones infec

tados, como muestra la microfotografia de 1a plgina 151,

El porcentaje fue de un 0,5%, dato gue esté en concor
dancia con otros estudios realizados, como muestra el cuadro de

la pégina 109,

En este estudio coproldgico hemos podido obtener la
parasitologia wds frecuente del gato, tanto coccidiana como hel-

mintica.

Para Toxocara cati 220 gatos fueron positivos en un

porcentaje del 33,8%,

Para Cestodos 15 fueron positivos con un porcentaje
del 2,5%, Todas las eapecies aisladas se correspondieron con

Hidatigera taeniformis.



Para Strongyloides Sp. 5 fueron positivos con un 0,8%

de porcentaje,

Para Trichiuris Serrata 32 fueron positivos con un

porcentaje del 5,3%.

Hemos podido ver que el porcentaje mayor, en cuanto a

parfsitos se refiere, losrepresentan los coccidios.

Cystoisospora felis representd ser positiva en 75 ejem

plares de la muestra, lo que representa un 12,5%.

Cystoisospora rivelta: 85 ejemplares fueron positivos

con un 14,1%,

OQoquistes isosporoides: 32 ejemplares fueron positivos

con un 5,3%.

Hammondia hammondi: 2 gatos fueron positivos con un

0’33%.

Eimeria Sp.: 15 ejemplares fueron positivos con un 2,5%.

Correspondifndose estos hallazgos con un parasitismo espfireo.
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Los otres dos coccidioa aislados que poseian medidas
similares al T. gondii (12 x loJ/L m) al ser inoculados al
ratén, no le causaron sintomatologia, ni formaron quistes tisu
lares en cerebro, dando posteriormente una serologfa muy baja
a T. gondii, como ge corresponde en este tipo de animales que,
presentando reaccidn cruzada con T. gondii, su tftulo suele
ser muy bajo (Dubey, 1977), Tftulos comprendidos entre 1/8 y 1/16

a los 60 dfas posteriores a la infeccibn.

Al incrementar nueatro estudio coproldgico en un sub-
grupo de 100 gatos de la poblacibn eatudiada durante siete dfas
consecutivos, no obtuvimos mayores porcentajes de los refleja~

dos con una gfla visualizacién diaria,

B.) COPROPARASITOLOGIA EN UNA _POBLACION DE FELIDUS SALVAJES

De las 11 easpecies de félidos encontradas en el Zoold-
gico de Madrid, en los estudios coprolégicos realizados resu£
taron ser negativas desde el punto de vista coccidiano, nin-
ghn f8l1ido presentd coccidias en sus heces. La gran mayorfa
de ellos resultaron ser positivos para Ascaris (Toxascaris

leonina), visualizfndose en sus heces huevos y larvas.

Un nlmero pequeiio resultd ser positivo a Toxocara cati
(Panthera leo y Lynx lynx), asf como para Strongyloides Sp,.
en el caso de Panthera leo. Todos estos datos quedan reflejados

en los cuadros gue figuran en las piginas 120-121,
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Ce) ESTUDIO MICROMORFOMETRICO COCCIDIANO

En el estudio morfolbgico coccidiano llevado a cabo
durante el tiempo en que durd nuestro trabajo, hemos podide
diferenciar los distintom coccidios que habitualmente posee
el gato en su intestino y establecer de una manera clara sus
medidas, referidas tanto a los ocoquistes como a los esporo~
quistes, as{ como dar unas diferencias morfoldgicas externas,
referidas a forma ooquiatica, membrana del ooquiste, forma de

los esporoquiastes, etc,

Todas eatas medidas y formas fueron comparadas con
los huevos de Toxocara cati, presentea habitualmente en las

deyecclones del gato.

Asl podemos resumir que las dimensionea medias de los

cocclidios existentes en ¢l gato son:

Ooquiste SEI) Esporoguiste ;é m)

1.) Cystoisospora felis 38,4 x I} 23 x 19
2.) Cystoisospora rivolta 25,5x 13 16 x 12
3e4) Ooquistes iscsporoides 24 ¢ 11 x 10
4,) Hammondia hammondi 13 x 11 7x 8
5.) Toxoplasma gondii 13 x 12 7 x 4,5
B84) Eimeria Sp. 17,6 x 13,4 6x 4

Las medidas de Toxocara cati fuecron de 76 x Gt/k_n.

L reter e



97

El resto de las caracteristicas morfoldgicas estén expre

sadas en el cuadro que figura en la pizina 11Q
Las microfotografias correspondientes a cada uno de los

coccidios presentes en este estudio, vienen reflejadas en las

piginas 146 a 150, ambas inclusive,

D.) ESTUDIO SFROLOGICO EN UN SUBGRUPO DE LA POBLACION DE GATOS

ESTUDIADA.

De la muestra estudiada coprolfgicamente, tomamos al
azar un subgrupo para la realizacién de su estudio serolbgico.
Este subgrupo comprendib a 106 gatos, los cualesfueron protoco-

lizados seroldgficamente mediante el test de Aglutinacidén directa,

Hemos dividido en tres grupos los resultados obtenidos,

dependiendo del tftulo observado:

- Tftulos débiles: Comprendidos entre las diluciones 1/4 a 1/32.
- Tiftulos wmedios: Compréndidos entre las diluciones 1/64 - 1/128.

~ Tftulos altos: A partir de la dilucidn serica 1/256.

De los gatos eatudiados, por tanto, meroldgicamente,

39 fueron positivos a Toxoplasma gondii, lo que representa un



porcentaje del 36,7%, cifra que se ajusta a las endemias mundia-

les en poblacién de gatos.

Pero hay que aclarar gue este porcentaje es global,
considerando todos los titulos de los tres grupos antes mencio-

nados.

Come nosotros no hemos considerado significativos a
aquedlos titulos por debajo de 1/32 como guedd expresado en el
apartado de METODOS, el porcentaje baja algo con respecto al
global, quedando finalmente en una positividad de 27 con un por
centaje del 25,4%, dato que me acerca con mucho a la endemia
humana espafiola estudiada seroldgicamente comprendida entre un
30-40%., Hay que tener en cuenta que nuestro pais esti encuadra-
dro dentro de los paises de endemicidad media, como queda refle

jado en el cuadro de la pAgina 38,

Por tanto, considerando por separado los tres grupos

aeroldgicos, las positividades y porcentajes mon los siguientes:

- Con titulo débil resultaron smer positivos 12, lo que represen-

ta un 11,3%,

- Con titule medio 14 fueron positivos, lo que representa un

porcentaje del 13,2%
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~ Finalmente, con titulo alto 13 resultaron positivos, correspon-

diéndose a un 12,2%.

La muestra de gatos estudiada comprendid edades entre

lon 6 meses y 7 afios.

Todos estos datos quedan reflejados en el cuadro que

figura en la pigina 50.

El nfimero de gatos que pudieran haber representadoc un
mayor indice de riesgo son los 13 correspondientes a tftulos al-
tos, ya que estos se corresponderfan bien con infecciones recien
tes, con lo cual el nimero de coquistes expulsados serfa mayor
en el caso de considerar a todos estos gatos infectados con ce-
pas ooquisticas y no quistigenas, Pero también pudiera corres-
ponderse con recrudecimientos de una fase de latencia, dando
origen a una fame aguda de la infeceién, con lo que el nimero

de ooquistes expulsados seria nulo.

Los gatos de titulo medio, 14 em nuestro estudio, no
representarfan un papel tan importante epidemiolbgicamente ha-
blando, puesiesto se corresponderfa con infecciones antiguas,
con lo que la emisidén de coquistes en sus heces serfa de una

manera-esporfdica.
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E.) INTERRELACION ENTRE LOS DATOS COPROLOGICOS Y SEROLOGICOS

DE LA MUESTRA DE GATOS ESTUDIADA

S@gin puede verse, si comparamos los datos obtenidos

mediante estudios coprolbgicos y serolbgicos, vemos el gran des-
fase existente entre los valores serollgicos de aguellos obtenidos

mediante coprologia.

Hay que tener en cuenta, que la evidencia real de la

importancia que el gato pudiera o no temer en cuanto a la epide-~

miologia de la Toxoplasmosis, esti en relacidm directa con su

capacidad de expulsar ooquistes.

Si consideramos que no todas las cepas existentes de

Toxoplasma tienen capacidad de inducir ocogquistes en el gato cuan
do éste ha ingerido quistes tisulares de animales infectados,

podremos comprender fhciluente este desfase entre ambos valores.

Por tanto un gato puede dar positive a la Toxoplasmo-
sis ¥y no haber expulsado ooquistes o haberlos expulsado durante

un perfodo corto de su vida.

No es, por tanto, de extrafiar, la gran diferencia

exigtente entre los valores coproparasitolégicos y serolfgicos.
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Hay que considerar que el gato es un animal gue se
inmuniza mal, el gimple hecho de haber pasado la infeccidén no
le protege de infecciones posteriores, por todo esto vemos
que, en 1la mayoria de estudios realizados en todo el mundo
sobre la Inmunologia de Gatos, los valores son elevados, si
los comparamos con los estudios coprolbgiéos realizados para-

lelamente,
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F.) ESTUDIO SEROLOGICO DEL PERSONAL QUE TRABAJA CON FELIDOS DE

ESTA_FACULTAD.

De laos 25 sueros estudiados pertenecientes al personal que
durante un tiempo estuvo en contacto con gatos, tiempo que osci
18, como hemos visto, entre 1 y 5 aiios, 86lo 5 de ellos resulta
ron positives (20%), tanto a la prueba de Aglutinacidén directa
como a la Inmunofluorescencia indirecta, el resto resulté negati

vo para ambas pruebas.

Los tftulos obtenidos fueron parecidos en ambos test, lo
que demuestra la inter-relacidén de dichas pruebas seroldgicas}
en ningln caso se obtuvieron tftulos elevados que se hubieran
correspondido con infecciones recientes, los tftulos oscilaron
para la prueba de Aglutinacibn directa entre 1/32 y 1/64, tftu
los débiles (1/32) y comienzo de moderados (1/64), para la
prueba de Inmunofluorescencia Indirecta. Se obtuvieron t{tules
comprendidos entre 1/50 y 1/200, titulos que se corresponden

con valores débiles,

Esto nos hace pensar que los tftulos obtenidos se refieren
a infecciones'ldjanas, que cursaron en todos los casos de mane-
ra totalmente asintomftica, como pudimos observar.por el histo-

rial de estas personas.

Los valores de ambas pruebas estAn representados ecn los

cuadros de las péginas 123 y 124,
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RESPUESTA INMUNE(R.1.)a T. Gondil
EN LAS DIFERENTES EDADES DE LA VIDA

EDAD

JOVEN MADURA VEJEZ
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Serologia mundial en gatos.

AROs PAISES PosiTIvOs %
1953-59 US.A 33-87
1957-89 Ingtaterra 13-14
1957 Holanda |, 27-46

1959 Australia o,0*
1959-80 Checoslovaquia 76-82

1968 Mejico 52,2
1967-69 Italia 27-58
1067-72 Japon 44-60

1967 Malasia 21
197173 Hawai 14-20

192 Namlue(PACIFICO) 88

1972 Espana 54

1972 Brasit st

1973 Colombla 82

1974 Rhodesia 1"

1976 Indonesia 4

1976 Egipto 40

1982 Espafa’ 264

*Estudio sobre 28 animasles

*Nosotros




PARASITOLOGIA DEL GATO

(Quistes tisulares)

Afios Autorss Paises Pesitivosh
1957 JONES & Colab. . UsSA 21,7
1959 COOK & POPE Australia 3.0
1959 EYLES & Colab. Uus.A 263
1959 HAVLIK & HUBNER Checoslovaquia 8.7
1963 GROULADE Francia 845
1967 KATSUBE & Colab. - Japon 680
1972 WARNER & WALTON Japon 1.8
1972 SAN MARTIN& AYALA Colombia 08

801
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PARASITOLOGIA DEL GATO (QOQUISTES)

ANO AUTORES PAISES |NQAnimales | POSITIVOS | PORCENTAJE
1971 WALLACE Hawai 1023 6 0,58
1972 WERNETy WALTON Japon 90 1 1.11

1972 APARICIO-GARRIDOycol| Espafia 169 1 0,59
1973 NERY-GUIMERAS yLAGE |  Brasil 188 1 0.54
1977 DUBE Yy col USA 1000 7 070

1982 NOSOTROS Espads 600 "3 050

60T
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MEDIDAS COMPARATIVAS DE LAS DIFERENTES COCCIDIAS
DEL GATO(en ), m)

C.FELIS| CMVOLIA| OOAuMIes T WAMMOND( T.90RGH | EMEAIAso] TOXOCARA CATL
=
1] ovoide | ovoide asferica | eslerics | esferica | ovoide

384x32 | 25.5x13 24 13x 1 13x92 [17,5%134

pated pared pvoide ovoide ovoide a0

gruesa grusss pared pared pared  imicropite

micropito micn':mo ""u“’u. fins * fine ’

micopdlo. 76 x 64

o
-
@
§ 23x19 | Wx12 Hx10 x8 %43 8x4
3 R -1 R Rasiduo | Residuo
& [otesents | presente |presente |3 ¥OCES [ 8 veCes |, 5004
w ipresents presente

(s} Parasitismo espurso
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QUISTE

3L001A8
QUISTES

19DIAS
TACHIZOITOS!

ESPOROGONIA
EN HECES

QOQUISTE

Ciclo biologico dela Toxoplasma gondii
Pariodos prepatentes que varian con el estado de T.gondii ingerido
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Gato -hospedador final

= u
RATON Y OTROS MAMIFEROS -~ o
HOSPEDADORES INTERMEDIARIOS

Ciclo de Hammondia hammondi ( 2 hospedadores obligatorios

no invade org oxtr tinales del gato :
sin infeccion congenita sn ningun hospedador

T



115

DIFERENTES ESPECIES DE COCCIDIAS

EN GATOS
ESPECIES DIMENSIONES ()0 “"':.‘_’ﬁfjigm Modo de Transmision
. ODUISTES  ESPOROQUIST. |.  asturol en'Gatos
Cratdisospva felis | 40x30 .
Carm 23) 2-3121-39 Desconocidn Fecal
Cyswisosporarivoltal  25x 20 .
(ot 7e) 20-28e00-23 Desconocido Fecal
Besnoitia 1513
besnolti BOVINOS Carnivorlsmo
niasieL e Wi o
Baesnoltia 17=12 .
Pt R R RATON Carnivorismo
::,;‘L’::”m' 12-10 MAMIFEROS Carnivorismo
stwe-seorme | T AVES Feca!
Hammondis 1211 . N
hammendi HI-1042 Desconocido Carnivorismo
noggeasongs | THI
Sarcocystis 12x8
hirsuta A BUEY Carnivorismo
(umee iags)
S cysti
g..,.':ﬁ: yetis ‘:il.s. OVEJA Carnivorismo
CRALLET 036D '
S i
p::;:;i{i:' ’ ’133':7? CERDO Carnivorismo
CounEy 1978}
s ]
m.x:rci:“m. :_?2;8' RATON Carnivorismo
ALANEHARY. 1025
Sarcocystis 13x90 .
W e e ] GACELA Carnivorismo
YERagR s
Sarcocystis
leporum 14x9 CONEJO Carnivorismo
LGAL 814347
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Caracteristicas de diferentes Coccidias encontradas en felidos
Huesped |Localizacin| Tipode |N® Pered  |EsquizogonialG al Jo il | Modos deyamnision
ESPECIE | iermediaricl quistes quiste | @r98MIamoS | quittica  |on W geiitivo e M definit FE""'""""“E“‘"{"?’,‘""‘H‘ ; Hointermed
Ampiia Muchos Ne Camiveriamo| Casniveriurd
Toxoplasma | 4 eribuck 9 Sep N Fine Presente | Presante | Suele Presente Fecal
- Fecal Congenits
Amplia Ne . A o
Hammondia Musculo Septade Numeroses | Fine Presente | Presente | Suslo usente | Carnivorivm| Fecal =
(-1
. Carnivorismoy
Cystoisospora A’"’“‘ :;:: 8-'::-6- Une Gruess | Presente | Presente | Suele Presents F.::w Fecal
Muc c Carnivorismof
bes .
Besnoitia AmpFa organos &’N °d Numeresos | Gruesa | Prasente | Presente | Suei0 Ausente | Congenits Fecal
tado dudosa Congenita
; dudosa
Oveje o
Sarcocystis | Cerdo M Sepuad Varisble | Ausents Pvn,Mt Eaet Avsente | Caniveriamel Fecat
Vacune
<
i
t



COCCIOIAS CUTOS OOQUISTES TIENEN MEDIDAS SIMILARES

MOSPLOADOR 105 WTFRMED,  1OSPF INTERMED, FECIIA LOCALIZACION  FERIODD CITADOS I CCIONOY
FoPFCIE CATELONIA OEANITIVO | E XPTRIMEN TAL NATURA DESCURKNAEMT P¥D DOQUINTES QUISFES PREPATINTE  EMBIOIP (T INIT, §3 SORPINTESM
i Muscutatura
Hetercaeno Raton (Fm:?(d txp esquelctica y
HAMAMO MDA . rer g . cardinca
fvjatorio ( quistes
Mevwonor | OB93 Goto 2‘“' desconocido leporates ooxaspy | SMdins | oot ates
val.f oitos Roros en
amste ccrebro
Perro A28 M
| Heteroxena | 1976 K-ix15-90
Hewmoeta erro Yadros Muscutatura 15 quistes
2 100RN tacuttativa ? Gt Perco? Bovinos L lesporoquisies| e 715 ding e s ates
LEGEMINA ato yLsarman l4esporozoitos ovinos coqu
14 prauena)
et eno Herbivoros 1888 i2x13 :1.]:::.0,
erox Reptiles ejidos de . .
$MeosYsns y ivarO! lesporoq. 9-10 diss quistes ocquistes
\ ammana | OBEgaIOrio Cacnivaros | Raton Aves Lankester 'P:"::: ; tisulares | egporoquistes
Roedores 4 e3poroz.
sisrgados
; ocoquistes
TOROPLAIMA funsena Raton Mamiteros 1909, oxoM En todo (Ih’q;‘vlo‘:!-?\stﬂ) .
cowon | TR | Fengoy Nicalle el cucrpo 19 dins Quistes cquistes
tasitativo Canejo Aves Cingeat.toquizonm)
Manceaux )
20dias >
[y
Heteroreno Raton 12xITp intesti quistes
RESHOIA sting i
G oneITE fauitative Gato — MDD Herwy fon esporviar) detgado — tisulaces orquintes
Hamster
ragnRxELIA Butao 7. | Merows {1934} 25%88p
wsuteoms | Heteroreno | buteo Raton POrests | Finalay poroqut Cerebro 7-57dins | quist esgaron
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Coccidias frecuentemente encontradas en felidos comparadas
con un huevo de T.cati

TOXOCARA CAT} L. telis Lrivolta T.gondii

H. hammondi

Besnoitia spp.
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TITULOS DE ANTICUERPOS s T.GQNDH en relacion con la edad y tipo de gato

E0AD 1RO NeGATOS [%rteropositiven] TITULO ANTICUERROS
4-10 semanas Domestico 302 88 26° o
1126 semManas Domestico 80 16,2 1* 12
6 meses Pomestico 128 37.8 27 2
8 meses Catllejero 157 57,9 42 49
de DUBEY(1973) () ANTICWERPES PASIVES
desaparecen d de 12-14

P
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ESTUDIC COPROPARASITOLOGICO REALIZADO EN EL PARQUE ZOOLOGICO DE MADRID

REFLEJANDO LA PARASITOLOGIA DE LOS SIGUENTES FELIDOS
FECHA:ISNOV. 1978 '

FELIDOS PARASITOLOGIA
' IPANTHERA ONCA(Jaguar)’ Larva de Toxascaris leonina 750 longitud
2 [pANTHERA LEQ (Leon del Atlas) Toxocara cati(huevas) y Strongyloides sp.
3 IpANTHERA LEO(Leon) ' Toxascaris leonina(huevos)
4 Lurnx LYnx Clince)® - Toxocara cati
% |Feuis TiGRiNA (Gato margay) Negativo .
8 lAacynonix susatus (Guepardo) Toxascaris leonina (huevos) 3
7 | PANTHERA PARDUS (Leopardo). Negativo
8 |reLis concoLor (Puma)” Toxascaris leonina (huevos)
9 | PANTHERA PARDUS (Pantera negra) . }l‘onscaris leonina (huevos)
10 | PANTHERA TIGR1S (Tigre de Bengala) Toxaacaris leonina (huevos)
" lpaNTHERA PAROUS (Pantera china) L -. . Negativo ,

(Huesped definitive descrito



ESTUDIO COPROPARASITOLOGICO REALIZADO EN EL PARQUE ZOOLOGICO DE MADRID

REFLEJANDO LA PARASITOLOGIA DE LOS SIGUENTES FELIDOS

FECHA:2FEB.197%

FELIDOS PARASITOLOGIA
1 { PANTHERA ONCA (Jaguar)® Negativo
2 |PANTHERA LEO (Leon del Atlas) Negativo
3 | pANTHERA LEO(Leon) Toxascaris leonina Chuevos)
4 | ynx LYNX(Lince)® Toxascaris leonina y Toxocara catiChuevos)
5 1freLis TIGRINA ( Cato margay) Negativo
€ | acrnonix JuBATUS (Guepardo) Toxascaris leonina Chuevos)
7 | PANTHERA PARDUS (Leopardo) Negativo
8 | FELIS CONCOLOR (Puma) Toxascaris leonina
9 | pANTHERA PARDUS (Pantera negra) Toxascaris feonina
10 | pANTHERA TIGRIS (Tigre de Bengala) Negativo
"1 | panTHERA PARDUS (Pantera china) Negativo

(®YHuesped definitivo descrito

12T
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SEROLOGIA EN ANIMALES DE ZOOLOGICO

AVES

CICONIFORMES

ANSERIFORMES

exAMINADOS | 4 | % [exammaves | + |-%

85 14 |18.5] 34 88 | 258
GALLIFORMES RALLIFORMES
ot |1 (w7l 1 [0 [128
COLUMBIFORMES PSITACIFORMES
63 | 2¢ [353 7o | 35 [196
PASERIFORMES C O ALIA
76 | 12 {158 308 | 28 [92

MAMIFEROS
MACRCOPODIDOS]  §IMIOS c:gr'a:‘\:gsgs

examinanos! + | %

examinaoos| 4 | %

examnages| + | 94

4 | 5 102 o7 8 |19 13 | 4124
FELIDOS ROEDORES | PERISODACTILOS
123 Iﬂ |1o,e 87 lia ||_94 (] ‘10 lwﬁ
ARTIODACTILOS CERVIDOS CAPRINOS
F
247 lugLZOJ -200 [u]zz.q 191 143122,5




RELACION INFECCION-CONVIVENCIA CON GATOS

ESTUDIO SERQOLOGICO(A.D)
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RELACION INFECCION-CONVIVENCIA CON GATOS.
ESTUDIO SERGLOGICO(IFA)
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A la vista de los resultados obtenidos, podemos sacar algu-
nas conclusiones concernientes al papel que el gato y los félidos

en general representan en la epidemiologfa de la Toxoplasmosis.

Hay que tener en cuenta que de los numerosos mecanismos de
transmisifén por los cuales la infeccidn puede contraerse, quiz&s
los que representen una mayor importancia epidemioldgica sean la
ingestidn de carne semicruda que lleve en su interior quistes
con bradizoitos, o la ingestibn de aiimentos contaminadoa con

ooquistes expulsados por gatos.

El papel, por tanto, de los ooquistes es fundamental para
la transmisién de la Toxoplasmosis, al menos de umn punto de vis

ta teblrico.

Si la fuente de transmisibn ooquiste~hombre podemos consi-
derarla de poca importancia en la epidemiologia, ya que excep-
tuando medios muy concretos, esta transmisifn representarfa un
papel de escasa importancia a la hora de dilucidar un camino
de contagio que explicase 1a amplia distribucibn que este parf-

sito tiene en la naturaleza.

Pero si bien esta ruta directa: ooquiste-hombre no nos
convence como explicacidn epidemiol§gica, hay que tener en cuen
ta que todas los animales herbfvoros necesitan del ooquiste

expulsado por los félidos para comenzar a contraer la infeccidn
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y formar posteriormente quistes en los diferentes tejidos de su
cuerpo, estos animales que representan la fuente de infeccibn
fundamental de los carnivoros si podrian explicar en cierta ma-

nera el mecanigmo de transmigibn,

Hemos considerado por tanto que el papel del gato como dige
minador de ooquistes tiene una importancia real, ya que se da
pricticamente como seguro que ningén otro animal, de los muchoes

estudiados, expulsa ooquistes en sus deyecciones.

Por todo esto, podemos establecer de una manera clara que el
gato y félidos en general juegan el papel de hospedadores especi-
ficos y no dé definitivos como algunos autores lo hacen figurar
dentro del ciclo biolbgico, ya que dentro de &1 se cumplen los
procesos de divigibén asexual (Esquizogonia, endodiogenia y endo-
poligenia) y sexual (gametogonia y esporulacién). De tal manera
que si sdlo quedara una familia de animales sobre el Planeta,
los félidos, la infeccibén no desaparecerfa. Es aquf, por tanto,

donde radica la importancia epidemiolbgica del gato.

En cuanto a la via de tranamisién congénita, via en la que
mis o menos estd establecido el mecanismo real de transmigién.
represcnta un papel escasisimo en toda la epidemiologia de la
enfermedad, ya que segiin numerosos autores, entre los que se
cuentan J.P. Gauley y G.W. Comstock (1980), sblo uno entre

1,000 nacimientos se malogran debido a la Toxoplasmosis.
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Nos quedan, no obstante, los numerosos estudios seroldgicos
que reflejan cémo la convivencia con animales y en particular
con félidos, hace aumentar los titulos serolégicos medios, asi
como el régimen de vida de las personas presentan valores signi

ficativoa de anticucrpose.

Asi Rey Calero y cols. (1969) estudiaron primoinfecciones
en la Provincia de CAdiz, en las que encontraron un 47,7% de
positividades en personas de vida rural, frente a un 26,7% en
los que vivian en la costa, creyendo en la existencia de facto-

res ligados a la estrecha relacidn con animales.

En Islas del Pacifico figuran zonas de intensa contamina-
cidn, como la Isla de Pascua, Tahiti, etc., en las que se llega

a la totalidad de la poblacidén adulta. (Wallace, G.Ds =1969~).

Sin embargo, otros autores como Gaulcy y Comstock (1980),
sefialan que la exposicién de personas con animales de granja y
personas queviven en casas viejas pueden representar factores
importantes a la hora de adquirir titulos positivos al Toxoplas

ma gondii,

Schnurrenberger et al., (1964) encuentran una significati-
va asociacidén mediante la intradermo-reaccidén de Frenkel (skin-test)-
entre personas que vivian en estrecho contacto con animales,

(Cit. por Cordero, 1973).
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Hay otro factor importante a considerar, ya que desde que
las heces de gato son depositadas habitualmente fuera de las
cagas, y desde que los ooquistes pueden permanecer viables duran
te largos perfodos de tiempo en el suelo, las caracteristicas de
la poblacién, que compremde costumbres, ocupacidén y condiciones
higiénicas, asf como la posesidn de gatos, puede representar un

alto riesgo en contraer la infeccibn.

Pero también hay que temer en cuenta que los ooquistes son
distribuidos por el gato de una manera dispersa en la naturale=-
za y el hecho de contraer la infeccidén es mis una cuestidn de
edad y no del contacto estrecho con estos animales. Gauley ¥

Comstock (1980),

Hay que mefialar también, como lo hacen Faust E.C., Giraldo,
L.E., Caicedo, G. et al (1961) (Cit. por Cordero ~1973=) que una
posibilidad final de consideracibn es que los tftulos obtenidos
mediante inmunofluorescencia como positivos, no necesariamente
reflejan exposicibn a T. gondii, desde que otras isoaporas como
Isospora hominis e Isospora belli presentes en el hombre pudie=-
ran dar bajos tftulos, reflejando reacciones cruzadas con estos

organismos.

Con este dltimo punto no estamos de acuerdo, ya que la dis
tribucidn de estos coccidios en el hombre es escasisima y los
bajos titulos observados se corresponderfan mis a reacciones
inespecificas que a un verdadero problema de reacciones cruzadas.

(Cordero, 1973),
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Otro punto interesante en cuanto a la infeccidn del gato,
lo representan los numerosos trabajos que reflejan la baja
incidencia en determinadas edades y modo de vida., (Dubey, J,P.

197?8- )

Normalmente gatos menores de 6 meses presentan muy baja
incidencia, seguramente debido a su régimen de alimentacibn,
ya que estog gatos no presentan un exacerbado hfbito por 1a
eaza, como ocurre en edades superiores, as{ como el tipo de
gato a estudio (doméstico o rural), presentan destacadas dife~

rencias con respecto a la infeccifn.

Gatos domésticos presentan una més baja incidencia que
los rurales, ya que estos filtimos tienen un régimen de vida
mixto, con un empectro alimenticio mis amplio, (DUBEY, J,P,

1977). Todo esto queda reflejado en el cuadro de la pfgina 119,

Pero los parfmetros alimentacidn y contacto con félidos
no siempre reflejan alta incidencia en las poblaciones someti-
dos a &stos, asi J.K. Lovelace, M.A.P, Morales y E. Hagerloy
(1977), en el que se estudiaron un grupo &tnico que por sus
caracteristicas de aislamiento y hibitos alimenticios y 1la
no presencia de félidos, en sus inmediaciones, no era presu-
mible que presentaran infecciones al T. gondii o, al menos,

reflejaran cifras no significativas.
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De 408 habitantes de c¢inco poblados al Ueste del Brasil
(indios Ticuna), prescntaron una incidencia a T. gondii del 39%.
Sefialamos que el régimen alimenticio de esta poblacién es funda
mentalmente piscivora y frugivora, no conociendoseles activida=-
des agricolas ni ganaderas, aunque hay que destacar que la mayo-
ria de ellos no presentaron titulos por encima 1/64 mediante 1la

prueba de Inmunofluorescencia indirecta.

Presentando t{tulos por encima o iguales a 1/2048 un 10%

del porcentaje global,

Por otro lado el estudio paralelo llevado a cabo en anima-
les de zooldgico, nos hace pensar gque estos animales no se infec
tan en igual medida que el gato doméstico, seguramente debido al
régimen de vida distinto, y aunque las condiciones de stress a
que son sometidos estos animales durante su transporte, pudieran
haber evidenciado infecciones pasadas, como queda reflejado en
algunos casos en la literatura, o el régimen alimenticio a que
estén sometidos en cautividad (animales de granja, etc.) pudie-~
ran aumentar la pogitividadj; no lo reflejan tan evidentemente

como el gato. (Ippen, R., Kozojed, V, et al -1981-),

Por todo esto podemos penaar que el félido salvaje no tiene
la importancia epidemiolégica que tiene el gato, debido segura-
mente a sus costumbres alimenticias y régimen de vida, ya que
el carfcter golitario de estos animales, asf como el minimo

acercamiento a poblados humanos le hacen de escasa importancia
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epidemioldgicamente hablando,

Test meroldgicos son de escasa significacidén en gatos, ya
que &stos pueden estar en la etapa activa de expulsién ooquis-
tica, dando resultados negativos en cuanto a serologia. Los an~
ticuerpos aparecen lentamente y a bajos titulos, en comparacién

con otros ahimales y el hombre (J.K. Frenkel, 1978),

Los gatos no adquieren generalmente anticuerpos a T. gondii
hasta que adquieren sus h&bitos cazadores, aproximadamente a los

sels meses.

Fn cuanto a la incidencia de la infeccidn en animales de
Zoolbgico, vemos seglin indica el cuadro de la pfgina 122 que es
muy variada segln el grupo de animales estudiado. (Ippenm, Rey

Kozojed, V. et al -1981-).

As{ la incidencia més alta la presenta el grupo de las
Columbiformes con un 35,3% de positividad, seguido de las Anse-
riformes con un 25,8%, a continuacion vendrian los grupos de
Cérvidos y Caprinidos con un 22,5%, siendo los Carnivoros y

Omnfvoros los que én:suma presentan los valores mfiis bajos.

Otro punto de particular interfs lo representan la convi-
vencia o el estrecho contacto con gatoz ¢n cuanto a la incidenw~

cia de la infeccidn, como hemos apuntado en apartados& anteriores
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pero ciertos trabajos confirman lo contrario. (J.P, Gauley, 1980)
que considera no concluyente la correlacidn entre personas sero-

positivas y su contacto con gatos.

Fisher y Reid (1973) tampoco han encontrado asociacibn entre
seropositivos y posesidn de gatos; datos que estin en concordan-
cia con nuestro estudio, de 25 personas estudiadas por nosotros
que durante un perfodo de tiempo que oscild entre 1 y 5 aiios han
trabajado con gatos 86lo el 20% dieron positividades siendo en

todos los casos a tftulo débil. (Cit. por Cordero, 1973).

Segiin J.P, Gauley (1980) estos datos conflictivos en cuante
a la epidemiologia sugieren que, si el gato es el hospedador es-
pecifico (definitivo) del Toxoplasma gondii debe haber otros fac
tores que influyan fucrtemente en la transmisidén de la enfermedad

a los humanos.

En cuanto a la posiciln taxondmica del Toxoplasma hay que

hacer algunas consideraciones:

El microgametocito de T. gondii produce escaso niimero de
microgametos (no superior a 25), esto contrasta con los microga-
metos producidos por el género Isospora felis de nimero mis nume
rogso (2000 microgametos), el tamafio del microgametocito de Isos-

pora fells es 200 veces superior al de T. gondii.
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Por el contrario en Isospora rivolta, el nfimero de microga-
metos producidos no sobrepasa los 70, aunque el tamafio de estos
microgametos es superior a los de T. gondii e Isospora felis,
teniendo el mismo tamafio que T, gondii en cuanto al microgame-
tocite (13,4 x 8,7/“ m) (Mahrt, 1967) cit. por Hutchison, W.M.

(1971).

En cuanto al proceso reproductor de T. gondii vemos algu-

nas diferencias importantes con respectoa las coccidias,

La presencia de Endodiogenia y Endopoligenia, la formacién
de pseudoquistes (coloniasiterminales) y quistes tisulares nos
hace ser cautos a la hora de intentar cambiar la denominacifn
genérica, por el momento es aconsejable mantener retenido el
género Toxoplasma para este parfisito hasta que queden dilucida-
das todas las lagunas referentes a epidemiologia y ciclo biolé-

gico.

Lo gque queda en la actualidad perfectamente definido es la
diferenciacibén de los dos ciclos dentro del gato: por una parte
el ciclo Toxoplasmiso {inico para esta especie, con la presencia
de pmeudoquistes y quistes tisulares, formas que no se dan en
las coccidias y el ciclo intestinal tipico coccidiano, con los
procesos de esquizogonia, gametogonia y esporulacidn (Hoare,

CoAe, 1972).
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Hay que gefialar también un proceso de divisién apuntado por
Frenkel y citade por J.P. Dubey (1977) denominado Splitting, que
podria traducirse por hendimiento, con lo que el esquema del ci-

clo biolbgico se nos complica an mas.

Pero quizis la prueba mis concluyente en el que un grupo
de autores se basanpara.retener el nombre gemérico, sea en lo
concerniente a los diferentes periodos prepatentes presentes en
el gato cuando se infecta mediante ooquistes, pseudoquistes o
quistes tisulares. lemos visto en apartados anteriores que pric
ticamente todos los gatos expulsaban ooquistes, cuando previa-
mente habfan ingerido carne que contuviera quistes tisulares,
siendo &ste el medio mis extendido de infeccidén en los félidos,
como creemos que ocurre en el hombre. Pero si cl gato ingiere
pseudoquistes u coquistes, menos de la mitad de ellos expulsarian
ocoquistes en sus deyecciones, con lo cual vemos que la fase del
Toxoplasma ingerida tiene una gran importancia a la hora de esta-

blecer la epidemiologia en estos hospedadores singulares. (Dubey=197i

S1 todo esto lo comparamos con las coccidias pertenecientes
al género lsospora, vemos relevantes diferencias, ya que las
verdaderas Isosporas inducen formacidén de ooquistes en el hospe~
dndor definitivo, cuando estos han ingerido oogquistes y esto
ocurre en la totalidad de casos, al contrario de lo que hemos

vigto en el Toxoplasma. (Dubey, J.P., 1977).

Otros autores como Tadros ¥ Laarman (1982) consideran que todos
los coccidios existentes en el gato pertenecen al género Isospora, y

que los géneros dados con anterioridad son sinfnimos de €ste.
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Debemos tener presente finalmente gque ¢l gato aungue se
inmuniza mal y que tedricamente puede estar expulsando ooquis-
tes indefinidamente, esto es en un plano eminentemente tefrico
ya que el gato una ves pasada la primo-infeccién puede seguir
expulsando ooquistes a intervalos irregulares de muy diffcil
control, aunque generalmente el nfinero de estos es ostensible-

mente menor que en una primera infeccidn (Overdulve,d.P,, 1978}

En otro eslabdn epidemiol8gico, como viene reflejado en
varios trabajos, sobre todo por autores americanos, el papel
de los artrfpodes en cuanto a diseminadores de ooquistes es una
hipétesis de escaso peso epidemiolbgico ya que finicamente bajo
un punto estrictamente experimental, se han conseguido algunos
resultados, come apuntan Chinchilla, M. y Ruiz, A. (1976) refi-
riéndose al papel de las cucarachas en la diseminacibn ooquis-

tica.

Por filtimo vemos como queda eatablecido en el cuadro de

1a phgina 110 gue el nfimero de coccidias en félidos no salva-
jes es muy numeroso, y que la iénica forma de ecatablecer el
diagndstico certero es por un estudio micromorfométrico cuida-
doso y que s88lo con la perfecta identificacidn de las coccidias
en fase sin esporular y esporulada podemos llegar a su perfecta
clasificacidén, en casos de gran similitud morfoldgica como
ocurre con Toxoplasma gondii y Hammondia hammondi, la identi-

ficacidn correcta se rcalizarf mediante biopruebas, esto es
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mediante inoculacidn del proddtto voquistico en ratones, finico

animal fiable para realizar ¢l diagnbstico de certeza.

Pasado un tiempo, que puede oscilar entre 30 y }20dfas,
estos animales son sacrificados y sometidos a pruebas anatomo-
patolbégicas de diferentes partes del cuerpo (cerebro, muscula-

tura esquelética, higado, bazo, etc.).

Hay que tener en cuenta que los quistes tisulares en cere-
bro en el caso de que los ocoquistes inoculados fueran de T. gondii
no aparecen hasta los 30 § 40 dfas que siguen a la infeccidn, el
cerebro en el caso de T. gondii es el drgano que alberga la mayo-

rfa de quistes tisularcs (alrededor del 90%). (Dubey, J.P., 1977},

Para Hammondia hammondi el niimero de quistes en cerebro es
muy escaso o practicamente inexistente, localizindose de prefe-

rencia en mfisculos abdominales. (Dubey, J P, =19877-),

Los ooquistes de Hammondia hammondi no son infectivos oral-
mente a gatos, estos se contagian obligatoriamente por la ingesta
de quister tisulares, como se aprecia en el dibujo de la pAgina

114, (Dubey, J.P. ~1977-),

Los resultados por tanto obtenidos en el estudio copropara-
sitoldgico y los datos obtenidos posteriormente una vez identifi-

cadas todas las coccidias que fueron apareciendo a lo largo del



138

trabajo mediante técnicas micromorfométricas, concuerdan con los
trabajos de Zaman, V. (1970}, quedando de esta manera estableci-

da la parasitologia coccidiana en estos animales.

Vemos si hacemos la correlacidén entre el estudio copropara-
sitolégico y meroldgico un gran desfase que nos sorprende a pri-
mera vista, pero que si lo analizamos detenidamente queda expli-~
cado en muchos aspectos, como hemos geiialado ya en apartados an~
teriores. Las caracter{sticas de las-distintas cepas {(ooquisticas
y quistdgenas) y la serologfa poco clara en estos animales expli-

carfa a groso modo el desfase aparecido,

Pero aunque este mecanismo de transmisidn no esté ain diluci.-
dado, en vista a los datos recogidos en diferentcs paises y a los
nuestros propios, nos hace pensar que deben existir otros facto-
res que intervengan mAs fuertemente en la epidemiolog{a toxopl8s~
mica y que la importancia epidemiolfgica real de los félidos en
general y ~rdel gato en particular es de escasa importancia y

significacion,

A la bora de valorarlos en ese eslabdn primordial de la
cadena epidemioldgica deberemos ser cautos a la vista de los

resultados obtenidos en el presente trabajo.
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A la vista de los resultados del presente trabajo, obtenemos

aiguientes conclusiones:

El porcentaje de gatos que expulsaron ooquistes de Toxoplas-
ma gondii fue de emcasa significacidn, tres fueron positivoes

lo que me corresponde con una incidencia del 0,5%,

Lasseropositividades observadas en la muestra estudiada repre

sentan un 25,4%.

En nuestro trabajo dos gatos resultaron ser positivés para
Hammondia hammondi, lo que se corresponde con una incidencia

del 0'33%0

La incidencia para Cystoisospora rivolta fue ligeramente supe
rior que para Cystoisospora felis, con valores del 14,1% y

12,5%, respectivamente,

En nuestro eastudio hemos podido constatar que gatos con titulos
altos ( superiores a la dilucibén 1/256 ) no fueron diseminado-
res de ooquistes afin encontrfindose en un perfodo agudo de - =~

infeccibn,

El gato debe expulsar ooquistes durante cortos momentos de su
vida y a intervaloa irregulares, teniendo en cuenta que las

sucesivas reinfecciones van a hacer practicamente nulas - =
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repetidas expulsionea ooquisticas, como puede deducirse por

la baja incidencia ooquistica obtenida.

En el ratén blanco el bazo y el peritoneo son las zonas de
preferencia’ al Toxoplasma gondii en estadios agudog de - -

infeccibn siendo el cerebro el preferido en estadios crénicos.

La forma parasitaria ingerida por el gato tiene importancia
epidemiolbgica, gatos alimentados con taquizoitos proceden-
tes de una infeccidn aguda no expulsaron ooquistes, como - =

hemos podido constatar,

A la vigta de loa resultados obtenidos el porcentaje de cepas

quistSgenas del gato debe superior a las ooqufsticas.

La Gnica certeza de que los ooquistes aislados sean de - -
Toxoplasma gondii es mediante inoculacién al ratdn, para poste
riormente efectuar estudios histoseroldgicos y asf diferen~

ciarlos de los de Hammondia hammondi.

El meguimiento, durante varios dias consecutivos, para eviden
ciar ooquistes de Toxoplasma gondii en heces de gato, y de
esta manera aumentar el nimero de positividades, no presenta

ninguna ventaja sustancial en una encuesta coproparasitolbgica.
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Ratones inoculados com ocoquistes de Hammondia hammondi
oralmente presentaron inmunidad cfuzada con Toxoplasma
gondii, aunque los tfitulos obtenidos son de escasa sig-
nificacidn, no sobrepasande la dilucidn 1/16 wediante la

prusba de aglutinacidn directa.

El estudio coproldgico realizado en las once elpec!o.
de f&lidos salvajes del Zooldgico reflejé una nula inci-

dencia coccidiana,

La convivencia durante largos perfodos de tiempo con ~ -
gatos no parece que tenga una relevancia signitficativa
con respecto a la infeccién. En nuestro estudio sélo el
20% del personal que ha estado en contacto con estos
fé1idoa result$ ser seropositivo, aunque en todoa los
casos con tfitulos débiles, correspondiéndose seguramente

eatos datos con infecciones antiguas.
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MICROFOTOGRAFIAS




PR

-}i e géeudogulsto de. Toxoplasma gondii en’ el que puede apreciarse un
’ " taquizoito en proceso de divisibn (Endodiogenia). (x 1,000)

It 312 ¢

L

[4

2+ Psendoquiste de Toxoplasma gondii con tres taguizoitos
intracitoplfsmicose (x 1.000).
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Taguizoitos de Toxoplasma gondii (exudado peritoneal de ratfn)

{x 1.,000)

_u‘u;.ﬁ.'.'.fv"k".x AAREN

Pseudoguiste de Toxoplasma

interior. (x 1.000),

ondii con un taquizoito en su
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' 8. Eimeria Sp. Ooquiste egporulade comparado cop otrp de Cystoimospors ..
felis. (x 400). o
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/
: .- 8 Toxoplasas gondii. Ocgquiste ein esporular. C-I (x 400),.
.‘\.31 . ’.
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7. Toxoplasma gendii. Ooguiste egporulade. C-I (x 400)

8. Huevos de Toxocara cati emwbrionados, (x 400),
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9. Eclosifn de un huevo de Toxocara cati (larva de pegundo estadie).

(x 400),

10, Cystoisospora felis (ooguiste sin esporular) (x 400),
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11. Cystoisospora felis, ooguiste esporulado. (x 400).

T S
| e -
.3 |
3y =

12, Cystoigospora rivolta. Ooguiste esporulade. {x 400)
~donde se visualiza un sdlo esporocisto-,
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13, Cystojsospora rivolta. Ooguists_esporulade. (x 400).
~con dos esporocistoms=.

14. Hammondia hammondi, Ooquiste esporulado. (x 400).




13, . ¢ o n infe g iptes de 1
ondii., (Obgérvese taguizoito extracelular en divigibn). (x 1.000)

16, Impronta esplénica de un ratfn infectado con cogquistes de

Toxoplasma gondif. {Obsérvese taguiyoito extracelular) (x 1,000)
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¢on ooguigtes de T, gondii. (x 1.000)
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