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Este libro esta dedicado a aquellas/os alumnas/os que
por curiosidad o conviccién eligieron conocer y descubrir

las distintas formas de vida de estos seres microscopicos...
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Prélogo

Los dispositivos pedagdgicos tanto de lectura como observacionales constituyen herramien-
tas fundamentales a la hora de abordar disciplinas como Parasitologia (Protozoologia). Asi,
luego de la experiencia aportada con el Atlas comentado de Protozoologia (edicion Libros de
Catedra, convocatoria 2017) se hace necesario y oportuno contar con documentos de lectura
que permitan el proceso de construccion propia del conocimiento en forma conjunta y continua.
Disponer para tal fin de material de lectura basado fundamentalmente en la experiencia de los
propios autores, en base a trabajos publicados en revistas nacionales e internacionales, la
mayoria de ellos en idioma inglés, hace necesaria la posibilidad de disponer de los mismos en
forma rapida y accesible para poder ser utilizados por los estudiantes de grado y/o de post-
grado de las diferentes carreras de base biolégica que cuentan con la Parasitologia como ma-
teria en sus respectivas curriculas.

El abordaje integral del estudio de Protozoos de importancia sanitaria coincide con la mirada
transdisciplinaria para el tratamiento de las protozoosis expresado en el documento Un mundo,
una salud (OMS, 2008). El Laboratorio de Inmunoparasitologia (LAINPA-FCV-UNLP) y el Centro
de Estudios Parasitologicos y de Vectores (CEPAVE-CONICET-UNLP), cuentan con una vasta
experiencia en el estudio de protozoos de importancia en salud humana, animal y ambiental.
Hasta el momento, en el ambito de la Universidad Nacional de La Plata no se cuenta con este
tipo de material que ponga de manifiesto tanto los diferentes aspectos biolégicos como sanitarios
de los protozoos de importancia en salud y de mayor prevalencia parasitaria.

En este sentido, la presente propuesta pretende ser la continuidad y complemento del Atlas
comentado de Protozoologia en el que se ahondara en conceptos descriptivos de la especie
parasita involucrada, como asi también en aspectos vinculados a la patogenia, clinica, epidemio-
logia, prevencioén y/o control, desde la propia experiencia y con un enfoque integrador entre los
diferentes autores pertenecientes a diferentes carreras (Biologia, Medicina Veterinaria, Microbio-
logia Clinica e Industrial).

Esperamos que disfruten de este nuevo material tanto como nosotros lo hemos hecho al realizarlo.

Juan Manuel Unzaga

Maria Lorena Zonta
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INTRODUCCION
Subreino Protozoa

Generalidades

Los Protozoa son un grupo diverso de organismos eucariotas unicelulares. Su clasificacion
aun no esta resuelta y son escasos los caracteres morfolégicos comunes a todos los protozoos.
Frecuentemente el uso del término Protozoa se intercambia con Protista, pero éste ultimo se
refiere a un grupo mas diverso y polifilético que incluye protozoos, algas unicelulares, diatomeas
y otros eucariotas unicelulares.

Los protozoos parasitos son microparasitos por el pequefio tamafo que tienen (entre 5 y
200 um de largo) y se dividen dentro del hospedador. Tienen un variado rango de habitats
entre los cuales los simbiontes tienen morfologia diversa, modos de movilidad divergentes,
diferentes patrones de reproduccion y requerimientos nutricionales y metabdlicos. La mayoria
son moviles y heterotréficos. Algunas organelas estan ausentes o modificadas y su estructura
y funcién varia de acuerdo con el habitat en los distintos grupos. Los estados morfoldgicos del
ciclo de vida (e.g. trofozoito, quiste u ooquiste) son caracteristicos en simbiontes y parasitos,
pero al igual que otros aspectos de la biologia, los ciclos de vida son muy diversos. El estado
activo (trofozoito) se alimenta, el quiste es inactivo metabdlicamente y es la forma infectante
que sale del hospedador y sobrevive a condiciones ambientales desfavorables por su pared
resistente. El ooquiste es una forma de resistencia y diseminacién que puede ser inmaduro o
maduro y en este ultimo caso ser infectante.

Por su forma, pueden ser esféricos, ovoides, con forma de banana o gajo de naranja, poli-
morfos o de simetria bilateral. El nicleo puede ser simple o multiple, con membrana nuclear,
nucleoplasma y cromatina compacta, o en particulas dispersas o alineadas junto a la mem-
brana nuclear, o sin cromatina periférica. El nucleo es indispensable para la vida, la reproduc-
cion y la transmision genética. En algunos protozoos el citoplasma se divide en ecto y endo-
plasma. El ectoplasma es homogéneo, importante para la ingestion de alimentos por absorcién
y la descarga de productos de deshechos en toda su superficie. El endoplasma es moderada-
mente denso-granular cuya funcion es la sintesis y almacenamiento de alimentos en vacuolas
(no digeridas) tales como las barras cromidiales que constituyen almacenamiento de gluco-

geno o proteinas.
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Poseen ciclos biolégicos directos o monoxenos (un solo hospedador), indirectos o hetero-
xenos (mas de un hospedador) o indirectos de transmision vectorial. El proceso de reproduc-
cién es muy diverso. Algunos grupos emplean solamente la reproduccion asexual, que implica
la fisidén binaria transversal o longitudinal, a través de la cual una célula da origen a otras dos
hijas exactamente iguales a la progenitora, y otra variante es la fision multiple, que se caracte-
riza porque se dividen los nucleos en un citoplasma comun y luego se separan con la porciéon
de citoplasma y organelas. En los apicomplejos esta forma de reproduccién asexual se deno-
mina merogonia (también llamada esquizogonia). Cuando la division nuclear se ha completado
los nucleos migran a la periferia, el citoplasma rodea a los nucleos y las células hijas brotan de
la progenitora. Cada esquizozoito o merozoito contiene nucleo, citoplasma y las organelas
caracteristicas. En estos ultimos también es caracteristica la multiplicacion sexual o gameto-
gonia que da origen a la formacion de gametas. Por ultimo, la esporogonia refiere a la madu-
racion post-cigética que da origen a los esporozoitos. La reproduccién sexual ocurre en los
apicomplejos, algunos flagelados y los ciliados. El tipo de reproducciéon sexual varia en cada
grupo. En algunos estan involucrados micro y macrogametas, y en otros no se forman verda-
deras gametas, sino que existe una fusion temporal de dos células idénticas y hay un inter-
cambio de micronucleos (conjugacion).

Los protozoos parasitos son capaces de vivir y reproducirse en casi todas las especies ani-
males. Constituyen un grupo exitoso biolégicamente que ha evolucionado de manera compleja
con sus hospedadores en un amplio rango, lo que los hace un grupo fascinante para ser estu-
diado y necesario de explorar por su enorme importancia econémica y en salud publica. En este
ultimo punto, algunas especies de protozoos parasitos estan incluidas entre las enfermedades
infecciosas desatendidas u olvidadas (EID), y constituyen un problema de relevancia médica,
epidemioldgica y social. Afectan principalmente a las poblaciones marginales de paises en vias
de desarrollo y con un limitado acceso a los servicios de salud y saneamiento ambiental basico,

y con indicadores socio-econdémicos y educativos desfavorables.

Clasificacion

Dado que varios aspectos taxondmicos de los protozoos aun estan en revision, no hay un es-
guema de clasificacion consensuado. Los estudios moleculares promueven la revisién de las cla-
sificaciones taxondémicas teniendo en cuenta que histéricamente fueron clasificados por su modo
de locomocién (seuddpodos, flagelos, cilios) y los esporozoa-sin estructuras de movilidad. Hasta el
momento se sugiere que todos los eucariotas pueden subdividirse en 5 subdominios, entre los
cuales las formas parasitas tienen representantes en Amoebozoa (amebas), Excavata (flagelados)

y SAR' (apicomplejos -Sporozoa- y ciliados), con formas parasitas en plantas y animales y a todos

" Es un clado de Eukaryota que incluye el linage Stramenopiles-Alveolata-Rhizaria.
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los niveles filogenéticos. Pero aun existen controversias y ambigliedades entorno a la clasificacion
de estos organismos lo cual revela la necesidad de usar en la practica una nomenclatura comun
hasta que futuros estudios moleculares estén disponibles y se realicen las comparaciones necesa-
rias para mejorar las propuestas clasificatorias de los protozoos.

El presente libro seguira la clasificacion mas generalizada del Subreino Protozoa en 3 Phylum
con formas parasitas que se agrupan principalmente de acuerdo a los tipos de movilidad y a la

forma de reproduccion.

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora: células que se mueven por seudépodos y flagelos. Tienen ge-
neralmente un solo tipo de nucleo y se reproducen sexual o asexualmente.

Subphylum Sarcodina: con seudépodos. La mayoria con reproduccion asexual.

Superclase: Rhizopoda

Clase: Lobosea

Orden: Amoebida

Familia: Entamoebidae

Endolimax nana; Entamoeba coli; complejo Entamoeba histolytica, E. dispar, E. moshkovskii
y E. bangladeshi; lodamoeba blitschlii

Subphylum Mastigophora: con uno o mas flagelos. Reproduccién asexual por fision binaria

longitudinal y algunas formas con reproduccion sexual.
Clase: Zoomastigophora
Orden: Retortamonadida
Familia: Retortamonadidae
Chilomastix mesnili
Orden: Diplomonadida
Familia: Enteromonadidae
Enteromonas hominis
Familia: Diplomonadidae
Giardia lamblia (syn, G. duodenalis/G. intestinalis)
Orden: Kinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae
Leishmania infantum
Orden: Trichomonadida
Familia: Monocercomonidae
Dientamoeba fragilis
Familia: Trichomonadidae

Tritrichomonas foetus; Trichomonas vaginalis
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Phylum Ciliophora: se mueven por cilios, tienen dos tipos de nucleos y citostoma general-
mente presente. Reproduccioén por fisioén binaria transversal, conjugacion o autogamia.

Clase: Litostomatea

Orden: Vestibuliferida

Familia: Balantidiidae

Balantidium coli

Phylum Apicomplexa: organismos con complejo apical. Flagelos solamente en los estados
sexuales. De vida intracelular. Reproduccion sexual y asexual.

Clase: Sporozoasida

Orden: Piroplasmida

Familia: Babesidae

Babesia vogeli

Familia Theileridae

Rangelia vitalii

Clase: Sporozoasida

Subclase: Coccidiasina

Orden: Eucoccidiorida

Suborden: Eimeriorina

Familia: Cryptosporidiidae

Cryptosporidium spp.

Familia: Sarcocystidae

Neospora caninum

Sarcocystis spp.

Toxoplasma gondii

Isospora spp.

Clase: Conoidasida

Subclase: Coccidiasina

Orden: Eucoccidiorida

Familia: Hepatozoidae

Hepatozoon canis

Reino Chromista

Infrareino: Stramenopiles (=Heterokontophyta)

Subphylum Opalinata

Clase: Blastocystea
Orden: Blastocystida

Blastocystis sp.
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Respuesta inmune frente a protozoos

El sistema inmune cuenta con dos grandes ramas para combatir al patégeno invasor, en este
caso, los protozoos parasitos. Por un lado, la inmunidad innata, de accién temprana (horas, dias)
e inespecifica, que a través de distintos factores presentes en las barreras anatémicas (piel y
mucosas), mediadores celulares (macréfagos, células dendriticas, eosindfilos, células Natural
Killer, entre otros) y mediadores humorales (sistema del complemento, citoquinas, proteinas de
fase aguda, entre otros), intentaran contener la infeccién en los estadios iniciales. Por otro lado,
la inmunidad adaptativa (representada por los linfocitos T y B y sus productos), de accién mas
tardia (dias, semanas) pero mas duradera, con generacion de células de memoria que reaccio-
naran de forma mas rapida y eficiente ante un nuevo contacto con el patégeno. Los linfocitos T
CD4, o helper, ejercen su funcion mediante la produccion de distintas citoquinas, relacionadas
con diversas funciones. Los linfocitos T CD8, o citotdxicos, son capaces de eliminar células in-
fectadas causando su muerte por apoptosis. Los linfocitos B, se diferencian luego de su activa-
cion a células plasmaticas productoras de anticuerpos.

Las células dendriticas contactan inicialmente con el patégeno en el foco infeccioso, y mien-
tras viajan por via linfatica, procesan al microorganismo, para llegar a los érganos linfaticos se-
cundarios donde presentaran a los linfocitos T virgenes especificos los epitopes de dicho paté-
geno. De esta forma, los linfocitos T virgenes son activados, a partir de lo cual ocurre la expan-
sion clonal y diferenciacion a distintas subpoblaciones. En el caso de los linfocitos T helper, de-
pendiendo del patégeno que esta causando la infeccién, éstos podran diferenciarse principal-
mente a linfocitos Th1, Th2, Th17, Th foliculares, y Th reguladores. Estas subpoblaciones difieren
entre si, por el perfil de citoquinas que producen, las cuales tendran distintas funciones.

En las infecciones por protozoos de vida intracelular, la respuesta inmune adaptativa protec-
tora es principalmente de tipo Th1. Estos linfocitos producen citoquinas (interferén y [INF-y], fac-
tor de necrosis tumoral) que favoreceran la inmunidad celular y la consecuente eliminacion del
patégeno. Uno de los principales mecanismos de accion de las citoquinas producidas por los
linfocitos Th1 es la activacion del macréfago. Muchos protozoos tienen el interior del macréfago
como habitat preferencial, y por distintos mecanismos de evasién (ver mas abajo) evitan que la
célula logre eliminarlos. A través de las citoquinas producidas por los linfocitos Th1, el macrofago
logra revertir algunos de estos mecanismos, como la unién de los lisosomas con el fagosoma, o
la acidificacidon de los fagosomas para la consecuente activacion enzimatica. Sin embargo, el
principal mecanismo estimulado por los linfocitos Th1 es el aumento del potencial oxidativo del
macroéfago, a través de la estimulacion del estallido respiratorio, con la consecuente produccion
de radicales libres, y reactivos derivados del nitrdgeno a través de la activacion de la enzima
oxido nitrico sintetasa inducible (iINOS), los cuales causaran la muerte del microorganismo.

Los linfocitos T citotoxicos juegan también un importante rol en infecciones intracelulares por
protozoos, a través de la produccion de INF-y (y por lo tanto favoreciendo los mecanismos men-

cionados previamente) pero fundamentalmente por citotoxicidad, induciendo la apoptosis de las

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 14



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

células infectadas a través de granzimas y perforinas? o del sistema Fas/FasL3. Esta accion limita
directamente la infeccion, y también permite la captura de los parasitos liberados por las células
destruidas por células fagociticas profesionales, que tienen mayor capacidad microbicida.

La inmunidad mediada por anticuerpos cumple un rol en los estadios extracelulares de las
infecciones por protozoos, ya sea en las etapas iniciales de la infeccion o cuando los parasitos
son liberados de las células infectadas. Los anticuerpos pueden recubrir al parasito, y de esta
forma favorecer la endocitosis por parte de las células fagociticas para su eliminacion, actuar
como anticuerpos neutralizantes, bloqueando la infeccidén de nuevas células, o bien aglutinando

e inmovilizandolos.

Evasidén parasitaria de la respuesta inmune

Los parasitos protozoos han desarrollado distintos mecanismos de evasion de la importante
respuesta inmune que despliega el hospedador ante una infeccion. Estas estrategias estan orien-
tadas principalmente a evitar el reconocimiento antigénico especifico por parte de las células de
la inmunidad adaptativa o de los anticuerpos, o0 a evadir o suprimir la respuesta inmune innata o
adaptativa desarrollada por el hospedador.

Una de los principales mecanismos desarrollados para evitar el reconocimiento por parte del
hospedador, es la variacién antigénica, que consiste en la modificacion rapida y repetida de los
antigenos de superficie del parasito. Los antigenos involucrados en estas variaciones, generan
una potente respuesta inmune especifica, de escasa o nula reactividad cruzada, por lo cual, al
generarse la variacion, los elementos inmunes desarrollados hasta ese momento no pueden re-
conocer a la nueva subpoblacion parasitaria que expresa esta variaciéon. Luego de un tiempo, el
hospedador vuelve a desarrollar una respuesta inmune especifica para la nueva variante, pero
una vez mas se repite el mecanismo de variacion, y asi sucesivamente. Esta estrategia puede
observarse en los tripanosomas africanos, Giardia spp. y Plasmodium spp., entre otros.

Los parasitos protozoos pueden también “esconderse” del sistema inmune, mediante su /o-
calizacion en sitios privilegiados formando vacuolas parasitéforas, donde las moléculas efectoras
del sistema inmune no pueden acceder, como los eritrocitos (gén. Babesia, Plasmodium) o las
fibras musculares (Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi). Ambas células expresan nulas o
muy bajas cantidades de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, lo cual impide el

reconocimiento de dichas células infectadas por parte de los linfocitos T. Algunos protozoos son

2 Las granzimas y perforinas son proteinas presentes en los granulos citotdxicos de las células NK y LT CD8, que des-
encadenan la apoptosis de la célula blanco.

3 La molécula Fas o CD95, se expresa en forma constitutiva en diferentes tipos celulares. La molécula FasL (Fas ligando),
se expresa en las células NK y LT CD8 luego de su activacion.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 15



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

ademas capaces de impedir la presentacién antigénica, a través de proteinas inhibidoras o inter-
firiendo en vias de sefializacién intracelulares que disminuyen la expresién de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad.

Adicionalmente, los parasitos protozoos poseen estrategias de evasion o supresion de la res-
puesta inmune innata y adaptativa. La inhibicién de la capacidad microbicida del macréfago es
una estrategia utilizada por ciertos protozoos, como Leishmania spp. y T. gondii, ya que son
capaces de evitar la union del fagosoma con los lisosomas, e inhibiendo el estallido respiratorio,
evitando asi su propia destruccion. Otros parasitos (Entamoeba hemolitica) logran evadir la fa-
gocitosis de neutréfilos mediante la secrecion de enzimas y péptidos que reducen la movilidad
de los neutroéfilos, causando finalmente su muerte. Otros mecanismos de evasién o inmunosu-
presion incluyen la induccién de la apoptosis de linfocitos T y B (T. cruzi) ya sea incrementando
la expresion de moléculas Fas y FasL en los linfocitos T y B especificos para antigenos del pa-

rasito, o mediante la produccion de enzimas que inducen de forma directa la apoptosis.
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CAPITULO 1
Endolimax nana (parasito intestinal no patégeno)

Andrea C. Falcone y Graciela T. Navone

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Sarcodina
Superclase: Rhizopoda
Clase: Lobosea

Orden: Amoebida

Familia: Entamoebidae

Endolimax nana es una especie comensal con una amplia distribuciéon geografica en humanos
y otros primates. Vive en el intestino, especificamente en el colon, en el cual se alimenta de
bacterias. El trofozoito es muy pequefio (nana en latin significa pequefio), mide menos de 10 um
y tiene movilidad lenta. El quiste también es pequefio, oval, tetranucleado, con granulos de glu-

cégeno dispersos.

Morfologia

Los trofozoitos miden en promedio entre 5-10 ym (variacion 6-15 uym). El ndcleo pequefio,
tiene un cariosoma (= endosoma) grande e irregular, central o excéntrico, sin cromatina periférica
nuclear. El citoplasma, de aspecto granular, presenta abundantes vacuolas que pueden contener
bacterias. Los seudopodos cortos y romos le confieren un movimiento como de “babosa lenta” y
sin direccionalidad (Fig. 1 Ay B).

Los quistes miden usualmente entre 6-8 ym (variacion 5-10 ym) y pueden ser redondos o
elipsoides (polimérficos). Presentan cuatro nucleos pequefios, con cariosomas (= endosomas)
voluminosos irregulares y excéntricos, sin cromatina periférica en la membrana nuclear. El cito-

plasma puede contener una masa difusa de glucégeno (Fig. 1 C y D).
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Figura 1. Endolimax nana. (A) Imagen de un trofozoito con tincion tricrémica. (B) Esquema de un trofozoito.
(C) Imagen de un quiste con tincién tricromica. (D) Esquema de un quiste. (A) y (C) Gentileza de DPDx,
Centers for Disease Control and Prevention (https.//www.cdc.gov/dpdx). Abreviaturas: ¢, cariosoma; ec,
ectoplasma; en, endosoma; g, masa de glucégeno; n, nucleo, va, vacuola alimentaria.

Ciclo biolégico

La infeccion se inicia con la ingestidon de los quistes por transmisién directa por via fecal-oral
o indirecta a través del agua, alimentos y utensilios contaminados con materia fecal o por habitos
de higiene insuficientes. En el intestino delgado, se produce el desenquistamiento y se liberan
cuatro trofozoitos por cada quiste que llegan al intestino grueso y comienza la reproduccion ase-
xual por fisién binaria. Finalmente se produce el enquistamiento por pérdida de agua en el lumen
intestinal y los quistes salen junto a las heces, reiniciandose el ciclo bioldgico. Los quistes son
susceptibles a la putrefaccion y desecacion (Fig. 2).

Figura 2. Ciclo de vida de Endolimax nana.
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Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

Esta especie no es patdégena, sin embargo, en ausencia de especies patégenas y con al-
guna sintomatologia asociada, debe considerarse el estado inmunoldgico y nutricional del hos-
pedador. No requiere terapia farmacoldgica, pero su presencia podria indicar contaminacién
fecal y la posibilidad que ocurra una infeccidon por organismos patégenos y potenciales cau-

santes de enfermedades.

Epidemiologia

Es una especie de distribucién cosmopolita, mas frecuente en areas calidas y hUmedas, con
una baja frecuencia en heces humanas. En Argentina los valores de prevalencia de E. nana
pueden alcanzar el 15% segun la eco-region y condiciones de vida de la poblacién analizada. En
Buenos Aires, los estudios mas recientes reportaron valores que variaron entre el 7,8% y 15,7%
(Gamboa et al., 2014; Zonta et al., 2016; Cociancic et al., 2018, 2020; Falcone et al., 2020). En
otras provincias se hallé un valor de prevalencia del orden del 14,0% en Formosa (Zonta et al.,
2019); 2,6% en Mendoza (Garraza et al., 2014); 15,2% en Salta (Navone et al., 2017); 1,7% en
La Pampa (Navone et al., 2017); 2,4% en Chubut (Cociancic et al., 2021); 4,5% en Entre Rios
(Zonta et al., 2013); 5,0% en Corrientes (Navone et al., 2017); 0,8% en Santiago del Estero (Pe-
riago et al., 2018); 13% en Tucuman (Dib et al., 2012, 2015) y en Misiones vario6 entre el 0,8% y
6,5% (Navone et al., 2017; Rivero et al., 2017).

Desde el punto de vista epidemiolégico adquiere relevancia su condicion de especie indica-
dora de contaminacion fecal. En este sentido su prevencion se fundamenta en la alerta sanitaria
que genera la presencia de E. nana en heces humanas al demostrar la contaminacién fecal del
ambiente y la probabilidad que especies patdgenas (e.g. Giardia lamblia), de transmision oro-
fecal estén presentes en la poblacién estudiada. La prevencién conduciria a la erradicacién de
la infeccion y se fundamenta en incorporar habitos de higiene y sanidad ambiental (e.g. lavado
de manos frecuente, consumo de agua segura, eliminacién adecuada de excretas, higiene de

alimentos que se consumen crudos).

Diagnéstico y observacion

El diagndstico en busqueda de trofozoitos y quistes incluye:

- examen directo en preparaciones humedas.

- examen a través de técnicas de enriquecimiento (e.g. concentracioén por sedimentacion:
formol-acetato de etilo; y por flotacion: Willis: solucién saturada de cloruro de sodio/Sheather:
solucién sobresaturada de sacarosa).

- preparaciones temporarias con solucién de iodo (lugol).
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- preparaciones permanentes con tincion de hematoxilina-férrica, tricrémica.

- PCR convencional.

En preparaciones hiumedas se pueden observar los trofozoitos con movimientos lentos sin
una direccién determinada. En muestras fijadas en formol se puede observar un citoplasma liso
y homogéneo. En preparaciones con lugol los nucleos se evidencian por un color pardo, mas
oscuro que el citoplasma. En las preparaciones con tincién hematoxilina-férrica el citoplasma se

tine de un azul grisaceo y los nucleos de un azul oscuro.
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CAPITULO 2
Entamoeba coli (parasito intestinal no patégeno)

Paola Cociancic y Graciela T. Navone

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Sarcodina
Superclase: Rhizopoda
Clase: Lobosea

Orden: Amoebida

Familia: Entamoebidae

Entamoeba coli es una ameba no patégena, parasito comensal del intestino grueso. Su diag-
nostico sirve como indicador de contaminacién fecal del ambiente. Durante el diagndstico para-
sitolégico es posible observar quistes inmaduros que pueden asemejarse a los quistes de E.
histolytica (especie parasita patdégena). Como se trata de especies de diferente patogenicidad,
se debe tener en cuenta un conjunto de caracteristicas morfologicas y técnicas a emplear para

una correcta diferenciacion.

Morfologia

Los trofozoitos miden usualmente 30-35 pym (variacion 15-40 ym). Presentan un nucleo con
cariosoma grande, excéntrico, cromatina periférica nuclear gruesa dispuesta de manera irregular.
El citoplasma tiene abundantes vacuolas con restos alimenticios, bacterias y levaduras. Los seu-
doépodos son cortos y gruesos (Fig. 1).

Los quistes miden usualmente 15-25 ym (variacion 10-35 uym). Presentan una forma esférica
con doble pared refringente. Los quistes inmaduros pueden tener uno, dos o cuatro nucleos y
una gran vacuola central de glucdégeno. Los quistes maduros presentan ocho nucleos con un
cariosoma excéntrico, puntiforme o formado por granulos dispersos. La cromatina se presenta
en forma de granulos o placas grandes, distribuida irregularmente. El citoplasma carece de va-
cuolas y puede contener una masa de glucégeno y cuerpos (o barras) cromatoides con forma de
astilla (Fig. 2).
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Figura 1. Entamoeba coli. (A) Imagen de un trofozoito tefido con solucion de Lugol (Objetivo 40 X). (B)
Imagen de un trofozoito con tincion tricromica. Gentileza de DPDx, Centers for Disease Control and Pre-
vention (https://www.cdc.gov/dpdx). (C) Esquema de un trofozoito. (D) Detalle del nucleo. Abreviaturas: c,
cariosoma; cp, cromatina periférica; n, ntcleo.
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Figura 2. Entamoeba coli. (A) Imagen de un quiste maduro sin tefir (Objetivo 40 X). (B) Imagen de un
quiste maduro tefiido con solucién de lugol (Objetivo 40 X). (C) Esquema de un quiste maduro. (D)
Imagen de un quiste inmaduro (Objetivo 40X). Abreviaturas: cc, cuerpos cromatoides; n, nucleo; vg,
vacuola de glucégeno.

Ciclo biolégico

La infeccion se inicia con la ingestidon de los quistes por transmision directa (via fecal-oral)
o indirecta a través del agua, alimentos y utensilios contaminados con materia fecal o por ha-
bitos de higiene inadecuados. En el intestino delgado, se produce el desenquistamiento, libe-
randose los trofozoitos que primero colonizan el ciego y luego el colon. Alli, los trofozoitos se
reproducen por fisidn binaria transversal hasta que se produce el enquistamiento, cuando dis-
minuye el contenido hidrico del intestino. Luego, los quistes salen con las heces, reiniciandose

el ciclo biolégico (Fig. 3).
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Figura 3. Ciclo de vida de Entamoeba coli.

Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

Esta especie es considerada no patégena y por lo tanto, no requiere tratamiento antiparasita-
rio. Sin embargo, en los casos sintoméaticos y en ausencia de otras especies patdgenas, se debe
tener en cuenta el estado inmunolégico y nutricional del hospedador. Ademas, su presencia en
el hospedador indica contaminacion fecal del ambiente y por ende, la posibilidad de infeccién por

otros enteropatégenos que comparten la misma via de transmision.

Epidemiologia

Es una especie de distribucién cosmopolita, aunque es mas frecuente en zonas con climas
calidos y tropicales. Su frecuencia es mayor que E. histolytica, por su capacidad para sobrevivir
en ambientes de putrefaccidn y desecacion. La prevencion resulta ser una estrategia de control
que podria servir para disminuir los valores de infeccidon de esta especie (e.g. consumo de agua
potable, eliminacién adecuada de residuos domésticos y excretas, lavado de manos frecuente,
lavado de frutas y verduras crudas).

Entamoeba coli fue reportado en numerosas provincias de Argentina observandose una am-
plia distribucion y rango de prevalencia asociada principalmente a los factores socio-econdmicos

de la poblacion (e.g. nivel educativo) y caracteristicas de la vivienda (e.g. anegamiento). Los
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ultimos estudios llevados a cabo en el pais mostraron prevalencias de 21,1% en Formosa (Zonta
et al., 2019); 6,4%-14,9% en Misiones (Navone et al., 2017; Rivero et al., 2017); 14,6% en Men-
doza (Garraza et al., 2014); 12,5% en Tucuman (Dib et al., 2015); 7,6% en Salta (Navone et al.,
2017); 6,9% en La Pampa (Navone et al., 2017); 6,4% en Chubut (Cociancic et al., 2021); 5,6%
en Entre Rios (Zonta et al., 2013); 3,3% en Corrientes (Navone et al., 2017); y 2,6% en Santiago
del Estero (Periago et al., 2018). Particularmente en Buenos Aires, estudios recientes reportaron
valores del 13% en poblacion infanto-juvenil (Cociancic et al., 2021) y 26,3% en familias de hor-

ticultores del Cinturén Horticola Platense (Falcone et al., 2020).

Diagndstico y observacion

El diagndstico en busqueda de trofozoitos y quistes incluye:

- examen directo en preparaciones humedas.

- examen a través de técnicas de sedimentacion (formol-acetato de etilo), flotacion (Willis
con solucién saturada de cloruro de sodio y Sheather con solucién sobresaturada de sacarosa),
Mini-FLOTAC y FLOTAC con soluciones flotantes de sulfato de zinc (densidad=1,20 o 1,35).

- preparaciones temporarias con solucion de iodo (lugol).

- preparaciones permanentes con tincion de hematoxilina-hierro, tricromica.

- PCR convencional.

En las preparaciones humedas, los seuddpodos de los trofozoitos se mueven simultanea-
mente en todas direcciones, a diferencia de los trofozoitos de E. histolytica que se mueven en
una sola direccion. Los quistes maduros son visibles con los ocho nucleos. En cambio, los quistes
inmaduros pueden ser similares a los de E. histolytica y por lo tanto, se deben tener en cuenta
otras caracteristicas para su diferenciacion. En los quistes binucleados se observan los nucleos
aprisionados contra la superficie externa por una gran vacuola que ocupa casi toda la superficie
del quiste, a diferencia de E. histolytica que presenta los nucleos ubicados en forma préxima o
en distintos planos no aprisionados contra los bordes. En el caso de los tetranucleados, los nu-
cleos suelen ser mas grandes y de formas ovaladas o elongadas que E. histolytica. Si presenta
cuerpos cromatoides, éstos son de extremos astillados y no de extremos redondeados como
ocurre en E. histolytica.

Las preparaciones con lugol facilitan la visualizacion rapida de los nucleos al tefirlos de un
color pardo mas oscuro que el citoplasma. En las preparaciones con tincién hematoxilina-hierro
el citoplasma se tifie de un azul grisaceo y los nucleos de un azul mas oscuro. En las prepara-
ciones con tincidn tricromica, el citoplasma se observa de color azul verdoso y la cromatina nu-

clear de un color rojo o rojo-purpura.
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CAPITULO 3
Entamoeba histolytica/E. dispar/E.
moshkovskii/E. bangladeshi

Andrea Servian, M. Lorena Zonta y Graciela T. Navone

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Sarcodina
Superclase: Rhizopoda
Clase: Lobosea

Orden: Amoebida

Familia: Entamoebidae

Las especies Entamoeba histolytica, E. dispar, E. moshkovskii y E. bangladeshi forman parte
de un complejo, dado que no presentan diferencias morfo-métricas a nivel de quistes y tro-
fozoitos, estadios caracteristicos de sus ciclos de vida. Sin embargo, estas especies difieren en
su capacidad invasora de la mucosa intestinal y de sitios extraintestinales, y por ende en su
patogenia. Entamoeba histolytica es la Unica especie que tiene capacidad invasora y las restan-

tes especies son consideradas no patégenas.

Morfologia

Los trofozoitos de este complejo se caracterizan por tener un tamafio usual de 15 a 20 ym,
con un rango de variacion de 10 a 60 um. Las formas no invasivas tipicamente son mas pequefias
(15-20 ym), mientras que las formas invasivas son mas grandes (> 20 ym). Los trofozoitos pre-
sentan un unico nucleo con un cariosoma pequefio, compacto, usualmente de localizacién cen-
tral, aunque también puede observarse excéntrico. La membrana nuclear es fina y la cromatina
periférica esta formada por pequefos granulos, de tamano y distribucion uniformes. El citoplasma
es finamente granular, pudiendo contener bacterias o desechos. Una particularidad de las va-

cuolas citoplasmaticas de E. histolytica es que pueden contener gldbulos rojos, dada su actividad
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fagocitica. Los trofozoitos carecen de mitocondria, pero presentan un organelo subcelular deno-
minado mitosoma* (Fig. 1).

Los quistes de estas especies son esféricos con tamafo usual de 12 a 15 ym, con un rango
de variacion de 10 a 20 um. Los quistes maduros presentan 4 nucleos, mientras que los inma-
duros pueden tener de 1 a 3. En los nucleos, la cromatina periférica es fina, uniforme y se distri-
buye regularmente sobre la membrana nuclear. En el citoplasma encontramos cuerpos (o barras)
cromatoides alargados con puntas romas y redondeadas. El glucégeno puede estar difuso o
ausente en los quistes maduros, mientras que en los inmaduros puede presentar apariencia de

conglomerado (Fig. 2).

A

Figura 1. Complejo Entamoeba. (A) Imagen de trofozoito de una ameba del complejo tefiido con solucién
de lugol (Objetivo 100 X). (B) Imagen de trofozoitos de E. histolytica con globulos rojos ingeridos tefiidos
con tricrémica. Gentileza de DPDx, Centers for Disease Control and Prevention (https.//www.cdc.gov/dpdx).
(C) Esquema de trofozoito de E. histolytica con glébulos rojos ingeridos. Los glébulos rojos tienen el aspecto
de inclusiones oscuras. (D) Detalle del nucleo. Abreviaturas: ¢, cariosoma; cp, cromatina periférica; ec,
ectoplasma; en, endoplasma; gc, granulos cromatoidales; gr, gloébulos rojos; n, ndcleo.

A

Figura 2. Complejo Entamoeba. (A) Imagen de quiste de una ameba del complejo tefido con solucién de
lugol (Objetivo 100 X). (B) Esquema de quiste inmaduro. (C) Imagen de quiste uninucleado del complejo
tefiido con solucion de lugol (Objetivo 100 X). (D) Esquema de quiste maduro. (A) y (C) Gentileza de DPDx,
Centers for Disease Control and Prevention (https://www.cdc.gov/dpdx). Abreviaturas: cc, cuerpo cromatoi-
dal; n, nucleo; vg, vacuola de glucégeno.

4 El mitosoma es un organelo citoplasmatico presente en algunos organismos eucariotas, generalmente anaerobios o
microaerofilicos, que carecen de mitocondrias, como Glardia lamblia 'y Trichomonas vaginalis.
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Ciclo biolégico

La infeccion del hospedador (hombre y otros primates) se inicia con la ingestion de los quistes
maduros por transmisién directa (via fecal-oral) o indirecta (a través del agua, alimentos y uten-
silios contaminados con materia fecal o por habitos de higiene inadecuados). En el intestino del-
gado, se produce el desenquistamiento, liberandose los trofozoitos que llegan al intestino grueso.
Alli, los trofozoitos se reproducen por fisién binaria hasta que se produce el enquistamiento.
Luego, los quistes salen junto a las heces, reiniciandose el ciclo bioldgico. Los trofozoitos de E.
histolytica pueden invadir la mucosa intestinal, produciendo infeccion intestinal, o los vasos san-
guineos, alcanzando sitios extraintestinales como el higado, el cerebro y los pulmones (infeccio-
nes extraintestinales). Los trofozoitos también pueden ser eliminados con la materia fecal, en
general diarreica, pero no resisten las condiciones ambientales por fuera del hospedador, si fue-

ran ingeridos tampoco sobrevivirian al entorno gastrointestinal.

Gam

——

™

A

C

Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

®)

Figura 3. Ciclo de vida del complejo Entamoeba.

Entamoeba histolytica es la uUnica especie dentro del grupo de estas amebas que tiene la
capacidad de invadir el tejido del hospedador. Los mecanismos de su patogenicidad incluyen

adherencia, citdlisis extracelular y fagocitosis. La infeccién con esta ameba (amebiasis) se asocia
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tanto con infecciones intestinales como extraintestinales, y de acuerdo con ello también varia su
presentacion clinica. La mayoria de las infecciones (90%) se restringen al lumen del intestino
(amebiasis luminal) y son asintomaticas. Sin embargo, si la colonizacidn asintomatica por E. his-
tolytica no es tratada puede conducir a la infeccion intestinal o extraintestinal. La amebiasis in-
testinal ocurre cuando los trofozoitos penetran en la mucosa intestinal por destruccion de las
células epiteliales. La capacidad citolitica de E. histolytica viene dada por los ameboporos (pép-
tidos capaces de formar poros en la bicapa lipidica) y las proteasas de cisteina. No son claras
las razones por las cuales se produce la invasion del epitelio intestinal, seguramente estan invo-
lucrados tanto factores del parasito como del hospedador.

Los sintomas de la amebiasis intestinal incluyen disenteria severa y complicaciones asocia-

das, como diarrea, dolor y calambres de estdbmago. Las infecciones cronicas severas pueden
conducir a complicaciones mas graves como la peritonitis, perforaciones y formacion de amebo-
mas. El ameboma es una complicaciéon pseudotumoral y granulomatosa, que puede confundirse
con un tumor maligno del colon. Suele manifestarse asociado a sintomas de obstruccion intesti-
nal parcial o total; pueden existir o estar ausentes los sintomas intestinales de la amebiasis, ser
asintomatico o simular otras patologias intraabdominales.
La amebiasis extraintestinal ocurre cuando los trofozoitos invaden el portal sanguineo y se disemi-
nan sistémicamente. Los abscesos hepaticos constituyen la manifestacion mas comudn. También
se pueden observar abscesos pleuropulmonares, cerebrales y lesiones necréticas en el epitelio
perianal y genital. Los abscesos amebianos en el higado son causados por la diseminacion hema-
tégena de los trofozoitos invasivos del colon, que llegan al higado a través de la vena porta. Los
sintomas asociados son dolor o molestias sobre el higado, ademas de fiebre intermitente, sudora-
cién, escalofrios, nauseas, vomitos, debilidad y pérdida de peso. Los abscesos amebianos en el
cerebro son raros. Otros sitios ectépicos involucran infeccion del tracto urinario (rifidén, uréteres,
vejiga urinaria, uretra), genitales (pene, clitoris, fistulas rectovaginales, region perianal) y piel. La
amebiasis cutanea se produce cuando el parasito se propaga por contiglidad a la region perianal
y genital. Se caracteriza clinicamente por Ulceras destructivas, dolorosas, de evolucion rapida, que
pueden producir mutilacion de las zonas afectadas (Rios et al., 2012).

Las infecciones no invasivas pueden ser tratadas con un agente luminal como paromomicina,
un antibidtico que actua directamente sobre los quistes de amebas en la luz intestinal. Para la
amebiasis invasiva y extraintestinal, las drogas a base de nitroimidazoles (e.g. metronidazol)
constituyen la terapia principal, pero solo son efectivas contra el estadio de trofozoito. Si se desa-
rrolla colitis amebiana fulminante, el tratamiento debe incorporar antibiéticos de amplio espectro
debido al riesgo de translocacion bacteriana (Hugelshofer et al., 2012). Es importante el trata-
miento de los infectados asintomaticos que actian como reservorio, dado que reducen la trans-
misién en la poblacién susceptible de enfermedad.

El tratamiento de los abscesos hepaticos requiere también de drenaje. La cirugia se limita a
individuos con complicaciones de la amebiasis invasiva.

Las otras especies del complejo Entamoeba, E. dispar, E. moshkovskii y E. bangladeshi, no

estan asociadas a enfermedad, pero las investigaciones sobre su potencial patogénico estan en
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curso. De hecho, se ha reportado la existencia de trastornos gastrointestinales en individuos
infectados con E. dispar. Al respecto, se sabe que E. dispar puede ocasionar lesiones intestinales
de intensidad variable en ensayos in vitro, provocando incluso la destruccién del epitelio intestinal
(Espinosa-Castellano et al., 1998; Oliveira et al., 2015). De la misma manera, existen estudios
que sugieren que E. moshkovskii es un potencial patdégeno causante de diarrea y otros desorde-
nes gastrointestinales (Haque et al., 1998; Parija & Khairnar, 2005; Fotedar et al., 2008). Sin
embargo, en la mayor parte de estas investigaciones subyace el hecho de no conocer con exac-
titud la existencia de otros procesos infecciosos que coexisten con los hallazgos de estas amebas
intestinales (Sard et al., 2011). De modo que, en general, las infecciones con E. dispar, E. mosh-
kovskii y E. bangladeshi no requieren tratamiento, pero su presencia puede actuar como un indi-

cador de exposicion a agua o alimentos contaminados con materia fecal.

Epidemiologia

Las especies del complejo Entamoeba tienen una distribuciéon cosmopolita, pero las infeccio-
nes son mas frecuentes en paises en vias de desarrollo debido a las condiciones socio-econ6-
micas en las que viven. Por este motivo, la prevencién basada en habitos de higiene y sanea-
miento ambiental adecuados, resulta en una manera eficaz para disminuir las prevalencias en
estas poblaciones.

Actualmente, se estima que el 12% de la poblacion mundial esta infectada por amebas de
este complejo, siendo las infecciones por E. dispar las mas frecuentes (Oliveira et al., 2015). Por
su parte, las infecciones por E. histolytica representan alrededor del 1%. Globalmente, se estima
que ocurren aproximadamente 50 millones de casos anuales de amebiasis invasiva ocasionada
por E. histolytica, resultando en 100.000 muertes anuales. Ademas, las migraciones vy viajes cre-
cientes desde las areas endémicas favorecen la presencia de estos parasitos en paises desa-
rrollados, como por ejemplo Estados Unidos. Las regiones con alta tasa de infeccion incluyen a
la India, Africa, y Centro- y Sur- América. Por su parte, E. moshkovskii es endémica en América
del Norte y el Sur de Africa. Esta especie se ha hallado en muestras de heces humanas en
América del Norte, Italia, Sudafrica, Bangladesh, India, Tailandia, Australia, Turquia e Iran, con
prevalencias de hasta el 20% en poblacién infantil, e incluso en infecciones mixtas con las otras
especies del complejo (Sard et al., 2011). Mientras que E. bangladeshi se encuentra restringida
al sudeste de Asia y el Sur de Africa (Royer et al., 2012; Nowak et al., 2015; Ngobeni et al., 2017).

En Argentina, existen reportes de prevalencia de E. histolytica/dispar, pero en la mayoria de
ellos no se emplean técnicas que permitan diferenciar ambas especies. La prevalencia del com-
plejo Entamoeba oscila entre 0,3%-28% (Beltramino et al., 2009; Zonta et al., 2011). Nuestros es-
tudios moleculares reportan, por un lado, una prevalencia de 1,2% (6/517) (de E. dispary de 0,2%
(1/517) de E. histolytica para una poblacién del Gran La Plata (Buenos Aires), por el otro, de 3,0%
(13/431) de E. dispar para una poblacién de Aristébulo del Valle y alrededores (Misiones). No hay

registros al momento de E. moshkovskii y E. bangladeshi en el pais (Servian et al., 2022).
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Diagnéstico y observacion

El diagnéstico en busqueda de trofozoitos y quistes incluye:

- examen directo en preparaciones humedas.

- examen a través de técnicas de enriquecimiento (e.g. concentracion por sedimentacion:
formol-acetato de etilo; y por flotacién: Willis con solucién saturada de cloruro de sodio/ Sheather
con solucién sobresaturada de sacarosa).

- preparaciones temporarias con solucién de iodo (Lugol).

- preparaciones permanentes con tincion tricromica o hematoxilina férrica.

- cultivo y analisis isoenzimatico®.

La observacion de trofozoitos es mas probable en el examen directo de preparaciones de
heces frescas con solucion salina. El agregado de unas gotas de solucion de Lugol permite dis-
tinguir estructuras que contribuyen al diagnéstico de las amebas, ya que confiere un color ama-
rillento al citoplasma que contrasta con un color mas oscuro del nicleo.

Dentro de las preparaciones permanentes, la tincion tricromica es la mas recomendada. Con
esta tincidn, los trofozoitos adquieren una coloracién citoplasmatica de verde a violacea, mientras
que las estructuras nucleares, cuerpos cromatoides, glébulos rojos y demas elementos aparecen
tefidos de color rojo violaceo oscuro.

Si bien el examen del nucleo ayuda al diagnéstico, los quistes y trofozoitos de las amebas
de este complejo se pueden confundir con los de varias amebas de otras especies, como ser
E. coli, E. hartmanni y E. polecki en preparados al microscopio 6ptico dado que la estructura
nuclear puede ser bastante variable. Respecto de E. coli, la mayor confusién se puede dar con
los quistes inmaduros mononucleados. Mientras que, si estan binucleados, la distincién es po-
sible. En los quistes binucleados de las amebas del complejo los nucleos estan ubicados en
forma préxima o bien en distintos planos, pero en los de E. coli los nucleos se disponen apri-
sionados contra la superficie externa por una gran vacuola que ocupa casi toda la superficie.
En el caso de los tetranucleados, los nucleos de E. coli suelen ser mas grandes y de formas
ovaladas o elongadas que en el complejo morfolégico de amebas. La presencia de cuerpos
cromatoides puede contribuir a la diferenciacion, pero los extremos son astillados en E. coli y
redondeados en E. histolytica. Respecto de E. hartmanni, los quistes son iguales a los del
complejo de amebas en todas sus caracteristicas, pero son de menor tamafio (5-10 um frente
a 10-60 uym). El trofozoito de este parasito tiene el mismo rango de tamafio que su quiste (5-
10 um). En el caso de E. polecki, los quistes maduros (8-18 uym) tienen un ndcleo Unico con
cuerpos cromatoides en racimo. Este protozoo usualmente parasita cerdos y primates no hu-

manos, y en raras ocasiones puede infectar humanos.

5 Estos estudios utilizan el perfil electroforético de al menos cuatro grupos enzimaticos, especificos de cada poblacion
denominados zimodemos.
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De la misma manera, las células epiteliales y macrofagos se pueden confundir con trofozoitos
amebianos, y los leucocitos polimorfonucleares pueden ser confundidos con formas quisticas.

Ademas, el cultivo y andlisis isoenzimatico contribuye a la caracterizacion de las especies E.
histolytica y E. dispar. Sin embargo, es un método laborioso y de alto costo, por lo que no es
empleado en laboratorios para realizar el diagndstico de rutina.

El uso de herramientas moleculares contribuye a resolver la diagnosis de estas amebas. Exis-
ten una serie de pruebas de diagndstico molecular que incluyen la PCR convencional, PCR
anidada, PCR en tiempo real, PCR multiple y ensayo de amplificaciéon isotérmica mediada por
bucle (LAMP). La diferenciacion entre las cuatro especies que componen el complejo Entamoeba
se basa en la diversidad genética que presenta el gen de la subunidad menor del ARN ribosomal

y otros genes codificantes.

Referencias

Bahrami, F., Haghighi, A., Zamini, G., & Khademerfan, M. (2019). Differential detection of Enta-
moeba histolytica, Entamoeba dispar and Entamoeba moshkovskii in faecal samples using
nested multiplex PCR in west of Iran. Epidemiology & Infection, 147.

Beltramino, J. C., Sosa, H., Gamba, N., Busquets, N., Navarro, L., Virgolini, S., & Ricardo, O.
(2009). Overdiagnosis of amebiasis in children with dysentery. Archivos Argentinos de Pedi-
atria, 107(6), 510-514.

Center for Disease Control and Prevention (CDC). Recuperado de https://www.cdc.gov/dpdx/ame-
biasis/index.html

Costamagna, S., Torno Cafasso, O., Garcia, S. H., Visciarelli, E., Osorio, J., & Santamaria, B.
(1999). Enteroparasitos en nifios residentes en zona rural del partido de Carmen de Patago-
nes. Provincia de Buenos Aires. Argentina. Parasitologia al dia, 23(1-2), 48-52.

Espinosa-Cantellano, M., Gonzalez-Robles, A., Chavez B., Castafion, G., Arguello, C., Lazaro-
Haller, & Martinez-Palomo, A. (1998). Entamoeba dispar: ultrastructure, surface properties,
and cytopathic effect. Journal of Eukaryotic Microbiology, 45, 265-72.

Foo, P. C., Chan, Y. Y., Mohamed, M., Wong, W. K., Najian, A. N., & Lim, B. H. (2017). Develop-
ment of a thermostabilised triplex LAMP assay with dry-reagent four target lateral flow dipstick
for detection of Entamoeba histolytica and non-pathogenic Entamoeba spp. Analytica Chimica
Acta, 966, 71-80.

Fotedar, R., Stark, D., Marriott, D., Ellis, J., & Harkness, J. (2008). Entamoeba moshkovskii in-
fections in Sydney, Australia. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases,
27(2), 133-137.

Haque, R., Ali, I. K. M., Clark, C. G., & Petri, W. A. Jr. (1998) A case report of Entamoeba mosh-
kovskii infection in a Bangladeshi child. Parasitology International, 47, 201-202.

Hugelshofer, S., Petermann, D., Orasch, C., & Liaudet, L. (2012). Toxic megacolon due to fulmi-

nant amebic colitis in a non-endemic area. Journal of Medical Cases, 4(2), 63-65.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 34


https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html
https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html

PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

Jetter, A., Walderich, B., Britten, D., Mete, O., Goral, V., Burchard, G. D., & Ackers, J. (1997). An
epidemiological study of Entamoeba histolytica and E. dispar infection in eastern Turkey using
a colorimetric polymerase chain reaction. Archives of Medical Research, 28, 319-21.

Ngobeni, R., Samie, A., Moonah, S., Watanabe, K., Petri Jr, W. A., & Gilchrist, C. (2017). Enta-
moeba species in South Africa: correlations with the host microbiome, parasite burdens, and
first description of Entamoeba bangladeshi outside of Asia. The Journal of Infectious Diseases,
216(12), 1592-1600.

Nowak, P., Mastalska, K., & Loster, J. (2015). Entamoeba histolytica-pathogenic protozoan
of the large intestine in humans. Journal of Clinical Microbiology and Biochemical Tech-
nology, 1(1), 010-017.

Oliveira, F. M. S., Neumann, E., Gomes, M. A,, & Caliari, M. V. (2015). Entamoeba dispar: could
it be pathogenic. Tropical Parasitology, 5(1), 9.

Parija, S.C., & Khairnar, K. (2005). Entamoeba moshkovskii and Entamoeba dispar-associated
infections in Pondicherry, India. Journal of Health, Population and Nutrition, 23, 292-295.

Rios, J., Mercadillo, P., Yuil, E., & Rios, M. (2012). Amebiasis cutanea: Conceptos actuales. Cu-
taneous amebiasis: Current concepts. Revista de Medicina del Hospital General de México,
75(2), 114-122.

Royer, T. L., Gilchrist, C., Kabir, M., Arju, T., Ralston, K. S., Haque, R., & Petri Jr, W. A. (2012).
Entamoeba bangladeshi nov. sp., Bangladesh. Emerging Infectious Diseases, 18(9), 1543.
Sard, B. G., Navarro, R. T., & Sanchis, J. G. E. (2011). Amebas intestinales no patégenas: una

vision clinicoanalitica. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, 29, 20-28.

Servian, A., Helman, E., Iglesias, M. D. R., Panti-May, J. A., Zonta, M. L., & Navone, G. T. (2022).
Prevalence of Human Intestinal Entamoeba spp. in the Americas: A Systematic Review and
Meta-Analysis, 1990-2022. Pathogens, 11(11), 1365.

Vohra, H., Bhatti, H. S., Ganguly, N. K., & Mahajan, R. C. (1989). Virulence of pathogenic and
non-pathogenic zymodemes of Entamoeba histolytica (Indian strains) in guinea-pigs. Trans-
actions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 83(5), 648-650.

World Health Organization. (2019). Bench aids for the diagnosis of intestinal parasites. Second
edition. Recuperado de https://www.who.int/intestinal_worms/resources/9789241515344/en/.

Zonta, M. L., Garraza, M., Castro, L. E., Navone, G. T., & Oyhenart, E. E. (2011). Pobreza, estado
nutricional y enteropasitosis infantil: un estudio transversal en Aristébulo del Valle, Misiones,

Argentina. Nutricién Clinica y Dietética Hospitalaria, 31.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 35



CAPITULO 4
lodamoeba biitschlii (parasito intestinal
no patégeno)

M. Lorena Zonta y Graciela T. Navone

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Sarcodina
Superclase: Rhizopoda
Clase: Lobosea

Orden: Amoebida

Familia: Entamoebidae

La especie lodamoeba biitschlii, recibe su nombre por la caracteristica masa de glucdégeno
presente en su forma quistica. Es considerada una ameba no patdgena, un parasito comensal
exclusivo del intestino grueso del hombre en el cual vive a expensas de su contenido intestinal,
sin ocasionarle dafio alguno. También se lo observa en primates y cerdos. Su presencia en el
hospedador sirve como indicador de contaminacion fecal en el ambiente, cuando las condiciones

higiénico-sanitarias no son adecuadas.

Morfologia

Los trofozoitos poseen un Unico nucleo con cariosoma (= endosoma) grande y casi siempre
de localizacion central, sin cromatina periférica en la membrana nuclear. Presentan un cito-
plasma granular grueso con abundantes vacuolas alimenticias que pueden contener bacterias y
levaduras. El tamano varia entre 8-20 uym, siendo lo usual entre 12-15 ym. El movimiento por
seuddpodos hialinos es lento y no progresivo (Fig. 1 A).

Los quistes varian de forma esférica a piriforme o triangular, con un solo nucleo grande con
cariosoma (= endosoma) grueso situado en la regién mas estrecha del quiste, con granulos cro-
matoidales a su alrededor, sin cromatina periférica en la membrana nuclear. La caracteristica
mas distintiva es la presencia de una gran vacuola de glucégeno en el citoplasma que ocupa
mas de la mitad del quiste, en la parte mas ancha. El tamafio varia entre 5-20 ym, aunque usual-
mente entre 10-12 ym (Fig. 1 B, C y D).
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Figura 1. lodamoeba biitschlii. (A) Esquema de un trofozoito. (B) Imagen de un quiste tefiido con solucion
de lugol (Objetivo 40 X). (C) Esquema de un quiste. (D) Detalle del niucleo. Abreviaturas: ¢, cariosoma; gc,
granulos cromatoidales; n, nucleo; va, vacuola alimenticia; vg, vacuola de glucégeno.

Ciclo biolégico

Se localiza en el intestino grueso, principalmente en las zonas cecales, donde se alimenta de
la flora intestinal. La infeccion del hospedador (hombre, otros primates y cerdo) se inicia con la
ingestion de los quistes por transmision directa (via fecal-oral) o indirecta (a través del agua,
alimentos y utensilios contaminados con materia fecal o por habitos de higiene inadecuados). En
el intestino delgado, se produce el desenquistamiento, liberandose los trofozoitos que llegan al
intestino grueso. Alli, los trofozoitos se reproducen por fision binaria hasta que se produce el

enquistamiento. Luego, los quistes salen junto a las heces, reiniciandose el ciclo bioldgico.

Figura 2. Ciclo de vida de lodamoeba blitschlii.
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Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

Al tratarse de una ameba no patdgena no es causante de enfermedad, la colonizacién no es
invasiva y por lo tanto no requiere tratamiento. No obstante, se considera indicadora de contami-
nacion fecal, ya que su presencia en el hospedador puede alertar sobre la puerta de entrada de
otros enteropatdgenos que comparten la misma via de transmision, modular la respuesta inmune

y facilitar asi infecciones secundarias e incluso diferentes grados de poliparasitismo.

Epidemiologia

Es una especie de distribucion cosmopolita, sin embargo, la prevencion es una estrategia
eficaz para disminuir los valores de prevalencia de estas infecciones (e.g. lavado de manos fre-
cuente, consumo de agua potable, eliminacion adecuada de residuos domésticos y excretas,
lavado de frutas y verduras crudas).

Su frecuencia es baja en heces humanas. Investigaciones realizadas por nuestro grupo de
trabajo en distintas poblaciones de provincias argentinas (Buenos Aires, Chubut, Corrientes, En-
tre Rios, Formosa, La Pampa, Mendoza, Misiones y Salta) dan cuenta que las prevalencias de
infeccion son inferiores al 4% (Zonta et al., 2016; Navone et al., 2017; Zonta et al., 2019; Cocian-
cic et al., 2020; Falcone et al., 2020; Cociancic et al., 2021). Estos valores de prevalencia coinci-
den con lo observado por otros autores en otras poblaciones de Tucuman y Cérdoba (Braccia-
forte et al., 2010; Dib et al., 2015).

Diagnéstico y observacion

El diagndstico en busqueda de trofozoitos y quistes incluye:

- examen directo en preparaciones humedas.

- examen a través de técnicas de enriquecimiento (e.g. concentracion por sedimentacion:
formol-acetato de etilo; y por flotacién: Willis: solucién saturada de cloruro de sodio/ Sheather:
solucién sobresaturada de sacarosa).

- preparaciones temporarias con solucién de iodo (lugol).

- preparaciones permanentes con tincion de hematoxilina-férrica, tricrémica.
El estadio de trofozoito es dificil de distinguir de E. nana ya que poseen un tamafo similar y

cariosoma grande. Si bien la presencia de granulos cromatoidales alrededor del cariosoma ayuda

a identificar a lodamoeba blitschlii, éstos no siempre son visibles.
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El estadio de quiste rara vez plantea problemas diagndsticos. En las preparaciones humedas
se observa el nucleo voluminoso incluido en un citoplasma granulado. En preparaciones tefiidas

con solucién de iodo (lugol), la vacuola se colorea de un intenso color pardo/castano.
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CAPITULO 5
Chilomastix mesnili (parasito intestinal
no patégeno)

Andrea C. Falcone y Graciela T. Navone

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Retortamonadida

Familia: Retortamonadidae

Chilomastix mesnili es un flagelado intestinal, comensal e inocuo que habita el ciego de hu-
manos, otros primates y cerdos. El trofozoito con forma de pera es asimétrico debido a un surco

que atraviesa la mitad del organismo. El quiste tiene forma de limén.

Morfologia

Los trofozoitos miden usualmente 10-12 uym, aunque varian entre 6-24 um. Tienen forma
alargada, piriforme, con un extremo romo y el otro agudo. El citostoma anterior conduce a una
citofaringe, donde tiene lugar la endocitosis. Presentan un solo nucleo anterior. El citoplasma se
encuentra intensamente vacuolado y muestra un extremo puntiagudo. Los flagelos son largos,
en numero de 2 a 4, uno de ellos recurrente y asociado con el citostoma (Fig. 1 Ay B).

Los quistes miden usualmente 7-9 ym (variaciéon 6-10 ym). La forma puede ser piriforme,
redonda u ovalada. Presentan un solo nucleo y retiene todos los organulos citoplasmaticos, in-

cluyendo fibrillas citostomales, cinetosomas, y axonemas (Fig. 1 C y D).

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 42



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

» -
. ‘l‘l
7 .
" f
L aﬁ" -
y _.- - y
Lo 2 - -
A c 0 D

Figura 1. Chilomastix mesnili. (A) Imagen de un trofozoito con tincion tricrémica. Gentileza de DPDx, Cen-
ters for Disease Control and Prevention (https://www.cdc.gov/dpdx) (Objetivo 100 X). (B) Esquema de un
trofozoito. (C) Imagen de un quiste sin tefir (Objetivo 100 X). (D) Esquema de un quiste. Abreviaturas: a,
axonema; ci, citostoma; f, fibras; fa, flagelo anterior; fr, flagelo recurrente; n, ntcleo; va, vacuola alimenticia.

Ciclo biolégico

La infeccion se inicia con la ingestidon de los quistes por transmisién directa por via fecal-oral
o indirecta a través del agua, alimentos y utensilios contaminados con materia fecal o por habitos
de higiene insuficientes. En el intestino delgado, se produce el desenquistamiento y se libera un
trofozoito por quiste, que llega al intestino grueso, donde se reproducen asexualmente por fisiéon
binaria longitudinal. Finalmente se produce el enquistamiento por pérdida de agua en el lumen

intestinal y los quistes salen junto a las heces, reiniciandose el ciclo bioldgico (Fig. 2).

Figura 2. Ciclo de vida de Chilomastix mesnili.
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Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

Esta especie es no patdgena y no requiere terapia farmacolégica, sin embargo, a menudo co-
ocurre con otros parasitos que son patégenos. La prevencién es el unico medio para erradicar la
infeccion. Entre las practicas preventivas el consumo de agua segura, el lavado de manos (e.g.
después de ir al bafio y de estar en contacto con animales), la eliminacién adecuada de excretas
y la higiene de los alimentos que se consumen crudos, constituyen las medidas profilacticas mas

efectivas para prevenir la infeccion.

Epidemiologia

Es una especie de distribucion cosmopolita, mas frecuente en areas tropicales. Es indicadora
de contaminacion fecal y las formas vegetativas, presentes en heces liquidas o semiliquidas,
pueden ser muy resistentes y permanecer activas hasta 24 horas después de haber sido emiti-
das. La frecuencia en heces humanas es baja.

En la Argentina las prevalencias son bajas. En Buenos Aires, diferentes estudios reportaron
valores entre el 0,3% y 2,5% (Gamboa et al., 2014; Zonta et al., 2016; Cociancic et al., 2020;
Falcone et al., 2020). Asimismo, C. mesnili fue reportado en una prevalencia del orden del 0,9%
en Formosa (Zonta et al., 2019); 0,5% en Mendoza (Garraza et al., 2014); 3,0% en Salta (Navone
et al., 2017); 2,3% en Santiago del Estero (Periago et al., 2018); 0,5% en Misiones (Navone et
al., 2017) y en Tucuman vario entre el 2,0% y 5,6% (Dib et al., 2012, 2015).

Diagnéstico y observacion

El diagndstico en busqueda de trofozoitos y quistes incluye:

- examen directo en preparaciones humedas.

- examen a través de técnicas de enriquecimiento (e.g. concentracion por sedimentacion:
formol-acetato de etilo; y por flotacion: Willis: solucién saturada de cloruro de sodio/Sheather:
solucién sobresaturada de sacarosa).

- preparaciones temporarias con solucién de iodo (lugol).

- preparaciones permanentes con tincion de hematoxilina-eosina, tricromica.

- PCR convencional.

En los trofozoitos tefiidos con lugol se observa el citostoma con un flagelo interno (puede
confundirse con G. lamblia) y en los tefiidos con hematoxilina-eosina o tricromica se eviden-
cia un nucleo esférico en el extremo romo. A través de iluminacién por contraste de fases

pueden verse los tres flagelos anteriores, cuyo movimiento es en espiral y sobre su propio

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 44



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

eje. En los quistes tefiidos con lugol se observa el citoplasma homogéneo con un nucleo y
en los tefiidos con hematoxilina-eosina o tricromica se evidencia el citostoma.

Tanto los trofozoitos como los quistes de C. mesnili pueden confundirse con los de Retorta-
monas intestinalis, otro flagelado no patdgeno, que parasita el tracto digestivo del ser humano y
otros primates. Sin embargo, los trofozoitos de esta especie presentan un menor tamafio (entre
4 um a 9 um) y tiene dos flagelos, uno de los cuales se extiende anteriormente y el otro emerge
del surco citostémico y posteriormente. Por su parte, los quistes también son mas pequefios
(entre 3 um a 6 uym) y las fibrillas pericitostomaticas se disponen con un aspecto muy peculiar,

que recuerda el contorno de un pico de ave.
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CAPITULO 6
Enteromonas hominis (parasito intestinal no
patégeno)

Paola Cociancic y Graciela T. Navone

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Diplomonadida

Familia: Enteromonadidae

Enteromonas hominis es un flagelado no patégeno, parasito del intestino grueso. La preva-
lencia en Argentina es baja, sin embargo, su presencia no debe subestimarse debido a que se

trata de una especie indicadora de contaminacion fecal del ambiente.

Morfologia

Los trofozoitos miden usualmente 7-9 ym (variacién 4-10 ym). Tienen una forma oval, lige-
ramente piriforme, con el extremo posterior estrecho. Presentan un solo nucleo en posicién an-
terior con cariosoma central, tres flagelos cortos en la parte anterior con funcién de motilidad y
un flagelo recurrente a lo largo de un surco longitudinal en la parte posterior. No tienen citostoma
y el citoplasma tiene vacuolas con numerosas bacterias (Fig. 1 Ay B).

Los quistes miden usualmente 4-6 ym (variacién 4-10 ym) y mantienen su forma oval. Pue-
den presentar uno, dos o cuatro nucleos, aunque usualmente son binucleados con un nucleo en
cada extremo de la célula y cuando son maduros presentan un par de nucleos en cada polo. Sin
corpusculos medianos. El cariosoma es central, grande y comunmente esta rodeado por un area

clara, sin cromatina periférica. Es la forma infectiva y de resistencia (Fig. 1 C).
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Figura 1. Enteromonas hominis. (A) Esquema de un trofozoito. (B) Imagen de un trofozoito con hematoxi-
lina-hierro. Gentileza de DPDx, Centers for Disease Control and Prevention (https://www.cdc.gov/dpdx). (C)
Esquema de quistes. Abreviaturas: fa, flagelo anterior; fr, flagelo recurrente; n, nucleo; rf, restos flagelares;
va, vacuola alimenticia.

Ciclo biolégico

La infeccion se inicia con la ingestion de los quistes por transmision directa (via fecal-oral) o indi-
recta, a través del agua, alimentos y utensilios contaminados con materia fecal o por habitos de hi-
giene inadecuados. En el intestino delgado, se produce el desenquistamiento, liberandose los tro-
fozoitos que llegan al ciego. Alli, los trofozoitos se reproducen por fisidn binaria longitudinal, hasta
que se produce el enquistamiento con deshidratacion del contenido intestinal que generalmente se
produce en el intestino grueso, pero también puede ocurrir en las heces, fuera del hospedador. Luego,

los quistes infectivos son expulsados con las heces, reinicidndose el ciclo biologico (Fig. 2).

G*M

Figura 2. Ciclo de vida de Enteromonas hominis.
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Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

Al tratarse de un flagelado no patdégeno, no causa enfermedad en el hospedador y por lo
tanto, no se requiere indicar terapia farmacolégica. No obstante, su presencia indica contamina-
cion fecal del ambiente y en consecuencia, un riesgo para el hospedador frente a otros patégenos

que comparten la misma via de infeccion.

Epidemiologia

Es una especie de distribucion cosmopolita y generalmente, se la encuentra en baja preva-
lencia (< al 1%). Como es indicado también para otras especies parasitas, las medidas de pre-
vencion (e.g. consumo de agua potable, eliminacion adecuada de excretas, lavado de manos
frecuente, lavado de frutas y verduras) cobran vital importancia en la disminucién de la transmi-
sion de la infeccion. Los estudios mas recientes realizados en Argentina, reportaron una preva-
lencia de 2,2% en poblaciones de Buenos Aires, y menor de 1% en poblaciones de Entre Rios,
Misiones y Chubut (Navone et al., 2017; Cociancic et al., 2021). A pesar de los bajos valores
observados o la ausencia en algunas poblaciones estudiadas en el pais (Rivero et al., 2017;
Periago et al., 2018; Zonta et al., 2019), esta especie no debe subestimarse debido a que se trata
de una especie parasita indicadora de contaminacion fecal que comparte la misma via de infec-
cion (fecal-oral) que otras especies parasitas patdégenas (e.g. Giardia lamblia) y de mayor preva-
lencia en Argentina.

Puede hallarse también en monos, roedores y cerdos.

Diagnéstico y observacion

El diagndstico en busqueda de trofozoitos y quistes incluye:

-examen directo en preparaciones humedas.

-examen a través de técnicas de sedimentacion (formol-acetato de etilo), flotacion (Willis con
solucién saturada de cloruro de sodio y Sheather con solucién sobresaturada de sacarosa).

-preparaciones temporarias con solucién de iodo (lugol).

-preparaciones permanentes con tincion de hematoxilina-hierro, tricromica.

En las preparaciones humedas, los trofozoitos presentan motilidad "espasmadica” lenta y di-
reccional debido a sus tres flagelos anteriores. Los quistes son similares a los de Endolimax nana
pero pueden diferenciarse de éstos porque son mas pequefos, los cuatro nicleos siempre estan
dispuestos de a pares en cada extremo y a menudo se observa un halo rodeando al quiste que

se visualiza lateralmente.
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En preparaciones tefidas permanentes, se distinguen los nucleos, pero los flagelos de los
trofozoitos son apenas visibles debido a una afinidad inconsistente por la tincion.
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CAPITULO 7
Giardia lamblia/G. duodenalis/G. intestinalis
(parasito intestinal patégeno)

M. Lorena Zonta, Andrea Servian y Graciela T. Navone

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Diplomonadida

Familia: Diplomonadidae

Giardia lamblia, también conocida como G. duodenalis o G. intestinalis, es un protozoo enté-
rico patdgeno que infecta a humanos, animales domésticos y silvestres en todo el mundo. Es el
principal agente etiolégico de la diarrea no viral en humanos y otros mamiferos, enfermedad
conocida con el nombre de giardiosis. Habita y se reproduce en la parte superior del intestino
delgado (duodeno) adherido al epitelio intestinal con un prominente disco adhesivo ventral. Aun-
que tiene una distribucion cosmopolita, G. lamblia es mas frecuente en paises en desarrollo
donde la sanidad es deficiente. Debe tenerse en cuenta también, que la giardiosis puede ser
confundida con la enfermedad celiaca y en algunos casos se indica una biopsia duodenal para

obtener un diagndstico diferencial.

Morfologia

Los trofozoitos presentan forma piriforme, con dos axonemas que le otorgan la simetria
bilateral; dos cuerpos curvos de forma cilindrica llamados “cuerpos medianos” situados en la
porcidn posterior y transversal en el citoplasma. Estos cuerpos son exclusivos del género y
también se los suele llamar "cuerpos parabasales, cinetoplastos o cuerpos cromatoides",
aunque no son lo mismo. Su funcién es incierta, si bien se ha sugerido que pueden funcionar
como estructuras de sostén o estar involucrados en el metabolismo energético. Poseen dos

nucleos con cariosoma (= endosoma) grande y de posicidn central sin cromatina periférica.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 51



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

Los trofozoitos estan aplanados dorsoventralmente y son convexos en la superficie dorsal.
La superficie ventral aplanada tiene un disco adhesivo bilobulado céncavo, que en realidad
es una estructura rigida, reforzada por microtubulos y cintas fibrosas, rodeadas por un borde
de citoplasma estriado, probablemente con funcidn contractil y flexible, que le ayuda a adhe-
rirse al epitelio mucoso intestinal. Poseen ocho flagelos (dos anterolaterales, dos posterola-
terales, dos ventrales y dos caudales), todos dirigidos posteriormente, con una porcion cito-
plasmica y otra libre, cuya funcién es la motilidad del trofozoito. Cada flagelo se origina en
un cinetosoma y su movimiento solo es visible en el trofozoito vivo. Si bien no hay axostilo,
se observa una estructura formada por los axonemas intracitoplasmaticos de los flagelos
ventrales y grupos asociados de microtubulos. Tampoco hay cuerpos de Golgi, lisosomas ni
reticulo endoplasmico liso. Carecen de mitocondrias, pero poseen mitosomas®. El tamafio
varia entre 10-20 um, y el promedio es entre 12-15 ym. El trofozoito es la forma patdégena y
se destruye rapidamente en el ambiente (Fig. 1).

Los quistes tienen forma ovalada o eliptica. Aquellos que son inmaduros presentan dos nu-
cleos y los quistes maduros cuatro y restos flagelares. Los cuerpos medianos estan duplicados
con respecto al trofozoito. El tamafio varia entre 8-19 pm y el promedio es entre 10-12 pym. El

quiste es la forma infectante (Fig. 2).
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Figura 1. Giardia lamblia. (A) Imagen de un trofozoito con tincién tricromica. Gentileza de DPDx,
Centers for Disease Control and Prevention (https.//www.cdc.gov/dpdx). (B) Imagen de un trofozoito
sin tenir. (Objetivo 40 X). (C) Esquema de un trofozoito. Abreviaturas: cin, cinetosomas; cm, cuerpos
medianos; dv, disco ventral; fa, flagelos anteriores; fc, flagelos caudales; fp, flagelos posteriores; fv,
flagelos ventrales; n, nucleo.

5 EI mitosoma es una organela citoplasmatica presente en algunos organismos eucariotas, generalmente anaerobios o
microaerofilicos, que carecen de mitocondrias, como Entamoeba histolyticay Trichomonas vaginalis.
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B C. age D

Figura 2. Giardia lamblia. (A) Imagen de un quiste sin tefiir (Objetivo 40 X). (B) Imagen de un quiste con
solucion de lugol. (C) Imagen de un quiste con tincion tricromica. (B) y (C) Gentileza de DPDx, Centers for
Disease Control and Prevention (https://www.cdc.qgov/dpdx). (D) Esquema de un quiste. Abreviaturas: cm,
cuerpos medianos; n, nucleo; pq, pared del quiste; rf, restos flagelares.

Caracterizacion molecular

Los aislamientos de Giardia lamblia de diferentes especies hospedadoras no pueden ser
distinguidos por su morfologia, pero el estudio de diferentes marcadores moleculares ha per-
mitido identificar una gran diversidad genémica en esta especie. Se determind que dicha
diversidad genética se organiza en grupos denominados ensamblajes o genotipos. Estos
ensamblajes se identifican en base al analisis de secuencia de loci genéticos” conservados.
Actualmente, se reconocen ocho ensamblajes designados de la A a la H. Los ensamblajes
Ay B son los mas generalistas en cuanto a las especies hospedadoras que parasitan, desde
humanos hasta perros, gatos, ganado vacuno y otros mamiferos silvestres. El ensamblaje A,
que esta constituido a su vez de los subgrupos Al y All, y el ensamblaje B, con los subgrupos
Blll y BIV, son los unicos que infectan humanos. Los ensamblajes C y D han sido encontrados
en perros, mientras que el E en mamiferos ungulados, el F en gatos y el G en roedores. Por
su parte, el ensamblaje H esta asociado a infecciones de animales marinos (Lasek-Nessel-
quist et al., 2010).

7 El término loci genético refiere a lugares especificos del cromosoma donde esta localizado un gen u otra secuencia de ADN.
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Ciclo biolégico

Los quistes infectivos son expulsados junto con las heces. Al ser ingeridos por un hospedador
susceptible (hombre y otros mamiferos), llegan al duodeno donde se disuelve la pared quistica,
dando lugar a un organismo tetranucleado que se divide inmediatamente en dos trofozoitos bi-
nucleados, los cuales viven adheridos a las microvellosidades intestinales por medio de los dis-
cos adhesivos. Alli, se reproducen por fisidn binaria longitudinal hasta que el contenido intestinal
inicia el proceso de deshidratacion, momento en el que comienza el enquistamiento del tro-
fozoito. De esta manera, pierde los flagelos, adquiere forma ovalada, se rodea de una pared
quistica y finalmente se produce una cariocinesis de los dos nicleos que pasan a ser cuatro y le
confieren al quiste el estado de madurez, para liberarse al ambiente con las heces, cerrando asi
el ciclo vital. Los trofozoitos también pueden ser eliminados con la materia fecal, en general en
heces diarreicas, pero no resisten las condiciones ambientales por fuera del hospedador. Los
quistes expulsados ya son infectantes, aunque no resisten la desecacién ni temperaturas por
encima de los 50°C. Sin embargo, en un suelo sombrio los quistes son viables por mas de tres
meses. Con respecto al agua son resistentes a la cloracion y a la filtracién en las plantas potabi-
lizadoras por su flexibilidad, no asi a la floculacion. Se mantienen viables por encima de los dos

meses. Los reservorios animales son importantes para la infeccién en el ser humano.

N
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Figura 3. Ciclo de vida de Giardia lamblia.
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Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

La adhesion de G. lamblia a las microvellosidades de la mucosa intestinal provoca irritacion
mecanica y malabsorcién de grasas, vitamina A y B12 y azlcares. En las infecciones sintomati-
cas las heces son diarreicas, acuosas, amarillentas, esteatorreicas (con abundantes grasas). En
los pacientes con infeccion intensa se pueden presentar dolor abdominal, flatulencias, vomitos y
pérdida de peso. Aproximadamente el 50% de las infecciones leves pueden cursar en forma
asintoméatica. La mayoria de las infecciones sintomaticas son autolimitadas en duracion; espe-
cialmente en adultos, sin embargo, algunas personas pueden experimentar una reaparicion de
los sintomas o desarrollar complicaciones a largo plazo. El periodo de incubacion es de 3-25 dias
(mediana 7-10 dias). Una persona con giardiosis puede eliminar 900 millones de quistes/dia.

La patologia se presenta mas en lactantes, nifilos e inmunocomprometidos. En los nifios no
es una enfermedad autolimitada, tiende a la cronicidad, pudiendo afectar el crecimiento y estado
nutricional por cuanto provoca retardo (retraso) lineal del crecimiento. La infeccion crénica evo-
luciona con malestar, lasitud, dolor abdominal difuso, malestar relacionado con la ingesta, y a
veces, cefalea. Alternan periodos de diarrea con otros de constipacion o habitos normales. El
sindrome de malabsorcion (proteinas, lactosa, vitaminas A y B12) es una complicacion.

En la leche materna se han aislado elementos antimicrobianos (lisozimas, IgA, interferones y
leucocitos) que tendrian accion toxica sobre los trofozoitos de G. lamblia.

La capa de moco del intestino tiene un efecto protector importante, asi como una motilidad
intestinal importante otorga cierta resistencia a la infeccion.

Uno de los mecanismos que utiliza Giardia sp. para evadir la respuesta inmune del hospeda-
dor es la variacion de sus antigenos de superficie. Esto es posible debido a que cada trofozoito
expresa una sola proteina variable de superficie (VSP), pero frente a la respuesta del hospedador
produce el recambio de las VSP, evadiendo el ataque inmunolégico y causando infecciones cré-
nicas y/o recurrentes. Investigadores de la Universidad de Cérdoba investigaron el mecanismo
involucrado en este proceso que logré dilucidar la expresién simultanea en la superficie de Giar-
dia sp. de varias o todas las VSPs codificadas en el genoma del parasito. El trabajo desarrollado
concluyd en la primera vacuna efectiva generada contra un protozoo y la primera vacuna oral
compuesta solo de proteinas solubles (Carranza y Lujan, 2010; Serradell et al., 2016).

La quinacrina (analogo sintético de la quinina) y el albendazol son las drogas de mayor efectividad.

Aungue también se recomiendan el metronidazol, el tinidazol, la nitazoxanida y la furazolidona.

Epidemiologia

Se trata de una especie de distribucién cosmopolita, pero es mas frecuente en regiones con
climas calidos y en los paises en desarrollo. Se han descrito mas de 40 especies de Giardia,
pero solo cinco se consideran validas: G. duodenalis (= intestinalis; = lamblia) y G. muris de

mamiferos, G. ardeae y G. psittaci de aves y G. agilis de anfibios.
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La prevalencia de la giardiosis varia entre el 1% y el 60% segun la region. En paises en
desarrollo la prevalencia podria estar subestimada, pero oscila entre el 10% y el 50%, siendo la
poblacion infantil la mas afectada. En los paises desarrollados, varia entre el 2% y el 5%, y los
nifos de guarderias y residentes de hogares de ancianos constituyen las poblaciones de mayor
riesgo (Quispe Gutiérrez, 2017). Estudios llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo en dife-
rentes poblaciones de provincias argentinas (Buenos Aires, Chubut, Corrientes, Entre Rios, For-
mosa, La Pampa, Mendoza, Misiones y Salta) muestran que las prevalencias de infeccion de G.
lamblia varian entre 6,3%-37,7%, presentandose los mayores porcentajes en las provincias del
norte argentino, menores valores en el sur y valores intermedios en el centro (Navone et al.,
2017; Zonta et al., 2019; Cociancic et al., 2021). En nuestra regién, los valores de prevalencia
fluctian entre 17,6%-24% en poblaciones del periurbano productivo y no productivo del Partido
de La Plata (Zonta et al., 2016; Cociancic et al., 2020; Falcone et al., 2020). En otras poblaciones
de las provincias de Cérdoba, Misiones y Tucuman, se reportaron valores de prevalencia entre
el 25%-29% (Bracciaforte et al., 2010; Dib et al., 2015; Rivero et al., 2017).

La infeccién por Giardia sp. esta directamente relacionada con las condiciones sanitarias y
socioeconomicas deficientes de cada poblacion. Con frecuencia se producen brotes por conta-
minacion del agua. De esta manera, es importante resaltar el tratamiento adecuado del agua, ya
sea por ebullicion, por filtracion, desinfeccion quimica por cloracién u ozonacién, como los méto-
dos mas eficaces para evitar la propagacién de esta especie.

Su incidencia es mayor en nifios debido a su predisposicién a ingerir alimentos o liquidos
infectados. Se estima que unos 280 millones de seres humanos son infectados anualmente por
este parasito. Es una parasitosis reemergente y potencialmente zoonética. Numerosos animales,
incluyendo castores, perros, gatos y ovejas, actuarian como reservorios.

El estudio de la posible transmisién zoonética de la giardiosis se ha profundizado con el em-
pleo de herramientas de diagndstico molecular que permiten identificar los genotipos asociados.
Hasta ahora, sélo los ensamblajes A y B han sido definitivamente asociados con infecciones
humanas. Como ambos conjuntos A y B también infectan a los animales, se sospecha que la
transmision zoondtica desempefia un papel en la epidemiologia de la giardiosis humana (Sugi-
yama et al., 2013).

Aunque el ensamblaje A es considerado el genotipo mas importante de esta especie involu-
crado en la infeccidn zoonética, los datos de genotipificacion obtenidos hasta ahora no apoyan
ocurrencia generalizada de transmision zoonética. Los dos subtipos mas comunes de ensam-
blaje A, A-l 'y A-ll, difieren significativamente en la preferencia de la especie hospedadora. La
mayoria de los humanos estan infectados con A-Il, por el contrario, los animales estan mayorita-
riamente infectados con A-l, aunque hay excepciones a esta observacién (Xiao & Fayer, 2008).

Existen pocos estudios que reportan la identificacién de los genotipos de Giardia lamblia en

Argentina. Dos estudios, llevados a cabo en La Plata y General Mansilla de la provincia de
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Buenos Aires, identificaron el ensamblaje B como el mas prevalente en individuos polisintoma-
ticos® con diarrea y el ensamblaje All, con baja prevalencia en personas oligosintomaticas® sin
diarrea. En las provincias de Mendoza y Chaco también se identificaron los genotipos B y el
genotipo All, siendo el B el mas prevalente (Minvielle et al., 2007; Molina et al., 2011). En estos
estudios, solo la fuente de agua doméstica parecia afectar la frecuencia relativa de los genoti-
pos. De hecho, las personas con acceso a agua de pozo presentaban principalmente el geno-
tipo B. Estudios preliminares llevados a cabo por nuestro equipo de trabajo muestran también
la presencia de los genotipos A y B en muestras humanas de las regiones de La Plata, el
conurbano bonaerense y zonas rurales de la provincia de Misiones y se analizan las asocia-
ciones significativas entre los genotipos y las variables ambientales y socio-culturales evalua-
das, como la calidad de la vivienda, las condiciones de saneamiento y el hacinamiento (A Ser-

vian, comunicacion personal, abril 2021).

Diagnéstico y observacion

El diagndstico en busqueda de trofozoitos y quistes incluye:

- examen directo en preparaciones humedas.

- examen a través de técnicas de enriquecimiento (e.g. concentracién por sedimentacion:
formol-acetato de etilo; y por flotacién: Willis: solucién saturada de cloruro de sodio/ Sheather:
solucién sobresaturada de sacarosa).

- preparaciones temporarias con solucién de iodo (lugol).

- preparaciones permanentes con tincion de hematoxilina-férrica, tricrémica.

- en ciertos casos es recomendable el examen del liquido duodenal y técnicas indirectas
de ELISA.

- la reaccion de PCR es importante para estudios de fuentes de contaminacién, a través

de la identificacidon de los diferentes genotipos.

Es comun que los quistes se observen mas frecuentemente en heces formes en fresco o
concentradas, o en frotis tefiidos. Pueden observarse retraidos parcial o totalmente, con un halo
entre la membrana externa y el citoplasma en especial en muestras conservadas con formol.
Cuando se los observan sin distorsiones, se pueden observar los cuatro nucleos, restos de axo-
nemas y flagelos y los cuatro cuerpos medianos. Los trofozoitos son comunes de observar en
preparaciones humedas y en las heces diarreicas acuosas o blandas. En las preparaciones en

fresco es posible observar el movimiento de los trofozoitos semejante al de “una hoja que cae”.

8 En este contexto, polisintomaticos refiere a individuos portadores de muchos de los sintomas que se relevaron en el
estudio, como ser pérdida de apetito, dolor abdominal, trastornos del suefio, debilidad y vémitos.

% En este contexto, oligosintomaticos refiere a individuos con pocos sintomas respecto de los relevados en el estudio,
como ser solo debilidad y pérdida de peso.
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Los métodos basados en PCR permiten identificar los ensamblajes presentes en muestras
clinicas y muestras de agua y alimentos. Estos métodos presentan una mayor sensibilidad de
deteccion que la microscopia, lo que los hace aplicables para detectar un nimero reducido de
quistes de Giardia en muestras de heces, agua y alimentos.

Las herramientas moleculares empleadas para la deteccidon de Giardia en muestras clinicas
y ambientales varian en el gen o genes utilizados, entre ellos, el gen de la subunidad menor del
ARN ribosomal (ARNr SSU), el gen de la triosa fosfato deshidrogenasa (TPI) y la betagiardina
(B-giardina) son los mas utilizados. Las técnicas de amplificacion empleadas van desde una PCR
convencional, PCR anidada, fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLP) y secuen-
ciacién. El gen de ARNr se usa tradicionalmente para la definicion de especies y ensamblajes,
mientras que el gen TPI, cuyo locus es mas variable, se utiliza con frecuencia para subtipificar
muestras clinicas, y el locus GDH, con una tasa de sustitucién intermedia entre ellos, tiene un

amplio espectro de aplicacion (Wielinga et al., 2007).
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CAPITULO 8
Leishmania infantum

Andrea Dellarupe, J. Octavio Estévez y Diego F. Eiras

Las leishmaniasis pertenecen a un grupo de enfermedades parasitarias, causadas por diferen-
tes especies de protozoos flagelados del género Leishmania, que son morfolégicamente indistin-
guibles por observacion directa (Cavalier-Smith, 1998; Alvar et al., 2004). El género Leishmania fue
descripto simultaneamente por Charles Donovan y William Leishman a partir de biopsias viscerales
y cutaneas en pacientes enfermos de la India, y en conmemoracién se le otorga el nombre de
Leishmania donovani al complejo de especies que conforman el género y Leishmaniosis Visceral
(LV) o Kala-azar (del sanscrito: Kala “negra, impura” y azar “fiebre”) a la enfermedad. A nivel mun-
dial, la principal especie implicada en producir Leishmaniosis canina (LC) y LV en el hombre es

Leishmania infantum (Syn. L. infantum chagasi) (Ross, 1903; Alvar et al., 2004).

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastida

Familia: Trypanosomatidae

Morfologia

Los flagelados del género Leishmania presentan dos estadios diferentes: amastigotes y pro-
mastigotes. Los amastigotes son intracelulares y se corresponden con pequefas formas ovoi-
des o esferoidales que miden entre 2,5-5 um, que no poseen flagelo y contienen un nucleo esfé-
rico excéntrico y voluminoso y un kinetoplasto préximo al nucleo de aspecto bacilar (Fig. 1 A).
Las formas promastigotas son fusiformes entre 14-20 um, poseen un flagelo largo y libre en la
region anterior que le permite movilidad, y contiene en su interior un nucleo ovalado situado en

la region central y un kinetoplasto bastoniforme (Fig. 1 B).

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 61



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

Mitocondria
Aparato de Golgi

,,,-——“’"'"

Flagelo Kinetoplasto

Nucleo

B

Nacleo

Aparato de Goigi\\' /
i)

Kinetoplasto

//

Miiocondri;

Flagelo

Figura 1. Esquema morfolégico de las formas evolutivas de Leishmania infantum.
(A) amastigote. (B) promastigote.

Ciclo biolégico

El ciclo de L. infantum es asexual y heteroxeno ya que interviene un hospedador vertebrado
(caninos, roedores, incluso el hombre, entre otros) y un vector (invertebrado), cambiando su
morfologia de acuerdo con el hospedador donde se encuentre. En los vertebrados se encuen-
tran las formas amastigotes intracelulares y en los invertebrados los promastigotes extracelu-
lares (Killick—Kendrick, 1990). El parasito es transmitido por hembras de alrededor de 93 es-
pecies de dipteros fleb6tomos del género Lutzomyia en América y del género Phlebotomus en
Africa, Asia y Europa (WHO, 2010). En América Latina se ha descripto a Lutzomyia longipalpis
como el principal vector para la transmision de L. infantum (Salomon et al., 2001). Lutzomyia
longipalpis se infecta durante su alimentacion, al picar a un individuo parasitado, momento en
el que ingiere células que contienen amastigotes en su interior. En el tubo digestivo del flebo-
tomo ocurre la metaciclogénesis, proceso en el que los amastigotes se transforman en pro-
mastigotes prociclicos, se multiplican por fisién binaria y alcanzan la capacidad infectante en
la proximidad de la probéscide como promastigotes metaciclicos, quedando asi dispuestos

para ser inoculados en la piel de otro hospedador. Una vez que los promastigotes metaciclicos

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 62



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

de L. infantum alcanzan los capilares cutaneos del nuevo hospedador, son fagocitados por
macrofagos tisulares y células dendriticas, y alojados dentro de una vacuola parasitéfora donde
se transforman en amastigotes y se multiplican de manera intracelular en varios érganos y

tejidos del hospedador vertebrado (Fig. 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania infantum.

Respuesta inmune

La progresion de la enfermedad esta ligada a la virulencia del parasito, la dosis infectante
inoculada por el vector y las condiciones inmunolégicas del hospedador infectado (Alvar et al.,
2004). Existen factores como determinadas moléculas con propiedades vasodilatadoras, anti-
coagulantes, inmunosupresoras y antiagregantes plaquetarias presentes en la saliva del vector
(como el Maxadilan), que contribuyen a generar un escenario local en el sitio de la picadura
propicio para favorecer la virulencia del parasito.

El parasito tiene la capacidad de evadir la respuesta inmune y multiplicarse activamente por
fision binaria en grandes grupos de amastigotes hasta que las células estallan, se liberan y ad-
quieren la capacidad de infectar nuevas células alcanzado otros 6rganos del sistema linfo-hema-
topoyético como la médula ésea, linfonédulos, bazo e higado entre otros (Antoine et al., 1990;
Baneth et al., 2008).

La respuesta inmune puede ser muy variable al igual que las manifestaciones clinicas, que
van desde la forma subclinica autolimitante hasta una enfermedad grave y mortal (Solano Ga-
llego et al., 2009). La respuesta inmune innata comienza cuando el parasito ingresa a traves de

la epidermis mediante la picadura del fleb6tomo, momento en que se produce una respuesta
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inflamatoria local que puede pasar desapercibida o provocar una intensa reaccion cutanea gra-
nulomatosa o “chancro”, estimulando localmente la quimiotaxis celular de polimorfonucleares y
monocitos y la activacion del sistema del complemento, que intentaran neutralizar la infeccion
durante las primeras horas (Teixeira et al., 2006). Cuando la respuesta inmune innata resulta
exitosa puede eliminarse hasta el 80% de los promastigotes marcando la diferencia entre la re-
sistencia y la diseminacién parasitaria (Ferrer, 2002). Sin embargo, cuando la respuesta innata
no ha sido suficiente, la infeccion se establece y los parasitos alcanzan la via linfatica y hematé-
gena para llegar a los nédulos linfaticos, bazo, médula ésea y otros 6rganos (Molyneux &
Ashford, 1983).

Por su parte la respuesta inmune adaptativa de tipo Th1 es la mas adecuada y efectiva, donde
los linfocitos T CD4+ sintetizan fundamentalmente Interferén-y (IFN-y) que activa a los macroéfa-
gos responsable de la muerte de los patégenos de vida endocelular obligada como en este caso.
Ademas de la respuesta de tipo Th1, se activan también los Linfocitos T CD8+ o citotdxicos que
pueden eliminar células infectadas. Si prevalece la respuesta inmune celular los caninos infecta-
dos pueden frenar el avance de la enfermedad clinica y permanecer asintomaticos por largos
periodos de tiempo (Gongalves et al., 2019).

Por otro lado la respuesta inmune humoral estda mediada por citoquinas (IL-10, 4, 13 y 21)
secretadas por los L Th2 y folicular, que intervienen en la regulacién negativa y depresion de la
respuesta celular Th1, y a su vez promueven la activacion de los linfocitos B y la sintesis de
anticuerpos especificos incapaces de actuar contra el parasito de ubicacién intracelular, pero
tienen un papel relevante como opsoninas o anticuerpos neutralizantes en los momentos que se
encuentran fuera de las células. La sintomatologia caracteristica de LC se debe en gran parte al
depdsito de inmunocomplejos generados en exceso durante este tipo de respuesta inmune y a

la inmunosupresion (Alvar et al., 2004; Koutinas & Koutinas, 2014).

Patogenicidad y sintomatologia

Los estudios poblacionales muestran que en la mayoria de los perros infectados no hay ma-
nifestaciones clinicas. Esto se debe a que, en general, hay una tasa de multiplicacién de amas-
tigotes muy baja debido al predominio de la respuesta inmune de tipo celular y con bajos niveles
de anticuerpos circulantes. Se estima que alrededor del 90% de los caninos infectados son “asin-
tomaticos” debido al desarrollo de respuestas inmunolégicas adecuadas, manteniéndolos libres
de enfermedad durante mucho tiempo e incluso por afos (Solano-Gallego et al., 2011), por lo
que infeccién no es sindnimo de enfermedad clinica, algo importante para tener en cuenta du-
rante el proceso diagndstico (Baneth et al., 2008).

Los perros sintomaticos suelen tener elevados niveles de anticuerpos debido al predominio
de respuesta inmune humoral sobre la respuesta celular. Los signos dermatolégicos son muy
frecuentes, entre ellos la principal manifestacion es la dermatitis exfoliativa no pruriginosa con o

sin alopecia, dermatitis nodulares, papulares, pustulosas y ulcerativas en uniones mucocutaneas

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 64



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

como 0jos, nariz, labios y genitales (Baneth et al., 2008). Un signo clinico tardio y de caracter
cronico es la onicogrifosis 0 excesivo crecimiento de las ufias promovido por la ubicacién del
parasito en la matriz ungueal (Koutinas et al., 2010).

La linfadenomegalia esta presente en los caninos sintomaticos y es el segundo signo clinico
mas frecuente debido a la hipertrofia cortical y medular en respuesta a la infeccion (Baneth et al.,
2008). También se pueden observar con frecuencia lesiones oculares y perioculares, como uvei-
tis anterior, blefaritis, queratoconjuntivitis comun o seca y en menor medida -de acuerdo con la
progresion de la enfermedad- hemorragias retinianas, iridociclitis, coriorretinitis, uveitis posterior,
glaucoma, desprendimiento de retina y ceguera (Baneth et al., 2008). La anemia y la palidez de
las mucosas se presentan como consecuencia de la epistaxis, hematuria y diarrea hemorragica,
mientras que la caquexia, emaciacion y atrofia muscular son comunes debido a la polimiositis
cronica (Ciaramella et al., 2005). También son muy frecuentes los trastornos renales con insufi-
ciencia renal crénica en estadios avanzados siendo la principal causa de muerte en los caninos
(Cortadellas et al., 2006; Costa et al., 2013). La anemia que suele ser un hallazgo relativamente
frecuente en esta enfermedad; puede ser debida tanto a problemas de pérdida de eritrocitos, por
epistaxis, melena, hematoquecia, entre otros, asi como a trastornos vinculados a la hemopoyesis
como consecuencia de procesos inmunes responsables de mielosupresion o también (especial-
mente en procesos de larga data) a cuadros de insuficiencia renal crénica. En aquellos casos de
anemias severas, siempre se debe tener en cuenta la posibilidad de comorbilidades que puedan
contribuir a esta situacion (e.g. ancylostomiasis, ehrlichiosis, entre otras).

Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes pero que también se presentan en ocasio-
nes como un verdadero desafio para el clinico, son los trastornos neuroldgicos (ataxia, paresia,

paralisis, convulsiones) y osteoarticulares (artritis, sinovitis, osteomielitis) (Oliva, 2016).

Epidemiologia

Actualmente a nivel mundial la leishmaniasis se encuentra entre las 10 enfermedades tropi-
cales desatendidas con mas de 12 millones de personas infectadas y entre 20.000 y 30.000
muertes al afio. Los paises que concentran el mayor numero de casos de LV son India, Sudan
del Sur, Sudan, Brasil, Etiopia y Somalia.

En el continente americano se han identificado 15 de las 22 especies de Leishmania pat6-
genas para el hombre y cerca de 54 especies diferentes de vectores que estarian potencialmente
involucrados en la transmisién. La LC es endémica en 18 de paises de América: Colombia, Costa
Rica, Brasil, Argentina, Ecuador, Venezuela, Bolivia, Peru, Paraguay, El Salvador, Honduras,
Nicaragua, Panama, Guyana, Surinam, Guatemala, Guyana Francesa y México y la LV en 13
paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Mé-
xico, Paraguay, Nicaragua, Venezuela y Uruguay (https://iris.paho.org/handle/10665.2/53089).

En nuestro pais el agente de la leishmaniosis canina L. infantum chagasi, produce una zoo-

nosis parasitaria de importancia especialmente en el noreste, considerada zona endémica que
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se corresponde con la transmision vectorial y actualmente en expansion (Marconde et al., 2019).
Los primeros casos fueron diagnosticados en la ciudad de Posadas, Misiones, en el afio 2006
(Salomon et al., 2008), pero actualmente se ha reportado en Misiones, Corrientes, Chaco, Entre

Rios, Santiago del Estero y Salta; y de forma aislada en Jujuy y Tucuman (https://bancos.sa-

lud.gob.ar/sites/default/files/2021-01/leishmaniasis-visceral diptico.pdf).

Debido a la migracion desde areas endémicas y a los mecanismos de transmisién no vectorial
que posee el parasito (via genital, transfusional y transplacentaria), puede darse el diagnéstico
de LC y también casos humanos en areas no endémicas, aunque el 27% de los casos de LC se

presentan en zonas fronterizas (https://bancos.salud.gob.ar/sites/default/files/2021-01/leishma-

niasis-visceral diptico.pdf).

Diagnéstico y observacion

En el perro la obtencién de un diagnéstico certero es complejo. Lo importante es tener pre-
sente cual o cuales son los animales sospechosos de infeccion. Un perro puede tener esta con-
dicion por varios motivos: presencia de manifestaciones clinicas y/o alteraciones clinico-patolo-
gicas compatibles, vivir en una regiéon endémica, convivir con animales infectados o vivir en la
calle, tener antecedentes de haber estado en zonas de transmision vectorial, haber tenido con-
tacto genital con un animal infectado, haber nacido de madre infectada o haber recibido sangre
de origen dudoso. Una vez que un perro es considerado sospechoso de infeccién por uno o mas
de estos criterios, debera ser evaluado cuidadosamente con métodos de deteccidn directa (es-
tudios parasitoldgicos), seroldgicos y/o moleculares a fin de establecer el diagndstico acertado.
Dentro de los métodos directos, la citologia de médula ésea, nédulos linfaticos, piel o bazo es la
técnica mas frecuentemente utilizada para la deteccidon de amastigotes intracelulares o libres, en
los extendidos coloreados. Las técnicas serolégicas para la deteccion de anticuerpos pueden ser
cualitativas (técnicas de diagnéstico rapido por inmunocromatografia o DOT-ELISA) o cuantitati-

vas (Inmunofluorescencia indirecta o ELISA).

Métodos directos de diagnéstico

Citologia

La citologia consiste en la identificacion de los parasitos a partir de muestras citoldgicas, ras-
pados e improntas de lesiones cutaneas, aspirados de linfonédulos o médula ésea, bazo y/o
nodulos cutaneos. Lo que se observa al microscopio Optico en muestras positivas son los amas-
tigotes libres o dentro de macrofagos con su morfologia caracteristica, ya que tienen afinidad por
tinciones habituales como May-Grunwald Giemsa y Diff-Quick. Como ventajas de este método

se puede mencionar el bajo costo, la simple y rapida obtencién de la muestra, y la elevada es-
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pecificidad cercana al 100%, ya que con la sola presencia de un amastigote se confirma la infec-
cion. Sin embargo, la sensibilidad varia de 17 a 83% siendo mayor en caninos que presentan

sintomatologia ya que suelen tener una mayor carga parasitaria (Moreira et al., 2007).

Histopatologia e Inmunohistoquimica (HP e IHQ)

La HP tiene como ventaja que permite descartar otros procesos patologicos o inferir la pre-
sencia de infeccion por Leishmania a través de infiltrados celulares caracteristicos (Koutinas &
Koutinas, 2014), y como desventaja que requiere de muestras obtenidas de manera invasiva.

La IHQ es una técnica mas compleja, costosa y especifica ya que colorea y destaca la pre-
sencia de parasitos aumentando la sensibilidad en casos donde la carga parasitaria es baja (Mo-
reira et al., 2007).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La técnica de PCR permite amplificar ADN de Leishmania spp. presente en diferentes tipos
de muestras (médula ésea, linfonédulos, piel, sangre, hisopado conjuntival, oral, nasal, etc.).
Esta técnica tiene una alta sensibilidad y especificidad, pudiendo detectar infeccion de manera
precoz (Coura-Vital et al., 2011). La PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) es utilizada prin-
cipalmente para el diagndstico y seguimiento post tratamiento ya que cuantifica la carga para-
sitaria en muestras de diferentes origenes (Pennisi et al., 2005). Es importante destacar que
hay una diferencia importante de sensibilidad en esta técnica de acuerdo con el material estu-
diado, siendo la piel, los tejidos linfaticos y la médula ésea los materiales méas confiables com-
parados por ejemplo con muestras como sangre (de Almeida Ferreira et al., 2012; Hernandez
et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

Aislamiento y cultivo

El cultivo en lineas celulares de Leishmania spp. tiene una especificidad cercana al 100%,
mientras que la sensibilidad varia segun la carga parasitaria de las muestras procesadas. Sin
embargo, no es un método utilizado de rutina ya que se necesitan instalaciones especiales y
requieren de periodos prolongados para determinar que la muestra es negativa, por lo que se

utiliza principalmente con fines de investigacion (Maia & Campino, 2008).

Métodos indirectos de diagndstico

Enzimoinmunoensayo (ELISA)

El ELISA es una técnica seroldgica cuantitativa que utiliza diferentes antigenos como: pro-
mastigotes o amastigotes completos o extractos solubles, proteinas recombinantes (rK39) o pro-
teinas purificadas (Solano-Gallego et al., 2014). La sensibilidad oscila entre 80%-99,5% vy la es-
pecificidad 81%-100 % (Marcondes et al., 2011). Existen diferentes tipos de ELISAs y tienen

como ventaja que se pueden procesar varios sueros de manera simultanea.
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Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Es un método de diagndstico considerado de referencia por la organizacion mundial de la
salud animal (OIE) por su alta sensibilidad y especificidad. Se clasifica como indirecta y cuanti-
tativa porque detecta titulos de anticuerpos anti-Leishmania presentes en el suero y es la técnica
serolégica mas aplicada en paises endémicos para todos los tipos de leishmaniasis (Solano-
Gallego et al., 2014).

Como ventajas de esta técnica se destaca su capacidad de cuantificar titulos altos, inter-
medios o bajos de anticuerpos anti-Leishmania tanto en individuos sanos como enfermos (Al-
var et al., 2004).

Como desventaja de la IFl se puede mencionar la posible reaccién cruzada con otros proto-
z00s, razén por la cual se deben considerar positivos los titulos de anticuerpos moderados a
elevados en areas donde coexisten mas de una especie de Leishmania u otros parasitos rela-
cionados como Trypanosoma spp. (Eiras et al., 2014). La otra desventaja esta asociada al equi-
pamiento necesario para el desarrollo de esta técnica y a la necesidad de contar con personal

capacitado para la interpretacion del resultado (Gradoni, 2002).

Test serolégicos rapidos

Los métodos rapidos son técnicas serolégicas cualitativas para la deteccion de anticuerpos
anti-Leishmania. Se ha determinado una sensibilidad que varia entre el 30%-70 % (Solano-Ga-
llego et al., 2014). Como ventajas podemos mencionar que son muy practicos de utilizar en la
clinica veterinaria ya que permiten obtener resultados en el momento y son de facil realizacion
(Gradoni, 2002). Sin embargo, como desventaja se puede mencionar que no permite conocer el
titulo de anticuerpos. Se sabe también que es poco probable detectar anticuerpos en caninos
asintomaticos con titulos bajos, obteniendo entonces muchas veces resultados falsos negativos,
por lo que no deberian ser utilizados como Unico método de diagndstico. Como en otras pruebas
para Leishmania, también pueden observarse reacciones cruzadas con otros microrganismos
como Trypanosoma cruzi, Ehrlichia canis, Babesia canis, Toxoplasma gondii y Neospora ca-

ninum lo que disminuye la especificidad de la prueba (Zanette et al., 2013).
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CAPITULO 9
Dientamoeba fragilis

Andrea Servian y Graciela T. Navone

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophorea
Clase: Zoomastigophora
Orden: Trichomonadida

Familia: Monocercomonadidae

Dientamoeba fragilis es un flagelado intestinal muy cercano taxonémicamente al género Tri-
chomonas. Generalmente, se lo halla en estadio de trofozoito, aunque se ha reportado ocasio-
nalmente la presencia de formas quisticas y prequisticas en muestras clinicas. Desde su primera
descripcion por Jepps & Dobell en 1918, se lo clasific6 como una ameba por su movilidad me-
diante seuddpodos. Posteriores estudios ultraestructurales y moleculares lo han ubicado defini-
tivamente dentro de los flagelados. La ausencia de flagelos externos en los trofozoitos apoya la
sugerencia de que D. fragilis se ha adaptado secundariamente a la vida en el intestino, al perder
dependencia de estos apéndices moviles en favor de adoptar una apariencia amebiana y un
estilo de locomocion. Sin embargo, aun se estudian los mecanismos de su trasmision y su po-

tencial patogénico.

Morfologia

Los trofozoitos son ameboides y poseen un flagelo intracitoplasmatico. Son muy delicados
y se desintegran rapidamente en las heces o en el agua. Presentan un tamafio que varia de 5
a 10 ym, con un rango usual de 9 a 12 ym. La mayoria presenta dos nucleos (binucleados),
aunque también se pueden hallar formas con 1 a 4 nucleos. Los nucleos presentan un cario-
soma central con la cromatina fragmentada en 4 a 8 granulos. No presentan cromatina perifé-
rica sobre la membrana nuclear. El citoplasma puede ser granular, fino o grueso, vacuolado y

contener bacterias, levaduras y otros detritos. EIl mismo se encuentra diferenciado en ecto y
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endoplasma. Los trofozoitos emiten seudépodos hialinos que pueden ser lobulados o de bor-
des dentados (Fig. 1 Ay B).

Los quistes fueron ocasionalmente descriptos en examenes de muestras fecales humanas.
Son redondeados y tienen una pared gruesa distintiva con una zona de separacion alrededor,
denominado espacio peritrofico’®. Su diametro es de 5-6 um. Contienen uno o dos nucleos con
cariosoma central, una delgada membrana nuclear sin cromatina. Al igual que en el trofozoito, el
cariosoma central estda a menudo fragmentado en granulos. Carecen de mitocondrias, pero en
su lugar presentan hidrogenosomas'” localizados en el citoplasma de los quistes. El axostilo se
extiende desde la region anterior hasta la region posterior del quiste (Fig. 1 C). Las formas pre-

quisticas miden entre 4-5 ym siendo un 50 % mas chico que el trofozoito, con citoplasma mas
denso y raramente contiene inclusiones (Fig. 1 D).

A B

Figura 1. Dientamoeba fragilis. (A) Imagen de un trofozoito con tincién tricromica. Gentileza de DPDXx,
Centers for Disease Control and Prevention (https://www.cdc.gov/dpdx). (B) Esquema de trofozoitos. (C)

Esquema de un quiste. (D) Esquema de un prequiste. Abreviaturas: cc, cariosoma central; ep, espacio
peritréfico; n, ntcleo; s, seudépodo; va, vacuola.

Caracterizacion molecular

El genotipado molecular y el analisis de secuencias del gen 18S han demostrado que existen
dos formas genéticamente distintas de D. fragilis, denominados genotipo 1 y 2. Alin no se han
descripto diferencias en la biologia o patogenia entre estas variantes.

Ciclo biolégico

Los trofozoitos de D. fragilis viven en la luz del intestino grueso, donde se multiplican a través

de la fisién binaria, y posteriormente se eliminan en las heces.

10 E| espacio peritréfico es el que se delimita entre la pared externa del quiste y el parasito enquistado.

" Los hidrogenosomas son organelos en los cuales radica la produccion de ATP y que se presentan en microorganismos
eucaridticos que viven en ambientes con déficit de oxigeno.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 73


https://www.cdc.gov/dpdx

PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

El ciclo evolutivo y su modo de transmision no han sido totalmente dilucidados. Hasta el mo-
mento se describieron dos rutas posibles. Por un lado, se ha propuesto que la via de contagio
implica la transmision a través de huevos de nematodes (Dobell, 1940). La alta tasa de coinfec-
cion hallada entre D. fragilis y Enterobius vermicularis llevé a postular que este oxiuro podia ser
un probable vector (Girginkardesler et al., 2008, Roser et al., 2013). Esta suposicién se basa
también en la biologia de especies relacionadas, en particular, Histomonas meleagridis, un pa-
rasito de las aves galliformes, que se transmite a través de los huevos del nematode Heterakis
gallinarum. Pero, la prueba mas solida de este tipo de transmision fue la deteccion de ADN de
D. fragilis en huevos de E. vermicularis (Ogren et al., 2013; Réser et al., 2013).

Por otra parte, el hallazgo de formas quisticas y pre-quisticas sugieren que la transmision por

via oro-fecal es otro mecanismo probable.

Posible transmision a través I ,
de huevos de Enterobius
vermicularis '

OF O]

Posible transmision a
través de quistes

Fision binaria

Trofozoitos en el
lumen del calon

Trofozoitos en
materia fecal

Figura 2. Ciclo de vida de Dientamoeba fragilis.

Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

Si bien muchos autores consideran que esta especie no es patégena, en algunas personas
puede provocar diarrea y molestias abdominales. Las manifestaciones clinicas reportadas han
sido descritas como similares a las de colitis, apendicitis o sindrome del intestino irritable.

Cuando se encuentra en pacientes con sintomas gastrointestinales sin ningun otro patégeno,
D. fragilis debe considerarse como causa de estos y, por lo tanto, los individuos deben recibir el
tratamiento adecuado (Barrat et al., 2011). Se ha reportado varios farmacos efectivos para D.
fragilis, tales como iodoquinol, clioquinol, paromomicina y metronidazol, siendo este ultimo el

mas comunmente indicado (Vandenberg et al., 2007).
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Epidemiologia

Dientamoeba fragilis es un protozoo con distribucién cosmopolita. Su prevalencia varia
segun el método empleado para su diagnéstico. Sobre la base de diferentes procedimientos,
su frecuencia oscila entre el 0,2% y el 82,0%, y contrariamente a lo observado para otros
protozoos intestinales, es generalmente mayor en los paises desarrollados. Si solo se tienen
en cuenta los estudios epidemioldgicos moleculares, se observa una alta prevalencia (>20%)
en varias regiones del mundo, incluidos paises de Europa, Oriente Medio y América del Sur
(Caccio, 2018).

Varios estudios sugieren que la mayor prevalencia de este parasito se observa en nifios y se
considera el resultado de habitos de higiene poco desarrollados y la susceptibilidad a las infec-
ciones entéricas (Caccio, 2018). Sin embargo, otros afirman que es mas frecuente en adultos y
adolescentes y que la prevalencia en mujeres es mayor que en hombres (Barrat et al., 2011).

Las discrepancias halladas entre los estudios en cuanto a los datos de prevalencia y distribu-
cion por edad de este protozoo pueden deberse a los distintos disefios de investigacion emplea-
dos, las técnicas diagnosticas utilizadas y la poblacion objeto de estudio (Gomila et al., 2003).

En Argentina, D. fragilis, se encontré en la provincia de Salta, tanto en muestras de agua de
rio (Poma et al., 2012), como en habitantes de una zona rural en una prevalencia de 2,7% (3/112)
(Menghi et al., 2007).

Por otra parte, estudios en Buenos Aires, en particular en la ciudad de La Plata, determinaron
prevalencias de 0,1% (2/1411) en nifios de ambos sexos, menores de 14 afios (Cociancic et al.,
2021) y del 2.0% (29/1434) en nifios que concurrian a jardines, comedores y escuelas de barrios
(Kozubsky & Costas, 2017). Mientras que, una mayor frecuencia (7,0%; 291/4025) se detectd en
un estudio de muestras fecales remitidas al Laboratorio de Parasitologia y Gastroenterologia del
Hospital de Pediatria “Prof. Dr. Juan P. Garrahan” (Ferioli et al., 2020).

Respecto de las infecciones en animales, D. fragilis se encontré en primates no humanos
(gorilas), ganado (cerdos) y mascotas (perro y gato) (Lankester et al., 2010; Chan et al., 2016).
El hallazgo de este parasito en ganado y mascotas sugiere un potencial de transmision zoonética
(Caccio, 2018).

Diagnéstico y observaciéon

El diagndstico en busqueda de trofozoitos y quistes incluye:

- examen directo en preparaciones humedas.

- examen a través de técnicas de enriquecimiento (e.g. concentracion por sedimentacion:
formol-acetato de etilo; y por flotacidn: Willis con solucién saturada de cloruro de sodio/ Sheather
con solucién sobresaturada de sacarosa).

- preparaciones temporarias con solucién de iodo (Lugol).

- preparaciones permanentes con tincion tricromica o hematoxilina férrica.
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- PCR convencional y PCR en tiempo real.

- coprocultivo.

El diagnéstico microscdpico de rutina requiere que las muestras estén frescas o reciente-
mente emitidas, dada la fragilidad relativa de los trofozoitos y su similitud morfolégica con otros
protozoos. De hecho, la etapa de trofozoito no suele detectarse si se utilizan métodos de con-
centracion de heces. Estos estadios se pueden pasar faciimente por alto o identificar mal porque
son de color palido y sus nucleos a veces se asemejan a los de Endolimax nana o Entamoeba
hartmanni. A esto se suma la intermitencia en la emision del parasito. Con el fin de superar estos
inconvenientes, se recomienda la prueba de diagndstico microscépico que combina el muestreo
en 3 dias consecutivos con un fijador (e.g. formalina 5-10%), seguido de un método de concen-
tracion y una tincién permanente, como la tricromica (Van Gestel et al., 2019).

Sin embargo, las técnicas mas sensibles para la deteccién de D. fragilis incluyen la PCR con-
vencional y la PCR en tiempo real. La alta sensibilidad reportada para estas metodologias hace
que una unica muestra sea suficiente para el diagnéstico.

Otros métodos alternativos incluyen el coprocultivo, el cual es muy laborioso y presenta una

sensibilidad y especificidad mucho menor a las técnicas moleculares previamente mencionadas.
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CAPITULO 10
Tritrichomonas foetus y Trichomonas vaginalis

César I. Pruzzo, Federico A. lllanes y M. Lorena Zonta

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Trichomonadida

Familia: Trichomonadidae

Son protozoos flagelados, los cuales, segun la especie, pueden ser comensales o parasitos
de los animales y el hombre, pudiendo encontrarse en el tubo digestivo o aparato reproductor.
En los bovinos, la tricomoniasis producida por Tritrichomonas foetus (T. foetus) es una enferme-
dad de transmisién venérea que, asintomatica en los machos, causa fallas reproductivas en hem-
bras, manifestada por infertilidad, aborto, pidmetra y ocasionalmente momificacion fetal. Tricho-
monas vaginalis (T. vaginalis) produce vaginitis en mujeres, transmitiéndose por via sexual y
siendo los hombres portadores asintomaticos. En gatos domésticos menores de un afio, se ha
identificado a T. foetus como agente causal de diarrea, cuya presentacion anteriormente se vin-
culaba al hallazgo de Pentatrichomonas hominis. Existen especies no patégenas de Tritrichomo-
nas, Tetratrichomonas y Pentatrichomonas que se encuentran en el ciego y el colon de diversos

animales domésticos.

Morfologia

Los trofozoitos se caracterizan por tener una forma variable, generalmente piriforme. Tritri-
chomonas foetus mide de 15 a 24 ym de largo por 5 a 8 ym de ancho y Trichomonas vaginalis
de 7 a 32 ym de largo por 5 a 12 ym de ancho. Poseen tres a cinco flagelos anteriores (segun la
especie) y un flagelo recurrente que se origina del cuerpo parabasal o blefaroplasto. El flagelo
recurrente esta unido al soma por la membrana ondulante a lo largo de su borde libre, siguiendo

el recorrido de la costa, formada por un haz de microtubulos que dan rigidez a la célula y soporte
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a la membrana ondulante. El citoesqueleto esta conformado por el axostilo, constituido por mi-
crotubulos con forma de baston que sobresalen del extremo posterior mas puntiagudo. Poseen
un nucleo oval y excéntrico, aparato de Golgi y carecen de mitocondrias, ya que su metabolismo
es anaerobio o microaerdfilo, aunque sobrevive en presencia de oxigeno.

Tritrichomonas foetus presenta tres flagelos anteriores y el cuarto flagelo recurrente termina
libre en el extremo posterior, mientras que T. vaginalis posee 4 flagelos anteriores y la membrana

ondulante es mas corta (Fig. 1 Ay B).

fa
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mu t‘.l
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P i G L
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A

Figura 1. Esquema de (A) Tritrichomonas foetus y (B) Trichomonas vaginalis._Abreviaturas: ax, axostilo;
cpa, cuerpo parabasal; ea, espina del axostilo; fa, flagelos anteriores; fr, flagelo recurrente; frl, flagelo recu-
rrente libre; mo, membrana ondulante; n, ntcleo.

Ciclo biolégico

Su multiplicacién se produce en la mucosa genitourinaria mediante fision binaria. El ciclo bio-
I6gico es simple, transmitiéndose durante el coito, ya sea del macho a la hembra o viceversa.
También puede transmitirse por inseminacion artificial, ya que es capaz de sobrevivir a la criopre-

servacion. No presenta formas de resistencia o quistes y no sobrevive en el ambiente.
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Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

Es necesario describir por separado lo que sucede en machos y en hembras. En los toros no
presenta sintomatologia (no afecta la libido ni la calidad seminal), por lo que son considerados
portadores asintomaticos. T. foetus coloniza la superficie de la mucosa prepucial, siendo ésta su
habitat natural (ftambién mucosa del pene y uretra distal) permaneciendo de por vida. Se acumula
en los pliegues y criptas prepuciales, que aumentan de tamafio y profundidad con la edad. Esto
hace que sea mas prevalente en toros mayores a tres afios, generandose alli el microambiente
propicio (secreciones, descamacion celular y anaerobiosis) para su desarrollo.

Aunque se han realizado algunas descripciones histoldgicas con infiltrado de células inflama-
torias, no produce lesiones ni manifestaciones clinicas. La inflamacién no logra generar una es-
timulacién antigénica suficiente para desarrollar una respuesta inmune capaz de eliminar el
agente de la cavidad prepucial. Efecto similar ocurre con los anticuerpos séricos, cuya produc-
cion es baja o nula. Esto permite que los animales enfermos se conviertan en una fuente perma-
nente de infestacion para el rodeo. En animales jévenes la respuesta inflamatoria es mayor, aun-
que raramente se curan de manera espontanea.

En la hembra bovina produce lesiones en el tracto reproductor, muchas veces intensas, con
cambios significativos en los tejidos, pudiendo provocar vaginitis, cervicitis y endometritis que
impiden la nidacién del cigoto y se produce reabsorcion embrionaria, observandose repeticiones
de celos a intervalos normales o un poco mas prolongados. En algunos casos, se manifiesta mas
tardiamente provocando maceracion fetal, piometra, placentitis o aborto en los primeros meses
de gestacion. La pérdida de la prefiez ocurre generalmente entre el dia 60 y 75 post infecciéon. A
diferencia del macho, generalmente la hembra se cura espontaneamente por mecanismos inmu-
noldgicos, en un proceso que puede durar entre 2 y 6 meses (hay reportes de mas de 22 meses).
Los anticuerpos séricos en hembras, aunque resultan variables en titulo y duracién, alcanzan
valores maximos en torno a las 12 semanas post infeccién y caen luego de 6 meses, por lo que
pueden reinfectarse durante su vida productiva. Independientemente del nivel de respuesta, no
se evita la pérdida de la prenez.

La infeccidn no esta asociada con la edad de los vientres. En rodeos cronicamente infectados,
la inmunidad que generan las vacas adultas por contacto previo con el parasito reduce parcial-
mente las consecuencias (respecto de vaquillonas).

Los signos que se observan corresponden solo a los vientres. Si el rodeo esta estacionado,
se observa animales en celo hacia el final de la temporada de servicio, mayor dispersion de las
prefieces con aumento de la cola de pariciones y disminucion del porcentaje de prefiez (entre el
5y el 50%). Si bien las hembras pueden eliminar el parasito, esto no sucede en los machos y no
existe un tratamiento eficiente para la tricomoniasis. El control de la enfermedad esta enfocado
en la deteccion y eliminacion del rodeo de los toros infectados.

En los humanos, la tricomoniasis es mas frecuente en mujeres (8,1%) que en hombres (1,0%).
Generalmente cursa de manera asintomatica (85% en mujeres y 77% en hombres). Cuando

aparecen sintomas, estos pueden ser diversos, desde una irritacion leve a procesos inflamatorios
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graves. En mujeres afecta al aparato genitourinario (vulva, vagina y uretra), aunque también
pueden afectarse otras estructuras. La acidez de la vagina normal (pH 4.0 a 4.5) normalmente
no favorece la infeccion, pero una vez establecida, el propio organismo provoca un cambio hacia
la alcalinidad (pH 5.0 a 6.0), lo que favorece el desarrollo de la infeccién. Ademas, puede pro-
vocar picazon, flujo color amarillo-verdoso, irritacion, enrojecimiento, olor en los genitales y ardor
al orinar. En el hombre puede causar inflamacién de la parte interior del pene, prostatitis, epidi-
dimitis, uretritis y disminucion de la motilidad seminal. La infeccién cronica puede aumentar el
riesgo de contraer otras enfermedades como VIH, cancer de Utero y prostata. La tricomoniasis
gestacional se ha asociado con ruptura prematura de membranas, parto prematuro, bajo peso al
nacer e infeccion post-aborto. El tratamiento se realiza con metronidazol a unica dosis, aunque
se han reportado fallas entre el 7% y 10% de mujeres (mayor en casos VIH +). Con excepcién
de Estados Unidos, se pueden utilizar otros nitromidazoles como tinidazol (Swygard et al., 2004).
A menudo, ocurren coinfecciones con hongos (por ejemplo, Candida) y/o diferentes especies de
bacterias. Es importante que ambas parejas sexuales reciban tratamiento al mismo tiempo para

prevenir una nueva infeccion.

Epidemiologia

La tricomoniasis genital bovina es una enfermedad cosmopolita, que ha sido controlada en
muchos paises donde se implementa inseminacion artificial con control de semen y la eliminacion
de los toros positivos del rodeo. En aquellos paises en los cuales se realizan explotaciones ex-
tensivas con servicio por monta natural como en la Argentina, continda siendo un problema.

Actualmente en el pais esta parasitosis es endémica, aunque la diversidad de sistemas de
produccion, genera condiciones que se reflejan en las prevalencias regionales de la enfermedad.
En la provincia de Buenos Aires, se determind una prevalencia de rodeo del 28% (Pérez et al.,
2006) y del 3% al 7% de los toros (Nifio et al., 2018); en Salta se detect6 en el 1,8% de los rodeos
y 0,9% de los toros (Neuman et al., 2010), en Santiago del Estero se hallé en el 28,5% de los
rodeos evaluados y en el 1,2% de los toros (Neuman et al., 2013); en La Pampa la prevalencia
en rodeos es del 2,4% y en toros del 0,6% (Fuchs, 2017). En este ultimo caso se aplica desde
2006 un programa para el control y erradicacion de las enfermedades venéreas en toros (PCEV).

La presencia de esta enfermedad venérea en los rodeos, ocasiona una disminucion significa-
tiva en la producciéon anual de terneros, conllevando a importantes pérdidas econémicas. En
rodeos infectados, se citan reducciones entre el 14% y el 50% de la produccion de terneros y 4%
al 10% del retorno monetario por ternero nacido, observando entre 45,3% y 57% de vacas vacias
al diagndstico de gestacién. Si bien a nivel global el porcentaje de establecimientos infectados
ha disminuido, hay regiones, como la provincia de Buenos Aires, que muestran fluctuaciones y
no logran reducir de forma sostenida la prevalencia. Cuando se diagnostica por primera vez, la
prevalencia suele ir en aumento, mostrando un amplio contraste epidemiolégico con aquellas

areas geograficas donde se controlan los toros anualmente de manera sistémica.
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En bovinos, la vacunacion resulta un tema de estudio de hace casi 70 afios. Hoy en dia se
sabe que la inmunidad humoral tiene mayor importancia que la inmunidad celular en los meca-
nismos de accion frente al parasito. Los desarrollos actuales no logran evitar la infeccién, aunque
pueden reducir las pérdidas gestacionales.

La tricomoniasis urogenital humana es una de las enfermedades de transmision sexual (ETS)
de mayor prevalencia en el mundo (Silver et al., 2015), con un total de 276 millones de casos
cada afio. La OMS la ha calificado como una enfermedad desatendida u olvidada ligada a la
pobreza, mas del 50% de las ETS curables se deben a este agente etiologico. Se observa mayor
prevalencia en paises o regiones en desarrollo. Hay reportes en Estados Unidos donde se ha
observado asociaciones a otros factores, como condiciéon social, consumo de droga, trabajo

sexual y a presencia de otras afecciones vaginales de origen bacteriano.

Diagnéstico y observacion

El diagndstico en bovinos se realiza por la observacion del agente etiologico. Para ello se
deben tomar muestras directamente del aparato reproductor. En machos, las muestras se obtie-
nen de raspaje (20-30 movimientos). Los raspadores pueden ser descartables o reutilizables,
plasticos o metalicos de bronce previamente esterilizados (7. foetus muere en agua a mas de
60°C). Si bien existen otras técnicas efectivas como la aspiracién en seco o lavados prepuciales
con PBS, estas son mas engorrosas para realizar a campo, requiriendo mas personal y mejores
herramientas e instalaciones, por lo que el raspaje resulta mas practico y es la mas difundida.
Para la toma de muestra se recomienda reposo sexual de por lo menos 15 dias, aumentando la
carga parasitaria y las posibilidades diagndsticas.

Se recomienda encerrar los animales el mismo dia del muestreo y evitar trabajar inmediata-
mente posterior a lluvias o con corrales embarrados, asegurando que la muestra sea lo mas
limpia posible. Se aconseja higienizar con papel descartable (seco) el orificio prepucial y mucosa
adyacente, pudiendo recortarse el pelo de la zona. Como ademas , previamente a la toma de la
muestra estimular la miccion, para de este modo reducir el riesgo de contaminacion.

En la hembra bovina el diagnéstico se indica unicamente en aquellas que hayan presentado
signologia clinica (aborto, piometra o vacuidad). La toma de muestra, se puede realizar con el
mismo raspador o por aspirado o lavado del cérvix.

En fetos abortados puede aislarse del liquido abomasal, para ello se toma una muestra , de
al menos 1 cm? con aguja y jeringa o hisopado faringeo cuando no esté disponible la anterior.

Una vez obtenida la muestra, es recomendable realizar inmediatamente la siembra en un
medio de cultivo (técnica de referencia o gold standard), utilizando el mismo instrumento con el
que se obtuvo la muestra. Una vez sembrado el medio de cultivo debe mantenerse a temperatura
ambiente y arribar al laboratorio entre las 24 y 48 hs luego de tomada la muestra. Los medios de

cultivo selectivos, pueden ser liquidos o semisodlidos, en base a extracto de carne o caldo de
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higado, con el agregado de peptona y suero bovino o equino descomplementado. Ademas, con-
tienen antibidticos para inhibir crecimiento de bacterias, que por contaminacién puedan interferir
en el diagndstico.

Las muestras se incuban a 37°C y se observan cada 24 hs con el fin de detectar el desarrollo
del agente, que generalmente ocurre entre el 2do y 4to dia de incubacion, pudiendo ocurrir hasta
el dia 7. Esto fundamenta los 7 dias de la duracién del cultivo en las rutinas diagndsticas. La
observacion puede hacerse extrayendo, previa agitacion del tubo, una gota en portaobjetos y
observando a 100X en microscopio 6ptico. Al hacerlo se observa la forma (piriforme) y movi-
miento de los protozoarios (Fig. 2). El desarrollo es progresivo hasta que consumen los nutrientes
del medio de cultivo y terminan muriendo.

Este tipo de diagndstico resulta practico y econémico, con alta sensibilidad y especificidad.
La sensibilidad esta relacionada con el modo de obtencién de la muestra, el instrumento utilizado,
periodicidad, contaminacion, entre otros. Existen referencias de 80-90% de sensibilidad con un
muestreo, 96-99% con 2 muestreos y superior al 99% con tres muestreos o mas. Esto sugiere la
necesidad de realizar tres muestreos con el objetivo de aumentar la sensibilidad, Se recomienda
un intervalo entre muestreos de 15 dias (ciclo de recambio epitelial). En las hembras, resulta
menor la sensibilidad debido a las variaciones en la carga parasitaria.

Ocasionalmente (2,7% a 11,8%) puede haber crecimiento de otros trichomonadidos, como
Pentatrichomonas spp. o Tetratrichomonas spp., entre otros (Sanchez et al., 2013). Estas no son
patégenas y pueden encontrarse en el tracto digestivo de los bovinos o en el medio ambiente
(agua estancada con orina). El desarrollo de estos trichomonadidos no patégenos suele ocurrir
especialmente en muestras contaminadas con barro o materia fecal. Suele ser mas frecuente en
muestras obtenidas de toros virgenes, criados a corral o en toros cuando se encierran varios
dias antes del muestreo, montandose entre ellos, lo que predispone su presencia.

Su aislamiento, plantea una dificultad en la especificidad del diagndstico por cultivo, siendo
necesario para su diferenciacion la utilizacidon de técnicas de tincién como Giemsa o Tincion 15
para observacion en microscopio optico a 1000X (Fig. 3) o mediante técnicas de biologia mole-
cular, como PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) de punto final o en tiempo real.

La base del control de la enfermedad es el diagndstico y revisacion periédica en machos,
eliminacién de toros infectados, eliminacién de vacas vacias y mantenimiento de alambrados
perimetrales para evitar infecciones con toros linderos. Adicionalmente la estacionalizacion del
servicio y el diagndstico de prefiez ayudan a la deteccidn del problema y junto con técnicas de
inseminacion artificial pueden ayudar a erradicarla del establecimiento. Indudablemente el ma-
nejo resulta complicado ya que son numerosos factores los que intervienen (técnicos, epidemio-
l6gicos, practicos, entre otros).

En la tricomoniasis humana los signos y sintomas son inespecificos, por los que su diagnos-
tico es de manera similar al de los bovinos. Se requiere la toma de muestras y su examen en el
laboratorio. Se toman muestras vaginales en la mujer y uretrales en el hombre, con un hisopo,
realizandose el cultivo. Existen diversos medios para el cultivo de T. vaginales, como el medio

Kupferberg, STS, Hirsch, Trichosel, suero Lash, InPouch TV, Diamond y Diamond modificado.
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Estos dos ultimos, son los mas utilizados. En los Ultimos afios, ademas se han puesto a punto
técnicas de diagndstico por PCR o test rapidos por inmunocromatografia.

Los trofozoitos que se mueven libremente se pueden observar microscépicamente dentro de
las excreciones viscosas, después de la dilucién en una gota de una solucién de NaCl al 0,85%
o después del cultivo. La coloracion tefiida de Giemsa muestra un citoplasma azul, mientras que

el nucleo, el axostilo y los flagelos se tifien ligeramente de rojo. Para el diagnéstico diferencial,

es importante distinguir los parasitos de los leucocitos.

Figura 2. Cultivo de Tritrichomonas foetus. (A) Observacién directa con Objetivo de 10X. (B) Observacion
directa con Objetivo de 40X.

Figura 3. (A) Cultivo de Tritrichomonas foetus con tincion 15 (Objetivo 100X con aceite de inmersion). (B)
Cultivo de Trichomonas vaginalis tefido con Giemsa. Gentileza de DPDXx, Centers for Disease Control and
Prevention (https://www.cdc.gov/dpdx).
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CAPITULO 11
Balantidium coli (parasito intestinal patégeno)

Paola Cociancic y Graciela T. Navone

Clasificacion

Phylum: Ciliophora
Clase: Litostomatea
Orden: Vestibuliferida

Familia: Balantidiidae

Balantidium coli es el unico ciliado y el mas grande protozoario parasito humano. Fue des-
cripto por primera vez en las heces de un paciente con diarrea disentérica. Es cosmopolita y se
distribuye principalmente en areas tropicales con condiciones sanitarias inadecuadas. La balan-
tidiosis es una zoonosis y los principales reservorios son cerdos, jabalies, primates y ratas, entre

los hospedadores homeotermos.

Morfologia

Los trofozoitos miden usualmente 40-50 ym (variacion 40-200 x 25-120 ym). Tienen una
forma piriforme u ovoide y estan recubiertos por cilios cortos agrupados en hileras. Presentan
anteriormente un citostoma que se prolonga internamente en la citofaringe, y posteriormente, un
citopigio. Posee dos nucleos (un macronucleo y un micronucleo), multiples vacuolas digestivas,
y una o dos vacuolas contractiles ubicadas en la parte media y la otra cerca del extremo posterior
(Fig. 1A, ByC).

Los quistes miden usualmente 50-55 ym (variacién 45-70 ym). Tienen una forma esférica o
elipsoidal con una doble pared muy refringente. Presentan también macro y micronucleo. En los
quistes de reciente formacién pueden observarse cilios en la superficie celular. El macronucleo
es voluminoso de forma arrifionada u ovoide y cumple funciones vegetativas. El micronucleo es
pequefo con forma esférica, alojado en la concavidad del macronucleo, y esta a cargo de la

reproduccién sexual (Fig. 1 D).
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Figura 1. Balantidium coli. (A) Imagen de un trofozoito con hematoxilina. (B) Imagen de un trofozoito sin
tefiir. (C) Esquema de un trofozoito. (D) Esquema de un quiste. Abreviaturas: ci, citostoma; cil, cilias; ma,
macronucleo,; mi, micronucleo; pq, pared quistica; va, vacuola alimenticia; vc, vacuola contractil.

Ciclo biolégico

La infeccion se inicia con la ingestion de los quistes a través de los alimentos y agua conta-
minados con materia fecal. En el intestino delgado se produce el desenquistamiento liberandose
los trofozoitos que llegan al intestino grueso. En el lumen intestinal, el trofozoito se alimenta por
fagocitosis de particulas del tracto digestivo. Como otros ciliados, B. coli tiene dos nucleos. El
mas grande (macronucleo poliploide) esta involucrado en el metabolismo y otras funciones ge-
nerales de la célula, y es generado por amplificacién del genoma del mas pequefio (micronucleo
diploide). Muchos genes que funcionan en la parte sexual del ciclo de vida no estan presentes
en el macronucleo, lo cual sugiere que el micronucleo tiene funcién en la reproduccién sexual
(conjugacion con intercambio de micronucleos). La reproduccion asexual por fisién binaria trans-
versal es la forma mas comun en la naturaleza, hasta que se produce el enquistamiento. Oca-
sionalmente, los trofozoitos pueden invadir la pared del colon y multiplicarse, y en este caso
retornan al lumen y se desintegran. Los quistes maduros e infectivos salen junto con las heces,
reiniciandose el ciclo bioldgico. El enquistamiento se inicia por la deshidrataciéon del contenido
intestinal que se produce en el intestino grueso, pero puede ocurrir también en las heces, fuera

del hospedador (Fig. 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Balantidium coli.

Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

Balantidium coli es el unico ciliado capaz de producir enfermedad en las personas (balanti-
diosis o disenteria balantidiana). Aunque los cerdos son generalmente asintomaticos, la balanti-
diosis humana puede cursar de manera asintomatica a severa. Las infecciones agudas y severas
estan asociadas a inmunodeficiencia o malnutricidn, y ocasionalmente pueden ser mortales. Las
infecciones sintomaticas se presentan con una inflamacién crénica de la mucosa del colon y
cuando persiste varias semanas desarrollan diarreas disentéricas. Ocasionalmente, los tro-
fozoitos devienen invasivos causando ulceraciones en el colon, producidas por la accién meca-
nica y enzimatica (hialuronidasa) del parasito que atraviesa el epitelio penetrando por las glan-
dulas de Lieberkiihn, mucosa y submucosa hasta alcanzar la tunica muscular, con produccién
de detritus celulares, moco y sangre.

Esta congestion de la mucosa y formacion de Ulceras pequenas, planas y redondeadas que
se expanden de modo similar a las producidas por E. histolytica, llegan a destruir grandes areas
del epitelio. La ulceracion del colon produce infiltracién linfocitaria y puede haber hemorragia e
infeccion bacteriana secundaria. Puede invadir el area rectosigmoidea, ciego, colon ascendente
0 apeéndice, y son posibles, aunque raras, las lesiones extraintestinales en el higado, pulmén y
organos del aparato genitourinario.

Existen diversas presentaciones clinicas:

- Asintomatica: frecuente en zonas endémicas (e.g. Nueva Guinea).
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- Cronica: diarrea alterna con estrefiimiento, heces mucosas, nauseas, vomito, colico ab-
dominal, anorexia, cefalea, astenia.

- Aguda: disenteria y multiples deposiciones sanguinolentas y con pus, nauseas, dolor
abdominal, tenesmo, pérdida de peso, pujo, Ulceras, fiebre, malestar general y deshidratacion.

- Fulminante: en pacientes inmunocomprometidos. Diarreas mucosas y sanguinolentas,
dolor abdominal, tenesmo y complicaciones como hemorragia, perforacion intestinal o peritonitis.

- Apendicitis balantidiana: puede aparecer en la infeccion crénica o aguda.

Las infecciones a menudo desaparecen espontaneamente en personas sanas. Sin embargo,

el tratamiento farmacolégico se puede realizar a partir de tetraciclina y metronidazol.

Epidemiologia

Es una especie de distribucién cosmopolita que se encuentra principalmente en areas tem-
pladas y tropicales, no urbanizadas y en estrecho contacto con cerdos. La transmisién zoonética
es posible bajo condiciones inadecuadas de saneamiento ambiental en un hospedador suscep-
tible (humanos, otros primates, ratas y cerdo). En los criaderos de cerdos se debe evitar que las
heces de los animales lleguen a contaminar el agua para consumo o riego, 0 que se utilicen
como abono de hortalizas que se consumen crudas. En los casos en los que puede ocurrir la
transmision entre personas, se deben aplicar estrategias de prevencién y mejoramiento de con-
diciones sanitarias (e.g. consumo de agua segura, eliminacion adecuada de residuos domésticos
y excretas, lavado de manos frecuente, lavado de frutas y verduras crudas).

Los estudios mas recientes realizados en Argentina no han reportado casos en poblaciones
humanas, sin embargo B. coli ha sido informado en porcinos (3/10; 30%) de un area agro-
ganadera de Buenos Aires (Zonta et al., 2016) y en agua de rio de la provincia de Salta (Poma
et al., 2012).

Diagnéstico y observaciéon

El diagndstico en busqueda de trofozoitos y quistes incluye:

- examen directo en preparaciones humedas.

- examen a través de técnicas de sedimentacion (formol-acetato de etilo), flotacion (Willis
con solucién saturada de cloruro de sodio y Sheather con solucién sobresaturada de sacarosa),
FLOTAC con la solucion flotante de sulfato de zinc (densidad=1,20 o 1,35).

- preparaciones temporarias con solucién de iodo (lugol).

- preparaciones permanentes con tincion de hematoxilina-hierro, tricromica.
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En heces diarreicas es posible encontrar tanto quistes como trofozoitos. En preparaciones
humedas, el micronucleo de trofozoitos no es facilmente visible y es necesario realizar tinciones.
Con hematoxilina-hierro se colorean con facilidad por lo que es conveniente acortar los tiempos
de tincion. En las preparaciones tefiidas se observan principalmente citostoma y macronucleo.

Los quistes se observan con menor frecuencia y se recuperan de heces formes. En prepara-
ciones humedas, el macronucleo de quistes es visible sin tincién.

Balantidium coli se elimina de manera intermitente y fuera del colon el trofozoito se destruye
rapidamente. Las heces deben examinarse inmediatamente a la recoleccion o conservarse en

soluciones fijadoras especificas, como formol, hasta su examinacion.
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CAPITULO 12
Babesia vogeli, Rangelia vitalii y otros
piroplasmas en pequenos animales

Diego F. Eiras, Maria Victoria Vazquez, Dario Vezzani

y Gaston Moré

Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoa
Orden: Piroplasmida

Familias: Babesidae y Theileridae

La piroplasmosis es una infeccidn parasitaria transmitida por garrapatas y producida por pro-
tozoarios del Orden Piroplasmida, que afecta a los animales domésticos y silvestres de todos los
continentes. En los perros, la piroplasmosis se encuentra distribuida mundialmente y se recono-
cen multiples especies involucradas. En general es una enfermedad que se caracteriza por pro-
ducir fiebre, anorexia, anemia, trombocitopenia y esplenomegalia, pudiendo ser fatal en algunas
ocasiones. Si el piroplasma implicado es de baja patogenicidad, la infeccion puede desaparecer
o cursar de manera crénica y asintomatica, sin parasitemia detectable al microscopio (Irwin,
2009)'2, En los caninos domésticos de nuestro pais se encuentran descriptas las especies Ba-
besia vogeli, Rangelia vitalii y Babesia gibsoni (Eiras et al., 2008, 2014; Eiras, 2018). En los gatos
domeésticos, la piroplasmosis es una enfermedad de importancia clinica sélo en algunos paises
y, al igual que en los perros, las garrapatas estan implicadas como principal forma de transmisién
(Ayoob et al., 2010; Solano-Gallego y Baneth, 2011; Penzhorn y Oosthuizen, 2020). Hasta el
momento no se han reportado casos de piroplasmosis felina en Argentina.

2 En el presente capitulo se hara especial referencia a las especies de piroplasmas reportadas en Argentina. A nivel
mundial existen mas de 10 especies que pueden afectar a los perros con diferentes grados de patogenicidad y especifi-
cidad vectorial. Haremos ademas una breve descripcion de la piroplasmosis felina a pesar de no haber sido confirmado
el hallazgo microscépico o molecular de estos agentes en gatos de nuestro pais.
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Morfologia

Los piroplasmas son organismos unicelulares eucariotas que se diferencian de otros protozoarios
apicomplexa por su forma caracteristica: al poseer un complejo apical incompleto (sin conoide)
adquieren una forma similar a una pera. El complejo apical les permite el ingreso y permanencia
dentro de células parasitadas, principalmente glébulos rojos, pero —dependiendo de la especie—, tam-
bién globulos blancos y células del endotelio vascular. Debido a los cambios morfolégicos que sufren
los piroplasmas durante su desarrollo, al solapamiento de los rangos de medida y la morfologia que
comparten entre las distintas especies, no es posible realizar una diferenciaciéon especifica en base
a las observaciones microscoépicas (Wang et al., 2017; Penzhorn y Oosthuizen, 2020).

Actualmente, se reportan varias especies de piroplasmas que pueden afectar perros y gatos
en todo el mundo. Para realizar una distincion morfolégica, tradicionalmente se clasificd los piro-
plasmas en base al tamafo de los zoitos intraeritrocitarios. Algunos ejemplos de piroplasmas
grandes (> 2,5 ym) son los zoitos pertenecientes a B. vogeli y R. vitalii (Fig. 1). En el caso de
los piroplasmas pequefios (< 2,5 ym) podemos mencionar las inclusiones de B. gibsoni, B. felis
y Cytauxzoon felis (Irwin, 2009; Ayoob et al., 2010; Solano-Gallego y Baneth, 2011; Solano-Ga-
llego et al., 2016). También se han descripto piroplasmas cuyos merozoitos poseen un tamafio

intermedio como Babesia negevi n. sp. (Baneth et al., 2020).

Figura 1. Zoitos de “piroplasmas grandes” (> 2,5 um) en un extendido coloreado de sangre canina (Objetivo
100 X); cortesia de Franco José Arroyo.
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Ciclo biolégico

El ciclo es indirecto (Fig. 2) y las garrapatas actuan como hospedadores definitivos (HD).
Estos protozoarios son transmitidos a través de la saliva de los HD y se multiplican asexual-
mente (merogonia) en los hospedadores intermediaros (HI) vertebrados. En el género Babe-
sia (Familia Babesidae), esta multiplicacién tiene lugar directamente en los glébulos rojos,
mientras que en los miembros de la Familia Theileridae (géneros Theileria, Cytauxzoon y
Rangelia), hay igualmente multiplicacién en los glébulos blancos. Los individuos resultantes
de la merogonia son denominados merozoitos. Estos merozoitos destruyen las células pa-
rasitadas e invaden nuevas células sanguineas para continuar su multiplicacién asexual (Ui-
lenberg, 2006; Irwin, 2009; Schnittger et al., 2012; Jalovecka et al., 2018). Ademas de divi-
dirse en los glébulos rojos y blancos, la multiplicacién asexual de R. vitalii sucede también
en las células endoteliales del hospedador vertebrado (Franga et al., 2014).

Cuando una garrapata ingiere sangre con células infectadas se desarrolla la gametogonia en
la luz del intestino, con formaciéon de gametas (cuerpos radiales) que se fusionan y dan origen a
un cigoto diploide moévil u ooquineto que alcanza las células del intestino de la garrapata. Alli
comienza la esporogonia y el cigoto se divide dando origen a células haploides méviles llamadas
esporoquinetos. Estos acceden a la hemolinfa e invaden y se multiplican en algunos 6rganos
incluyendo las glandulas salivales. Cuando la garrapata se adhiere a un hospedador vertebrado,
comienza la maduracion y se forman los esporozoitos que son infectantes para el HI. La trans-
mision es de tipo transestadial, es decir, si una garrapata ingiere sangre infectada siendo larva,
sera infectante siendo ninfa, o si se infecta siendo ninfa transmitira esporozoitos con su saliva
siendo adulto. No hay evidencias de transmision transovarica (infeccién desde la garrapata
adulta a su descendencia) en los piroplasmas que afectan a perros y gatos (Mehlhorn y Schein,
1985; Schnittger et al., 2012; Wang et al., 2017; Jalovecka et al., 2018).
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Figura 2. Ciclo de vida de Babesia vogeli.
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Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

Babesia vogeli es una especie de escasa a moderada patogenicidad y, a diferencia de la
infeccioén con otras especies de piroplasmas caninos, en muchas oportunidades no se presentan
manifestaciones clinico-patolégicas de importancia (Irwin, 2009). En algunos casos puede pro-
ducir cuadros importantes de anemia, especialmente cuando el proceso esta asociado a otras
patologias o infecciones concomitantes con otros patégenos transmitidos por garrapatas. La mul-
tiplicaciéon de estos protozoarios dentro de glébulos rojos lleva a su destruccién, ya sea por me-
canismos directos del parasito o procesos inmunomediados (Solano-Gallego y Baneth, 2011). El
principal hallazgo observado es la anemia hemolitica y secundariamente trombocitopenia poco
severa. El leucograma suele ser normal en la mayoria de los casos. Asociados al proceso
anémico aparecen otros signos tales como fiebre, letargia, vomitos y aumento del tamario del
bazo y los nédulos linfaticos (Solano-Gallego et al., 2008, 2016).

Rangelia vitalii se encuentra hasta el momento descripta en el litoral argentino, asociada a la
region donde habita su vector, la garrapata Amblyomma aureolatum. La infeccién produce trom-
bocitopenia marcada que, junto a la lesién endotelial, se traduce en sangrado espontaneo espe-
cialmente marcado en las regiones de piel fina como el pabellén auricular. La pérdida de sangre
por las orejas, tipica en los animales enfermos, originé el nombre en guarani que se le da a la
rangeliosis canina: nambiuvi (orejas sangrantes) (Eiras et al., 2014; Franga et al., 2014; Sanchez
etal., 2017).

Babesia gibsoni se ha descripto ocasionalmente en Sudamérica y en nuestro pais existe un
solo reporte en 2 perros de Buenos Aires (Dantas-Torres y Aguiar Figueredo, 2006; Trapp et al.,
2006; Eiras, 2018). Para esta especie, ademas de la transmisién vectorial, también se hace re-
ferencia a la transmision horizontal mediante las mordeduras y la ingestién de sangre infectada
en los episodios de pelea entre perros. Es una especie de mayor patogenicidad que B. vogeli y
puede ocasionar cuadros clinicos mas complicados y dificultosos de tratar (Birkenheuer et al.,
2005; Jefferies et al., 2007; Irwin, 2009; Yeagley et al., 2009).

El tratamiento esta indicado en la etapa aguda de la enfermedad y para el caso de la infeccién
por B. vogeliy R. vitaliila droga de eleccién es imidocarb, con muy buena respuesta en la mayoria
de los casos si son tratados tempranamente. Para el tratamiento de la piroplasmosis por B. gib-
soni se han probado protocolos terapéuticos combinados especialmente atovaquona con azitro-
micina (Solano-Gallego y Baneth, 2011; Baneth, 2018).

Epidemiologia

En nuestro medio, B. vogeli se encuentra descripta en varias provincias y es la especie mas

distribuida y mejor caracterizada, con tasas de infeccion de alrededor del 0,25% en perros de la
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zona sur del area metropolitana de Buenos Aires y con una marcada tendencia estacional du-
rante los meses de primavera. La garrapata marrén del perro Rhipicephalus sanguineus es el
vector asociado a la transmision de esta especie y en la zona, los animales jéovenes y machos
son los mas susceptibles a la infeccién. La presencia de esta garrapata es casi permanente y
con ciclos relativamente estables durante casi todo el afio debido a la cercania con los ambientes
donde viven las personas y las mascotas (Eiras, 2018; Eiras et al., 2008).

La infeccion por R. vitalii esta reportada en las provincias de Misiones y Entre Rios y puede
coexistir con B. vogeli en determinados lugares de la regién. Si bien la sintomatologia de la ran-
geliosis es muy caracteristica y los merozoitos pueden aparecer en los leucocitos ademas de los
eritrocitos, representa un desafio en algunas ocasiones diferenciar la especie implicada en un
caso particular (Eiras et al., 2014; Sanchez et al., 2017).

Hay varias especies de piroplasmas que afectan a felinos a nivel mundial. Algunas son co-
munes a las reportadas en perros como B. vogeli, B. vulpes y B. canis. Por otro lado, C. felis es
un piroplasma de mucha importancia en EE. UU y se encuentra bien caracterizado. Hay una
primera multiplicacion asexual en los macréfagos tisulares produciendo una enfermedad muy
grave en algunos casos (Ayoob et al., 2010; Solano-Gallego y Baneth, 2011; Sherrill y Cohn,
2015; Malheiros et al., 2016; Kidd et al., 2017; Qurollo, 2019; Penzhorn y Oosthuizen, 2020). Si
bien no existen reportes microscopicos o moleculares en Argentina, la diversidad de especies de
piroplasmas reportadas a nivel mundial y la poca informacién relacionada con las especies de
garrapatas implicadas en la transmision, sugieren la posibilidad de emergencia de alguno de

estos protozoarios en los gatos de nuestro medio.

Diagnéstico y observacion

Histéricamente, la piroplasmosis canina ha sido diagnosticada con técnicas directas para de-
mostrar la presencia de merozoitos intraglobulares en extendidos sanguineos tefidos con las
coloraciones habituales (e.g. May Griinwald — Giemsa). Este procedimiento permite identificar la
parasitemia (expresada en porcentaje de glébulos parasitados) y tiene un limite de deteccién de
alrededor de 0,001% (Bose et al., 1995; Duarte et al., 2008; Irwin, 2009).

Los estudios seroldgicos, especialmente IFI (Inmunofluorescencia indirecta) (Fig. 3 A) o
ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), no se encuentran dispo-
nibles de manera extendida en nuestro pais y en muchos casos solo indican la exposicién al
agente y no permiten la deteccion de casos clinicos agudos en ausencia de parésitos al mi-
croscopio. Otro inconveniente es que puede haber reaccidén cruzada entre especies o falsos
negativos en las etapas tempranas de la infeccién (Jefferies et al., 2007). De realizar un estudio
seroldgico en un paciente sospechoso y sin parasitemia evidente, se recomienda la titulacion
de los anticuerpos a fin de observar la seroconversion testeando una nueva muestra del mismo
animal unas semanas después y comparando las diferencias entre los titulos obtenidos (So-

lano-Gallego et al., 2016).
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Como el tamafo de los merozoitos posibilitan soélo la diferenciacién entre piroplasmas “pe-
quefios o grandes”, los estudios moleculares, como el analisis de la secuencia del gen para el

ARN ribosémico de la subunidad menor o 18S mediante PCR (Fig. 3 B) y corte con enzimas o

PCR y secuenciacion, permiten el diagnéstico especifico (Jefferies et al., 2007; Duarte et al.,
2008; Solano-Gallego y Baneth, 2011).

Figura 3. (A) IFI positiva a Babesia vogeli (Objetivo 100 X). Se observan merozoitos fluorescentes en el
interior de los eritrocitos. (B) Gel de agarosa al 1,8% revelando una PCR especifica (BAB1-BAB4) para
Babesia vogeli. Calle 1, 100M; calles 2 a 6, banda de ADN de 590 pb caracteristica para esta especie con
esta técnica; Calle 7, control negativo; Calle 8, control sin templado; Calle 9, control positivo.
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CAPITULO 13
Cryptosporidium spp.

Lorena De Felice, Carina Basset y Juan M. Unzaga

Cryptosporidium spp., protozoario que pertenece al phylum Aplicomplexa, parasita a hos-
pedadores vertebrados, incluido el hombre. Los individuos infectados por Cryptosporidium
spp. pueden presentar un amplio espectro de manifestaciones clinicas dependiendo de la
especie del parasito y también del tipo, edad y respuesta inmune del hospedador (Xiao et
al., 2004).

Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Subclase: Coccidiasina
Orden: Eucoccidiorida
Suborden: Eimeriorina

Familia: Cryptosporidiidae

La clasificacidon taxonémica y el nombre de las especies de Cryptosporidium, esta expe-
rimentando un cambio rapido a medida que se publica informacién nueva basada principal-
mente en datos moleculares (Fayer, 2004). La revisidn mas reciente enumeré mas de 40
especies, pero ademas de las especies reconocidas como resultado de estudios en humanos
y animales domésticos, hay evidencia creciente de numerosos genotipos identificados en la
vida silvestre y en muestras del ambiente (Appelbee et al., 2005; Oates et al., 2012; Slapeta,
2013; Ryan et al., 2021). El resumen de las especies de Cryptosporidium se puede observar

en la tabla 1.
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Tabla 1. Especies de Cryptosporidium (Modificado de Slapeta, 2013).

Numero correlativo
de especie

v
\Y
VI
VI
VI

Xl
Xl

XMl
Y%

XV
XVI
XVII

XVIII

XIX

XX
XXl

XXl
XXl
XXIV
XXV
XXVI
XXVII
XXVIII
XXIX
XXX

Nombre de la especie Hospedadores
C. muris (Tyzzer, 1907) Mamiferos/aves
C. parvum (Tyzzer, 1912) Mamiferos

C. meleagridis (Slavin, 1955) syn. C. Mamiferos/aves
tyzzeri (Levine, 1961)

C. wrairi (Vetterling et al., 1971) Mamiferos
C. agni (Barker & Carbonell, 1974) Mamiferos
C. bovis (Barker & Carbonell, 1974) Mamiferos

C. cuniculus (Inman & Takeuchi, 1979) Mamiferos
C. felis (Iseki, 1979) Mamiferos
C. serpentis (Levine, 1980) Reptiles/mamiferos

C. nasoris (Hoover et al., 1981) Peces

C. baileyi (Current et al., 1986) Aves

C. varanii (Pavlasek et al., 1995) Reptiles
syn. C. saurophilum (Koudela & Mo-

dry’, 1998)
C. cichlidis (Paperna & Vilenkin, 1996) Peces
C. reichenbachklinkei (Paperna & Vi- Peces
lenkin, 1996)
C. galli (Pavlasek, 1999) Aves
C. andersoni (Lindsay et al., 2000) Mamiferos
C. canis (Fayer et al., 2001) Mamiferos
C. hominis (Morgan et al., 2002) Mamiferos
C. molnari (Alvarez-Pellitero & Sitja- Peces
Bobadilla, 2002)
C. suis (Ryan et al., 2004) Mamiferos
C. scophthalmi (Alvarez-Pellitero et Peces
al., 2004)
C. pestis (Slapeta, 2006) Mamiferos
C. fayeri (Ryan et al., 2008) Mamiferos
C. ryanae (Fayer et al., 2008) Mamiferos
C. fragile (Jirku et al., 2008) Anfibios
C. macropodum (Power & Ryan, 2008) Mamiferos

C. ducismarci (Traversa, 2010) Reptiles

C. ubiquitum (Fayer et al., 2010) Mamiferos

C. viatorum (Elwin et al., 2012) Mamiferos

C. scrofarum (Kvac et al., 2013) Mamiferos

Numero correlativo de especie: el orden se corresponde con las descripciones originales.
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Morfologia

El género Cryptosporidium comprende organismos que se desarrollan y multiplican en las
células epiteliales de los aparatos digestivo y respiratorio de vertebrados (Fayer & Ungar, 1986).

Cuando el parasito ingresa a la célula recibe el nombre de zoito. Los zoitos son formas intra-
celulares, esféricas de 2 a 2,5 ym de diametro. En la célula que parasitan se encuentran dentro
de una “vacuola parasitéfora”, cuya localizacion es intracelular pero extracitoplasmatica y esta
rodeada de una membrana originada por la célula hospedadora. El meronte o esquizonte es
un estado multinucleado que se origina a partir de la multiplicacion del ndcleo del zoito. Miden
de 4 a 5 ym de diametro. Se reconocen dos tipos de merontes o esquizontes, los de tipo I, con
8 zoitos que como devienen de la merogonia o esquizogonia los denominamos merozoitos o
esquizozoitos y los de tipo I, con 4 merozoitos o esquizozoitos. Los merozoitos o esquizozoitos
tienen forma de medialuna y contienen un nucleo vesicular, reticulo endoplasmatico y numerosos
granulos. Al igual que otros coccidios presentan en el extremo anterior un “complejo apical” for-
mado por conoide, anillo polar, roptrias y micronemas. Este complejo permite la adhesion y pe-
netracion a la célula hospedadora, con la formacion de un ambiente intracelular adecuado para
el desarrollo del parasito. Los merozoitos o esquizozoitos de Cryptosporidium spp. no poseen
mitocondrias ni microporos. Los merozoitos o esquizozoitos pueden evolucionar a micro o ma-
crogamontes. Las microgametas se originan a partir del microgamonte. Miden 0,95 x 0,4 pm,
presentan forma ahusada, con el extremo apical romo, contienen nucleo y mitocondria desarro-
llada. No tienen flagelo como en el caso de otros coccidios. Las macrogametas se caracterizan
por la presencia de dos tipos de granulos, los granulos densos “formadores de pared” en la peri-
feria y los granulos de polisacaridos, en la pared basal. Los elementos de diseminacion y resis-
tencia se denominan ooquistes, de forma esférica a ovoide que miden de 4,5 x5 uma 5,6 x 7,4
pm. Cada ooquiste esporulado (infectante o maduro) contiene 4 esporozoitos libres (sin espo-
rocistos) y un cuerpo residual compuesto por numerosos granulos pequefios. Los ooquistes pue-
den presentar paredes gruesas o delgadas. El ooquiste de pared gruesa se elimina con las he-
ces, mientras que el de pared fina, se rompe facilmente permitiendo la liberacién de los esporo-
zoitos responsables de la autoinfeccion. Los esporozoitos tienen forma de medialuna, con el
extremo anterior ligeramente puntiagudo, en el cual se encuentra el “complejo apical” y el ex-

tremo anterior redondeado. El nucleo se ubica en el tercio posterior de cada esporozoito.

Ciclo biolégico

El ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. es directo o monoxeno, es decir que todas sus
fases, esquizogonia 0 merogonia, gametogonia y esporogonia, ocurren en el mismo hospedador.

Cuando los ooquistes son ingeridos por un hospedador adecuado se abren a lo largo de una
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linea de sutura preexistente, liberando los cuatro esporozoitos que invaden el borde de las mi-
crovellosidades de las glandulas gastricas de mamiferos y aves (C. muris; Tyzzer, 1907, 1910)
o la segunda mitad del intestino delgado de mamiferos (C. parvum; Tyzzer, 1912). En aves y
mamiferos, C. meleagridis (Slavin, 1955), se encuentra asociado a infecciones intestinales, mien-
tras que una especie mas virulenta, C. baileyi (Current et al., 1986), se ha asociado a infecciones
del tracto respiratorio en aves.

En la fase de desenquistamiento los factores que mas influyen son la temperatura corporal (en

torno a los 37°C), las sales biliares y posiblemente la tripsina. Una vez liberados, los esporozoitos

(>
=/

ELIMINACION QOQUISTE
ESPORULADO DE PARED
GRUESA

OOQUISTE DE
PARED FINA

AUTOINFECCION
CONTAMINACION DE ALIMENTOS

AGUA DE BEBIDAY DE RECREACION

—)

INGESTION DE 0OQUISTE

HOSPEDADOR VERTEBRADO
(Peces, reptiles, aves y mamiferos)

Figura 1. Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp.

alcanzan el borde luminal de los enterocitos mediante movimientos de contraccién-extension y
deslizamiento. Alli se invaginan siendo englobados por la membrana de la célula hospedadora
que encapsula al zoito formando una vacuola parasitéfora. Durante la fase de divisién asexual o
“merogonia o esquizogonia” se forman los merozoitos o esquizozoitos. El meronte o esquizonte
detipo |, es el primero en aparecer y origina 8 merozoitos o esquizozoitos, puede generar nuevas
merogonias o esquizogonias de primera generacion o formar merontes o esquizontes tipo Il, en
los cuales se originan 4 merozoitos o esquizozoitos. La mayoria de los merozoitos o esquizo-
zoitos tipo Il que ingresan en la célula hospedadora van a formar macrogamontes mientras que
solo unos pocos forman microgamontes, que contienen 16 microgametos en su interior. A esta
fase se la denomina “gametogonia” o division sexual. Los microgametos carentes de flagelo, se
dirigen hacia los macrogametos siguiendo el flujo intestinal o mediante la contraccion y extension
de los microtubulos intracitoplasmaticos con el fin de realizar la fecundacion, dando como resul-
tado una célula huevo o cigoto, que al rodearse de pared recibe el nombre de ooquiste. La ultima
fase del ciclo, llamada “esporogonia” tiene como consecuencia la formacién de 4 esporozoitos,
con la particularidad de estar libres dentro del ooquiste, el cual pasa a ser un ooquiste esporulado
o maduro. Esta etapa de esporulacién ocurre en el interior de la célula hospedadora. La mayoria
de los ooquistes son eliminados con las heces, presentan una pared gruesa por lo tanto repre-

sentan las formas de resistencia en el ambiente y son los responsables de la transmision entre
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los hospedadores. Una pequena proporcion (el 20% aproximadamente) de los ooquistes se ro-
dean de pared fina y son los responsables de la autoinfeccion (Ortega Mora et al., 1999). La
pared se rompe facilmente tras la liberacién de la célula hospedadora y los esporozoitos penetran
en las células epiteliales adyacentes dando inicio al ciclo endégeno. El periodo de prepatencia,
es decir el tiempo que transcurre desde que el ooquiste es ingerido hasta que nuevos ooquistes
se eliminan con la materia fecal es de 3 a 7 dias aproximadamente. Las etapas del ciclo de vida

estan esquematizadas en la figura 1 (Current & Garcia, 1991).

Patogenicidad y sintomatologia
Importancia en Salud Publica

Durante la década del 80, se incluy6 a la cryptosporidiosis como una enfermedad “marcadora”
de HIV/SIDA debido a las infecciones crénicas con altas tasas de mortalidad identificadas en
pacientes con este sindrome (O’'Donoghue, 1995), sin embargo, la importancia en la salud pu-
blica se hizo evidente cuando Cryptosporidium spp. fue reconocido como una causa comun de
diarrea aguda en individuos inmunocompetentes (Tzipori et al., 1983). Los principales signos en
los seres humanos, son diarrea acuosa que puede ser profusa y prolongada, dolor abdominal y
a veces nauseas y vomitos. Ocasionalmente pueden ocurrir signos inespecificos como mialgia,
debilidad, malestar general, dolor de cabeza y anorexia (Current & Garcia, 1991). La gravedad,
persistencia y el resultado final de la infeccién dependen de una variedad de caracteristicas pro-
pias del parasito y de factores del hospedador, como el estado inmune y la frecuencia de expo-
sicion al parasito (Meinhardt et al., 1996). Una infecciéon con Cryptosporidium spp. puede variar
desde una eliminacion asintomatica de ooquistes hasta una severa enfermedad que puede oca-
sionar la muerte. Los individuos inmunocompetentes pueden presentar una enfermedad autoli-
mitante con una duracidn de hasta 2 o 3 semanas, sin embargo, en pacientes inmunocompro-
metidos, la cryptosporidiosis puede representar una enfermedad critica con sintomas persisten-
tes que conducen a la deshidrataciéon y emaciacion (O’Donoghue, 1995) y se asocia con tasas
significativas de mortalidad (Manabe et al., 1998). En estos pacientes ademas se puede observar
manifestaciones atipicas tales como enfermedad gastrointestinal atipica, enfermedad del tracto

biliar/respiratorio y pancreatitis (Hunter & Nichols, 2002).

Signos clinicos

En muchos mamiferos, aves, reptiles y peces la cryptosporidiosis se presenta como una in-
feccién asintomatica, no obstante, las diferentes manifestaciones clinicas varian segun la espe-

cie del parasito, el tipo, edad y respuesta inmune del hospedador (Xiao et al., 2004) En terneros
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de hasta 1 mes de vida, la infecciéon puede relacionarse con una diarrea debilitante (Bowman,
2011). En lechones, Cryptosporidium spp. se asocia generalmente a Isospora suis causando
cuadros de diarrea pre-destete (Blagburn, et al., 1991). En reptiles, la infeccion por C. serpentis
es frecuentemente crénica y puede llegar a ser letal (Xiao et al., 2004). En gatos inmunocompro-
metidos por el virus de la leucemia felina (ViLef), se ha descripto una cryptosporidiosis grave
(Monticello et al., 1987).

Epidemiologia

La via directa fecal/oral es considerada la forma de transmisién mas comun para Cryptospo-
ridium spp., ya sea por transmision zoonética o directamente entre personas (FAO, 2014). Los
brotes asociados a la transmision por fuentes de agua han sido un problema importante en la
epidemiologia de la cryptosporidiosis en todo el mundo y representan una alta carga financiera
para los servicios publicos de agua en los paises desarrollados. En las ultimas décadas, se in-
formaron a nivel mundial, mas de 45 brotes de cryptosporidiosis asociados al agua (Caccid &
Pozio, 2006). La transmision indirecta, donde la infeccion es el resultado de la vehiculizacion de
ooquistes en forma mecanica por moscas u otros animales como perros o ganado, o por la con-
taminacion de alimentos, plantea una amenaza significativa (Thompson & Smith, 2011). Se con-
sidera que el riesgo de infeccién es mayor en los ambientes rurales que en las areas urbanas,
presumiblemente a causa de un incremento en la oportunidad de transmisién tanto directa como
indirecta, asociado a deficiencias en el saneamiento y a un mayor contacto con animales silves-
tres y domésticos que actian como reservorio de la infeccién. La transmision por alimentos, como
resultado de las practicas agricolas y habitos de higiene deficiente por parte de los manipulado-
res de alimentos o dentro de los hogares, son responsables de un numero significativo de infec-
ciones por Cryptosporidium spp. (Thompson & Smith, 2011; FAO, 2014). En un estudio realizado
en el cinturdn frutihorticola de la ciudad de La Plata se encontrd una prevalencia del 2,6% de
Cryptosporidium spp. en heces humanas (Falcone et al., 2020).

El ooquiste de Cryptosporidium puede permanecer infectante en condiciones frescas y hiume-
das durante muchos meses. Después de muchos afos de investigacion sobre estrategias y dro-
gas para el tratamiento y control de la cryptosporidiosis, no hay productos aprobados que sean
consistentemente efectivos tanto para animales como humanos. Algunos reducen la multiplica-
cion del parasito, otros han mostrado cierta eficacia solo en modelos animales y otros no resul-
taron eficaces. A pesar de conocer la importancia de la inmunidad celular y los intentos para
identificar antigenos que estimulen una respuesta inmune protectora, ninguna inmunoterapia o
vacuna ha sido aprobada para el tratamiento y control de la cryptosporidiosis humana o animal
(Fayer, 2004). Se ha probado la eficacia de muchos desinfectantes quimicos contra los ooquistes
de Cryptosporidium spp. Los mas efectivos y tdxicos han sido los compuestos de bajo peso mo-
lecular que incluyen amoniaco, 6xido de etileno, bromuro de metilo y ozono (Fayer et al., 1997).

El cloro, efectivo contra muchos microorganismos, afecta lentamente a Cryptosporidium spp.,
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incluso a altas concentraciones, en instalaciones y piscinas tienen poco o ningun impacto en la
viabilidad de los ooquistes (Carpenter et al., 1999). Del mismo modo, se descubrié que la flocu-
lacion con alumbre tal como la utiliza la industria del agua, no tiene ningun impacto sobre la
viabilidad de los ooquistes y las altas concentraciones de cal o sulfato férrico reducen significati-
vamente la viabilidad del ooquiste solo a niveles altos de pH durante un tiempo prolongado (Ro-
bertson et al., 1992). Se han realizado muchos estudios sobre estrategias de desinfeccion vy fil-
tracion para el agua potable (Rose et al., 1997). El ozono y la luz ultravioleta han demostrado ser
eficaces en la desinfeccion de ooquistes en instalaciones de tratamiento de agua (Rose et al.,
1997; Clancy et al., 2000; Kanjo et al., 2000). El tratamiento con productos quimicos combinados
como el cloro y la monocloramina o el ozono y la monocloramina ha demostrado una mayor
desinfeccién que la exposicion a un solo producto quimico (Fayer, 2004).

En Argentina, la presencia de la cryptosporidiosis en animales varia de acuerdo a la especie
estudiada. La primera deteccién de este parasito se realizd en un ternero con diarrea neonatal a
partir de un estudio histopatolégico (Odedn & Magnasco, 1983). Posteriormente se observo la
presencia de ooquistes en muestras de materia fecal y se asocio la presencia de Cryptosporidium
spp. con el complejo de diarrea neonatal en terneros (Bellinzoni et al., 1990). En la ciudad de La
Plata y areas rurales de influencia se ha evaluado la presencia de ooquistes de Cryptosporidium
spp. en materia fecal de mamiferos del zool6gico y bovinos rurales, con una prevalencia de
42,5% en terneros (Pezzani et al., 2001). Venturini et al., en 2006, llevaron a cabo un estudio en
animales domeésticos y monos de un zoolégico de la provincia de Buenos Aires, comprobando la
presencia de infecciones por Cryptosporidium spp. en perros, ovinos, equinos, cobayos, gatos,
bovinos, caprinos y en distintas especies de monos. En Magdalena, provincia de Buenos Aires
se reporté una prevalencia en terneros de raza Holando-argentino del 17%, con alta intensidad
de infeccion en los animales de < 7 dias de vida, considerando a este grupo etario como una
importante fuente de infeccion para el ambiente (Del Coco et al., 2008). En un estudio similar en
terneros de tambo en la provincia de Santa Fe, se obtuvo una tasa de infeccion del 19,8% y se
asocio la eliminaciéon de ooquistes con la presencia de diarrea (Aguirre et al., 2014). En el 2015,
se llevé a cabo un estudio en roedores sinantropicos de areas urbanas y periurbanas de la Ciu-
dad de La Plata, detectandose la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. en el 25% de
las muestras de materia fecal pertenecientes a Rattus rattus (Unzaga et al., 2015). En lechones
de categorias lactantes y recientemente destetados, de granjas intensivas de las provincias de
Buenos Aires, Cordoba, Santa Fe, Entre Rios, La Pampa y Misiones se ha detectado una preva-
lencia del 9% mediante la técnica de Ziehl-Neelsen modificada (ZNM). (De Felice et al., 2020).
La aplicacion de técnicas de biologia molecular como PCR-RFLP o PCR-secuenciacién han per-
mitido la confirmacién y caracterizacion de distintas especies/genotipos de Cryptosporidium. En
la Ciudad de Buenos Aires y La Plata se realiz6 la caracterizacién molecular de Cryptosporidium
spp- en perros (Unzaga et al., 2011), terneros (De Felice et al., 2012; Tomazic et al., 2013),

geckos leopardo (Dellarupe et al., 2016) y lechones (De Felice et al., 2020).
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Diagnédstico y observacion

En la actualidad, los principales métodos de diagnéstico se basan en la deteccion de estadios
parasitarios, principalmente ooquistes en materia fecal o muestras de tejidos.

En infecciones con bajo nimero de ooquistes o en estudios epidemiolégicos, adquiere mayor
importancia la concentracion de la muestra de materia fecal (Holten-Anderson et al., 1984). Las
técnicas de concentracion para materia fecal incluyen las de flotacién con solucion azucarada de
Sheather, sulfato de zinc al 33% o cloruro de sodio al 36% y las técnicas de sedimentacion como
Ritchie modificado con solucién de formol-sal (Fayer & Ungar, 1986). Las técnicas de tincion mas
usadas son las modificadas acido-resistentes, como la de Ziehl-Neelsen modificada, que dife-
rencian los ooquistes color rojo (Henricksen & Pohlenz, 1981) y las tinciones con dimetil sul-
féxido-carbol fucsina (Bronsdon, 1984). Los ensayos de inmunofluorescencia directa se utilizan
en determinados laboratorios, pero no para el diagnéstico clinico a gran escala (Sterling & Arro-
wood, 1986). Entre las pruebas rapidas, se destaca la inmunocromatografia, para la deteccion
de antigenos fecales a partir de muestras concentradas o no concentradas (Atias, 1998). En
muestras de tejidos, el diagnéstico se realiza mediante cortes histolégicos de la mucosa del in-
testino delgado y ocasionalmente del recto, utilizando la tincién de hematoxilina-eosina. La mi-
croscopia no puede diferenciar los ooquistes de las distintas especies/genotipos de Cryptospori-
dium ya que son morfolégicamente indistinguibles en términos de tamario (Smith et al., 2007).
Por lo tanto, los procedimientos moleculares basados en PCR, han dominado la investigacion
sobre el diagndstico y la deteccion de Cryptosporidium spp. durante los ultimos 25 afios, ya que
proporcionan informacién sobre el genotipo o la especie de Cryptosporidium presente en una
muestra clinica o ambiental (Smith et al., 2006; Thompson & Ash, 2015). El diagnéstico molecular
por técnicas de PCR ha demostrado tener particular importancia en las investigaciones epide-
mioldgicas al proporcionar informacion sobre la fuente de infeccion y el significado para la salud
publica de los aislamientos identificados (Caccio et al., 2005), aumentado la comprension de las
posibles rutas de transmision entre el ambiente y los animales tanto de comparia como el ganado
(Fayer et al., 2000). También ha permitido la identificacién de “nuevos” genotipos y la posterior
descripcion de nuevas especies y sus respectivos hospedadores (Xiao & Fayer, 2008; Slapeta,
2013). Otros genes como el de la proteina del shock térmico de 70 kDA (HSP70) o el de la
proteina de la pared del ooquiste de Cryptosporidium (COWP) son utilizados como genes adicio-
nales para la genotipificacion. La glicoproteina de 60 kDA se utiliza comunmente para obtener
un mayor grado de discriminacion filogenética de especies y genotipos para relacionar con las

posibles rutas de transmision (Lymbery & Thompson, 2011).
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CAPITULO 14
Isospora spp.
Bruno Fitte, Lorena de Felice, Diego F. Eiras

y Juan M. Unzaga

Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Orden: Eucoccidiorida

Familia: Sarcocystidae

Algunos afios atras, luego de una revision taxonémica, se demostré que el género /sos-
pora representa a aquellas especies cercanas a Eimeriidae (Barta et al., 2005). Las especies
que afectan a perros y gatos se incluyen desde entonces en el género Cystoisospora. Estas
son especies parasitas de carnivoros y se relacionan con otros géneros —Hammondia, To-
xoplasma, Besnoitia y Sarcocystis—presentando ooquistes esporulados similares, y utili-
zando a los carnivoros y omnivoros como hospedadores definitivos. Sin embargo, en este
capitulo se mantendré el nombre tradicional (/sospora) para todas las especies de coccidios
intestinales que afectan a los pequefios animales (Cordero del Campillo et al., 1999; Meln-
horn, 2008).

Morfologia

La mayoria de las especies conocidas del género Isospora han sido descriptas a partir de la
morfologia de los ooquistes hallados en las heces de diferentes animales hospedadores. Estos
ooquistes son subesféricos o ligeramente elipsoidales, con un didmetro que varia entre 20 y 50
pum segun la especie. En su interior, una vez esporulados, se caracterizan por contener dos es-
porocistos con cuatro esporozoitos cada uno y un cuerpo residual. A su vez, pueden o0 no
contener tapones proteicos en un extremo del esporocisto, denominados cuerpos de Stiedae

(Cordero del Campillo et al., 1999). Ademas, los esporozoitos de las especies de Isospora de
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mamiferos contienen una o dos inclusiones, denominadas cuerpos cristaloides, que se compo-
nen de particulas de apariencia similar a las de beta-glucégeno, y que generalmente se pierden

en el proceso de conversion de esporozoito a merozoito.

Ciclo biolégico

Las especies del género Isospora son propias de carnivoros, aves y omnivoros, incluido
el ser humano. Este parasito puede completar su ciclo con un solo hospedador (ciclo mono-
xeno), aunque algunas especies han desarrollado la capacidad de utilizar un hospedador
paraténico o de transporte. Comenzaremos la descripcion en la fase de merogonia (repro-
duccién asexual), que ocurre luego de que los esporozoitos son liberados en el intestino e
invaden los enterocitos. Esta fase incluye varias divisiones por endodiogenia (formacién de
dos nucleos y luego dos individuos que se separan). Aqui se produce la formaciéon de me-
rontes tipo | binucleados. Posteriormente se forman esquizontes multinucleados (merontes
tipo 1) que daran origen a la formacion de merozoitos. Estos merozoitos de primera genera-
cién hacen estallar a las células para invadir otras y asi formar merontes de nuevas genera-
ciones, aumentando la cantidad de parasitos en el hospedador (Greiner, 2008). La cantidad
de merogonias varia dependiendo la especie (Bowman, 2011). Eventualmente los esporo-
zoitos o0 algunos merozoitos pueden abandonar los enterocitos y migrar hacia diferentes 6r-
ganos (principalmente bazo, nédulos linfaticos e higado), donde formaran quistes adormeci-
dos denominados hipnozoitos, que pueden perdurar por un largo periodo de tiempo. La ga-
metogonia (reproduccion sexual) se da en el intestino a partir de los merozoitos, e incluye la
formacion de ooquistes inmaduros que seran eliminados con las heces a partir del 5° 0 6°
dia post infeccion, dependiendo la especie. La esporogonia ocurre en el ambiente al cabo de
24-48 horas bajo condiciones apropiadas de temperatura y humedad, generando ooquistes
maduros. La principal via de entrada para los ooquistes infectantes es la oral, cuya transmi-
sién se produce a partir del agua y alimentos contaminados con ooquistes esporulados (Rosa
& Ribicich, 2012; Fig. 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Isospora suis.

Patogenicidad y sintomatologia

Se han descripto numerosas especies que se comportan de manera diferente dependiendo
del hospedador al que afectan y su importancia clinica. En perros y gatos existen las especies /.
canis e . felis respectivamente, que por lo general son apatégenas; pero si existe para los cani-
nos otro grupo de especies con importancia clinica denominado /. ohioensis’. Por otro lado, en
los gatos, /. rivolta (de morfologia similar a /. ohioensis) puede tener cierta relevancia clinica en
los animales muy jovenes. Respecto al ganado porcino, la especie /. suis tiene gran implicancia,
ya que es responsable del sindrome de diarrea neonatal porcina. En humanos, la especie /. belli
puede adquirir riesgo sanitario principalmente en personas inmunodeprimidas. Otras especies
importantes descriptas son /. serini e I. canaria que parasitan a canarios, I. erinacei que parasita
a erizos, e I. lacazei, cuyo hospedador es el gorrién (Bowman, 2011).

Los ooquistes se desenquistan generando la invasion, por parte de los esporozoitos, del epi-
telio apical de las vellosidades del intestino delgado. Durante las fases asexuales se produce
destruccion epitelial, que se caracteriza por las lesiones a nivel macroscopico en yeyuno e ileon
y a nivel microscépico (atrofia y fusion de vellosidades e hiperplasia de las criptas). Estas lesiones
ocasionan la eliminacién de heces pastosas, luego malolientes, acuosas, blanquecinas, blanco-
amarillentas o grisaceas. Puede haber vomito, retraso del crecimiento y erizamiento piloso, as-

pecto que puede permanecer por varias semanas. Aunque la morbilidad es alta, la mortalidad es
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menor al 20% si no hay complicaciones con otros agentes. En humanos, principalmente en si-
tuaciones de inmunodepresion, la infeccién crénica puede causar atrofia vellositaria, diarrea in-

termitente, mala absorcién y fiebre (Lindsay et al., 1997).

Epidemiologia

La infeccion por Isospora spp. ha sido reportada a nivel mundial. Por ejemplo, la coccidiosis
porcina por I. suis es muy importante a nivel mundial, formando parte del sindrome de diarrea
neonatal porcina. En cria intensiva, la isosporosis esta en relacion con los modernos sistemas
de produccién, con instalaciones provistas de calefaccion, el empleo de parideras especiales y
otras practicas que permiten ciclos continuos de produccion. La forma infectante es el ooquiste
esporulado en el medio ambiente. La esporulacion es favorecida por las altas temperaturas (32-
35°C) y la humedad que suele ser elevada en las parideras, y otros sectores de los estableci-
mientos, permaneciendo los ooquistes viables por 10 meses aproximadamente. Afecta principal-
mente a lechones lactantes, entre 5-15 dias de vida, aunque se puede observar hasta las 3
semanas. Estos animales jovenes son a su vez responsables de la eliminacion de un elevado
numero de ooquistes, especialmente en los episodios de diarrea producida por el parasito. Los
cerdos de mayor edad son resistentes, se inmunizan y dejan de ser eliminadores de ooquistes,
o los emiten en muy escasa cantidad (Melnhorn, 2008).

La mayoria de los coccidios de caninos y felinos suelen ser no patogénicos, o solo en forma
moderada. Sin embargo, la presencia de Isospora spp. en perros y gatos puede ser un factor
causal importante del sindrome diarreico, a menudo asociado a infecciones secundarias en ca-
chorros de perros y gatos de corta edad. La especie de coccidio involucrado también influye en
la aparicion de enfermedad clinica. I. canis es considerada una especie apatdgena pero las in-
fecciones por /. ohioensis suelen presentarse con sintomatologia marcada.'® Los animales mas
vulnerables a estas infecciones son los que se encuentran en condiciones de hacinamiento como
en los criaderos caninos, donde el saneamiento muchas veces resulta deficiente.

En humanos, la presencia de Isospora spp. con manifestaciones clinicas es poco comun. No
obstante, /. belli, una especie con ciclo monoxeno, caracteristica del intestino delgado de huma-
nos, puede ser responsable de sintomatologia intestinal leve, adquiriendo mayor grado de aten-

cion en personas inmunodeprimidas.

'3 Isospora ohioensis corresponde en realidad a un grupo o complejo de especies cuyos ooquistes tienen morfologia muy
similar y no pueden diferenciarse por microscopia 6ptica. Las especies que componen el complejo son [. ohioensis, I.
borruwsi e I. neorivolta.
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Diagnéstico y observacion

El método principal de diagndstico para Isospora spp. se basa en la busqueda de ooquis-
tes en la materia fecal mediante técnicas estandarizadas de flotacion y centrifugacién, como
por ejemplo la técnica de Sheather. Debido a que los ooquistes pueden a menudo eliminarse
solo en pequefas cantidades y/o de manera intermitente, se recomienda reiterar el analisis
o realizar estudios seriados cuando los resultados son negativos y se continia sospechando
de su presencia. Si se recuperan ooquistes, puede también realizarse la esporulacion para
establecer la diferencia con el género Eimeria. En otros casos, se realiza la coloracién con
Giemsa del material obtenido por raspado de las lesiones intestinales para hallar estadios
del ciclo parasitario, especialmente los caracteristicos merozoitos de tipo | emparejados, au-
sentes en la infeccidn por Eimeria spp. Asimismo, es importante realizar un diagnéstico dife-
rencial con otras posibles causas de diarrea como las dietéticas, virales, bacterianas o las
ocasionadas por otros parasitos. Aun asi, muchas veces el diagndstico, basado en signos
clinicos y/o presencia de alto numero de ooquistes en las heces, resulta insuficiente. Esto se
debe a que, por un lado, en las heces de hospedadores sanos puede encontrarse un gran
numero de ooquistes y, por otro lado, porque a veces se producen infecciones graves e
incluso fatales durante las primeras fases asexuales de la infeccion, antes de que los oo-
quistes hayan tenido tiempo de desarrollarse. Hay que tener presente que en estos casos la
enfermedad se manifiesta, pero los ooquistes no aparecen todavia en las heces. El diagnés-
tico postmortem se basa en las lesiones macroscdpicas y microscoépicas, que varian consi-
derablemente en funcién del hospedador y la especie parasita involucrada, asi como de los
estadios sexuales y asexuales del parasito. Las fases parasitarias se encuentran rodeadas
por vacuolas parasitéforas en los enterocitos y las células de la lamina propia. A pesar que
la manera mas adecuada de observar los parasitos es mediante las técnicas histolégicas,
los frotis directos son también confiables. Ademas, con frecuencia se pueden identificar oo-

quistes y merozoitos en frotis o concentrados de contenido intestinal (Bowman, 2011).
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CAPITULO 15
Neospora caninum
Lucia Maria Campero, Andrea Dellarupe, Magdalena

Rambeaud y M. Cecilia Venturini

Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Orden: Eucoccidiorida

Familia: Sarcocystidae

Neospora caninum es un protozoo parasito que causa la neosporosis, una enfermedad global,
cuyo efecto negativo sobre la eficiencia reproductiva se manifiesta por las grandes pérdidas eco-
ndémicas que causa en la ganaderia bovina. En el bovino provoca abortos y frecuentemente pro-
duce el nacimiento de animales congénitamente infectados. En el perro genera diversos cuadros

neuromusculares.

Morfologia

Neospora caninum presenta tres estados infectantes: taquizoitos, quistes tisulares y oo-
quistes. Los taquizoitos y quistes tisulares son estadios intracelulares de los hospedadores in-
fectados. Los taquizoitos de N. caninum tienen forma de semiluna, de aproximadamente 6 um
x 2 ym y carecen de granulos de amilopectina. Pueden estar en distintos tipos celulares y cada
célula hospedadora puede contener varios taquizoitos, alojados dentro de la vacuola parasitofora
en el citoplasma. Cada taquizoito tiene roptrias con contenido electrodenso, algunas de las que
se extienden posteriormente al nicleo.

Los quistes tisulares son redondos u ovoides, su tamafo varia considerablemente, depen-
diendo del nimero de bradizoitos que alojen en su interior. En los perros se han registrado
quistes tisulares de hasta 107 um de diametro con una pared de 4 um de espesor. En bovinos,
los quistes tisulares se encuentran principalmente en cerebro y médula espinal donde raramente

exceden las 50 ym de diametro con una pared < a 2,5 ym de espesor. Los bradizoitos también
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tienen forma de semiluna de 8 um x 2 ym, poseen un nucleo terminal y contienen algunos gra-
nulos de amilopectina. Suelen encontrarse quistes tisulares en tejido extraneural como en
musculo esquelético.

Los ooquistes tienen forma esférica o subesférica de 10-12 ym, de pared lisa de 0,6-0,8 ym
de espesor, sin micrépilo. Se eliminan en estado no esporulado en la materia fecal del hospeda-
dor definitivo. Esporulan en el ambiente, observandose en su interior 2 esporocistos elipsoidales

(8 pm x 6 uym) con 4 esporozoitos cada uno (7 um x 2 ym) de forma alargada.

Ciclo biolégico

Neospora caninum es un organismo de vida endocelular obligado, no zoonético, con un
ciclo de vida heteroxeno, donde intervienen dos tipos de hospedadores, los hospedadores de-
finitivos (HD) en los que se completa la fase sexual, y los intermediarios (HI) en los que se lleva
a cabo la fase asexual. Existen 3 formas infectantes: taquizoitos, bradizoitos (quistes) y espo-
rozoitos (ooquistes).

Los taquizoitos y bradizoitos se localizan en diferentes tejidos de los HI y HD, ambos son
estadios intracelulares asexuales del parasito, que conservan la morfologia y caracteristicas ul-
traestructurales tipicas de las fases infectivas de los protozoos apicomplexa. Los esporozoitos
se encuentran dentro de los ooquistes que son excretados en la materia fecal de los HD.

Los HD descriptos hasta el presente son los canidos como el perro (McAllister et al., 1998;
Basso et al., 2001), coyote (Canis latrans) (Gondim et al., 2004), dingo (Canis lupus dingo) (King
et al., 2010) y el lobo gris (Canis lupus) (Dubey et al., 2011). En ellos se cumplen tanto la fase
extraintestinal (esquizogonia) como la intestinal (gametogonia) del ciclo que se cree precede a
la formacion de los ooquistes, desempefiando el rol tanto de HD como de HI. Los ooquistes son
eliminados al ambiente no esporulados, y luego de 1 a 3 dias esporulan, transformandose asi en
infectantes y volviéndose resistentes en el ambiente, por lo que son claves en la epidemiologia
de la neosporosis.

Varios rumiantes actian como HI, entre ellos, el ganado bovino, caprino, ovino, ciervos y
bufalos. Sin embargo, el bovino se considera el HI mas importante ya que en él se producen los
signos mas relevantes que generan importantes pérdidas econémicas a nivel mundial. Por otro
lado, N. caninum ha sido también detectado serolégicamente y/o por presencia de ADN mediante
la técnica de PCR, en una amplia variedad de especies tanto domésticas (equinos, felinos, sui-
nos, camélidos y aves, entre otros), como silvestres (mapaches, zorro rojo, lobo, lince, corzo,
venado de cola blanca, gorridn; rinoceronte, roedores; carpincho, topo campesino, conejo, liebre
europea, entre otros).

Cuando el HI ingiere los ooquistes esporulados presentes en pasturas y/o aguas contamina-
das, éstos pierden la pared ooquistica en el tracto gastrointestinal y liberan los esporozoitos, que

atraviesan la pared intestinal produciéndose una multiplicacion asexual extraintestinal, con for-
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macioén de taquizoitos (esquizozoitos de divisién rapida) en diversos érganos vy tejidos, destru-
yendo las células infectadas y ocasionando parasitemia durante la fase aguda de la infeccion.
En etapas posteriores, los taquizoitos penetran en las células de tejidos neuromusculares, con-
tindan la esquizogonia sin destruir a la célula hospedadora, dando lugar a los bradizoitos (esqui-
zozoitos de divisidn lenta) contenidos en quistes tisulares. Si el HD ingiere tejidos con dichos
quistes u ooquistes del medio, se infectara, completando asi el ciclo (Fig. 1).

Existen dos vias de transmision, la via horizontal y la vertical. La fransmisién horizontal ocurre
cuando un animal se infecta ya sea por la ingesta de taquizoitos y/o quistes tisulares o bien por
consumir agua y/o alimentos contaminados con ooquistes esporulados. La fransmision vertical
(transplacentaria) ocurre durante la prefiez, cuando el feto adquiere la infeccidn a través de su
madre y suele ser la via de transmision mas comun y efectiva en el bovino (Fig. 1) (Dubey &
Schares, 2011). A su vez, segun el origen de esta infeccion transplacentaria, se dice que la
transmision es “exégena”, cuando la madre adquiere una primoinfeccién al ingerir pasturas o
agua contaminadas con ooquistes esporulados del ambiente, mientras que la transmision es
“endégena” cuando el feto se infecta como consecuencia de la reactivacion de una infeccion
cronica latente de la madre (recrudescencia) (Trees & Williams, 2005) (Fig. 2). Si bien en ambos
casos el feto infectado puede ser abortado, generalmente entre el 3er y 8vo mes de gestacion,
en la mayoria de los casos de transmision transplacentaria endégena nacen terneros sanos, pero

congénitamente infectados (Pare et al., 1996).
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Figura 1. Ciclo de vida de Neospora caninum.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 123



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

W

“Bug
|
~ - b e OOQUISTE
TERNEROS SANDS _
MO INFECTADOS
€

-

YR ‘ _ ’
& -
{ z . )
I [
~ - e iy
TERNEROS SANOS ,/X\' TRANSMISION TRANSPALECENTARIA EXOGENA
CONGEMTAMENTE \y {Primoinfeccin) CONTAMINACION DE ALIMENTO Y AGUA DE BEBIDA

INFECTADOS TRANSMISION HORIZONTAL

l'\-' \
R 0 YURES .
TERME RO_S CON SIGNOS
CLINICOS
CONGENITAMENTE

INFECTADOS

TRANSHMISION TRANSPALECENTARIA ENDOGENA
FETOSABORTADOS (madre crénicamente infectada)
CONTAMINADOS

Figura 2. Ciclo de vida de Neospora caninum.

Patogenicidad y sintomatologia

Los signos clinicos ante la infeccién por N. caninum, estaran determinados por la edad del
animal, sexo, estado inmune, nimero y forma infectante, la predisposicién genética individual, la
parte del sistema nervioso central (SNC) afectada, y en el caso de las hembras prefiadas, por el
momento de la gestacion en que se produzca la infeccion.

El principal signo clinico en los bovinos es el aborto, aunque también puede observarse ex-
cepcionalmente nacimiento de terneros débiles, con signologia nerviosa. Sin embargo, en la ma-
yoria de los casos, en hembras bovinas prefiadas infectadas con N. caninum, la gestacion resulta
en el nacimiento de un ternero sano, pero congénitamente infectado. La transmision vertical
puede ocurrir en gestaciones sucesivas, y cuando las terneras congénitamente infectadas se
conservan para reposicion en el rodeo, pueden también transmitir la infeccién a su descendencia,
lo cual resulta en la persistencia endémica de la infeccién en el establecimiento. La mayoria de
los abortos bovinos causados por N. caninum ocurren entre los 4 y 7 meses de gestacién. Sin
embargo, el riesgo de transmision del parasito al feto aumenta a medida que progresa la edad
gestacional. En consecuencia, una infeccién en los estadios tempranos de la prefiez probable-
mente resulte en pérdidas embrionarias o abortos, mientras que una infeccién en etapas tardias
de la gestacion resultara en una eficiente transmision transplacentaria y nacimiento de terneros
sanos congénitamente infectados.

En los caninos, la neosporosis se considera una enfermedad primaria del SNC y sistema
musculo-esquelético, pudiendo comprometer a diversos 6rganos. Los taquizoitos son responsa-

bles de la mayor parte de la accién citopatica y dafio tisular. En los casos clinicos se observan
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principalmente manifestaciones neuromusculares debido a la meningoencefalitis, miositis o poli-
rradiculoneuritis. Los cachorros generalmente desarrollan paresia progresiva, hiperextension ri-
gida de los miembros posteriores y atrofia muscular. La via de transmision transplacentaria es
también muy eficiente en caninos, y la mayoria de los signos ocurren como una exacerbacién de
una infeccién adquirida congénitamente. Las perras con infeccidon subclinica pueden transmitir el
parasito en forma vertical a varias camadas sucesivas, aunque no todos los cachorros de una
misma camada estan siempre infectados (Cole et al., 1995). A su vez algunos cachorros desa-
rrollan signos clinicos entre las dos semanas y los seis meses de edad, mientras que en otros la
infeccion se puede mantener en forma subclinica durante toda la vida del animal u ocurrir una

reactivacion posterior.

Respuesta inmune

Neospora caninum es un protozoo de vida intracelular. Por eso, la respuesta inmune celular
es la que esta relacionada con la proteccion de la enfermedad, si bien cuando el hospedador
se infecta produce también anticuerpos especificos. Las células dendriticas y macréfagos re-
presentan la primera linea de defensa que permite al hospedador activar mecanismos para
contener la infeccién mientras la inmunidad adaptativa comienza a activarse. Las citoquinas
resultantes de la activacion de la respuesta innata orientan y modulan la respuesta adaptativa,
que sera responsable de contener la infeccion. En este sentido, la inmunidad protectora frente
a la infeccion por N. caninum es iniciada por el eje interleuquina (IL)12 /interferon y (IFNy).
Cuando los macréfagos y células dendriticas contactan con el patégeno, producen IL12, la cual
polariza la diferenciacién de los linfocitos TCD4 a un perfil Th1, productor de IFNy. Esta cito-
quina es fundamental en la proteccion, particularmente en la etapa aguda de la infeccién por
N. caninum, limitando la proliferacion parasitaria en distintos tejidos y células (Innes et al.,
1995). Adicionalmente, las células NKy linfocitos TCD8 juegan un rol clave en el control de las
infecciones por parasitos intracelulares como N. caninum. Dichas poblaciones celulares, ade-
mas de ser potentes productoras de IFNy, eliminan células infectadas causando su muerte por
apoptosis (Boysen et al., 2006).

Altos niveles de anticuerpos son detectables en los animales luego de la infeccion, los cua-
les perduran durante meses; sin embargo, su rol en la proteccion de la infeccién por N. caninum
no es claro. Es posible que los anticuerpos actien inhibiendo la invasion de las células blanco,
en los momentos de la infeccion donde los taquizoitos se encuentran extracelularmente (Innes
et al., 2002).

Tanto una primoinfeccién como una reactivacion de una infeccién crénica por N. caninum en
el momento de la prefiez, constituyen una situacién compleja a nivel inmunolégico, ya que la
hembra prefiada debe, por un lado, intentar contener la infeccion a través de las citoquinas y

mecanismos mencionados anteriormente, y, por otro lado, garantizar el buen término de la ges-
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taciéon. Algunas citoquinas y mecanismos beneficiosos para intentar controlar la infeccion (res-
puesta pro-inflamatoria y generacién de un perfil Th1), resultan perjudiciales para la unidad feto-
placenta, antagonizando con el buen término de la prefiez (Tangri & Ragupathy, 1993; Innes et
al., 2005). Contrariamente, los tejidos de unién feto-placenta, producen citoquinas progestacio-
nales caracteristicas de la respuesta Th2 (IL4, IL10, factor transformante del crecimiento-f3), fe-
noémeno favorecido por los altos niveles de progesterona. Esta hormona inhibe la produccién de
oxido nitrico y factor de necrosis tumoral-a, como también la actividad de las células NK. De aqui
surge un “dilema” para el sistema inmune de la hembra prefiada. Por un lado, es necesaria una
respuesta Th1 dominante para combatir la infeccién, resultando en la produccién de citoquinas
inflamatorias y perjudiciales para el feto. Por otra parte, la progesterona y otros mecanismos
inmunomoduladores, inducen la produccion de citoquinas de la respuesta Th2 que no se relacio-
nan directamente con la proteccién, pero si lo hacen con la posibilidad de continuar la prefiez. A
su vez, el momento de la gestacién en que el parasito se encuentre activo, determinara, espe-
cialmente en los bovinos, la manifestacion clinica de la enfermedad.

La capacidad del feto de desarrollar una respuesta inmune aumenta a medida que progresa
la gestacion. En bovinos, a partir del segundo tercio de la prefiez, el feto es capaz de desarrollar
tanto una respuesta inmune celular como humoral (mediada por anticuerpos). Por lo tanto, la
inmunocompetencia del feto al momento de la infeccién por N. caninum determinara la severidad
de la enfermedad y la carga parasitaria en los tejidos fetales, siendo ambas progresivamente
menores a medida que la infeccidon ocurre mas tardiamente en la gestacién. En bovinos, cuando
la infeccidén ocurre en el primer o segundo tercio de la prefiez, se detecta N. caninum en varios
tejidos fetales (cerebro, corazon, rifidn y pulmén), mientras que sélo se detectan parasitos en el
cerebro cuando la infeccion ocurre en el tercer trimestre de prefiez, evidenciando la importancia
de la edad fetal en la severidad de la enfermedad (Collantes-Fernandez et al., 2006). Por lo tanto,
una infeccién fetal hacia el final de la prefiez, probablemente resulte en el nacimiento de terneros
sanos, pero congénitamente infectados, que, de ser conservados para reposicion en el rodeo,

pueden mantener la infeccion de forma endémica.

Diagnéstico y observacion

El diagndstico de neosporosis se puede realizar a nivel individual (en un animal), a nivel po-
blacional (grupo de animales o rodeo) o bien a partir de muestras de tejidos infectados (por ejem-
plo, un feto abortado).

Los métodos directos utilizados para el diagnéstico de N. caninum son: la histopatologia e
inmunohistoquimica (HP/IHQ), la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la observacion de

formas infectivas y el aislamiento. A continuacion, se describen brevemente cada una de ellos.
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La técnica de HP detecta cambios/lesiones asociadas a N. caninum en el tejido analizado.
Las principales lesiones compatibles con N. caninum son: encefalomielitis multifocal no supura-
tiva, miocarditis focal a difusa no supurativa, hepatitis periportal, neumonia intersticial, placentitis

linfocitica multifocal (Campero et al., 1998; Anderson et al., 2000; Campero et al., 2020) (Fig. 3).
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Figura 3. Microfotografias de lesiones histopatolégicas halladas en un feto bovino (tincién hematoxilina
eosina -H&E-, 100X). (A) Foco de gliosis (flecha) en corteza cerebral. (B) Hemorragia (asterisco) e infiltrado
linfocitico intersticial (flechas) en rifion.

La IHQ es complementaria a la HP; se realiza a partir de las secciones donde se hallaron
lesiones compatibles con N. caninum. La técnica requiere de sueros hiperinmunes anti-taqui-
zoitos de N. caninum que evidencian especificamente las formas parasitarias infectivas (taqui-
zoitos, clusters de taquizoitos, quistes tisulares). Tanto la HP como la IHQ son técnicas de sen-
sibilidad variable pero esenciales para confirmar un diagndstico de aborto por N. caninum
(Wouda et al., 1997; Morrell et al., 2020).

Una técnica altamente sensible y especifica que permite la identificacion de ADN de N. caninum
es la PCR. Se realiza a partir de ADN extraido de tejidos provenientes de fetos abortados o en mues-
tras de liquido amnidtico, sangre, leche, etc. y en heces del HD para la deteccién de ooquistes.

También es posible la observacion directa de formas infectivas, ya sea para la deteccion de
taquizoitos o quistes tisulares en improntas de tejidos (se puede facilitar la lectura con una tincion
H&E, Giemsa, rapid Diff Quick®) o de ooquistes presentes en la materia fecal. En caso de detectar
al microscopio formas infectivas compatibles con el protozoario, se debe confirmar que se trate
efectivamente de N. caninum. Los quistes tisulares deben confirmarse mediante PCR o HP/IHQ,
ya que podria tratarse de otro protozoario formador de quistes. En el caso de la deteccion de oo-
quistes por microscopia , es necesario realizar una PCR para confirmar que sean de N. caninum,
debido a la existencia de ooquistes tipo-Hammondia que poseen similar tamafo y morfologia.

El aislamiento de taquizoitos viables de N. caninum confirma el diagnéstico. Sin embargo, la
metodologia es laboriosa, requiere personal entrenado y depende de materiales y equipamiento
frecuentemente no disponibles en los laboratorios donde se realiza el diagnéstico de rutina. Entre

los factores condicionan un aislamiento exitoso se incluyen el tipo de tejido/muestra seleccionada
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para aislamiento, su estado de conservacion y la carga parasitaria presente. El protocolo estan-
darizado de eleccién debe incluir la multiplicacion inicial de los taquizoitos de N. caninum en
animales de laboratorio susceptibles a la enfermedad (ratones IFNy knock-out, Nude), y el aisla-
miento in vitro utilizando medios de cultivo, lineas celulares y atmésferas adecuadas para su
incubacion (Campero et al., 2015b, 2021).

La caracterizacion genética de un aislamiento requiere del uso de marcadores moleculares es-
pecificos (ej. analisis multilocus de microsatélites, MLST). Los microsatélites también se utilizan en
estudios epidemiolégicos (Basso et al., 2010) y poblacionales (Regidor-Cerrillo et al., 2013).

Los métodos indirectos se fundamentan en la deteccidn de anticuerpos especificos frente a N.
caninum presentes principalmente en suero, pero también podrian buscarse en liquido amnidtico,
leche, entre otros. Las técnicas mas utilizadas son la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IF1),
enzimoinmunoensayos (ELISAs) indirectos y aglutinacion, utilizando en algunos casos el immuno-
blot como prueba confirmatoria. A continuacion, se describen brevemente cada una de ellas.

La IFI ha sido ampliamente utilizada como prueba serolégica diagnéstica de neosporosis (Du-
bey et al., 1988). La excitacion con luz UV genera una fluorescencia que se interpreta como
positiva cuando se aprecia de manera ininterrumpida en toda la superficie del taquizoito (Fig. 4).
La IFI permite titular sueros, de modo que es una herramienta Gtil para monitorear fluctuaciones
de anticuerpos. Sin embargo, factores como la calidad del microscopio y tipo de luz utilizada, el
conjugado y dilucién empleada sumado a la experiencia del operador, son factores que sin lugar
a dudas condicionaran los resultados y, por ende, la eficiencia de la IFl. Los puntos de corte
deben ser estandarizados en cada laboratorio segun sus propias condiciones, especie animal y

objetivo del diagndstico (Campero et al., 2018).

f

Figura 4. Microfotografia de IFI positiva en un suero bovino a titulo de corte 1:200.
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En las pruebas de ELISAs, el antigeno conocido ya sea completo o tratado por diversos me-
canismos, es usado para cubrir los pocillos de una policubeta. La ventaja del ELISA sobre la IFI
radica en que el registro de la reaccion se realiza de un modo objetivo por medio de un espec-
trofotdmetro y la prueba puede ser automatizada. Ademas, es una prueba adecuada para anali-
zar un gran numero de muestras (Dubey & Schares, 2006). Existen distintos tipos de ELISAs:
indirectos, de competicion y de avidez; disponibles comercialmente o como formatos caseros (in-
house). En una infeccion reciente la avidez es muy baja y progresivamente al madurar la res-
puesta inmune, los valores de avidez aumentan, siendo mas elevados en infecciones crénicas
(Bjérkman et al., 1999). Por ello, los ELISAs de avidez se valen de este principio para discriminar
una infeccion reciente de una infeccion cronica. Es importante considerar que al adquirir kits
comerciales o en el disefio de ELISAs de desarrollo propio, se deben estandarizar los titulos de
corte segun la zona geografica donde seran utilizados (OIE, 2019). Asi se refleja en los hallazgos
de Campero et al. (2018) que detectaron una gran variacion entre pruebas diagnoésticas utilizadas
de rutina para neosporosis bovina en Iberoamérica (IFI, ELISA comercial y ELISA in-house).

En la aglutinacion directa se utilizan taquizoitos intactos tratados con formalina que agluti-
nan frente a la presencia de anticuerpos especificos en el suero problema. Debido a su sencillez
y versatilidad, la prueba de aglutinacion directa tiene el potencial de ser utilizada para el diag-
nostico de distintas especies ya que no requiere del uso de un conjugado anti-especie, siendo
aplicable para el diagnéstico en especies silvestres (Dubey & Schares, 2006).

El immunoblot (1B) es una prueba seroldgica que evalla la inmunorreaccion entre un antigeno
separado segun su peso relativo en una electroforesis (SDS-PAGE) e inmunotransferido a una mem-
brana de nitrocelulosa o polivinildifluoreno y el suero problema. La lectura de resultados implica la
deteccién visual de inmunorreacciones hacia los siguientes antigenos inmunodominantes (IDAs) en
condiciones no reducidas: 19, 29, 30, 33 y 37 kDa. Se considera que una muestra es positiva cuando

se registra reaccion hacia = 2 IDAs (Schares et al., 1999; Campero et al., 2015a) (Fig. 5).
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Figura 5. Patron representativo de antigenos inmunodominantes para N. caninum
con sueros bovinos positivos por IB en condiciones no reducidas.
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Diagnéstico e interpretacion de resultados: algunas consideraciones

Los ELISAs son muy utilizados para el diagnostico de la neosporosis bovina debido a su au-
tomatizacién y objetividad en la interpretacion de resultados. También se puede aplicar la IFl a
un determinado titulo de corte. La prueba de IB no se realiza de rutina en el diagndstico, aunque
se ha demostrado que su uso en la serologia fetal aumenta la sensibilidad del diagndstico (S6-
ndgen et al., 2001).

En bovinos, la serologia en un animal individual ofrece limitada informacién, ya que muchos
bovinos seropositivos no abortan y el nivel de anticuerpos varia mucho durante la gestacion
(Stenlund et al., 1999; Quintallina-Gozalo et al., 2000). Sin embargo, a nivel de rodeo, la serologia
aporta valiosa informacion. En un establecimiento donde se registren abortos y se sospecha de
neosporosis, es recomendable realizar el sangrado de todas o bien de un nimero representativo
de las hembras que abortaron y también acompanar con serologia de igual nUmero de hembras
prefiadas (comparieras). A través andlisis estadisticos como Chi2 o la prueba exacta de Fisher,
es posible evaluar la asociacion entre aborto y seropositividad. Disponer de muestras de suero
de las vacas que abortaron y de las que tuvieron partos normales, permite fortalecer los diagnés-
ticos presuntivos obtenidos mediante serologia (Moore et al., 2003).

El diagndstico del aborto implica la ejecucion de una bateria de pruebas diagndsticas para
obtener informacion que oriente el diagndstico. Se debe realizar serologia de la madre, HP/IHQ
y PCR sobre el feto. La serologia fetal debe interpretarse criteriosamente dado que un resultado
negativo no necesariamente implica ausencia de infeccion. Factores como la maduracion del
sistema inmune del feto, el tiempo entre infeccion y aborto y la posible autdlisis de inmunoglobu-
linas pueden enmascarar falsos negativos.

En el caso de perros, la prueba serolégica mas utilizada para el diagnéstico de neosporosis
es la IFI, con un titulo de corte de 1:50, a titulo final. Si bien perros que eliminan ooquistes no
necesariamente seroconvierten, una serologia positiva en perros con signologia clinica confir-
maria el diagndstico y permitiria interpretar la evolucion de la enfermedad. También se utiliza la

serologia para evaluar la efectividad del tratamiento (Dubey, 2013).
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CAPITULO 16
Sarcocystis spp.

Elisa Helman, Andrea Dellarupe y Gaston Moré

Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Orden: Eucoccidiorida

Familia: Sarcocystidae

Sarcocystis spp. son parasitos intracelulares del phylum o tipo Apicomplexa, pertenecientes
a la familia Sarcocystidae, conocidos vulgarmente como “coccidios formadores de quistes”, par-
ticularidad que explica el nombre del género (del griego sarkos= musculo y kystis= vesicula o
quiste), y refuerza la relacion filogenética con otros protozoos de la familia como Neospora ca-
ninumy Toxoplasma gondii.

En 1843, el investigador suizo Friedrich Miescher, fue quien por primera vez encontrd quistes
en musculo estriado de ratéon (Mus musculus) y los informé como "fibrillas blanquecinas”, y du-
rante los siguientes 20 afios fueron identificados como tibulos de Miescher (Levine, 1986). Sin
embargo, recién en 1972 fue descripto e identificado el ciclo biolégico como indirecto obligado
para las distintas especies que integran este género (Heydorn & Rommel, 1972). Se sabe que
estos protozoos producen, por multiplicacion asexual, quistes en los musculos de sus hospeda-
dores intermediarios (HI) como los herbivoros, y ooquistes con esporocistos por reproduccion
sexual y esporulacién, en el intestino de sus hospedadores definitivos (HD), como carnivoros,
omnivoros, carrofieros o canibales.

Actualmente, se conocen cerca de 250 especies de Sarcocystis, las cuales infectan mamife-
ros, aves Yy reptiles de todo el mundo. La sarcocystosis es principalmente una infeccion de y entre
animales. Sin embargo, algunas especies como S. hominis, S. suihominis tienen hominidos como
HD, que se infectan tras la ingesta de carne cruda y/o poco cocida de bovinos o porcinos, res-
pectivamente, pudiendo producir una sintomatologia digestiva leve y autolimitante. A su vez, el
hombre también puede actuar como hospedador accidental (también conocido como hospedador
aberrante) para varias especies de Sarcocystis, mediante la ingestién de ooquistes o esporocis-

tos, con manifestaciones musculares por multiplicacion asexual de los protozoos (Fayer, 2004).
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Morfologia

Los protozoos o zoitos de Sarcocystis spp. presentan un complejo apical completo, tipico
del phylum Apicomplexa. Dentro de los estadios parasitarios encontramos a los bradizoitos
resultantes de las sucesivas divisiones asexuales lentas, que presentan la morfologia de
banana o gajo de naranja, tienen dimensiones variables segun cada especie, pudiendo medir
hasta 15-17 pm de largo y se encuentran dentro de los quistes musculares. Estos ultimos
presentan una pared bien definida, formada por modificaciones de la vacuola parasitéfora.
La misma presenta protrusiones de forma y tamafo variables que son caracteristicas de cada
especie o grupo de especies y que le dan valor diagnéstico. La mayoria de las especies de
Sarcocystis producen quistes fusiformes y microscoépicos, con septos o tabiques en su inte-
rior. Unas pocas especies producen quistes macroscopicos que contienen entre 10 y 20 mi-
llones de bradizoitos cada uno.

Los ooquistes una vez esporulados o maduros, se componen por dos esporocistos con
cuatro esporozoitos cada uno y un cuerpo residual refractil. Los ooquistes tienen paredes del-
gadas y fragiles que generalmente se rompen por lo que los HD eliminan esporocistos ovales de
10 a 14 um de largo con la materia fecal, los cuales poseen una morfologia muy similar entre las

distintas especies.

Ciclo biolégico

Fue recién en la década del ‘70 donde, gracias a los estudios de microscopia, infecciéon ex-
perimental y el aporte de herramientas de biologia molecular, se pudo no sélo ordenar la ubica-
cion taxondmica y nomenclatura de estos protozoos, sino también identificar algunos de los ciclos
biolégicos. Muchas especies descriptas no tienen identificado con certeza su ciclo bioldgico. Ade-
mas, estudios basados en la especificidad del Hl indicaron que quistes estructuralmente similares
y, por consiguiente, considerados de la misma especie, correspondian en realidad a especies
diferentes (como, por ejemplo, S. tenella'y S. capracanis).

Los protozoos del género Sarcocystis tienen un ciclo de vida indirecto obligado o heteroxeno,
en general asociado a cadenas troficas del tipo predador-presa, presentando especificidad a ni-
vel de especie para su HI (presa) y a nivel de familia para su HD (predador). En el HI se produce
la multiplicacién asexual (merogonia) y en el HD la multiplicacién sexual (gametogonia) y la es-
porulaciéon o maduracién (esporogonia). La gametogonia tiene lugar en células del epitelio intes-
tinal, luego de la fusién de las gametas se forma una célula huevo rodeada de una membrana o
pared, a esta estructura se la denomina ooquiste. La esporogonia tiene lugar en la lamina propia
del intestino, dando lugar a los ooquistes maduros con 2 esporocistos (sacos ovales) que contie-
nen 4 esporozoitos cada uno. Como mencionamos anteriormente, es frecuente que la delgada
pared del ooquiste se rompa en el transito por el epitelio y la luz intestinal, por lo que se observan

esporocistos libres en la materia fecal. Estos comienzan a eliminarse aproximadamente 9 a 14
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dias después de que un HD ingiri6 masculos con quistes tisulares de Sarcocystis spp. Estos
esporocistos son infectantes para los HI, y pueden permanecer viables en el ambiente (principal-
mente en la vegetacion y el agua) durante afios.

Cuando los HI ingieren los esporocistos, su pared es degradada tanto por la accion de los
jugos gastricos como por las enzimas pancreaticas, liberandose asi los esporozoitos en la
luz del intestino delgado. Estos atraviesan la pared intestinal y se multiplican asexualmente
dentro de células endoteliales (primer merogonia), luego se distribuyen por via sanguinea a
todo el organismo realizando una segunda merogonia en células endoteliales de capilares,
y por ultimo, ingresan a células musculares estriadas y, en menor medida, en células del
musculo liso y sistema nervioso. El ingreso a las células se asocia a la formacién de vacuolas
de pared celular denominadas vacuolas parasitéforas, donde se lleva a cabo la division ase-
xual lenta (tercer merogonia) dando lugar a células globosas denominadas metrocitos que,
por sucesivas divisiones, generan los bradizoitos. Se forman asi quistes tabicados y alarga-
dos, que luego de unos 60 a 90 dias del ingreso del protozoo a la célula, pueden contener
miles de bradizoitos, dentro de una pared quistica definida y que se genera por modificacio-
nes de la vacuola parasitéfora por secreciones de los protozoos. Los bradizoitos de Sar-
cocystis spp. no reactivan su multiplicacion ni generan nuevos quistes en el caso que la
pared quistica se rompa (Dubey et al., 2016). Ciertas caracteristicas como: tiempo de madu-
racion, tamafio del quiste, grosor y ultraestructura de la pared quistica varia segun la especie.
De esta forma, el ciclo se completa cuando el HD apropiado para cada especie de Sarcocys-
tis, adquiere la infeccion al consumir musculos o tejidos de HI que contengan quistes tisulares

maduros (Fig. 1, Ay B).
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Figura 1. (A) Ciclo de vida de Sarcocystis hominis.
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Figura 1. (B) Ciclo de vida de Sarcocystis miescheriana.

Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

La signologia y patogenicidad varian segun la especie de Sarcocystis causal de la infeccion
y del tipo de hospedador del que se trate. Como mencionamos anteriormente los HI se infectan
al ingerir agua o alimentos contaminados con esporocistos eliminados por los HD. Por otro lado,
los HD se infectan al ingerir tejidos (principalmente musculos) que contienen quistes tisulares.

Los animales infectados con Sarcocystis spp. por lo general permanecen asintomaticos. En
el mercado de carnes, cuando se detectan animales de consumo infectados con las especies
que producen quistes macroscoépicos y con aquellas en las que participa el humano (zoonosis)
como HD, son motivo de decomisos y depreciaciones.

No existen tratamientos efectivos para eliminar los quistes musculares. Las sulfonamidas y el
toltrazuril y sus derivados han demostrado una buena efectividad in vitro y son utiles para el
tratamiento de infecciones agudas o activas, tanto de HI como HD. Como las infecciones sinto-
maticas en bovinos, camélidos sudamericanos y suinos son poco frecuentes, no existen proto-
colos de tratamiento validados para la sarcocystosis en estas especies. En el caso de los canidos
y humanos con signologia digestiva sospechados de actuar como HD de Sarcocystis spp., exis-
ten tratamientos comerciales indicados como “anticoccidianos”, en general conteniendo las dro-
gas antes mencionadas.

En ausencia de vacunas efectivas, la profilaxis se basa en disminuir o evitar la continuidad
del ciclo biolégico. Para esto se recomienda evitar que los canidos u otros potenciales HD (in-
cluido el hombre) ingieran carne cruda, mal cocida o carrofia de los diferentes HI. Asimismo,
evitar que las deyecciones de los potenciales HD tomen contacto con el ambiente, agua o ali-

mento de los bovinos, camélidos sudamericanos y suinos. Los esporocistos y ooquistes mueren

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 137



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

cuando se calientan a 60°C durante 1 min, 55°C durante 15 min o a 50°C durante una hora,
pudiendo sobrevivir a la congelacién. Es importante tener en cuenta que los desinfectantes de
uso comun (por ejemplo, 1% de yodo, 12% de fenol, 2% de clorhexidina) no eliminan los espo-
rocistos, pero si lo hace el hidroxido de sodio al 5,25% (Dubey et al., 2003).

Finalmente, cabe destacar que los bradizoitos no reactivan su multiplicacion (y sélo generaran
estadios reproductivos en células intestinales de los HD apropiados), por lo tanto, no se registra

la reactivacion de infecciones crénicas en los HI (Dubey et al., 2016).

Sarcocystosis en HD

En general la infeccion en los HD cursa de manera asintomatica, excepto en humanos infec-
tados con S. hominis y S. suihominis, y en canidos infectados con S. masoni, donde hay cuadros
de diarrea (que pueden llegar a ser hemorragica), dolor abdominal y nauseas. La signologia
suele ser autolimitante, y luego de un periodo de prepatencia de unos 9-11 dias pueden eviden-
ciarse esporocistos en la materia fecal. La signologia reportada es mas intensa en humanos
infectados con S. suihominis, produciendo nauseas, dolor abdominal, vomitos y diarrea que co-
mienzan 6 horas después de la ingestidon y duran entre 36 y 48 horas.

Por otra parte, S. heydorni es una especie recientemente descripta con caracter zoonético,
con bovinos como HI y humanos como HD, cuya prevalencia a nivel mundial y su patogenicidad

son poco conocidas (Rosenthal, 2021).

Sarcocystosis bovina

Una de las principales especies que afectan a los bovinos como Hl es S. cruzi, que tiene como
HD a los canidos. Frecuentemente es de curso crénico y asintomatico, tiene un especial tropismo
por el musculo cardiaco, donde forma quistes microscépicos de pared “fina” (menos de 1 pym),
que pueden permanecer viables durante muchos afios. Se observa una elevada prevalencia,
detectandose en mas del 90% de los bovinos de mas de 1 afio de edad. En infecciones experi-
mentales con altas cargas de esporocistos cursa de forma aguda, con sintomatologia sistémica
y miositis. La signologia aguda esta vinculada a la multiplicacién rapida de los protozoos en cé-
lulas endoteliales, las cuales se rompen ocasionando microtrombos, insuficiencia circulatoria en
extremidades y hasta coagulacién intravascular diseminada y muerte. También se ha demos-
trado la disminucién en la ganancia diaria de peso en terneros infectados con esta especie (Moré
et al., 2010).

Los bovinos pueden infectarse por otras especies de Sarcocystis, donde en algunos casos se
ha observado miositis eosinofilica asociada a la presencia de quistes. Dentro de las especies
descriptas en bovinos se pueden mencionar S. hirsuta (con félidos como HD) la cual puede pro-

ducir quistes macroscoépicos, S. rommeli / S. bovifelis y S. bovini (potencialmente félidos como
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HD) productoras de quistes microscépicos y morfolégicamente similares a los de la especie
zoondtica S. hominis (Gjerde et al., 2013; Dubey et al., 2015). En los casos de deteccion de
quistes macroscopicos o de miositis eosinofilica en la inspeccién de carcazas en mataderos o
frigorificos, se indica el decomiso. En carnes exportadas a destinos europeos desde Argentina y
Brasil se han registrado decomisos y depreciaciones, por considerarse la posible presencia de
especies zoondticas. Los quistes presentan diferencias morfoldgicas y ultraestructurales que per-
miten la diferenciacion de especies. Por ejemplo, los quistes de S. cruzi y S. heydorni tienen
paredes delgadas (menos de 1 um) y miden de 300 a 800 um de largo. Las demas especies
presentan quistes con paredes gruesas (mas de 3 um), miden de 400 a 1200 ym de largo, y

hasta 2,5 mm en el caso de S. hirsuta.

Sarcocystosis en Camélidos Sudamericanos

Los camélidos sudamericanos actuan como HI de 2 especies diferentes, S. aucheniae (quistes
macroscopicos) y S. masoni (quistes microscopicos). Ambas tendrian a los canidos como HD. Sin
embargo, las caracteristicas de la pared de los quistes y marcadores genéticos son distintivos entre
ellas. Los quistes de S. aucheniae son macroscopicos (miden hasta 1,2 cm), con paredes de hasta
10 um y, generalmente, se encuentran recubiertos por una pared secundaria o capsula de tejido
conectivo. Es frecuente que estos quistes tengan un centro liquido al corte (producto de la lisis de
los bradizoitos en el interior) o que se calcifiquen. Los quistes de S. masoni son microscépicos
(hasta 800 um de largo), con paredes de hasta 3,5 ym y se encuentran en todos los musculos
estriados, aunque con mayor concentracion en musculo cardiaco. Esta especie fue también deno-
minada como S. lamacanis y S. lamacenis, nombres que fueron declarados nulos en una revision
critica de las especies de Sarcocystis en el afo 2016 (Moré et al., 2016).

La infeccidén en general es asintomatica con formacion de quistes musculares. Existen limita-
dos reportes de cuadros agudos con signologia sistémica y aborto, en alpacas y llamas. El prin-
cipal problema se encuentra en la comercializacion de carnes de estas especies, por la presencia
de quistes macroscopicos de S. aucheniae. Se ha demostrado que entre el 24% y el 100% de
los camélidos sudamericanos adultos de diferentes paises pueden estar infectados con esta es-
pecie, generando decomisos en niveles que hacen inviable la comercializacién (Regensburger
et al., 2015; Moré et al., 2016). En el hombre la ingesta de carne insuficientemente cocida o
cruda, conteniendo quistes de S. aucheniae, produce un cuadro digestivo o intoxicacién alimen-

taria atribuida a proteinas contenidas en los quistes.

Sarcocystosis en suinos

Los suinos pueden infectarse con S. miescheriana (canidos como HD) y S. suihominis (homi-

nidos como HD). También existe la denominacion de otra especie como S. porcifelis, con félidos
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como HD, pero su descripcién morfolégica y prevalencia son inciertas (Avapal et al., 2004). Tanto
S. miescheriana como S. suihominis producen quistes microscopicos, principalmente en musculo
esquelético estriado y, en el caso de S. miescheriana, también en musculo cardiaco. Se carac-
terizan por presentar diferencias morfoldgicas ultraestructurales en la pared de los quistes que
resultan utiles para la diferenciacion entre especies y pueden llegar a medir 1500 ym de largo x
200 ym de ancho (Reiner et al., 2006, Mehlhorn et al.,1977)

La patogenicidad en los suinos depende del numero de esporocistos ingeridos y la mayo-
ria de las infecciones naturales son asintomaticas. Sin embargo, se sabe que S. miesche-
riana es la especie mas patégena para los cerdos pudiendo ocasionar pérdidas en la pro-
duccién de carne, anorexia, fiebre, disnea, temblores musculares y abortos (Daugschies et
al., 1988; Caspari et al., 2010).

Epidemiologia

La sarcocystosis es una infeccion ampliamente distribuida a nivel mundial producida por
diferentes especies de Sarcocystis. S6lo algunas especies tienen un ambito mas restringido
debido a la distribucion de sus respectivos hospedadores (por ej. S. neurona se detecta en
América dada la distribucion de su HD, las comadrejas del género Didelphis). Mientras que
la infeccién en bovinos, camélidos sudamericanos y suinos ha sido reportada con variada
prevalencia en diferentes regiones, pudiendo presentar algunas especies (por ej. S. cruziy
S. masoni) prevalencias cercanas al 100%, en poblaciones de animales adultos de sus res-
pectivos HI. En Argentina, se realizaron estudios en muestras de bovinos detectando preva-
lencias de S. cruzi de 99,5% y 82% en miocardio y lomo, respectivamente. En estos estudios
y mediante estudios moleculares (Real time PCR) se evidenci6 un 7,6%, 3,6% y 0,5% de S.
rommeli/S. bovifelis, S. hirsuta'y S. hominis, respectivamente (Moré et al., 2011; Moré et al.,
2013). También se ha identificado una alta frecuencia de S. masoni (entre el 80% y 95%) y
S. aucheniae (cercana al 30%) en llamas y guanacos de Argentina (Regensburger et al.,
2015; Moré et al., 2016).

La epidemiologia de la sarcocistosis humana se basa en reportes de casos y brotes ocasio-
nales. En el sudeste asiatico, principalmente en Malasia y Tailandia se identifican los principales
focos de la sarcocystosis muscular, sugiriendo que la especie causal seria S. nesbitti. Esta es-
pecie tiene con un ciclo bioldgico entre serpientes (HD) y monos (HI), y los humanos (hospedador
aberrante) se infectarian con agua o alimentos contaminados con heces de serpientes. La sar-
cocystosis intestinal humana cuenta con escasos reportes a nivel mundial, posiblemente dado
por infecciones asintomaticas y sin atencién médica y/o diagnéstico apropiado, por lo que se

supone que la infeccion esta subreportada (Rosenthal, 2021).
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Diagnéstico y observacion

Diagnéstico en HD

Para la concentracion y deteccién de ooquistes/esporocistos de Sarcocystis spp. eliminados
en la materia fecal de los HD, la técnica coproparasitolégica de eleccién es la flotaciéon en solu-
ciones de alta densidad de azucar o sal. También pueden buscarse en raspados de mucosa del
intestino delgado durante la necropsia, procediendo a la flotaciéon del material obtenido (Scioscia
etal., 2017). Sin embargo, la correcta identificacidn a nivel de especie soélo puede llevarse a cabo
mediante estudios de infecciones experimentales o a través de analisis moleculares (PCR y se-

cuenciacion) (Scioscia et al., 2017).

Diagnéstico en HI

Como ya se ha mencionado anteriormente los quistes tisulares pueden ser macro o micros-
copicos. La observacion microscopica de bradizoitos en el interior de quistes macroscopicos,
practicamente confirma el diagnéstico de S. hirsuta'y S. aucheniae en musculos/carne de bovinos
y camélidos sudamericanos, respectivamente.

La identificacién de quistes microscépicos en musculos/carne puede realizarse mediante un
examen microscopico en fresco por compresion de pequefias porciones de tejido o mediante
homogeneizacion y centrifugaciéon de los mismos. Este examen permite la identificacion morfo-
l6gica de quistes y su diferenciacidon en quistes de paredes finas (menos de 1 uym) y paredes
gruesas (mas de 3 ym). Pueden detectarse también por histopatologia, que permite la identifica-
cion de quistes en muestras fijadas y, en algunos casos, la observacién de la estructura de la
pared de los mismos (Moré et al., 2011; Moré et al., 2016). Puede llevarse a cabo también, la
digestion artificial de los musculos/carne a partir de la cual es posible identificar bradizoitos libres,
aunque se pierden los caracteres diagnésticos de la pared de los quistes.

A su vez, los quistes pueden procesarse y diferenciarse por técnicas de Microscopia Electro-
nica de Transmisién (MET) o de barrido (MEB), lo que evidenciara la ultraestructura de la pared
de los mismos que es caracteristica de cada especie o grupo de especies. Existe una clave de
identificacién ultraestructural mediante MET, que describe 82 estructuras de paredes y sus pro-
trusiones, distribuidas en 42 tipos y subtipos (Dubey et al., 2016).

Los estudios seroldgicos (deteccion de anticuerpos) permiten identificar animales que han
tenido contacto con estos protozoos. Sin embargo, muchas de las técnicas reconocen anticuer-
pos soélo género especificos, por lo que se requieren estudios del tipo inmunoblot o ELISA para
identificar anticuerpos contra antigenos identificados como especie-especificos.

Por otro lado, el diagndstico molecular resulta clave a la hora de distinguir especies, por la
identificacién de diferencias en el ADN, mediante técnicas de PCR-RFLP, Real time PCR con

sondas o PCR secuenciacién (Gjerde et al., 2013; Moré et al., 2013; Coelho, 2015; Calero Bernal,
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2016; Scioscia et al., 2017). Para las técnicas de secuenciacion actualmente se utilizan cuatro
loci: 18S rRNA, 28S rRNA, ITS-1y el gen de la subunidad | de la citocromo-oxidasa C mitocon-
drial (COl). Si bien 18S rRNA es ampliamente utilizado tanto en la identificacién de numerosas
especies, como en la reconstruccion de sus relaciones filogenéticas, su poder discriminatorio no
es eficiente debido a su naturaleza altamente conservada, sobre todo cuando se trata de espe-
cies estrechamente relacionadas. Por eso tanto /TS-1 como COI han resultado los marcadores
moleculares mas adecuados para detectar diferencias entre especies (Gjerde, 2013; Gazzonis
et al. 2019; Prakas et al., 2020).
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CAPITULO 17
Toxoplasma gondii
Mariana Bernstein, Maria L. Gos, Kevin D. Steffen,

Lais Pardini, Juan M. Unzaga y Maria C. Venturini

Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Orden: Eucoccidiorida

Familia: Sarcocystidae

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

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

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

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

Morfologia

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

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

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

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

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

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

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

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

Patogenicidad y sintomatologia

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

modelo murino (Bernstein et al., 2021).

Respuesta inmune del hospedador

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

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

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

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

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

Epidemiologia

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

fuente de infeccidn para los felinos.

Diagnéstico y observaciéon

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

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

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

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

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

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

valores de avidez altos descartan infecciones recientes (Basso et al., 2017).
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CAPITULO 18
Hepatozoon canis
Diego F. Eiras, Franca Mastrantonio

y Maria Victoria Vazquez

Clasificacion

Phylum: Apicomplexa
Clase: Conoidasida
Subclase: Coccidiasina
Orden: Eucoccidiorida

Familia: Hepatozoidae

La hepatozoonosis canina es una enfermedad parasitaria sistémica transmitida por garrapa-
tas y producida por protozoarios del género Hepatozoon. En los perros domésticos se describen
habitualmente dos especies: Hepatozoon canis, reportada en regiones tropicales, subtropicales
y templadas a nivel mundial y H. americanum descripta en el sur de Norteamérica'* (O’'Dwyer et
al., 2011). En Argentina, los primeros hallazgos de H. canis se encuentran hacia fines de la dé-
cada de 1990 y hasta el momento no se ha reportado la presencia de otra especie en caninos
domeésticos (Eiras et al., 2007). En el presente capitulo se realiza una revision de la hepatozoo-

nosis canina producida por H. canis.

Morfologia

En el perro, las formas parasitarias circulantes se denominan gamontes y se reconocen en los

extendidos sanguineos tefiidos con coloraciones habituales para sangre (e.g. May Grunwald-

4 En 1997, se reconocio a H. americanum como especie diferente y responsable de la hepatozoonosis canina americana,
una severa enfermedad musculoesquelética debilitante en la que el vector involucrado es Amblyomma maculatum (Vin-
cent-Johnson et al., 1997). A diferencia de H. canis, se encuentran formas tisulares en el musculo esquelético y la para-
sitemia suele ser escasa (menos del 0,1 % de los leucocitos) (Baneth, 2011). En Sudamérica se han reportado algunos
hallazgos de genotipos filogenéticamente emparentados con H. americanum en caninos silvestres y domésticos (Criado-
Fornelio et al., 2006; Gomes et al., 2016; Millan et al., 2019).
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Giemsa). Se describen como cuerpos ovales de 11 ym x 5 ym ubicados en el citoplasma de los
neutrdfilos y monocitos sanguineos comprimiendo el nucleo celular y desplazandolo hacia la peri-
feria (James, 1905; Waner et al., 1994: Baneth et al., 2003; Eljadar et al., 2013). En ocasiones

pueden observarse dos gamontes en una misma célula, la capsula sola sin el gamonte y la coin-

feccién de gamontes y mérulas de Ehrlichia canis en la misma célula (Baneth et al., 2015) (Fig. 1).

Figura 1. Gamontes de Hepatozoon canis en extendidos sanguineos coloreados (Objetivo 100 X). (A y B)
Gamontes intraleucocitarios. (C) Se observan 2 gamontes en una misma célula. (D) Se observa solo la
capsula del gamonte. (E) Se aprecia una elevada parasitemia. (F) La célula se encuentra co-infectada con
una morula de Ehrlichia canis.

Los merontes tisulares son estructuras redondeadas o ligeramente ovales de aproximada-
mente 30 um de diametro que se encuentran en los érganos hemolinfaticos del mismo hospeda-
dor. Pueden hallarse dos tipos diferentes de merontes, los que contienen de 20 a 30 microme-
rozoitos dispuestos alrededor de una estructura central formando la imagen tipica en rayo de
rueda, denominados micromerontes y los que contienen hasta 4 macromerozoitos de mayor
tamafio, llamados macromerontes (Fig. 2). Ambos tipos de merontes coexisten en el mismo
animal y no representan estrictamente diferentes momentos evolutivos de la infeccion. Pueden
observarse en biopsias o cortes histopatoldgicos de los 6rganos afectados tefiidos con hemato-
xilina y eosina. Es posible la observacién de merontes en distintos grados de maduracién o evo-
lucién a partir de extendidos de parénquima medular tefiidos con May Griinwald-Giemsa y toma-
dos mediante aspiracion de médula 6sea (Baneth et al., 2007) (Fig. 3).

Fueron descriptos quistes monozoicos presentes en los tejidos de los perros infectados
tanto dentro como fuera de las células. Poseen forma ovalada de alrededor de 20 pm de diame-
tro, conteniendo un solo zoito en su interior. Se ha propuesto una relacion entre estos quistes

con el mecanismo de transmision predador-presa de cierta relevancia epidemioldgica en otras
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especies de Hepatozoon. Se desconoce si son analogos a los quistes musculares descriptos en
H. americanum (O’'Dwyer et al., 2004; Baneth et al., 2007).

Figura 2. Merontes de Hepatozoon canis en corte histopatoldgico de linfonédulo hepatico (Objetivo 100 X).
(A y B) Macromerontes. (C, D, E y F) Micromerontes.

Figura 3. Merontes de Hepatozoon canis en extendidos de médula ésea coloreados (Objetivo 100 X). (A)
Meronte temprano. (By C) Merontes en desarrollo.

Los ooquistes maduros o esporocistos libres pueden ser observados en preparaciones
frescas obtenidas del liquido hemocelomatico de las garrapatas. Pueden encontrarse uno o
varios ooquistes por garrapata infectada, miden 200 a 300 um y estan formados por alrededor
de 50 hasta mas de 100 esporocistos que contienen a su vez 7 a 8 esporozoitos cada uno
(Baneth et al., 2007).
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Ciclo biolégico

En el ciclo de H. canis intervienen los caninos como hospedadores intermediarios y las garra-
patas de la especie Rhipicephalus sanguineus’, como hospedadores definitivos (Fig. 4). En el
perro se desarrolla la etapa de reproduccién asexual denominada merogonia, mientras que en
la garrapata sucede la etapa de reproduccion sexual o gametogonia y la posterior formacion de
ooquistes esporulados (maduros) o esporogonia.

Los perros se infectan por la ingestion de garrapatas durante el rascado o aseo del pelaje,
incorporando de esta manera los ooquistes maduros, que son las formas infectantes alojadas en
la cavidad celomatica o hemocele (Christophers, 1912; Smith, 1996). También ha sido descripta
la via de transmision transplacentaria, de menor importancia epidemiologica (Murata et al., 1993).
Una vez en la luz del intestino del perro, se produce la liberacién de los esporocistos y esporo-
zoitos. Estos ultimos atraviesan la pared intestinal diseminandose por via hematdgena o linfatica
e invadiendo multiples células y tejidos. Los 6rganos mas afectados son el bazo, médula ésea,
nodulos linfaticos, higado, rifiones y pulmoén (O’Dwyer, 2011). En estos sitios se desarrolla la
merogonia cuyo resultado es la aparicion de los dos tipos de merontes mencionados previa-
mente. Los macromerontes liberan unos pocos macromerozoitos. Los micromerontes producen
muchos micromerozoitos. En ambos casos los merozoitos liberados invaden nuevas células y
desarrollan mas merontes. Luego de varias generaciones asexuales, los micromerozoitos inva-
den el citoplasma de neutrdéfilos y monocitos formando gamontes circulantes, proceso que se
conoce como gamontogonia. Los primeros gamontes aparecen en la sangre 28 a 43 dias post-
infeccién (Baneth et al., 2007).

El ciclo contintia cuando las garrapatas ingieren sangre infectada de un perro parasitémico.
Los gamontes se liberan de la célula hospedadora en el intestino de la garrapata para transfor-
marse en gametas (gametogénesis). Las gametas se fecundan mediante un particular proceso
de alineamiento denominado sicigia. Los ooquistes formados luego de la fusion de las gametas
penetran la pared del intestino e inician la esporogonia en el hemocele (Baneth et al., 2007). En
esta localizacion se forman los ooquistes maduros y se mantienen sin migrar a otras localizacio-
nes como las glandulas salivares o los ovarios del artrépodo, permaneciendo infectantes hasta
ser ingeridos por un hospedador adecuado (Christophers, 1912). De esta manera se completa el
ciclo del parasito con una duracion total de unos 80 dias, dependiendo en gran parte de la dura-
cion del ciclo de los hospedadores definitivos. Las garrapatas se infectan generalmente en es-
tado de ninfa y transmiten la infeccion como adultos'® luego de mudar en el suelo, lo que se

conoce como transmision transestadial (Christophers, 1912; Baneth et al., 2007; O'Dwyer et al.,

'® Se demostrado que Amblyomma ovale es un vector potencial de la infeccion (Forlano et al., 2005; Rubini et al., 2009).
También fue reportada la presencia de ooquistes de H. canis en Rhipicephalus microplus, sugiriendo que podria jugar
algun rol en la transmision en algunas zonas (de Miranda et al., 2011).

6 En A. ovale se ha observado que solo los adultos llevan a cabo la transmision de H. canis de manera intraestadial
(Rubini et al., 2009).
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2011). Mas recientemente, se ha demostrado que en R. sanguineus existe también la transmisién
transestadial de la larva a la ninfa, ya que las ninfas desarrollan ooquistes maduros cuando se

infectan siendo larvas y que no se produce transmision transovarica (Giannelli et al., 2013).

Ingestion de
garrapatas
Ooquistes maduros
CON NUMErDS0S eSPorocistos y
orozoitos
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oW
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Figura 4. Ciclo de vida de Hepatozoon canis.

Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

La hepatozoonosis canina por H. canis es una enfermedad sistémica, crénica y en general
subclinica en caninos inmunocompetentes, indicando la presencia de perros infectados asinto-
maticos con capacidad infectante (Baneth & Weigler, 1997; Mundim et al., 2008; Otranto et al.,
2011). El desarrollo de hepatozoonosis clinica, asi como el prondstico, dependera del nivel de
parasitemia que indica de manera indirecta la tasa de multiplicacion de las formas asexuales
(merontes) en los tejidos. Una parasitemia elevada (>800 gamontes/ul) se encuentra general-
mente asociada con cuadros clinicos mas severos. Las parasitemias bajas (<100 gamontes/ul)
cursan normalmente con manifestaciones clinicas escasas o inaparentes (Baneth & Weigler,
1997; Vezzani et al., 2017). La edad y la presencia de enfermedades concomitantes, asi como
el estado inmune del animal, también son importantes para el desarrollo de hepatozoonosis cli-
nica. Los animales de menos de 4-6 meses de edad o gerontes, terapias inmunosupresoras y la
presencia de otras patologias favorecen la aparicion de la enfermedad clinica. Es posible encon-
trar asociacion con otros agentes infecciosos como Toxoplasma gondii, Babesia spp., Leishma-
nia spp., Ehrlichia spp., Dirofilaria immitis, Parvovirus canino y Distemper canino (Baneth et al.,
1997; Gondim et al.,1998; Gavazza et al., 2003; Vezzani et al., 2017).

La multiplicacién activa de los merontes tisulares induce la ruptura de células y los nuevos

merozoitos liberados invaden otras células produciendo una marcada reaccion inflamatoria en
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los diferentes 6rganos afectados. Los merozoitos también se diferencian a gamontes circulantes,
elevando la parasitemia. El nivel de actividad merogénica tisular explica la mayoria de las lesio-
nes y signos ademas de la mayor o menor concentracion de formas parasitarias en la sangre
(Baneth et al., 2003; Baneth et al., 2007). El curso de la enfermedad es usualmente prolongado,
con periodos de remisién aparente y posteriores recaidas (Vignau et al., 2005; Eiras et al., 2007).

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son fiebre, depresion, debilidad, anorexia, pér-
dida de peso, linfadenomegalia, esplenomegalia, palidez de las mucosas, descarga nasal y ocu-
lar mucopurulenta, dolor a la palpacién muscular, postracion y diarrea (Gavazza et al., 2003;
Voyvoda et al., 2004; Mundim et al., 2008; Gomes et al., 2010; Chhabra et al., 2013).

Puede verse afectado también el aparato locomotor, principalmente debido a periostitis con
diversos grados de claudicacion. Mas raramente puede aparecer poliartritis (Marchetti et al.,
2009; Bitton et al., 2012). En Argentina se ha reportado un caso de poliartritis en un perro, con
merontes en las membranas articulares junto a un infiltrado mononuclear y con ausencia de le-
siones Oseas. En este caso el animal presentaba dolor muy marcado en del hombro, codo, rodilla
y cadera (lveli et al., 2015).

La hepatozoonosis es considerada una enfermedad parasitolégicamente incurable, pero en
la mayoria de los casos, tratable desde el punto de vista clinico (Vignau et al., 2005; Baneth,
2011). El tratamiento debe centrarse en 3 objetivos: 1) erradicar de manera efectiva las garra-
patas del paciente infectado; Il) prevenir o controlar la sintomatologia y Ill) mantener al animal
sin parasitemia. No existe hasta el momento un protocolo de tratamiento efectivo para eliminar
la infeccion. Desde hace muchos afios se han utilizado con respuestas muy variadas, diversas
drogas como dipropionato de imidocarb y toltrazuril, asi como también antibidticos que poseen
cierto efecto coccidicida como doxiciclina, clindamicina, trimetoprima-sulfonamidas, asi como
también la utilizacion de terapias combinadas con estos compuestos. Si bien los tratamientos
no logran la destruccion total del parasito en los tejidos, muchas veces se alcanza la remisién
clinica y reduccion o eliminacion de la parasitemia (Baneth, 2011; Eiras & Scodellaro, 2012;
Guendulain et al., 2017). Los perros que remiten clinicamente y consiguen eliminar la parasi-
temia, deben ser reevaluados hematolégicamente durante toda la estacidon de garrapatas o
bien cuando se observen recaidas clinicas debido a la propia biologia del paréasito y la baja
eficacia para su completa eliminacién con los tratamientos conocidos hasta el momento. La
terapia debe tener en cuenta el tratamiento sintomatico y las posibles infecciones con otros
agentes patdgenos transmitidos por la misma especie de garrapata (Eiras et al., 2007; Eiras &
Scodellaro, 2012; Vezzani et al., 2017).

Epidemiologia

El parasito se encuentra distribuido mundialmente y en mayor medida en regiones tropicales,
lo que concuerda con la distribucidn del vector. La bibliografia menciona prevalencias muy varia-

das dependiendo de la regién geografica y de la técnica de diagnéstico utilizada (Baneth, 2011).
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En Argentina, la enfermedad fue descrita por primera vez en 1998 (Silva et al., 1999) y la
caracterizacion molecular fue realizada en 2007 (Eiras et al., 2007). Durante mas de veinte afios
se han documentado hallazgos en las provincias de Buenos Aires, Salta, Mendoza, Santa Fe,
San Luis, Entre Rios, Cérdoba, Corrientes, La Pampa, Chubut, Chaco, La Rioja y Tucuman
(Silva, 1999; Alonso et al., 2009; Aubert et al., 2011; Linares et al., 2011; Ruiz et al., 2011; Varisco
et al., 2013; Adagio et al., 2014; Bazzalo & Pertile, 2014; Van Muylem, 2014; Vidal et al., 2015;
Brunel & Cainzos, 2018; Castillo et al., 2020; Ittermann & Ruiz, 2020).

Los estudios epidemiolégicos realizados en el pais revelan que la hepatozoonosis canina es
endémica, con una prevalencia general de 2,3% y una tendencia creciente en el area metropoli-
tana de Buenos Aires (Vezzani et al., 2017). Durante los meses calidos del afio, la parasitemia
se incrementa junto a la presencia de garrapatas y el numero de casos clinicos. La infeccion es
mas prevalente en cachorros, machos y perros mestizos (Gavazza et al., 2003; Mundim et al.,
2008; Scodellaro, 2015; Vezzani et al., 2017).

Diagndstico y observacion

El antecedente de la presencia de garrapatas junto a las manifestaciones clinicas como fiebre
persistente, debilidad, pérdida de peso y convivencia con animales infectados son motivos para
evaluar la presencia de hepatozoonosis y otras enfermedades de transmisién vectorial.

La principal herramienta diagnéstica y de seguimiento del paciente es el hemograma. El ha-
llazgo mas frecuente es la anemia normocitica y normocrémica no regenerativa junto a un leu-
cograma inflamatorio (generalmente leucocitosis neutrofilica con desvio a la izquierda). En algu-
nas ocasiones el recuento total de leucocitos esta dentro de los valores de referencia, pero puede
observarse neutrofilia, con o sin desvio a la izquierda y en ocasiones desvio a la izquierda sin
neutrofilia. La leucopenia puede observarse en unos pocos pacientes. En algunos casos puede
haber monocitosis y/o eosinofilia y trombocitopenia. Los hallazgos bioquimicos se caracterizan
generalmente por hiperproteinemia con hiperglobulinemia e hipoalbuminemia. Las anormalida-
des hematoldgicas estan en relacion con la parasitemia del paciente (Gavazza et al., 2003; Mun-
dim et al., 2008; Chhabra et al., 2013; Vezzani et al., 2017).

En el diagndstico anatomopatologico se pueden observar alteraciones macroscépicas como
esplenomegalia y linfadenomegalia. Las lesiones microscépicas, a su vez, incluyen infiltracion
celular junto con destruccion tisular dando como resultado hepatitis, neumonia y glomerulonefritis
(Baneth & Weigler, 1997; Baneth et al., 2003; Baneth, 2011).

La radiografia como método complementario se utiliza en casos de claudicacion a fin de eva-
luar las alteraciones éseas debido a proliferacion peridstica, sobre todo en las extremidades pos-
teriores (Murata et al., 1991; Baneth & Weigler, 1997; Marchetti et al., 2009).

El diagnostico parasitoldgico directo se realiza mediante microscopia éptica, donde se obser-

van gamontes intracitoplasmaticos dentro de los neutréfilos y monocitos. A partir de una muestra
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de sangre con anticoagulante EDTA se realizan extendidos finos que se dejan secar y se colo-
rean con tinciones de rutina como May Grunwald-Giemsa o Diff-Quik (Fig. 1). Es recomendable
utilizar sangre sin anticoagulante si se va a realizar el extendido en el momento de la extraccion.
Un resultado negativo a la observacion microscopica con signologia compatible puede deberse
a que las formas parasitarias no siempre son detectables en la sangre debido a parasitemia muy
baja o a la misma fluctuaciéon de la parasitemia en los perros infectados (Baneth et al., 2003;
Eiras et al., 2007). Se ha descripto el aumento de la sensibilidad diagnéstica mediante la realiza-
cion de frotis coloreados de capa leucocitaria (buffy coat) obtenida luego de la centrifugacion del
tubo microhematocito (Otranto et al., 2011).

En la citologia de médula 6sea es posible la deteccién de gamontes y merontes en diferen-
tes estados de formacion y podria ser de utilidad en los casos donde la microscopia sanguinea
resulta negativa (Fig. 3). Se ha descripto también el diagnéstico accidental a través de la cito-
logia o histopatologia de muestras evaluadas por otras causas donde se observan gamontes
que provienen de la sangre o merontes en los cortes histopatoldgicos (Baneth et al., 2007; Ruiz
et al., 2013).

Las técnicas moleculares como la amplificacion del gen 18S de ARNr mediante Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) realizadas a partir de sangre o médula 6sea son de utilidad en
el diagndstico individual o en estudios epidemiolégicos debido a su alta sensibilidad, permitiendo
detectar a los animales con muy baja o nula parasitemia. Mediante la secuenciacion del amplifi-
cado obtenido por PCR, es posible la comparacion con otras secuencias en el GenBank para
estudios de identidad y caracterizacién molecular mediante analisis filogenético (Karagenc et al.,
2006; Otranto et al., 2011; Modry, 2017).

Para el diagndstico seroldgico, se han utilizado técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFI)
0 ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA). Esta Gltima detecta anticuerpos reac-
tivos contra antigenos solubles de los gamontes de H. canis con una sensibilidad del 86% y una
especificidad del 97% (Baneth et al., 1998; Gonen et al., 2004). La seroconversion se detecta
entre la primera y la cuarta semana post-infeccion y los anticuerpos permanecen detectables
durante varios meses. Si bien los estudios en algunas regiones pueden arrojar resultados con
alta tasa de seropositividad en la poblacién canina, la serologia se utiliza actualmente como he-
rramienta epidemioldgica y no para el diagnéstico de hepatozoonosis en el paciente individual
(Eiras et al., 2011).
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CAPITULO 19
Blastocystis sp. (parasito intestinal
potencialmente patogeno)

Andrea C. Falcone, Andrea Servian, M. Lorena Zonta

y Graciela T. Navone

Clasificacion

Reino: Chromista

Infrareino: Stramenopiles (=Heterokontophyta)
Subphylum: Opalinata

Clase: Blastocystea

Orden: Blastocystida

Las primeras descripciones de Blastocystis se realizaron durante la primera década de 1900
y en particular, en 1912 (Brumpt 1912) se describe como Blastocystis hominis a la especie ha-
llada en heces humanas. Sin embargo, la sistematica de Blastocystis sp. ha sido resuelta poste-
riormente a partir de los avances de la microscopia electronica y la biologia molecular. Fue asi
que en 1996 se realizaron los primeros analisis moleculares de secuencias del ARN ribosémico
y se sugirio la ubicacion del parasito dentro del reino Chromista (Silberman, 1996). Desde el afo
2007 se acepta con mayor énfasis que Blastocystis sp. no es ni hongo, ni protozoario sino Chro-
mista y es considerado el Unico cromista capaz de colonizar el lumen gastrointestinal del ser
humano. Han sido descriptos diversos subtipos de Blastocystis que probablemente se transfie-
ran entre humanos, animales domésticos y silvestres, sin embargo, su significancia clinica es
aun controversial. Es un organismo pleomérfico que carece de mitocondrias y se reproduce por

fisién binaria y por esporulacion.

Morfologia

El trofozoito presenta 6 morfotipos o fases diferentes. Se estima que la variacion de tamafio
y morfologia podrian deberse a variaciones en las cepas o constituir distintos estados de enquis-

tamiento o desenquistamiento parasitario. Las fases mas frecuentes son:

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 176



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

Fase granular

El tamarfio puede variar entre 10-60 um. Presenta un cuerpo central con numerosos granulos
(organelas) y de 1 a 4 nucleos. Aparentemente esta fase tiene su origen en una forma multiva-
cuolar derivada de la fase ameboide. La fase granular no se observa con tanta frecuencia y quiza
se trate de una etapa transicional, identificada mayormente en heces frescas y cultivos de labo-
ratorio (Fig. 1 By C).

Fase vacuolar

El tamafo puede variar entre 8-30 um. Presenta una vacuola central, Unica o multiple, que
ocupa el 70-80% del volumen de la célula y la cantidad de nucleos puede variar entre 1 y 4. La
vacuola comprime el citoplasma y a los nucleos hacia la periferia celular y tiene funciones de
reserva de hidratos de carbono y lipidos y de replicacion celular. Esta fase es la que se identifica

con mayor frecuencia en heces humanas (Fig. 1 B y D).

Fase ameboide

El tamafo puede variar entre 5-40 um. Presenta un cuerpo central con uno o dos nucleos
voluminosos y con bordes indefinidos con 1 0 2 seuddépodos cortos y gruesos. Se cree que esta
fase predomina cuando el agente patégeno necesita alimento y a ello se debe la emision de
seuddpodos. Se reconoce en muestras diarreicas o cultivos de laboratorio (Fig. 1 E).

El quiste posee un tamafo que varia entre 5-8 uym. Tiene una forma esférica o subesférica y
2 a 4 nucleos (Fig. 1 A).
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Figura 1. Blastocystis sp. (A) Esquema de un quiste. (B) Imagen de las fases granular y vacuolar. (Objetivo
10 X y ampliada). (C) Esquema de la fase granular. (D) Esquema de la fase vacuolar. (E) Esquema de la
fase ameboide. Abreviaturas: n, nucleo; v, vacuola.

Caracterizacion molecular

Blastocystis sp. presenta una amplia diversidad genética evidenciada en diversos subtipos
moleculares (ST). Los estudios moleculares confirman que esta especie parasita presenta al
menos 17 subtipos designados ST1 a ST17, 9 de los cuales (ST1 a ST9) colonizan al humano,
otros mamiferos y aves, mientras que 8 (ST10 a ST17) han sido hallados solo en especies hos-

pedadoras animales. Los subtipos que se detectan con mayor frecuencia en el ser humano son
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los ST1 a ST4 y el ST3 es el mas prevalente. Sin embargo, aun no existe una correlacién clara

entre genotipo y patogenia, especies hospedadoras y origen geografico del parasito.

Ciclo biolégico

La fase infectiva no esta claramente identificada pero probablemente sea el quiste. La infec-
cion en el hospedador susceptible (ser humano y otras especies animales) se inicia con la inges-
tion de los quistes a través del agua y alimentos contaminados con materia fecal, por habitos
higiénicos insuficientes o por contacto con un ambiente insalubre o animales infectados.

Cuando los quistes son inoculados en un medio de cultivo de laboratorio se observa el
desarrollo de las fases ameboide y vacuolar, siendo esta ultima la mas abundante. Este cultivo
in vitro sugiere un desarrollo similar que puede ocurrir en el tubo digestivo. Estas fases se
establecen en el colon y recto-sigmoideo, en el cual, probablemente, se formen los quistes que
luego seran eliminados con las heces. En el ambiente los quistes sobreviven alrededor de un
mes y alrededor de dos meses a temperaturas cercanas a los 4 °C. Se ha demostrado que los
quistes son sensibles a las temperaturas extremas y a los desinfectantes comunes. Las formas
vegetativas solo presentan reproduccion asexual de varios tipos: fision binaria, plasmotomia,

endodiogenia y esquizogonia.
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Figura 2. Ciclo de vida de Blastocystis sp.
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Patogenicidad, sintomatologia y tratamiento

Su importancia clinica sigue siendo un tema controversial, principalmente porque se lo ha
encontrado tanto en personas sanas como en pacientes que padecen sintomas intestinales co-
munes tales como diarrea y sindrome del intestino irritable (Stensvold, 2015). También se ha
observado que puede comportarse como oportunista en individuos inmunodeprimidos.

Las formas ameboide, vacuolar y multivacuolar de Blastocystis sp. suelen ser las mayormente
detectadas en personas con manifestaciones diarreicas, sin embargo, Blastocystis sp. como
agente etiologico de las enteritis o colitis es discutido, dado que no puede ser disociado de otros
parasitos, bacterias o virus en los examenes de heces. No obstante, se ha observado una rela-
cion directamente proporcional entre la intensidad de la infeccion de las formas vegetativas por
campo optico (400 X) y las manifestaciones clinicas en el individuo infectado (e.g. inflamacion de
la mucosa del ileon y colon, dolor abdominal, vémitos).

La mayoria de los estudios recomiendan que el tratamiento antiparasitario se aplique unica-
mente en pacientes sintomaticos monoparasitados con Blastocystis sp. Esto ultimo implica rea-
lizar un examen de materia fecal en busqueda de otros agentes potencialmente patdégenos y
descartar causas no infecciosas de la sintomatologia (Salinas & Vildozola Gonzales, 2007).

Los estudios exploratorios sobre el efecto del tratamiento con farmacos o combinaciones de
estos (metronidazol, trimetoprima-sulfametoxazol, nitazoxanida y tinidazol) permitirian la erradi-
cacion de Blastocystis (Nagel et al., 2014; Khanna et al., 2015). Sin embargo, la falta de siste-
matizacion en estos estudios limita los avances en este sentido.

En la prevencidn es importante el lavado de manos antes de ingerir alimentos, luego del con-
tacto con animales y de ir al bafo, el consumo de agua segura, la eliminacién adecuada de

excretas y la higiene de los alimentos que se consumen crudos.

Epidemiologia

Es una especie de distribucion cosmopolita que infecta a mas de 1.000 millones de personas
en el mundo, siendo mas prevalente en zonas de clima tropical o subtropical. Las formas vacuo-
lares y granulares son las mas frecuentes y en particular en nifios y nifias. Esta distribucién mayor
en edades inferiores, esta relacionada con la incorporacion progresiva de habitos higiénicos y el
desarrollo del sistema inmunoldgico.

Blastocystis sp., suele encontrarse asociada a otras especies potencialmente patégenas (e.g.
G. lamblia, Cryptosporidium spp.) y tiene importancia zoonética debido a su baja especificidad.

En Argentina Blastocystis sp. es un parasito emergente y su rango de prevalencia varia entre
el 15% y 60% de sur a norte del pais, segun el clima de cada eco-regidn y las practicas culturales
y condiciones de vida de la poblacion analizada. En Buenos Aires y particularmente en la ciudad
de La Plata, los estudios muestran valores que oscilan entre el 36,1% y el 58,9% (Gamboa et al.,
2014; Zonta et al., 2016; Cociancic et al., 2018, 2020; Falcone et al., 2020). En otras provincias
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de Argentina se observé una prevalencia del orden del 57,9% en Formosa (Zonta et al., 2019);
45,0% en Mendoza (Garraza et al., 2014); 40,9% en Salta (Navone et al., 2017); 34,5% en La
Pampa (Navone et al., 2017); 19,0% en Chubut (Cociancic et al., 2021); 27,2% en Entre Rios
(Zonta et al., 2013); 16,7% en Corrientes (Navone et al., 2017); 0,6% en Santiago del Estero
(Periago et al., 2018) y en Tucuman varié de 54,4% a 68,9% (Dib et al., 2012, 2015) y de 2,1%
a 59,6% en Misiones (Navone et al., 2017; Rivero et al., 2017, 2018).

Estudios preliminares llevados a cabo por nuestro equipo de trabajo muestran la presencia
de subtipos 1, 2 y 3 en muestras humanas de barrios periurbanos de La Plata, el conurbano
bonaerense y zonas rurales de la provincia de Misiones (A Servian, comunicaciéon personal,
marzo 2021).

Diagnéstico y observacion

El diagndstico en busqueda de las diferentes formas o subtipos de Blastocystis sp. incluye:

- examen directo en preparaciones humedas.

- examen a través de técnicas de enriquecimiento (e.g. concentracion por sedimentacion:
formol-acetato de etilo; y por flotacion: Willis: solucién saturada de cloruro de sodio/Sheather:
solucion sobresaturada de sacarosa).

- preparaciones temporarias con solucién de iodo (lugol).

- preparaciones permanentes con tincion de hematoxilina-férrica, tricromica, Ziehl Neelsen.

- cultivo axénico'” xénico'® in vitro.

- PCR convencional.

En las preparaciones humedas se observa mejor con solucién de iodo (lugol) y en muestras
fijadas con solucién fisioldgica. En preparaciones tefidas con coloracién tricromica o lugol se
evidencia un cuerpo central claro con halo citoplasmatico amarillo tenue y nucleos oscuros.

El cultivo axénico in vitro de Blastocystis sp., en el cual el parasito se desarrolla en ausencia de
cualquier tipo de organismo, es considerado el estandar de oro para la determinacion de Blasto-
cystis sp., por su alta sensibilidad, pero es muy complejo de llevar adelante. Frente a esto, el
cultivo xénico in vitro, en el cual el parasito es cultivado en presencia de flora indefinida, es la
técnica recomendada para realizar su diagnéstico. Esta técnica se caracteriza por el bajo costo
y mayor sensibilidad y especificidad respecto de las técnicas de sedimentacion e incluso en com-

paracion con las técnicas moleculares (Stensvold et al., 2007). Existen distintos medios para el

7 El cultivo axénico es aquel formado por una Unica especie, cepa o variedad de organismo, y por lo tanto esta despro-
visto de otros organismos contaminantes.

'8 El cultivo xénico implica el empleo de un medio de cultivo que contiene uno o mas organismos no identificados, es
decir que no se encuentra estéril.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 180



PROTOZOO0S PARASITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA — J. M. UNZAGA Y M. L. ZONTA (COORDINADORES)

desarrollo de este tipo de cultivos, entre ellos el medio de Jones. Sin embargo, independiente-
mente del medio utilizado, el procedimiento implica la incubacién de materia fecal fresca en un
periodo de entre 48-72 horas a 37°C.

Los métodos moleculares de identificacion de Blastocystis sp. se basan en la amplificacion
por PCR del gen nuclear 18S combinado con la secuenciacion para la identificacion de los dife-
rentes subtipos. Se recomienda el desarrollo de estas técnicas a partir de aislamientos de Blas-
tocystis sp. realizados por cualquiera de las técnicas de cultivo mencionadas anteriormente. Las
técnicas de cultivo permiten el enriquecimiento de la muestra en el parasito y por ende facilitan

la identificacion molecular.
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Glosario

Términos biolégicos
Amastigote: forma Trypanosomatidae que carece de flagelo libre.

Ameba: organismo unicelular (protozoo) que se mueve por seudépodos, se alimenta por fa-

gocitosis y se reproduce por escision (fision binaria transversal).

Apicomplejo o apicomplexa: organismo unicelular (protozoo) que se caracteriza por la pre-
sencia de un complejo apical ubicado en uno de sus extremos cuya funcién es posibilitar la pe-

netracion en la célula hospedadora. Se reproducen en forma asexual y sexual.

Axonema: haz de microtubulos y proteinas asociadas que forman el eje central de un cilio o

de un flagelo en las células eucariotas.

Axostilo: conjunto de microtubulos con capacidad contractil o flexible, que se extiende desde
el area de los cinetosomas hasta el extremo posterior, donde a menudo sobresale. Interviene en

el movimiento de la célula en algunos protozoos flagelados.

Bradizoito: forma infectante de reproduccion asexual lenta en los protozoos apicomplejos

0 apicomplexa.

Cariosoma: masa densa e irregular de filamentos de cromatina en el nucleo.

Ciliado: organismo unicelular (protozoo) caracterizado por presentar cilios alineados regular-
mente en toda su superficie o en parte, un citostoma (boca celular) y dos nucleos (macronucleo
y micronucleo, este ultimo reservado para la reproduccion sexual).

Cilios: nacen de un cuerpo basal (cinetosoma o blefaroplasto), constituido por fibrillas longi-

tudinales o microtubulos dispuestos de la siguiente manera: un par de fibrillas centrales o axiales

y nueve pares de fibrillas periféricas. El patrén de movimiento es a modo de remo.
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Citofaringe: tubo o pequefo canal que establece la comunicacion entre el citostoma vy el

interior del citoplasma de la célula.

Citopigio o poro anal: orificio por donde se elimina el material de desecho al exterior en un

protozoo ciliado.

Citostoma o boca celular: orificio de entrada para las particulas alimenticias en un pro-

tozoo ciliado.

Complejo apical: estructura formada por un conoide, anillos polares, microtubulos sub-
peliculares, micronemas y roptrias, que se ubica en el extremo distal de un zoito apicomplejo

0 apicomplexa.

Conjugacion: tipo de reproduccién sexual exclusivo de ciliados, en la cual se produce inter-

cambio genético entre los micronucleos de dos individuos (“conjugantes”).

Cuerpos o barras cromatoides: cuerpos helicoidales pequenos distribuidos en el cito-
plasma de algunos trofozoitos. Después del enquistamiento, se cristalizan y se tifien de forma
oscura con tintes basicos. Pueden ser varillas con punta roma o en forma de astilla, segun la
especie, y en general solo son visibles en quistes jévenes. A medida que un quiste envejece,

las barras desaparecen.

Cuerpos medianos: cuerpos curvos de forma cilindrica situados en la porcién posterior y
transversal en el citoplasma de la célula. Estos cuerpos son exclusivos del género Giardia. Su
funcion es incierta, si bien se ha sugerido que pueden funcionar como estructuras de sostén o

estar involucrados en el metabolismo energético.

Cuerpos parabasales: cuerpos de Golgi constituidos por dos o mas fibras parabasales es-
triadas ubicados cerca del cuerpo basal (cinetosoma o blefaroplasto) de algunos protozoos fla-

gelados, que conectan el aparato de Golgi al sistema flagelar.

Cultivo axénico: es aquel formado por una Unica especie, cepa o variedad de organismo, y

por lo tanto esta desprovisto de otros organismos contaminantes.

Cultivo xénico: implica el empleo de un medio de cultivo que contiene uno o mas organismos

no identificados, es decir que no se encuentra estéril.

Ectoplasma: es la regién periférica de la célula (estado de gel), la cual carece de organulos
y es de mayor densidad que el endoplasma. Esta en contacto directo con la membrana plasma-
tica. Contiene iones de calcio, magnesio y potasio. Presenta microtubulos y microfilamentos que

forman el citoesqueleto.
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Endodiogenia: mecanismo de reproduccion asexual, en el que se originan solo dos células

hijas iguales a la célula que les dio origen.

Endopoligenia: mecanismo de reproduccion asexual, en el que se originan varias células

hijas iguales a la célula que les dio origen.

Endoplasma: es la parte del citoplasma de la célula que se encuentra préoxima al nicleo
(estado de sol). Es mas fluido que el ectoplasma. En ella encontramos al nicleo, mitocondrias,

aparato de Golgi.

Esporocisto: estructura interna de los ooquistes en los protozoos apicomplejos o apicom-

plexa que se forma durante el proceso de maduracion y en la que se encuentran los esporozoitos.

Esporogonia: fase de maduracion post-cigética de los protozoos apicomplejos o apicomplexa.

Esporozoito: forma infectante presente en los ooquistes maduros en los protozoos apicom-

plejos o apicomplexa.

Esquizogonia o merogonia: fase de reproduccion asexual de los apicomplejos o apicomplexa.

Esquizozoito o merozoito: forma infectante obtenida por reproduccion asexual en los proto-

z00s apicomplejos o apicomplexa.

Fisién binaria: tipo de reproduccién asexual que consiste en la duplicaciéon del ADN (cario-
cinesis), seguida de la division del citoplasma (citocinesis), dando lugar a dos células hijas idén-

ticas. Puede ser en sentido longitudinal, transversal u oblicuo.

Flagelado: organismo unicelular (protozoo) caracterizado por la presencia de uno, dos o mas

flagelos largos en una o en todas las fases de su ciclo de vida.

Flagelos: sirven para la locomocién, con movimiento en forma de Iatigo, en nimero de uno o
dos por célula. Nacen en el cuerpo basal (cinetosoma o blefaroplasto) constituido por fibrillas
longitudinales o microtubulos embebido en el citoplasma, dispuestos de la siguiente manera: un
par de fibrillas centrales o axiales y nueve pares de fibrillas periféricas. Sirven para la captura del

alimento y pueden ser receptores sensoriales.

Gametogonia: fase de reproduccion sexual en los protozoos apicomplejos o apicomplexa.

Halo: en flagelados, espacio entre la membrana celular y el citoplasma, generado por la con-

traccion de este ultimo.
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Kinetoplasto: parte conspicua préoximo al kinetosoma o cuerpo basal o blefaroplasto desde

el cual se origina un axonema.

Loci genético: refiere a lugares especificos del cromosoma donde esta localizado un gen u

otra secuencia de ADN.

Micronemas: estructura citoesqueletaria glandular en forma de bastdn o circular propia del

complejo apical de los apicomplejos o apicomplexa.
Mitosoma: organelo citoplasmatico presente en algunos eucariotas, anaerobios o microae-
rofilicos, que carecen de mitocondrias, como Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y Trichomo-

nas vaginalis.

Ooquiste: huevo o cigoto en los protozoos apicomplejos o apicomplexa que puede ser inma-

duro o maduro segun haya completado la fase de esporulacion.

Promastigote: forma Trypanosomatidae con flagelo libre y kinetoplasto anterior al nucleo.

Quiste: forma parasitaria de resistencia e infectante.

Roptrias: estructura citoesqueletaria glandular formada por una parte tubular y una sacular

propia del complejo apical de los apicomplejos o apicomplexa.

Seudépodo: prolongacion temporal del citoplasma de algunos protozoos cuya finalidad es

desplazarse y capturar alimentos.

Taquizoito: forma infectante de reproduccion asexual rapida en los protozoos apicomplejos

0 apicomplexa.

Trofozoito: forma parasitaria vegetativa activa que se nutre y reproduce.

Vacuola alimenticia: se forma a partir de la membrana celular y del reticulo endoplasmatico

liso y tiene funcion nutritiva,

Vacuola contractil: tipo especializada de vacuola que regula la cantidad de agua dentro de

una célula.
Vacuola parasitéfora: tipo especializada de vacuola formada tanto por los protozoos api-

complejos o apicomplexa y la célula hospedadora, en la cual el parasito se multiplica tanto sexual

como asexualmente.
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Términos epidemiolégicos

Agente etiolégico o infeccioso: organismo biolégico capaz de producir enfermedad.

Ciclo directo o monoxeno: parasitos que requieren un unico hospedador para completar su

ciclo de vida.

Ciclo indirecto facultativo: ciclo indirecto que puede completarse con o sin la presencia de
un hospedador intermediario.

Ciclo de transmision indirecto vectorial: requiere de un hospedador invertebrado o vector
(hematdéfago) que transmite la infeccion parasitaria al hospedador vertebrado, independiente-

mente que se cumpla el ciclo sexual o asexual en cada categoria de hospedador.

Ciclo indirecto o heteroxeno: parasitos que viven en mas de un hospedador durante su

ciclo de vida.

Endemia: presencia habitual de enfermedad parasitaria en un area geografica y poblacion
determinada.

Enfermedad parasitaria: condicion patoldgica con sintomas causada por protozoos, vermes

(cestodos, trematodos, nematodos) o artrépodos.

Especificidad parasitaria: capacidad del agente parasitario de producir infeccion en una es-

pecie o grupo de especies relacionadas filogenéticamente.

Enteroparasitosis o parasitosis intestinales: parasitosis del tubo digestivo provocada por

un gran numero de agentes infecciosos (protozoos y helmintos, patégenos o no).

Frecuencia parasitaria: proporcién o porcentaje de individuos infectados con una especie

parasita en relacion con la poblacién examinada.
Hospedador definitivo: hospedador en el cual el parasito se reproduce sexualmente.

Hospedador intermediario: hospedador en el cual el parasito se reproduce asexualmente o

en el cual el parasito tiene cambios morfolégicos y fisiolégicos.

Indicador de contaminacién fecal: organismo no patégeno con caracteristicas bioquimicas
comunes con los patégenos, cuya presencia indica contaminacion fecal en el ambiente y riesgo

de infeccion parasitaria (i.e. Entamoeba coli, Endolimax nana).
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Infeccion parasitaria: término empleado para indicar la entrada y multiplicacién de un para-

sito en el hospedador. Infeccién no es equivalente a enfermedad.

Morbilidad: capacidad de enfermar del agente infeccioso en un lugar y un periodo de tiempo

determinados en relacion al total de la poblacion examinada.

Mortalidad: cantidad de individuos que mueren en un lugar y periodo de tiempo determinados

en relacion con el total de la poblacion.

Parasitismo o parasitosis: simbiosis o0 estrecha relacion entre un participante (el parasito) y
otro (hospedador), en la cual el parasito depende metabdlicamente del hospedador y obtiene be-

neficio. Generalmente el hospedador sufre dafio o perjuicio durante el ciclo evolutivo del parasito.

Patégeno: agente que puede producir enfermedad.

Patogenicidad: es la capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad. Se mide
por la relacién entre el nimero de hospedadores que desarrollan la enfermedad clinica y el nu-

mero de hospedadores expuestos a la infeccion.

Periodo prepatente: tiempo que transcurre entre la entrada del parasito y el momento de

detectar su presencia mediante la observacion de alguna de sus formas.

Prevalencia parasitaria: es el numero de hospedadores individuos infectados por una
especie parasita en relacion al total de hospedadores de la poblacion examinada. Se expresa

en porcentaje.

Reservorio: donde el parasito vive y se multiplica y es fuente de infeccion para el hospedador

susceptible.

Transmisién: segundo eslabén de la cadena de infeccion. Propagacion del agente infeccioso

a través del ambiente o de hospedador a hospedador. Puede ser:

directa: requiere de un contacto intimo entre hospedadores. Puede darse por contacto directo,
inhalacion, penetracién a través del tegumento.

indirecta: ocurre por contaminacion de los alimentos u objetos.

activa: mecanismo de transmisién con penetracion activa (vector).

pasiva: mecanismo de transmision por ingestion de ooquistes o quistes.

Zoonosis parasitaria: cualquier enfermedad parasitaria que se transmite de forma natural

de los animales vertebrados al hombre y viceversa.
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