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TOXOPLASMOSIS

Informe de una reunién de investigadores de la OMS

Del 25 al 29 de noviembre de 1968 se celebrd en Ginebra una reu-
pién de investigadores sobre toxoplasmosis. Abrié la reunién el
Dr. K. Raska, recordando que esta infecciéon estd muy extendida en dife-
rentes regiones del mundo y que aun ofrece aspectos desconocidos o
casi desconocidos. En el curso de la reunién se revisaron los ultimos
progresos realizados en taxonomia, fisiologia e inmunologia de los toxo-
plasmas, asi como en epidemiologia, diagnostico y terapéutica de la toxo-
plasmosis. Los aspectos clinicos de la enfermedad se examinaron breve-
mente y desde el punto de vista de sus relaciones con las materias antes
citadas, pero sin entrar en detalles. El inmunodiagndstico y la epidemiologia
fueron objeto de especial atencién. Por ultimo, el Grupo se¢ ocupd de los
aspectos que mads necesitados estan de investigacion.

1. TOXOPLASMAS Y MICROORGANISMOS AFINES

La clase Toxoplasmida estdi constituida por tres familias estrecha-
mente emparentadas : Toxoplasmidae, Besnoitiidae y Sarcocystidae.l
Mientras que no se conozca bien el ciclo evolutivo de los distintos para-
sitos pertenecientes a estas familias no sera posible ordenarlos en una
clasificacién sistemética ni adoptar medidas realmente cientificas para
combatir las infecciones que provocan.

Teniendo en cuenta que estos microorganismos poseen muchas
caracteristicas comunes, lo mas probable es que se asemejen también
en los aspectos de su desarrollo actualmente desconocidos. Por esa razén
se ha considerado conveniente presentar aqui una breve descripcion de
los caracteres generales del grupo.

Cada familia esti compuesta por un solo género, aunque es posible
que los Sarcocystidae comprendan mas de uno. La familia Toxoplasmidae
estd constituida por una sola especie. De momento, la mejor solucién
quiza sea clasificar la clase Toxoplasmida dentro del subfilum Sporozoa,
a pesar de que también tiene afinidades no muy claras con los Coccidio-
morpha.

1 En el Anexo (pagina 32) se exponen las caracteristicas de estas familias.
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6 TOXOPLASMOSIS

1.1 Distribucion en el reino animal

De los tres géneros, los que tienen una mayor variedad de huéspedes
son Toxoplasma y Sarcocystis. El género Toxoplasma se encuentra en
gran nimero de mamiferos, entre ellos el hombre y otros primates, la
vaca, la oveja, el cerdo, los marsupiales, el armadillo, el erizo, el perro,
el gato, el zorro, diversos mustélidos y numerosos roedores. La posi-
bilidad de confundir Toxoplasma con Lankesterella y con formas exoeri-
trociticas de parasitos del paludismo obliga a poner en tela de juicio
los informes sobre la presencia de Toxoplasma en las aves, salvo en el
caso de palomas, gallinas y algunas otras especies. También es probable
que los paréasitos aislados en reptiles e identificados como Toxoplasma
fueran en realidad Lankesterella, Schellackia o Besnoitia.

El género Besnoitia es el de distribucion mas limitada, pues sélo
se ha encontrado en la vaca (en ambos hemisferios), el reno, el caribu,
el caballo y el asno (también en ambos hemisferios), el roedor Peromys-
cus, la zarigiieya y el lagarto (en América Central). Los parasitos aislados
han sido clasificados en diferentes especies.

El género Sarcocystis se encuentra en el hombre (aunque raramente)
y en otros primates (es frecuente en el mono), asi como en la vaca, la
oveja, la cabra, el cerdo, el caballo, el ciervo, el antilope, ciertos roedores -
domésticos y salvajes, los lagomorfos y las aves (por ejemplo, el pato
salvaje), asi como en reptiles y peces. La rareza de esta infeccién en los
carnivoros puede ser significativa.

1.2 Especificidad de huésped

Al parecer, Toxoplasma carece de especificidad de huésped, por
mas que a veces sean necesarios NUMErosos pases para adaptar una cepa
de un animal a otro.

Las cepas de T. gondii deben designarse con precisién, indicando
el nombre del huésped, el lugar y la fecha del aislamiento, y ¢l nombre
de la persona que las aisl6. Mas adelante quizd sea posible describirlas
segin sus caracteristicas antigénicas y bioquimicas. Inmediatamente
después de su aislamiento hay que adoptar medidas para conservarlas,
ya que sus caracteres cambian rapidamente en los pases por animales
de laboratorio (véase la seccién 9).

Las especies de Besnoitia son mas especificas de huésped; sin embargo
se ha logrado transmitir la B. besnoiti de la vaca al conejo, la B. jellisoni
del ratén americano Peromyscus a otros roedores y la B. darlingi del
basilisco (Basiliscus basiliscus y B. vittatus) a diversos roedores.

El género Sarcocystis parece tener una especificidad de huésped
maés estricta que los otros parasitos de su clase. No puede darse gran
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valor a los raros casos registrados de transmision de especies como S. muris,
S. tenella y S. miescheriana a otros huéspedes a causa de la elevada pre-
valencia natural de Sarcocystis en los animales receptores; de hecho,
la morfologia del parasito en estos ultimos cambia con frecuencia en el
curso de las experiencias. Otra razon para creer que este género com-
prende distintas especies es el hecho de que la morfologia de los quistes
y los zoitos es caracteristica de cada especie huésped.

1.3 Localizacion en el huésped

Todos los miembros de ‘esta clase son obligatoriamente parasitos
intracelulares de células nucleadas, si bien durante un breve periodo pueden
circular en la sangre o la linfa en forma de zoitos libres.

Los Toxoplasma se encuentran en toda clase de células nucleadas,
pero sobre todo en las del sistema reticuloendotelial, los misculos y el
sistema nervioso central y sus anexos, sobre todo la retina.

Los parasitos del género Besnoitia invaden las células reticuloendo-
teliales de los tejidos subcutineos, el mesenterio y diversos Organos
como el bazo. Es muy dificil identificar la célula invadida, ya que las
primeras fases evolutivas del paréasito rara vez son visibles.

Los Sarcocystis son sobre todo parasitos de las fibras musculares
del aparato locomotor y del corazén. También pueden alojarse en el
cerebro (raramente en el buey pero con frecuencia en la oveja de Nueva
Zelandia). El paréasito hallado en el cerebro de los ratones campestres,
denominado inicialmente Toxoplasma microti y mas tarde « organismo M »,
es casi con certeza una especie de Sarcocystis 0 un género innominado
de 1a familia Sarcocystidae. '

1.4 Morfologia

El tamafio del zoito es caracteristico : el de Toxoplasma, que es
el mas pequefio, mide unas 5y, mientras que el de Besnoitia alcanza unas
7u y el de Sarcocystis varia entre 9 y 15p segin las especies. Son asimismo
caracteristicos el tamafio v la forma del quiste : el de Toxoplasma es
el méas pequefio v puede medir hasta unas 100p, mientras que el de Bes-
noitia oscila entre 300 y 400 y el de Sarcocystis llega hasta 1 cm o mas.
Normalmente, los quistes de Toxoplasma y Besnoitia son esféricos, mien-
tras que los de Sarcocystis suelen ser alargados. En el musculo, los quistes
de Toxoplasma pueden adoptar cualquier forma.

También la pared quistica difiere en cada grupo. Los quistes de Toxo-
plasma tienen una pared fina y elastica; aunque dotada de cierta resis-
tencia, se rompe si se la somete a una fuerte presion. No se conoce con
precision el origen de la pared quistica, ya que se ignora cuales son las
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aportaciones respectivas de la célula huésped y del parasito. No parece
haberse visto nunca el ntcleo de la célula huésped afectada.

Los quistes de Besnoitia son intracelulares y provocan una notable
transformacién de la membrana exterior de la célula huésped, que se
engrosa considerablemente y adopta un aspecto laminado, mientras
que el ntcleo (que queda en el interior de la gruesa pared quistica) se
divide repetidamente y se hipertrofia. Los quistes de Sarcocystis tienen
una pared menos gruesa (en relacién con el tamafio del quiste) y con
frecuencia presentan vellosidades externas y tabiques internos.

Observados con el microscopio electrénico, los zoitos de todos
estos microorganismos presentan una ultraestructura notablemente simi-
lar. Todos ellos poseen los organulos caracteristicos de los Sporozoa en
general; la principal diferencia es la regularidad con que se disponen las
hileras de « granulos centrales » en el género Sarcocystis.

|
'

1.5 Inmunologia

En la prueba de coloracién no se observan reacciones cruzadas entre
Toxoplasma, Besnoitia 'y Sarcocystis. Las reacciones de anticuerpos
fluorescentes de estos parasitos son perfectamente distintivas. La prueba
de hemaglutinacién indirecta sugiere la existencia de una débil reaccién
antigénica entre Besnoitia y Toxoplasma.

1.6 Comportamiento en el animal de laboratorio

Las cepas virulentas de Toxoplasma se multiplican rapidamente
durante la fase proliferativa en el endotelio peritoneal del ratén inocu-
lado; las cepas avirulentas pueden comportarse de igual modo si antes
han sufrido varios pases rapidos o si se inoculan a animales tratados con
corticosteroides. Por el mismo procedimiento se pueden adaptar al ratén
algunas especies de Besnoitia; en cambio, las cepas de Sarcocystis (incluido
el organismo M) raramente 1nfectan al ratén o a cualquier otro animal.

1.7 Ciclo evolutivo

Las formas proliferativa y quistica de Toxoplasma se conocen bien,
aunque quiza en condiciones que no son completamente naturales. Si
se trata de parasitos esporozoarios, han de atravesar una fase sexuada
que muy bien podria coincidir con el paso del quiste a un nuevo huésped.
Algunos trabajos recientes (véase la seccién 6.1.1) parecen indicar que
la fase criptica debe buscarse en las fases inmaduras del nematodo y en
las heces (después de la maduracidn) de los animales infectados.
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Es poco probable que la transmision de las especies de Besnoitia
al animal de laboratorio, que requiere condiciones tan artificiales, refleje
el proceso natural que sigue siendo totalmente desconocido.

Aunque en muchas ocasiones se ha tratado de estudiar el ciclo evo-
lutivo del Sarcocystis, siempre se tropieza con la falta de animales exentos
con seguridad de toda infeccién. Los informes sobre la observacion de
fases evolutivas del parasito después de la inoculacién o la ingestion
siguen siendo poco convincentes. El tinico aspecto sobre el que se dispone
de una informacién mas fidedigna es la transmisién por las heces de
animales que han ingerido sarcocistos. Las experiencias hechas en varios
laboratorios con distintas especies de Sarcocystis han dado resultados
positivos en el cordero y en otros animales que recibieron las heces « infec-
tadas » por via oral.

Es probable que los zoitos de todo el grupo se dividan s6lo por endo-
diogenia.

2. FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA

Los resultados de los pocos estudios realizados hasta ahora sobre
la bioquimica y la fisiologia respiratoria de los toxoplasmas no revelan
ningun rasgo particular. Nada explica ni justifica la gran facilidad de los
toxoplasmas para respirar y sobrevivir en las células nucleadas; a ese
respecto seria muy interesante lograr cultivarlos en un medio exento de
células.

Se ha podido demostrar que la respiraciéon cesa cuando se expone
a los trofozoitos a la pirimetamina o a la sulfadiazina. Los anticuerpos
especificos no influyen sobre la respiracion, pero ésta se interrumpe inme-
diatamente al afiadir el factor accesorio. Convendria realizar mas estudios
de este tipo, pues tal vez contribuyeran a mejorar la quimioterapia de las
infecciones por trofozoitos y formas quisticas. Por otra parte, si se cono-
ciese mejor la composicién quimica de los toxoplasmas podria ser mas
facil encontrar un agente inmunizante eficaz.

3. VIRULENCIA Y OTROS FACTORES DE INFECCION
Y RESISTENCIA

La virulencia de una determinada cepa de Toxoplasma se suele eva-
luar mediante pruebas de laboratorio en el ratén. Para obtener resultados
significativos, las pruebas deben ser cuantitativas : cada grupo de ratones
inoculados debe recibir un niimero conocido de paréasitos viables dentro
de un periodo de tiempo suficientemente breve para que la muerte de
los parasitos en el medio de suspension no perturbe los resultados. La



10 ' TOXOPLASMOSIS

virulencia de la cepa se evaltia calculando la proporcién de ratones
en funcién del nimero de animales inoculados con cada una de las dilu-
ciones y de los dias que transcurren entre la inoculacién y la muerte.
Evidentemente, hay que cerciorarse de que la muerte de los ratones ha
sido provocada por los toxoplasmas. En cierta medida, los resultados
se pueden expresar en forma de DLsg. En cualquier caso, habra que deter-
minar si ha habido seroconversiones entre los ratones supervivientes.

Las cepas virulentas para los ratones de laboratorio suelen serlo
también para otros animales de experimentacién, como el conejo, el cobayo
y la paloma. Las cepas muy virulentas que matan al ratén en pocos dias
como la RH provocan infecciones mortales en el conejo, el cobayo y la
paloma, con mas o menos rapidez segtin el volumen del inéculo. El ratdn,
el cobayo, el conejo y la paloma suelen sobrevivir a la inoculacién de una
cantidad moderada de parésitos de las cepas menos virulentas, como la
denominada « Beverley » por los autores americanos.l

Aunque por este procedimiento se permite evaluar la virulencia,
no hay que olvidar que esta propiedad es un fenémeno complejo en el
que intervienen la capacidad invasora del parasito, la rapidez con que éste
se reproduce y diversos factores propios del huésped. No se puede consi-
derar virulenta a una cepa simplemente porque el material recién aislado
provoque la muerte de los ratones inoculados, ya que no es posible evaluar
en ese material las concentraciones de parasitos. La virulencia sélo se
puede determinar cuantitativamente cuando es posible contar el nimero
de microorganismos. Esta operacion se debe hacer lo antes posible en los
materiales recién aislados para poder evaluar después las modificaciones
de la virulencia.

Algunos autores han observado en cepas recién aisladas en el cerdo
y la oveja que la virulencia varia en funcién del huésped. Las cepas ais-
ladas en el hombre pueden ser muy virulentas para el ratdn, pero lo co-
rriente es que su virulencia sea escasa. Las cepas aisladas en casos de
toxoplasmosis coangénita humana o animal pueden ser mas virulentas por
haber sufrido dos pases sucesivos en dos miembros de una misma especie.

La virulencia se puede aumentar mediante pases en diversos hués-
pedes (por ejemplo, pases continuos en ratones de laboratorio). El aumento
de la virulencia puede ser subito o gradual. En el laboratorio se han
observado aumentos rapidos de la virulencia después de un unico pase
en la rata Mastomys coucha y en el titi (Callithrix jacchus). Los pases
continuos en embrién de pollo o en cultivos tisulares parecen dar lugar
a una relativa estabilizacién de la virulencia.

Es posible que el pase de un huésped de temperatura corporal rela-
tivamente elevada (v.g., un ave), a otro de temperatura inferior influya

! Esta cepa fue aislada por primera vez en Inglaterra por Beverley, que le dio el
nombre de « Rabbit A ». Véase Beverley, J. K. A. (1959) Nature (Lond.), 183, 1348.
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en la virulencia de la cepa. Este hecho podria estar relacionado con la
produccién de interferén, que puede variar en las cepas adaptadas a
diferentes temperaturas. Estos fenomenos se han observado en las infec-
ciones viricas pero todavia no en la toxoplasmosis.

Como se advirtié antes, la virulencia se puede medir en animales
de laboratorio, pero la aparicion de la enfermedad en otros animales y
en el hombre depende de la resistencia relativa del huésped y de la viru-
lencia del microorganismo para éste. No existe necesariamente una rela-
cién directa entre estos factores en el huésped de laboratorio y en el
hombre y otros animales naturalmente infectados. El pollo, el perro, la
oveja y otros animales adultos se muestran resistentes a la enfermedad
aunque sufran la infeccién por toxoplasmas; asi, antes de atribuir exclu-
sivamente al Toxoplasma una epizootia de estos animales habra que
investigar la posibilidad de otras infecciones concomitantes. Entre los
primates, el mono rhesus y el hombre parecen ofrecer gran resistencia
a la enfermedad clinica. En el mono es muy poco frecuente que se mani-
fieste la enfermedad aun cuando la infeccidén esté causada por un gran
nimero de parasitos, mientras que en el hombre la enfermedad es muy
poco frecuente en comparacién con la difusion de los anticuerpos anti-
Toxoplasma. Las manifestaciones mas graves se observan en los nifios
con infecciones congénitas, quizd por la deficiencia inmunolégica del
feto en comparacién con el adulto o a causa del mencionado fenémeno
del doble pase.

La resistencia natural de diversos animales puede deberse a la pre-
sencia en la sangre de un factor anti-Toxoplasma inespecifico y termola-
bil cuya existencia se ha podido demostrar in vitro. No-se sabe si este
factor influye de algin modo en el curso de la infeccion. Como la resis-
tencia natural parece ir aumentando con la edad, es posible que exista
una relacion -entre el envejecimiento y la aparicion del factor sérico. La
resistencia natural puede disminuir por la accién de infecciones conco-
mitantes, como el moquillo o la anquilostomiasis en el perro, o por la
administraciéon de dosis elevadas de corticosteroides y otros agentes
inmunosupresores.

En el hombre, la administracién de corticosteroides en dosis tera-
péuticas no parece exacerbar las infecciones por toxoplasmas. En cambio,
las dosis mas elevadas administradas en unién de enérgicos farmacos
inmunosupresores en los casos de transplante de érganos y en el trata-
miento de las enfermedades malignas han provocado o reactivado la
toxoplasmosis, de igual modo que el herpes o las virosis de inclusiones
citomegalicas.

La infeccién por T. gondii confiere inmunidad, como lo demuestra
la aparicién de anticuerpos especificos y la supervivencia tras la reinfec-
cién experimental. Otra prueba de la inmunidad es que las mujeres que
han tenido un hijo con toxoplasmosis congénita no vuelven a dar a luz
2
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nifios con esa afeccién. Sin embargo, la inmunidad conferida por la infec-
cién activa no siempre es completa; asi, por ejemplo, los cobayos inmu-
nizados con una cepa avirulenta de 7. gondii sobreviven a la reinfeccién
experimental con otra cepa muy virulenta que mata a los animales no
inmunes, pero esta uUltima puede encontrarse luego ampliamente dise-
minada por todo el organismo del animal. Por consiguiente, cuando se
aislan toxoplasmas en un animal de laboratorio no se puede asegurar
que pertenezcan a la misma cepa que se empled para la inoculacidn.

4. INFECCION HUMANA

La mayor parte de los casos de toxoplasmosis humana son subcli-
nicos, pero también hay casos sintomaticos que pueden adoptar una de
las siguientes formas :

1) Toxoplasmosis congénita, que es probablemente la forma mas
grave de la infeccion. El feto la adquiere en el curso de una infeccién
primaria de la madre, asintomatica o ligera, acompafiada de parasitemia.
El nifio puede nacer muerto o presentar diversas combinaciones de los
siguientes signos y sintomas : erupcién, fiebre, hepatoesplenomegalia,
purpura, ictericia, lesiones del sistema nervioso central y destruccién de
ciertas zonas retinianas. Todas estas lesiones pueden existir en el momento
del nacimiento o aparecer semanas o meses después. Una vez producida
la destruccion de un tejido (v.g., cerebral u ocular), la lesién ya no puede
regresar. Muchos nifios sélo sufren trastornos ligeros y pueden crecer
y desarrollarse normalmente, pero a veces la incapacidad no se mani-
fiesta hasta algunos afios después del nacimiento.

La mujer que ha tenido un hijo con toxoplasmosis congénita puede
estar segura de que no volvera a sucederle lo mismo en embarazos ulte-
riores. Por otra parte, una mujer que ha sufrido una toxoplasmosis aguda
con produccion de anticuerpos antes de quedar embarazada no corre
riesgo alguno de tener hijos con infeccién congénita.

2) Un sindrome benigno de infeccién adquirida, caracterizado por
una linfadenopatia. En algunos paises se atribuye a la toxoplasmosis
hasta un 15 9% de las linfadenopatias de origen desconocido.

3) Un proceso méas grave, con fiebre, erupcién cutinea, malestar,
dolores musculares, pneumonia, miocarditis y meningoencefalitis. El
enfermo puede presentar uno cualquiera de esos sintomas o una combi-
nacion de ellos. Por fortuna, estos casos son poco frecuentes.

4) Uveitis, frecuente en la toxoplasmosis congénita y generalmente
bilateral. A veces se presenta en el curso de una infeccién adquirida des-
pués del nacimiento, pero su incidencia real se desconoce.

'



INFORME DE UNA REUNION DE INVESTIGADORES DE LA OMS 13

5) Aborto, aun cuando no estd demostrado que la infeccién por
Toxoplasma sea una causa importante de abortos espontaneos. Si fuera
cierto que la toxoplasmosis provoca el aborto, éste se presentaria como
un accidente aislado en la vida de la mujer, como complicacién de una
infeccion primaria aguda. Es muy importante pues proseguir el estudio
de este problema con el maximo rigor posible.

6) Toxoplasmosis difusa, observada a veces en sujetos tratados con
medicamentos inmunosupresores o afectos de una inmunopatia. En
estos casos hay que administrar al enfermo una quimioterapia especifica
e independiente del tratamiento que exija su problema fundamental.

5. LA INFECCION EN LOS ANIMALES DOMESTICOS
Y SALVAIJES

El Toxoplasma gondii se aislé por primera vez en el roedor Cteno-
dactylus gundi y después en conejos y perros, muchos afios antes de que
se descubriese en el hombre. Los datos obtenidos en regiones muy diversas
permiten afirmar que se trata de un parasito con una distribuciéon geo-
grafica muy amplia, que puede encontrarse en muchas especies de verte-
brados de sangre caliente y multiplicarse en cualquiera de las células
nucleadas de éstos. Los ratones de laboratorio son muy susceptibles a
la infeccién y siguen siendo la especie de eleccion para el aislamiento
del toxoplasma. No se ha encontrado ninguna especificidad. de huésped
significativa ni tampoco ningGn animal, ni siquiera entre los primates
no humanos, que sea resistente a la infeccién por Toxoplasma si posee
anticuerpos séricos.

La toxoplasmosis animal es muy semejante a la humana. Casi todas
las manifestaciones clinicas observadas en el hombre se han podido encon-
trar también en las aves y en otros animales. Se ha demostrado la exis-
tencia de infecciones congénitas en el raton, el perro, el cerdo, la vaca,
la oveja, el gato y otros mamiferos. En el animal, tanto las infecciones
congénitas como las adquiridas suelen ser asintométicas, pero pueden
manifestarse por abortos o por lesiones fetales. Con menos frecuencia
se observan infecciones agudas generalizadas y mortales, caracterizadas
por fiebre, anorexia, letargia, disnea, linfadenopatia, hepatosplenomegalia,
iritis, vémitos, coriorretinitis, -cianosis y trastornos neurolégicos. En
diversos animales se producen abortos, partos con feto muerto y partos
prematuros. En la oveja, el visén y el cerdo (y con menor frecuencia en
el perro y en otros animales domésticos) la enfermedad es causa de abor-
tos, partos con feto muerto y mortalidad neonatal elevada. Los abortos
provocados por la toxoplasmosis tienen gran importancia econdmica
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en Nueva Zelandia y en Inglaterra por las pérdidas que provocan en el
ganado lanar, mientras que en el Japdén la toxoplasmosis congénita o
adquirida origina pérdidas similares en el ganado porcino. Es posible
que otros paises sufran dafios semejantes.

En la toxoplasmosis animal pueden encontrarse manifestaciones
patoldgicas semejantes a casi todas las lesiones observadas en la infeccion
humana. En el animal, la parasitemia es constante en las infecciones
agudas, pero puede ser muy poce intensa en los casos crénicos. La des-
truccion celular estd causada por la penetracién directa de parasitos pro-
liferantes durante la fase activa de la enfermedad, pero.a medida que
se desarrollan los anticuerpos se van formando quistes de paredes argir6-
filas. Las lesiones secundarias pueden deberse a la rotura de células hués-
pedes que contienen toxoplasmas o a factores desconocidos que permiten
la salida de los micro-organismos enquistados.

Las lesiones varian desde las necrosis graves hasta las proliferaciones
granulomatosas de mononucleares y linfocitos. Las infecciones asinto-
maticas se caracterizan por la presencia de quistes que no provocan nin-
guna reaccién visible del huesped y que pueden persistir durante toda
la vida del animal.

Los toxoplasmas se pueden alslar en casi todos los 6rganos : cerebro,
diafragma, miocardio, tejido linfoide, pulmén, ovario, ttero y placenta.
Pueden encontrarse también parasitos viables en la sangre, la leche, las
heces, el esputo, el vomito, la saliva, el flujo vaginal y a veces en la orina
y el semen de animales con infecciones agudas declaradas. La infeccion
puede llegar al hombre a consecuencia de la diseminacion del Toxoplasma
por los animales y por algunos de sus parasitos nematodos (Toxocara
cati en el gato y Metastrongylus apri, parasito pulmonar del cerdo) asi
como por la presencia de microorganismos en la carne, la leche, los huevos
y los d6rganos comestibles. (En las secciones 6.1.1, 6.1.2 y 6.1.3 se estudia
la transmisién por huevos de nematodos y heces de animales.)

La prueba de coloracidon es suficientemente especifica y sensible
(véase la seccion 7.2) para medir cuantitativamente los anticuerpos séri-
cos anti-Toxoplasma en los vertebrados de sangre caliente. Un resultado
positivo indica que el animal ha estado en contacto con toxoplasmas y
que, probablemente, éstos persisten en su organismo. Mas recientemente,
las pruebas de hemaglutinacion han demostrado la frecuencia de la infec-
cién en el animal. La prueba intradérmica se ha utilizado para descubrir
la infeccidn en el cerdo.

Desde los puntos de vista clinico, patolégico y epidemioldgico, el
T. gondii se comporta con notable uniformidad en sus numerosas especies
huéspedes.
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6. EPIDEMIOLOGIA

Numerosos estudios han demostrado que las toxoplasmosis afectan
al hombre y a otros vertebrados de sangre caliente en todo el mundo,
con la posible excepcién de la Antartida; ahora bien, la frecuencia de
estas infecciones varia considerablemente de unos paises a otros e incluso
dentro de un mismo pais. Habra que intensificar estos estudios para
conocer mejor la ecologia de las toxoplasmosis; este conocimiento, ademas
de su importancia intrinseca, permitird seleccionar zonas idéneas para
el estudio de problemas concretos en relacién con esta enfermedad. Por
lo que hasta ahora se sabe, el unico caso de contagio directo de hombre
a hombre parece ser la transmision de la infeccién primaria de la madre
al feto. Por otra parte, nada indica que la infeccion se transmita habitual-
mente de las aves y otros animales al hombre por un mecanismo distinto
de la ingestion. La carne y, con mucha menor frecuencia, los huevos
pueden contener quistes de Toxoplasma, de forma que los carnivoros
y los omnivoros pueden adquirir la infeccion al comerlos; en cambio,
se desconoce totalmente la via de infecciéon de los herbivoros, problema
que convendria investigar cCOmo merece.

El valor de los estudios epidemioldgicos depende de la especifici-
dad y la sensibilidad de los métodos que se emplean y de la validez de
la muestra examinada. A condicién de tener bien en cuenta estas limi-
taciones, sobre cuya importancia nunca se insistird bastante, el estudio
intensivo de casos aparentemente agrupados y de ciertos factores como
el clima, la altitud, la situacion socioeconémica, la edad y el sexo puede
proporcionar una informacién muy valiosa.

6.1 Transmision por helmintos

Recientes estudios sobre la transmision del T. gondii por los hue-
vos de Toxocara cati presentes en las heces de los animales infectados
han permitido comprender mejor la epidemiologia de la toxoplasmosis.
En las secciones siguientes se describen brevemente los resultados de
esos estudios, iniciados por Hutchison en 1965, y los de otros analogos.

6.1.1 Experiencias con Toxocara cati y otros nematodos

"En sus primeros trabajos, Hutchison! observé que si los gatos
infectados por Toxocara comian durante cinco dias sucesivos ratones
con quistes de T. gondii en sus tejidos, al cabo de ese tiempo eliminaban
por la heces huevos del nematodo capaces de infectar por via oral a ratones

1 Hutchison, W. (1965) Nature (Lond.), 206, 961; (1967) Trans. roy. Soc. trop.
Med. Hyg., 61, 80.



16 TOXOPLASMOSIS

indemnes. Estos huevos, que sélo se eliminaban de 5 a 30 dias después
de la ingestién de quistes de 7. gondii por el gato, tenian las siguientes
caracteristicas : 1) no eran capaces de transmitir la infeccién hasta que
se embrionaban, es decir, hasta 14 a 21 dias después de haber sido elimi-
nados en las heces del gato; 2) conservaban su poder infectante durante
17 meses; 3) se podian recoger por flotacién en suero salino y sulfato
de zinc y conservar en agua, 'y 4) conservaban su infecciosidad después
de pasar por una solucién de hipoclorito sédico al 5 %,

Jacobs y Melton1 han confirmado esos resultados en un estudio
sobre 35 gatos vagabundos naturalmente infectados por Toxocara cati
y cuyos sueros eran positivos a la prueba de coloracién; mediante la
recogida de los huevos presentes en las heces de los gatos, y también por
diseccién de vermes adultos, dichos autores pudieron observar que 1) las
muestras procedentes de dos gatos provocaban por via oral la infeccién
del ratén; 2) los huevos se hacian infecciosos al cabo de 21 dias de con-
servacion y seguian siéndolo durante 7 meses; el pase por la solucién
de hipoclorito sédico al 5 % no destruia su infecciosidad, y 3) en experien-
cias analogas practicadas con Toxocara canis en el perro no se logré la
infeccién del ratén.

Dubey, 2 ademas de corroborar las observaciones precedentes, hizo
las siguientes : '

1) El formol al 19 destruye la infecciosidad de los huevos recién
embrionados, pero si éstos se conservan durante 100 dias en agua sopor-
tan la accion del formol sin perder su poder infectante durante un periodo
que puede llegar a siete dias.

2) La accién de una solucién de hipoclorito sédico al 5% durante
1 hora a 37° C destruye las membranas externas de huevos embrionados;
después de lavar cuidadosamente para eliminar el hipoclorito sédico y
de destruir la membrana vitelina que rodea la larva por agitacién con
arena y agua, las larvas liberadas provocan la infeccién de los ratones
cuando se les inoculan por via subcutinea.

3) Aunque bastan cuatro huevos para provocar una infeccién en
el ratén, parece existir una relacién cuantitativa entre el niimero de huevos,
administrados y el nimero de quistes que se forman en el ratén (cuatro
huevos dieron lugar a 48 quistés y 500 a 738 quistes).

4) Al menos el 12,59 de los huevos se mostraron infecciosos.

Rommel y cols., 3 valiéndose de técnicas semejantes a las de Hut-
chison, trataron de transmitir 7. gondii por medio de huevos de Toxocara

1 Jacobs, L. y Melton, M. L. (1966), citados por Jacobs, L. (1967) Advanc. Parasir.,
5, 1. :
2 Dubey, J. P. (1968), Ver. Bull., 38, 495.

8 Rommel M. y Cols. (1968) En : Proceedings of the Eighth International Congress
on Tropical Medicine and Malaria, Teherdn.
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cati recogidos de 6 a 22 dias después de su administracién inicial al gato.
La transmisién fracasé con las siguientes combinaciones de nematodos
y huéspedes : Toxascaris leonina en el gato; Haemonchus contortus, Oster-
tagia circumcincta, Chabertia ovina y Oesophagostomun venulosum en la
oveja; Ascaris suum, Oes. quadrispinulatum y Oes. dentatum en el cerdo;
Toxocara canis, Toxascaris leonina, Ancylostoma caninum y Uncinaria
stenocephala en el perro; Ascaridia galli y Heterakis gallinae en la gal-
lina y Syphacia obvelata en el ratén.

Tsunoda ! obtuvo resultados positivos administrando 7. Gondii a
cobayos previamente infectados con el parasito pulmonar Metastrongylus
apri; entre 5y 15 dias después de la administracién del toxoplasma se
recogieron los paréisitos de los pulmones de los- cobayos, se lavaron y
homogeneizaron cuidadosamente. El 24 % de los ratones inoculados
con los huevos contrajo la infeccién. Tsunoda ha aislado también T. gondii
en un pequefio nimero de huevos extraidos de pulmones de cerdos.

6.1.2 Experiencias con otros helmintos

Ottilio y cols. 2 han efectuado experiencias analogas con ratas jévenes,
a cada una de las cuales administraron 50 huevos de Hymenolepis nana
fraterna. Cuando los huevos empezaron a aparecer en las heces (al cabo
de 1 & 2 meses) infectaron a los animales con T. gondii, por via oral o
por inyeccién intraperitoneal. A continuacién, recogieron los huevos,
los lavaron, los trataron durante 10 minutos con formol al 10 %, y time-
rosal, los .volvieron a lavar y los homogeneizaron. La administracion
oral de los huevos a 15 ratones provocéd la infecciéon en uno de ellos,
mientras que los huevos inyectados por via intraperitoneal a otro grupo
de 15 ratones infectaron a seis. También se encontré un cestodo adulto
infectado.

6.1.3 Pruebas morfolégicas de la infeccion en los helmintos

Si se admite que los toxoplasmas son esporozoos, lo 16gico es que
tengan una fase evolutiva sexuada en el huésped invertebrado. Aunque
hasta ahora no se haya demostrado la presencia de T. gondii ni en los
adultos ni en los huevos de Toxocara cati, ello quiza se deba a que adoptan
formas muy distintas de las que se observan en los vertebrados. En vista
de la reciente demostraciéon por microscopia electronica de Histomonas
en los ovocitos de Hetarakis, quiza fuera conveniente aplicar esta téc-
nica al estudio de los toxoplasmas. ’

1 Tsunoda, K. (1968), comunicacién inédita presentada a la 66* Reunién General
de la Sociedad Japonesa de Ciencias Veterinarias.

2 QOttilio, J., Machado, L. Said Silva, De Pinho, A. L. y Gomez, F. J. R. (1967)
O Hopital, 72, 1161. '
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6.2 Experiencias sin helmintos 1

Jacobs y Melton 2 han observado que las heces de dos gatos apa-
rentemente exentos de huevos de Toxocara cati, pero infectados con
T. gondii del modo antes descrito, provocaban también la infeccién del
ratén. Hutchison,3 después de administrar 7. gondii a 21 gatos exentos
de Toxocara cati, observd que las heces de dos de ellos seguian siendo
infecciosas para el ratén después de pasarlas a través de un filtro de 35p
y tratarlas. con hipoclorito sodico al 5%,

6.3 Importancia de las recientes observaciones

Ofrecen especial interés los siguientes puntos :

1) Bl T. gondii se puede transmitir experimentalmente por : @) huevos
de Toxocara cati procedentes de gatos infectados con T. gondii; b) heces
de gatos infectados con 7. gondii y exentas de huevos de Toxocara cati:
¢) huevos de Metastrongylus apri procedentes de animales infectados con
T. gondii, y d) huevos de Hymenolepis nana procedentes de animales
infectados con T. gondii.

2) Los huevos de nematodos o las heces del huésped se hacen infec-
tantes en el curso de un periodo comprendido aproximadamente entre
los 4 y los 30 dias siguientes a la ingestién de 7. gondii por el huésped
vertebrado. Sélo los huevos embrionados son infecciosos; unos 14 dias
después de haber pasado a las heces adquieren la capacidad infectante
y la conservan hasta 17 meses. La infecciosidad de los huevos persiste
tras el tratamiento con solucién de hipoclorito sddico o de formol. La
infeccién de las heces (exentas de Toxocara cati) tampoco desaparece
tras un tratamiento similar y los microorganismos atraviesan los filtros
de 35u.

3) Las larvas de Toxocara cati, bien lavadas y liberadas de sus
envolturas y membranas, transmiten la infeccién por inoculacién.

4) La proporcién de infecciones en los huevos de vermes infectados
es elevada, lo que hace pensar que los toxoplasmas tienen una fase repro-
ductiva en el huésped invertebrado. '

1 Las observaciones publicadas en diversas revistas desde que se celebré la reu-
nién resefiada en este informe han abierto nuevas perspectivas a toda la teoria de la
transmision por helmintos. Con el acuerdo 'de los participantes en la reunién, esas
nuevas informaciones se han resumido en el addendum de la pag. 33 (Nota de la redac-
cion),

2 Jacobs, L. y Melton, M. L. (1966), citados por Jacobs, L. (1967) Advanc. Parasit.,
5, 1. ‘

3 Hutchison, W. (1969) Datos inéditos.
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6.4 Transmision por artrépodos

La posibilidad de que 7. gondii se transmita por artrépodos hema-
téfagos ha sido muy estudiada, pero sélo se han obtenido resultados
positivos en las garrapatas. En una colonia de Ornithodoros moubata criada
en laboratorio se descubrieron algunos ejemplares naturalmente infectados
por Toxoplasma.l Se trataba de un lote de garrapatas que 45 dias antes
habian picado a cobayos aparentemente sanos. Estas garrapatas, tritu-
radas, homogeneizadas e inyectadas por via intraperitoneal provocaron
la infeccidon en el ratén. También se observd la infeccion de ratones por
picadura de garrapatas. Un mes mas tarde, las mismas garrapatas habian
perdido su poder infectante.

También se ha logrado infectar experimentalmente a otro grupo de
garrapatas de una colonia exenta de Toxoplasma, dejando que picaran
a ratones con una infeccién aguda. Estas garrapatas transmitieron des-
pués la infeccidén a otros ratones a los que picaron 13 dias mas tarde.
El pase del toxoplasma por la garrapata parece disminuir su virulencia,
pero bastan uno o mas pases ciegos en el ratdn para restablecerla al nivel
original.

Todos los experimentos antes descritos se realizaron a la tempe-
ratura ambiente.

7. METODOS DE DIAGNOSTICO

7.1 Observaciéon directa del toxoplasma

Se puede buscar directamente el toxoplasma en los tejidos y en los
liquidos organicos mediante las técnicas de tincidn histoldgica corrientes
o de inmunofluorescencia. Un observador experimentado puede descu-
brir el parasito incluso en preparaciones no tefiidas. Como comprobacion,
sobre todo cuando se utilizan pruebas de inhibicion de la inmunofluores-
cencia, conviene practicar ensayos de aislamiento del microorganismo
siempre que sea posible. En estos ultimos se deben mantener y conservar
las muestras originales a 4° C.

Para la inoculacion del ratén se pueden utilizar diversos tejidos
(ganglios linfaticos, fragmentos de amigdalas, muestras de carne digerida
por enzimas, etc.), asi como liquidos orginicos y piezas de autopsia.
La prueba consiste en inocular a ratones blancos de unas tres semanas,
criados en laboratorio, en buena salud y de sensibilidad comprobada al
Toxoplasma, una dosis intraperitoneal de 0,5 a 1,0 ml de una suspension
tisular al 20 %. La misma operacién se efectia simultineamente en un

1 Castellani-Pastoris, M. (1969) Parassitologia (en prensa).
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grupo testigo de ratones. Si aparece exudado peritoneal, durante la pri-
mera semana se podra demostrar en €l la presencia de Toxoplasma. A las
seis semanas de observacion se practica la prueba de coloracidon en sangre
tomada de la cola de los ratones supervivientes y, si el resultado es posi-
tivo, se buscarin quistes en el cerebro; si es negativo, no es necesario
continuar los pases ciegos.

7.2 Prueba de coloracion

La gran experiencia adquirida con la prueba de coloracién ha demos-
trado que se trata de una prueba sensible y especifica de la existencia
de anticuerpos anti-Toxoplasma tanto en el hombre como en los ani-
males. Normalmente se obtienen resultados reproducibles, con tal de
que se cumplan ciertas condiciones, como pasa con todas las pruebas
seroldgicas. Dichas condiciones son las siguientes :

1) La cristaleria del laboratorio debe estar perfectamente limpia
y sin restos de detergente.

2) Antes de diluirlos para la prueba, todos los sueros humanos se
deben inactivar a 56° C durante 30 minutos y todos los sueros de mami-
feros y aves a 60° C durante 20 minutos.

3) El factor accesorio del suero debe estar exento de anticuerpos
antitoxoplasmicos y desprovisto de toda actividad antitoxoplasmica
termolabil. Conservado a una temperatura que no pase de —20°C, su
actividad persiste durante dos o tres meses; pero si se conserva a —70° C
o liofilizado la actividad dura hasta un afio o mas. La actividad del factor
accesorio conservado debe determinarse periédicamente.

4) Los ratones deben ser de tres semanas y estar criados en labora-
torio, sanos y sin infecciones. A cada animal se le administraran por via
intraperitoneal de 20 000 a 200 000 gérmenes (de preferencia de la cepa RH).
Entre 48 y 72 horas después se recogerd el exudado peritoneal, que en
estos momentos serd liquido y rico en parasitos extracelulares intactos
y virulentos. Estos gérmenes se tifien bien y uniformemente con el azul
de metileno alcalino y dan pruebas de movilidad en el microscopio de
contraste de fases. La concentracion de parasitos utilizada para la prueba
se normalizara por recuento. Para la lectura de la reaccién lo mejor sera
que haya de 10 a 20 parésitos por campo.

5) La prueba se efectua afiadiendo a cada dilucién de suero un volu-
men igual de mezcla Toxoplasma-factor accesorio; los tubos se llevan
luego al bafio de Maria a 37° C durante una hora y después se agrega
a cada uno de ellos una gota de solucion de azul de metileno amortiguada
a pH 11 (recién preparada a partir de una solucion madre de alcohol
saturada). Si se utiliza el microscopio de contraste de fases. para ver la
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reaccién, el azul de metileno se reemplazara por una gota de formol al
4 9. En cada prueba se incluira un testigo negativo y un suero humano
positivo de titulo conocido.

Se considerard que el titulo del suero problema es la dilucién en
la cual un 50 % de los parésitos no se colorean o aparecen modificados
cuando se observan con microscopio de contraste de fases. Habrd que
especificar si el titulo se expresa en funcion de la dilucién inicial o de la
dilucién final, que es la preferible. Se ha descrito una microtécnica de
esta prueba que es especialmente 1til en las encuestas epidemioldgicas.

En 1967, el Comité de Expertos de la OMS en Patrones Bioldgicos
adopté «la preparacion de suero humano como patrén internacional
de suero antitoxoplasmatico » y definié la unidad internacional de suero
antitoxoplasmatico como «la actividad correspondiente a 0,090967 mg
del patrén internacional ».1

7.3 Prueba de fijacion del complemento

La prueba de fijacién del complemento, especifica y relativamente
sensible, esta siendo en la actualidad muy estudiada a rajz de la introduc-
cién de nuevos métodos de preparacion de antigenos dotados de diversas
caracteristicas. Pero atn habra que estudiar mas este problema si se quiere
conocer la utilidad relativa de los antigenos preparados por diferentes
técnicas.

“La prueba de fijacién del complemento puede servir para corroborar
los resultados de la prueba de coloracién, si bien los anticuerpos descu-
biertos por medio del « antiguo » antigeno soluble aparecen mas despacio
que los de la prueba de coloracién y, en general, desaparecen en unos
dos afios.

7.4 Prueba de hemaglutinacion indirecta

La prueba de hemaglutinacién indirecta (HI) es sensible y espe-
cifica; cierto es que se ha observado una débil reaccién cruzada con
Besnoitia jellisoni, pero ésta sélo se produce con los sueros obtenidos
experimentalmente en el conejo. La prueba de HI requiere un antigeno
preparado minuciosamente con suspensiones de parasitos exentas de
cualquier otro germen y que debe conservarse congelado o liofilizado.
En general, el paralelismo cuantitativo con la prueba de coloracidon es
bastante satisfactorio, pero la prueba de HI exige una normalizacion
cuidadosa en cada laboratorio.

En general, los titulos de HI se hacen positivos mas tarde y aumen-
tan mas despacio que los de la prueba de coloracion, tanto en los

1 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1968, N° 384, pag. 18.



22 ' TOXOPLASMOSIS

casos de linfadenopatia aguda como en los de toxoplasmosis congénita.
Si se estudiara méas a fondo la preparacion del antigeno y la concentra-
cién idonea de hematies tal vez se podria mejorar la sensibilidad de la
prueba para los anticuerpos, sin disminuir su especificidad. Mientras
no se consiga esto no se podra emplear la prueba de HI como tnico método
de diagnéstico en los casos sospechosos de toxoplasmosis activa congénita
o adquirida. En la actualidad, la HI es ttil para el diagnéstico de cier-
tas infecciones crénicas como la toxoplasmosis ocular, mientras que en
las infecciones agudas sirven de complemento a la prueba de coloracién,
ya que los anticuerpos HI aparecen con mas lentitud. También se puede
emplear con buenos resultados en las encuestas seroepidemiolégicas.

7.5 Prueba de inmunofluorescencia indirecta

Desde que empezd a utilizarse la inmunofluorescencia indirecta
para el diagnéstico de diversas enfermedades infecciosas microbianas,
cada vez son mas los laboratorios clinicos que disponen del material
necesario para practicarla. Serfa interesante pues adaptarla al diagndstico
de la toxoplasmosis, sobre.todo cuando la prueba de coloracién es imprac-
ticable. En cierto numero de informes se dan datos favorables sobre la
sensibilidad y la especificidad de esta prueba,.asi como sobre la reproducibi-
lidad de sus resultados. Los reactivos necesarios son faciles de obtener
y Do exigen ninguna preparacion en los laboratorios utilizadores, ya que
el antigeno fijado por el formol se mantiene estable sobre el portaobjeto
0 en suspension durante un minimo de tres a cuatro meses y la globulina
anti-humana marcada con fluoresceina puede obtenerse sin dificultad.

Como la prueba de coloracién mide los anticuerpos formados frente
a los antigenos superficiales del toxoplasma, tedricamente la prueba de la
fluorescencia debe medir los mismos anticuerpos.

El método es atin demasiado nuevo para que se puedan sacar conclu-
siones definitivas sobre la relacion entre los titulos y las diversas fases
de la infeccién o de la evolucidn clinica. Asi pues, estos aspectos deberan
estudiarse comparativamente en distintos laboratorios por medio de
técnicas normalizadas. Convendria en particular establecer con precision
los puntos finales de las titulaciones con sueros de prueba normalizados.

7.6 Evaluacion de las pruebas serolégicas '

Antes de emplear una nueva prueba de diagndstico es necesario
comparar minuciosamente sus resultados con los obtenidos por otros
métodos ya conocidos. También hay 'que estudiar los resultados de la
prueba en las diversas fases de la enfermedad, en casos comprobados
de infeccion humana y en animales de laboratorio. Si es posible, estas
evaluaciones deben comprender ensayos con el patrén internacional de
suero antitoxoplasmatico.
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7.7 Utilizacion de las pruebas serologicas

De todas las pruebas serologicas previstas para el estudio de la toxo-
plasmosis, s6lo cuatro (coloracién con azul de metileno, fijacién del
complemento, hemaglutinacién indirecta e inmunofluorescencia indirecta)
se han estudiado a fondo desde los puntos de vista diagnéstico y seroepi-
~ demiolégico.

La prueba mas empleada es la de coloracién, descrita originalmente
por Sabin y Feldman.! Sin embargo, sus dificultades técnicas han obligado
a buscar y evaluar otros métodos.

La prueba de fijacion del complemento no se ha extendido mucho
en el diagndstico de la toxoplasmosis. Aunque se considera que es intere-
sante, los anticuerpos que reaccionan con el antigeno soluble son distintos
de los que intervienen en la prueba de coloracién; no sélo aparecen mas
tarde sino que ademas tienen tendencia a desaparecer, mientras que la
prueba de coloracion sigue siendo positiva. La reactividad de la prueba
de fijacién del complemento parece estar influida por el tipo de antigeno
empleado. De todas formas, es posible que esta técnica se difundiese méas
si se introdujeran en ella ciertos perfeccionamientos y, sobre todo, si se
consiguieran mejores antigenos.

La prueba de la hemaglutinacion indirecta, descrita por Jacobs y
Lunde 2 en 1957, se ha empleado tanto para el diagnostico como para los
estudios seroepidemiolégicos. Algunas de las dificultades que ofrece se
han superado. gracias al empleo de hematies de carnero unidos al antigeno
por diazotacién y fijados por medio de una solucién alcoholica de formol.
Esta técnica tiene el inconveniente de que, al parecer, no permite descu-
brir los anticuerpos al comienzo de la fase aguda de la enfermedad.

La prueba de la inmunofluorescencia fue descrita inicialmente
por Goldman 3 en 1957 como una técnica de inhibiciéon. Pero como en
esta forma no dio resultados satisfactorios, fue reemplazada por la prueba
indirecta. Esta dltima ofrece interesantes posibilidades para el diagnos-
tico de la toxoplasmosis, ya que proporciona resultados semejantes a
los de la prueba de coloracidn.

Ademés de estas cuatro técnicas se han propuesto diversas pruebas
de aglutinacién y de floculacién. En 1959, Fulton y Turk 4 describieron
una prueba de aglutinacién directa en la que se utilizan como antigeno
toxoplasmas muertos y purificados. Siim y Lind en 19605 y Denis en
1967 ¢ describieron a su vez técnicas basadas en la floculaciéon de par-

-

1 Sabin, A. B. v Feldman, H. A. (1948) Science, 108, 660.

2 Jacobs, L. v Lunde, M. N. (1957) J. Parasit., 43, 308.

3 Goldman, M. (1957) J. exp. Med., 105, 557.

4 Fulton, J. D. y Turk, J. L. (1959) Lancet, 2, 1068.

5 Siim, J. y Lind, K. (1960) Acta path. microbiol. scand., 50, 445.
8 Denis, C. (1967) Path. et Microbiol. (Basel}, 30, 981.
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ticulas acrilicas, mientras que Engelbrecht! describié una prueba de
floculacién en portaobjeto en la que se utilizan toxoplasmas rotos por
ultrasonidos. Aun cuando la sensibilidad de estas reacciones es buena,
su especifidad, sobre todo a titulos elevados, no es todo lo perfecta que
serfa de desear. Con todo, por tratarse de técnicas rapidas convendria
estudiarlas mas a fondo con miras a mejorar su utilidad para el diagndstico.

7.8 Intradermorreaccion

La intradermorreaccion, basada en una reaccién cutinea tardia,
se hace positiva a los pocos meses de la infeccién por el Toxoplasma
(pero mas tarde que las pruebas seroldgicas) y, probablemente, la positi-
vidad se mantiene durante toda la vida del sujeto. Se utiliza con los siguientes
fines : L

1) Para determinar, desde el punto de vista epidemioldgico, la
proporcién de una poblacion que ha estado en contacto con el toxoplasma.
A fin de conocer mejor la epidemiologia de la toxoplasmosis convendria
practicar esta prueba en unién de las actualmente utilizadas para descu-
brir diversas infecciones por medio de encuestas en regiones remotas.

2) Como prueba de deteccidén en los procesos oculares crdnicos, asi
como al comienzo del embarazo. En el primer caso, una reaccién posi-
tiva indica que habra que tener en cuenta la toxoplasmosis en el
diagnéstico diferencial, mientras que un resultado negativo hara pensar
que las lesiones oculares obedecen a otra causa, a menos que otras téc-
nicas demuestren la existencia de una infeccidon reciente. Una prueba
cutanea positiva al comienzo del embarazo indicara que la mujer ha
estado expuesta al Toxoplasma antes de concebir, en cuyo caso es poco
probable que tenga un hijo con toxoplasmosis congénita; naturalmente,
la prueba no excluye en modo alguno la posibilidad de otros tipos de
lesiones congénitas.

3) Para determinar la intervenciéon del toxoplasma en la etiologia
de la linfadenitis. En los casos muy recientes, una intradermorreaccion
positiva excluye probablemente la toxoplasmosis, mientras que un resul-
tado negativo solo indica que habrd que recurrir a las pruebas serold-
gicas para poner de manifiesto una infeccién toxoplasmatica reciente.

4) Para la investigacion de la toxoplasmosis latente en el cerdo.
No se ha observado ningin aumento de los titulos de anticuerpos
séricos después de la intradermorreacciéon en el hombre, como tampoco

se han visto activaciones ni modificaciones de las lesiones oculares o
del proceso infeccioso.

1 Engelbrecht, E. (1965) Path. et Microbiol. (Basel), 28, 907.
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Los antigenos para la intradermorreaccion pueden obtenerse de
diversos productos : exudado peritoneal de ratones infectados por via
intraperitoneal, membranas corioalantoideas de huevos embrionados infec-
tados, cultivos tisulares infectados, etc. La potencia antigénica de todos
estos productos varia probablemente segin el nimero de parésitos y
la proporciéon de material inerte que contengan. Algunos-autores han
utilizado antigenos previamente pasados por autoclave a 110°C y que
apenas contienen bacterias o virus extrafios, mientras que otros emplean
antigenos tratados quimicamente, en cuyo caso importa mas excluir la
presencia de gérmenes extrafios. El método de preparacion del antigeno
puede influir en su estabilidad; asi, por ejemplo, los antigenos pasados
por autoclave se mantienen estables durante mds tiempo, incluso a la
temperatura ambiente, si se conservan con fenol.

Para obtener resultados comparables en el hombre es necesario
normalizar los antigenos. La normalizacion se puede efectuar en cobayos
previamente sensibilizados por inyeccion repetida del antigeno en exci-
piente oleoso o comparando en sujetos de reactividad demostrada los
efectos de diversas diluciones del antigeno que se va a titular con los de
un antigeno conocido. Paralelamente se utilizaran preparaciones testigo.

También sera necesario establecer criterios de uniformidad para
los antigenos y normas aplicables a su preparacién y a las pruebas de
inocuidad. Por ultimo, convendria asimismo obtener mas informacién
sobre la relacion existente entre la reactividad cutinea y la evolucién
de la infeccién toxoplasmica en el hombre y en los animales.

8. TRATAMIENTO

La mayor parte de los casos de infeccion humana por toxoplasmas
son asintomdticos y, por consiguiente, no reciben tratamiento. El caso
del sujeto que sufre un accidente de laboratorio que obliga a instituir
un tratamiento profilactico puede considerarse como una excepcion (véase
la seccién 9.2).

Hay indicios de que las sustancias quimioterapicas que se han reco-
mendado para el tratamiento de la toxoplasmosis actian sobre los tro-
fozoitos, pero apenas afectan a los quistes.

8.1 Toxoplasmosis congénita

La combinacién terapéutica mas empleada es la asociacién de piri-
metamina y sulfadiacina (véanse las dosis en la seccién 9.3). Si el trata-
miento se inicia después del comienzo clinico de la enfermedad, las reac-
ciones seroldgicas no se modifican.
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Nada permite suponer que la administracion de agentes quimiote-
rapicos a los recién nacidos con toxoplasmosis congénita influya de algin
~modo en el curso de la enfermedad. A lo mas que se puede aspirar es a
frenar la apariciéon de ulteriores lesiones tisulares. Toda decisién sobre
la institucién de un tipo u otro de tratamiento habra de basarse en las
circunstancias personales y, si en cualquier caso se decide iniciar la tera-
péutica, habrd que advertir antes a la familia que es muy poco probable
que se consiga una mejoria importante.

8.2 Toxoplasmosis adquirida

Los casos clinicamente manifiestos casi nunca requieren mis que
un tratamiento de sostén. Entre los muy diversos signos y sintomas que
se pueden presentar, los que mas claramente indican la necesidad de la
quimioterapia son la meningoencefalitis y la miocarditis. Estos sintomas
se acompafian con frecuencia de erupciones cutineas difusas; Una vez
iniciado el tratamiento debe proseguirse por lo menos durante dos sema-
nas y en la mayor parte de los casos durante mas de cuatro.

8.3 Uveitis toxoplasmica

La uveitis toxopldsmica exige especial atencién, ya que puede con-
ducir a la ceguera. Apenas se sospeche la existencia de una uveitis se
tomard una muestra de suero para anilisis y se iniciara el tratamiento,
que podra interrumpirse si no se encuentran anticuerpos en el suero; en
caso contrario, se proseguira durante dos semanas por lo menos. Como
algunas de las manifestaciones de la enfermedad son de caracter alérgico,
el tratamiento se puede completar con esteroides, sobre todo si se des-
cubre alguna lesion activa cerca de una macula.

8.4 Inmunopatia'

A fin de descubir cuanto antes la aparicién de una toxoplasmosis,
se vigilara de cerca a todos los sujetos que, por cualquier razén, reciban
un tratamiento inmunosupresor o padezcan alguna inmunopatia. Siempre
que esté indicado, al tratamiento del proceso fundamental se afiadira
la quimioterapia antitoxoplasmatica.

8.5 Toxoplasmosis animal

A veces es conveniente tratar a los animales enfermos, sobre todo
cuando se declara una enzootia entre especies domésticas. Como trata-
miento se ha propuesto la asociacion de sulfamonometoxina y pirime-
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tamina, de preferencia a la de sulfadiacina y pirimetamina. Ademas, se
ha observado.que la combinacién de pirimetamina y 2-sulfamoil-4,4’-dia-
minodifenilsulfona es eficaz contra los quistes. Convendria realizar mas
ensayos terapéuticos en el animal por el método de doble anonimato.

8.6 Evaluacion

Como la toxoplasmosis sintomatica aguda es relativamente rara en
el hombre, parece poco probable que puedan hacerse ensayos terapéu-
ticos en condiciones de doble anonimato. Por razones obvias, todavia
sera mas dificil hacer estos estudios en los recién nacidos con toxoplas-
mosis congénita. En cambio, se ha propuesto y utilizado la quimioterapia
y otros métodos terapéuticos para tratar numerosas afecciones clinicas
consideradas como manifestaciones de la toxoplasmosis crénica. En
estos casos, relativamente frecuentes y en los que la vida del enfermo
realmente no peligra, los métodos de doble anonimato permiten hacer
evaluaciones precisas de las que podran sacarse conclusiones sobre la
reaccion al tratamiento y también sobre la etiologia de la enfermedad.

9. MANTENIMIENTO DEL PARASITO EN EL LABORATORIO

9.1 Mantenimiento

Para mantener el Toxoplasma gondii en el laboratorio pueden uti-
lizarse diversos procedimientos, de los que el mas empleado es el pase
repetido por ratones criados en el laboratorio y exentos de infeccion o
por huevos embrionados. Otro procedimiento eficaz es el pase en serie
por cultivos tisulares. En el raton, las cepas avirulentas se pueden con-
servar sin necesidad de pases mientras el animal viva y los quistes se
pueden recuperar facilmente en el cerebro. También en la rata es posible
mantener las cepas virulentas durante un aflo o mas, aunque a veces sea
dificil recuperar los microorganismos en esta especie. Siempre se deben
utilizar ratas jovenes. En cualquier caso, todos los animales deben pro-
ceder de un grupo seronegativo v exento de Toxoplasma.

La virulencia parece aumentar con los pases repetidos en el ratén
de laboratorio. Unas veces este aumento es stbito y otras gradual. Se
ha observado un aumento rapido de la virulencia en los pases por deter-
minados animales, como la rata Mastomys coucha, el titi y el roedor
norteafricano Ctenodactylus gundi. En los cultivos tisulares y en los
huevos embrionados la virulencia parece mantenerse a su nivel original.

Los cultivos tisulares mantenidos a la temperatura ambiente tienen
la ventaja de que noexigen renovaciones del medio tan frecuentes y per-
miten dejar intervalos mas largos entre las inoculaciones. Después de
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haber proliferado los parasitos se pueden conservar durante varios meses
a 4° C o indefinidamente si se congelan. Los quistes intactos en la carne
de los animales infectados se pueden asimismo mantener a la temperatura
del refrigerador (4 a 5° C) durante varias semanas o meses.

Se ha conseguido congelar los parasitos sin que pierdan totalmente
su viabilidad. Hasta cierto punto, se trata de un proceso de seleccidn,
pues la proporcién de parasitos que conservan cierta viabilidad después
de congelados varia segliin el material de que proceden : por ejemplo,
al congelar una preparacion de exudado peritoneal de un ratén infectado,
en la que los gérmenes son sobre todo extracelulares, la reduccién gra-
dual de la temperatura o la adicién de glicerina u otros reactivos habra
que hacerse con mas cuidado que cuando se congelan materiales con
organismos intracelulares, como membranas corioalantoideas, cultivos
tisulares o tejidos de animales infectados.

Convendria estudiar mas a fondo el problema de la conservacién
de parasitos por congelacién y, sobre todo, tratar de precisar mejor las
condiciones que permitirian obtener resultados Sptimos.

9.2 Medidas de seguridad

Aun cuando el riesgo de infeccién generalmente es escaso, se puede
reducir al minimo observando las reglas de higiene habituales en los labo-
ratorios. Ademas, deben adoptarse las siguientes precauciones :

1) Antes de empezar a trabajar con toxoplasmas, el personal del
laboratorio debe someterse a la prueba de coloraciéon para determinar
los anticuerpos séricos. Para estos trabajos se dara la preferencia a las
personas que den un resultado positivo. En cuanto a las mujeres emba-
razadas, soOlo las seropositivas podran trabajar en un laboratorio de
toxoplasmosis. ‘

2) El personal que trabaja con animales infectados habrd de llevar
gafas y guantes. Para evitar la contaminacién por salpicaduras se colo-
cara delante de los animales una pantalla de cristal o de plastico grueso.

3) Las pipetas que se vayan a utilizar para la transferencia de para-
sitos se taparan con una torunda de algodon.

4) En todas las mesas de trabajo debe haber soluciones de desinfec-
tantes y detergentes facilmente accesibles.

5) En caso de accidente en el laboratorio, el lugar donde se ha pro-
ducido se lavara inmediata y cuidadosamente con agua y jabon. Si el
material infeccioso ha penetrado en la boca, se enjuagara ésta con una
solucién jabonosa; si ha saltado a los ojos, habra que lavarlos inmedia-
tamente con agua corriente. Sin pérdida de tiempo se tomara una muestra
de suero; si el sujeto presenta anticuerpos demostrables por la prueba
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de coloracion sera inttil tomar mAas precauciones; pero si el resultado
es negativo o si se ignora el titulo de anticuerpos, habrd que iniciar la
quimioterapia (véase la seccién 9.3) que se mantendra por lo menos
durante dos semanas, a no ser que después se observe que el sujeto era
seropositivo en el momento del accidente.

9.3 Tratamiento quimioterapico de las personas expuestas

En las circunstancias antes mencionadas se utilizaran, en asocia-
cién, los siguientes medicamentos : @) pirimetamina, 4 dosis de 50 mg
cada 12 horas, seguidas de 25 mg cada 12 horas durante 4 dias y, después,
de 25 mg una vez al dia y b) sulfadiacina, de 2 a 4 g al principio y después
1 g cada 6 horas. El sujeto debe beber grandes cantidades de liquido y
se le haran recuentos de leucocitos con férmula leucocitaria dos veces
a la semana. Los efectos nocivos de la pirimetamina sobre la médula
4sea se pueden evitar haciendo ingerir todos los dias al sujeto dos aglo-
merados de levadura y de 5 a 15 mg de leucovorina. Ulteriormente se
vigilara al accidentado mediante pruebas de coloracién repetidas.

A las personas mordidas por un animal infectado por toxoplasmas
se les aplicard el mismo tratamiento.

10. INVESTIGACIONES RECOMENDADAS

A continuacién se hace un resumen de las investigaciones cuya eje-
cucion se ha recomendado en las distintas secciones del presente informe,
completadas con' ciertas recomendaciones suplementarias.

1) En colaboracién con el subgrupo de taxonomia del Subcomité
Internacional de Toxoplasmas de la Asociaciéon Internacional de Socie-
dades de Microbiologia, conviene apoyar y evaluar periédicamente todos
los estudios que se realicen sobre la clase Toxoplasmida.

2) Convendria mejorar los métodos de mantenimiento y conserva-
cién de las cepas en tejidos animales y cultivos tisulares, a fin de poder
prolongar el tiempo de conservacién del parasito, sobre todo congelado,
con la menor modificacién posible de sus caracteristicas bioldgicas. Los
estudios sobre la respiracién del parasito pueden facilitar estos trabajos
y contribuir ademas a resolver los problemas con que tropieza la
quimioterapia.

3) Las variaciones de virulencia de las distintas cepas deben estu-
diarse por segregacidon y formacién de clonas. También convendria estu-
diar la influencia de la temperatura corporal del huésped.

4) Hay que tratar de determinar si la toxoplasmosis provoca la for-
macién de interferdn, como en el caso de las virosis.
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5) Convendria estudiar las variaciones de las pruebas seroldgicas en
el curso de los distintos tipos de infecciones, asi como el valor diagnéstico
de esas pruebas. :

6) Habra que normalizar los antigenos empleados en las intrader-
morreacciones y estudiar la sensibilidad cutinea en las diversas fases
evolutivas de la infecciéon en el hombre y en el animal.

7) Convendria investigar la patogenia de la enfermedad congénita,
efectuando estudios catamnésicos en nifios, y hacer nuevos estudios
sobre la patogenia de las lesiones oculares.

8) En el caso de las embarazadas sospechosas de toxoplasmosis,
deben hacerse determinaciones de anticuerpos en el liquido amnidtico
y estudios catammésicos sobre sus hijos a fin de averiguar si la aparicion
de anticuerpos en el liquido. amniético indica la existencia de una infec-
cién fetal.

9) Los titulos de anticuerpos deben medirse periédicamente después
del parto. Convendria también tratar de encontrar el parisito para saber
si la placenta est4 infectada y si se produce una diseminacién hematégena
en el momento del parto.

10) Convendria estudiar los efectos de diferentes tensiones de oxi-
geno sobre el parasito y sobre las globulinas en el curso de la infeccion.

11) Debe estudiarse la influencia de las infecciones concomitantes
(sobre todo las virosis latentes, las infecciones por Mjycoplasma, etc.)
sobre el curso de la toxoplasmosis.

12) Seria interesante estudiar mas a fondo las lisozimas y sus rela-
ciones con la virulencia.

13) Convendria investigar la presencia de Toxoplasma y de micro-
organismos afines en el cerebro, los pulmones y los musculos de roedores
y otros vertebrados procedentes de distintos lugares del mundo.

14) Convendria estudiar los parasitos intracelulares y extracelulares
existentes en los animales con una infeccién natural en busca de formas
correspondientes a distintas fases del ciclo evolutivo del T. gondii.

15) Convendria estudiar en los animales la inmunidad de base celular
frente a la toxoplasmosis.

16) Importa saber si los actuales métodos de elaboracidon de alimentos
de origen animal permiten destruir los toxoplasmas ¢ impedir la trans-
mision de estos parasitos a los alimentos no contaminados.

17) Habria que estudiar mas a fondo y con mayor precisién los
métodos (v.g., congelacion-descongelacion e irradiacién) que permiten
eliminar los toxoplasmas de los alimentos de origen animal.
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18) Convendria realizar un estudio intensivo de las medidas preven-
tivas de la toxoplasmosis animal (v.g., la vacunacién y el empleo de cier-
tos aditivos alimentarios).

19) Habria que estudiar en gran escala y en diversas circunstancias
la transmisién de Toxoplasma por los helmintos.

11. AYUDA A LOS INVESTIGADORES

El Grupo recomienda que se pongan a disposicién- de los investi-
gadores los siguientes reactivos de referencia y servicios :

1) Una gran cantidad de antigeno, preparado por un solo laboratorio,
para la evaluacion en distintos laboratorios de las pruebas de hemaglu-
tinacion indirecta y de inmunofluorescencia indirecta.

2) Un banco de sueros para conservar muestras obtenidas en serie
de los casos comprobados de toxoplasmosis aguda, tanto humana como
animal, y facilitar asi la evaluacién de las nuevas técnicas serologicas.

3) La OMS debera estudiar la posibilidad de establecer un centro
internacional de referencia y varios centros regionales de referencia con
la mision de :

a) identificar cepas de Toxoplasma y de microorganismos afines y
confirmar las identificaciones hechas en otros laboratorios;
b) preparar y distribuir reactivos de referencia;
¢) ensayar sueros y prestar otros servicios de laboratorio requeridos
~en las encuestas epidemioldgicas y clinicas;

‘ d) formar investigadores.

NOTA

Fl Grupo expresa su agradecimiento a los Dres. A. Biagi, del Servicio de Enfer-
medades Parsitarias de la OMS, E. Engelbrecht, del Instituto de Higiene de Ginebra
y A. Szenberg, del Servicio de Inmunologia de la OMS por la ayuda que le han pres-
tado en el curso de sus deliberaciones.
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Anexo

FAMILIAS DE TOXOPLASMIDA Y TERMINOLOGIA

1, Familias

Toxoplasmidae. Quistes de finas membranas y seudoquistes. Los zoitos
desnudos poseen un nicleo vesicular, un conoide, toxonemas y un micro-
pilo, pero no tienen ni flagelos ni cilios. Reproduccién por endodiogenia.
Tocomocion por fibrillas subpeliculares.

Besnoitiidae. Quistes de pared gruesa, laminada y nucleada, y seudo-
quistes. Los zoitos desnudos poseen un ntcleo vesiculado, un conoide,
toxonemas y un micropilo, pero no tienen ni flagelos ni cilios. Reproduc-
cién por endodiogenia. Locomocién por fibrillas subpeliculares.

Sarcocystidae. Quistes alargados, frecuentemente tabicados y con cito-
faneras. Los zoitos desnudos y elongados poseen un niicleo vesiculado,
un conoide, toxonemas, una zona de granulos centrales y un micropilo,
pero no tienen ni flagelos ni cilios. Reproduccién por endodiogenia.
Locomocion por fibrillas subpeliculares.

2. Terminologia

Trofozoito. Microorganismo que se encuentra en el interior de un seudo-
quiste y que proviene de una divisién asexvada (endodiogenia).

Zoito. Microorganismo que se encuentra en el interior de un quiste y
que proviene de una divisién asexuada (endodiogenia).

Seudoquiste. Conjunto de trofozoitos presentes en la vacuola interior de
la célula huésped.

Quiste. Conjunto de zoitos rodeados de una pared fina, resistente y
elastica.

Endodiogenia. Producciéon de dos merozoitos en el interior de la mem-
brana externa inicial de la célula madre, que empieza por la formacién
de novo de dos conoides y la divisién de su nucleo.
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Addendum *

TRANSMISION DE LOS TOXOPLASMAS

Como se ha indicado en la seccién 6.2, Jacobs y Melton han obser-
vado que las heces de dos gatos., aunque exentas de huevos de T. cati,
transmitian la infeccién toxopldsmica al ratén. Dubey.l comprobd asi-
mismo que las heces de un gato seronegativo que habja comido ratones
infectados con Toxoplasma eran infecciosas para el ratéon; el gato no
tenia helmintos. Mas tarde, Hutchison, Dunachie y Work 2 han obte-
nido resultados anilogos. En una publicacién mas reciente, Work y Hut-
chison 3 han descrito una posible forma quistica nueva de Toxoplasma,
cuya presencia han observado en las heces del gato. Estos « quistes»
miden 9 x 14y, tienen forma ovoide y permanecen viables en el agua
durante un minimo de tres semanas a la temperatura ambiente; se pueden
aislar en los huevos de T. cati y son infecciosos para el raton. Sheffield
y Melton 4 también han conseguido infectar al ratén con heces de gatos
infectados por Toxoplasma, pero exentos de Toxocara. Frenkel, Dubey
y Miller 3 han demostrado que en las heces del gato se pueden aislar toxo-
plasmas infecciosos de los huevos de T. cati y que, en esa forma, los toxo-
plasmas soportan la accién de una solucion de hipoclorito sédico al 5 9,
y/o de formol al 19 y sobreviven un minimo de tres meses a la tempe-
ratura ambiente.

Asi pues, parece evidente que, al menos en el gato, las heces pueden
transportar una forma infecciosa muy resistente de Toxoplasma, inde-
pendientemente de los huevos de T. cati. Es probable que en otras especies,
incluido el hombre, se hagan observaciones analogas.

* Véase la nota de la pagina 18.
1 Dubey, J. P. (1968) J. Protozool., 15, 773.

2 Hutchison, W. M., Dunachie, J. F. y Work, K. (1968) Acta path. microbiol.
scand., 74, 462.

3 Work, K. y Hutchison, W. M. (1969) Acta path. microbiol. scand., 75, 191.
4 Sheffield, H. G. y Melton, M. L. (1969) Science, 164, 431.
5 Frenkel, J. K., Dubey, J. P. y Miller, M. L. (1969) Science, 164, 432.
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