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Con esa primera y temerosa caricia que le diste a mi mano, te convertiste en parte de mi,

y prometi que te amaria y cuidaria por el resto de tu vida...

El prondstico del tiempo anunciaba que mafiana estaria frio y nublado,
al igual que el resto de la semana.

Hoy, mi santo, hoy era el dia,
tomé la dltima decision posible, la correcta, la dificil
ésa que algunos, soberbiamente decian que debia tomarse, pero nadie se atrevia,
sélo yo podria, con todo mi amor por ti, por sobre todo el dolor de decirte adiés, para siempre

fue como una doctora amiga una vez me dijo, ti me avisarias y yo lo sabria.

Esperé hasta el anochecer, para que disfrutaras los ultimos rayos de sol que sentirias,
y recibiste las dltimas caricias que te darian
y esperamos... como si el tiempo pudiera convertirse en milagro, y entonces tuvieéramos otra
opcion... mas tiempo... mas dias... mas horas...algunos minutos mas, sélo un poco mas...

pero esperar no lo haria menos dificil, el tiempo nunca seria suficiente.

Nunca lista y nunca preparada
te coloqué sobre mi regazo, y entendiste que era hora de dormir,
entonces traicioné tu confianza, con esa dosis de veneno benévolo y eficaz, cerraste tus ojos
por ultima vez,

con la esperanza de que llegaras a ese lugar donde se dice que no existe el dolor.

Mil veces adids,

con flores de lavanda y esa frazadita de polar rojo que con tanto amor te regalaron.

Te amo todos los dias,

mi amiga...mi hija...mi vigjita...mi Luly.
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Resumen

En el presente estudio se analizaron 153 muestras de heces frescas de gatos
domésticos sanos, habitantes de la ciudad de Santiago, Chile, en busca del protozoario
zoondtico, Cryptosporidium spp. Las muestras fueron recolectadas en el periodo abril 2009-
septiembre 2010, y luego procesadas en el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, mediante tincion de Ziehl-Neelsen
y posterior observacion con microscopia 6ptica, obteniéndose una muestra positiva (0,65%), y
cinco sospechosas (3,3%). La muestra positiva pertenecia a una hembra, de 6 meses de edad
(grupo etario Kitten), outdoor, de la comuna El Bosque.

Palabras clave: gato, zoonosis, cryptosporidiosis, Cryptosporidium spp., Ziehl-Neelsen.
Abstract

In the present study, in order to search for the zoonotic protozoan, Cryptosporidium spp.
in fresh faeces of healthy domestic cats inhabitants of Santiago, Chile, 153 samples were
collected and analyzed. From April 2009 to September 2010, samples were collected and then
processed in the Parasitology Laboratory of the Faculty of Veterinary and Animal Sciences of
the University of Chile using Ziehl-Neelsen staining and microscopy observation, resulting in one
positive sample (0.65%) and five suspect samples (3.3%). The positive sample was from a six

months old (Kitten age group) female outdoor feline from the El Bosque commune.

Key words: cat, zoonoses, cryptosporidiosis, Cryptosporidium spp., Ziehl-Neelsen.



Introduccion

La accion del ser humano ha sido uno de los principales determinantes en la evolucién y
supervivencia de las especies domésticas, especialmente de aquellas que se clasifican como

animales de compafiia, como lo son el perro (Canis familiaris) y el gato (Felis catus).

Felis catus pertenece al orden de los carnivoros (proveniente del latin caro, carne +
voro, devorar) y se alimenta tipicamente de pequefios mamiferos y aves, siendo un eficaz
cazador (Storer et al., 1986).

En relacion a la estrecha vinculacion entre el ser humano y estas especies animales, se
plantean diversas ventajas y desventajas (Ibarra et al., 2003). Entre las ventajas de tener
mascotas, se incluyen mejoras tanto en lo fisico, como en lo social, asi como en lo emocional y
en lo cognitivo de sus amos. Estudios han confirmado que los animales influyen de forma
positiva en la calidad de vida de las personas solas, enfermas, deprimidas, confinadas y de las

gue de una u otra manera se encuentran desplazadas de la sociedad (Cattan y Canals, 2006).

La relacion humano-animal de compafiia también tiene aspectos negativos, como es el
riesgo de transmision de enfermedades al ser humano (Ibarra et al., 2003), ya que tanto el
humano como los animales pueden considerarse verdaderos museos ambulantes, en cuyas
“‘dependencias” (6rganos, cavidades, tejidos, liquidos organicos, etc.) se coleccionan enormes
cantidades de otros organismos, como virus, bacterias, hongos y parasitos, algunos de los
cuales, infectan sélo a la especie humana, mientras que otros infectan a una o varias especies
animales. También existe mas de un centenar de agentes que afectan tanto al humano como a
otros animales vertebrados (Alcaino y Gorman, 1998). Cuando una enfermedad tiene su origen
en la transmision de agentes infecciosos entre los animales y el ser humano, esto corresponde
a una zoonosis (Cattan y Canals, 2006). Las zoonosis, que en su mayoria son de origen
parasitario (Woolhouse y Gowtage-Sequeira, 2005), son un fendmeno natural que acompafa a
la especie humana desde su origen (Cattan y Canals, 2006), con efectos negativos variados
(Acha y Szyfres, 2003) y pudiendo ser la direccion de la transmision desde los animales al ser

humano o viceversa (Cattan y Canals, 2006).

En la actualidad se ha introducido el concepto de enfermedades, 0 zoonosis,
emergentes o re-emergentes para aquellas enfermedades infecciosas que han elevado su
prevalencia, probablemente a consecuencia de un conjunto de situaciones que se enmarcan en

el llamado cambio global (Cattan y Canals, 2006).



La cryptosporidiosis es considerada una enfermedad zoonética (re) emergente a nivel
mundial, causada por protozoos del género Cryptosporidium, pertenecientes al Phylum
Apicomplexa, clase Coccidia, orden Eucoccidiorida, familia Cryptosporidiidae (Fayer y Xiao,
2008).

Tanto anfibios, como reptiles, aves, peces y mamiferos, sirven de hospedadores para 19
especies de Cryptosporidium, todas las cuales han sido confirmadas mediante informacion
morfoldgica, biolégica y molecular. Ademas, existe informacién gendmica secuenciada de mas
de 40 aislados obtenidos desde varios hospedadores vertebrados, los cuales ya fueron
reportados en la literatura cientifica, o bien, listados en el GenBank. Tales aislados carecen de
estatus taxondémico y son nombrados como genotipos basados en el hospedador de origen,
pero indudablemente, algunos de ellos, eventualmente seran reconocidos como especies
(Fayer, 2010).

En la tabla 1 se presentan las especies reconocidas de Cryptosporidium, junto al
hospedador donde fue descrito y ubicado por primera vez, asi como también junto al tamafio de
su respectivo ooquiste (adaptado de Fayer, 2010; Smith et al.,, 2005; Zanaro y Garbossa,
2008).

De las 19 especies reconocidas de Cryptosporidium, tres de ellas han sido descritas en
el gato, C. felis, C. muris (Fayer y Xiao, 2008) y C. parvum (Neira et al., 2010), las que también
ya fueron reportadas en seres humanos. Sin embargo, estas no son la Unicas especies que
pueden infectar a la especie humana, ya que existen otras cuatro con caracteristicas
zoonoticas, como son: C. meleagridis, C. andersoni, C. canis y C. suis; mientras que la Unica

especie propia del ser humano es C. hominis (Fayer, 2010).

En cuanto a C. felis, este ha sido reportado en 58 humanos a nivel mundial (Iseki, 1979,
citado por Fayer, 2010), asi como en un bovino (Bornay-Llinares et al., 1999, citado por Fayer,
2010). Sin embargo, cabe destacar que también se ha descrito su incapacidad de infectar

ratones, ratas, cobayos y perros (Fayer, 2010).

En cuanto a su ciclo biolégico, Cryptosporidium spp. es un parasito mondgeno
(monoxeno) y heterogenético, lo primero debido a que necesita de un solo hospedador para
desarrollar su ciclo biolégico, y lo segundo, a que dicho ciclo incluye fases de multiplicacién

asexual y sexual (Ortega et al., 1999).



El ciclo biologico comienza con la ingestién de los ooquistes de Cryptosporidium spp.,
los cuales, previamente esporulados en el hospedador, y conteniendo cada uno cuatro
esporozoitos desnudos en su interior, son eliminados por las heces de los animales infectados
(Urquhart et al., 2001). La ingestion es seguida por el desenquistamiento en el tracto
gastrointestinal del hospedador, quedando asi en libertad los esporozoitos. Los factores que
influyen mas en esta fase, son la temperatura corporal de los mamiferos, las sales biliares vy,
posiblemente, la tripsina. Los esporozoitos liberados, mediante movimientos de contraccion-
extension y deslizamiento, alcanzan el borde luminal de los enterocitos, en donde son
invaginados y englobados por la membrana de la célula hospedadora, formandose una vacuola

parasitéfora, con el parasito en su interior (Ortega et al., 1999).

Las etapas de reproduccion incluyen dos fases de multiplicacion asexuada
(esquizogonia) y una sexuada (gametogonia), asi como también la fase de esporogonia, la cual
ocurre al interior de la célula hospedadora, y tiene como consecuencia la formacion de los
esporozoitos. Se reconocen dos tipos de ooquistes, los de pared gruesa o doble pared
ooquistica, que corresponden al 80% de ellos y son las formas de resistencia del parasito,
responsables de la transmisibn entre hospedadores, mientras que el 20% restante

corresponden a ooquistes de pared fina, responsables de la autoinfeccién (Ortega et al., 1999).

Los ooquistes de Cryptosporidium spp. son muy resistentes a las condiciones medio
ambientales, ya que por ejemplo, son capaces de resistir cinco minutos de exposicion a 60°C,
20 semanas a 0°C, cuatro semanas a -5 °C, hasta una semana a -10°C o 24 hrs. a -20°C. Asi
también, se ha comprobado la resistencia de estas estructuras a varias sustancias quimicas,
muchas de las cuales son usadas como desinfectantes, tales como Lysol® (orto-di cloro-para-
fenol), productos yodados, formalina, creolina, amonio cuaternario, hipoclorito, etanol, etc. Por
otro lado, el ozono es considerado uno de los desinfectantes quimicos mas efectivos en el

tratamiento de agua potable contra este agente parasitario (Fayer y Xiao, 2008).

La cryptosporidiosis es la infeccion causada por protozoos del género Cryptosporidium
spp., la que afecta a gran numero de animales vertebrados, incluyendo al ser humano. Es
considerada una enfermedad parasitaria de distribucion cosmopolita (Fayer y Xiao, 2008) y una
zoonosis (re) emergente (Ecker et al., 2005), capaz de generar distintos grados de afeccién
gastrointestinal sobre todo en animales y seres humanos jovenes, asi como en individuos

inmunocomprometidos (Fayer y Xiao, 2008).



Si bien el parésito fue primero descrito como un hallazgo biolégico por Tyzzer (1907) en
ratones (citado por Fayer y Xiao, 2008), sin relacionarlo con patologia alguna, sélo en 1955 fue
reportado por primera vez como agente patdgeno, en pavos, Yy luego, durante la década del
setenta, se lo reporta como causa de diarrea neonatal en terneros. Los primeros dos casos de
cryptosporidiosis humana se registraron durante la misma década, uno en una nifia con
enterocolitis y el otro, en un paciente con SIDA. Posteriormente, con el desarrollo pandémico de
esta ultima durante los afios ochenta, mas casos de cryptosporidiosis fueron identificados, asi
como también se vio a Cryptosporidium spp. como agente causal de diarreas en individuos
inmunocompetentes (Fayer y Xiao, 2008). En Chile, la cryptosporidiosis se reconoce como
causa de diarrea en animales desde la década del ochenta, y en humanos se la asocia a

cuadros digestivos a partir de 1985 (Retamal et al., 2010).

El cuadro clinico de cryptosporidiosis en humanos, va desde una diarrea leve,
autolimitante, hasta una enteritis fulminante “célera-like” complicada con enfermedad
extraintestinal, sin embargo, también existe la infeccion asintomatica, pero se desconoce su
frecuencia (Fayer y Xiao, 2008). La signologia clinica de la enfermedad sintomatica incluye
diarrea acuosa, dolor abdominal, fatiga, nauseas, vomitos, flatulencia, hinchazén, urgencia de
evacuacion, incontinencia, anorexia, pérdida de peso, fiebre leve (hasta 38°C), calosfrios,
sudoraciones, mialgias y dolores de cabeza. La severidad y duracion del cuadro, varian segun
el estado inmunolégico del individuo afectado. En caso de que la funcién inmunolégica esté
intacta, la cryptosporidiosis es usualmente explosiva al comienzo, con una duracién de
aproximadamente 10 a 14 dias, antes de una completa recuperacion clinica y parasitoldgica.
Ahora bien, si se trata de un hospedero inmunocomprometido, el inicio de la cryptosporidiosis
generalmente es insidioso, en que la diarrea y sus sintomas preceden en semanas 0 meses a
la deteccién del organismo en las heces. En estos ultimos individuos, la enteritis se vuelve
cronica, y la severidad puede aumentar o disminuir. Sin embargo, la cryptosporidiosis también
puede resolver espontaneamente en pacientes de cualquier espectro de infeccion con VIH. Aln
asi, para la mayor parte de los enfermos de SIDA, la cryptosporidiosis es una complicacion
devastadora, ya que contribuye significativamente a la morbilidad de esta parasitosis y acelera
la muerte del paciente. Ademas del SIDA, existen otras condiciones asociadas con
cryptosporidiosis prolongada como son la hipogammaglobulinemia congénita, la deficiencia de
IgA, las infecciones virales concurrentes y la malnutricion e inmunosupresion exdgena, como la
generada por el uso de corticoesteroides. En caso de inmunosupresion exdgena, si ésta puede

descontinuarse, la cryptosporidiosis se resolvera (Fayer y Xiao, 2008).



La cryptosporidiosis biliar, es una de las presentaciones extraintestinales descritas en
seres humanos para esta enfermedad, la cual ha sido bien documentada s6lo en hospederos
inmunocomprometidos. Dado que el diagnéstico de ésta requiere de procedimientos invasivos
que no se justifican en ausencia de opciones terapéuticas Utiles, la verdadera incidencia de esta
complicacion es desconocida. Pancreatitis y artritis reactiva asociada a cryptosporidiosis ha sido
también descrita en pacientes inmunocompetentes, asi como en aquellos con SIDA.
Cryptosporidiosis respiratoria, bien reconocida en aves, ha sido diagnosticada en unos pocos
humanos, pero en estos casos, no se ha descartado la contaminacién de secreciones

respiratorias a partir de una infeccion intestinal (Fayer y Xiao, 2008).

Ahora bien, en el caso de los animales carnivoros especificamente, la enfermedad ha
sido comunicada pocas veces y siempre en animales muy jévenes, desarrollando una fuerte

inmunidad a la reinfeccion (Barriga, 2002).

En el caso del gato, si bien la mayoria de los que se encuentran excretando al parasito
no desarrollan enfermedad clinica, en caso de si presentarse el cuadro, dentro de los signos
clinicos comunes se incluyen: diarrea (crénica o intermitente), anorexia, pérdida ponderal,
debilidad y deshidratacion. Los animales con mayor riesgo de infeccion y de generar la
consecuente enfermedad, son los gatos jévenes y los gatos inmunosuprimidos (por ejemplo
gatos con linfoma alimentario, enfermedad intestinal inflamatoria, o aquellos con infeccion por
virus de la leucemia felina o virus de la inmunodeficiencia felina). No existe predileccién sexual
ni racial. Es posible la coinfeccién con otros parasitos intestinales, tales como Giardia y
Tritrichomonas foetus, lo que conduciria a una enfermedad clinica de mayor gravedad (Crystal,
2009).

La transmision de Cryptosporidium spp. ocurre a través de la ingestion de alimentos y/o
agua contaminados con material fecal de individuos infectados, o bien, mediante el contacto
directo con heces contaminadas. Algunos grupos que poseen un alto riesgo de infeccion a
través de esta Ultima via son: nifios, pacientes postrados y quienes los atienden, asi como
personas que trabajan con infantes que aun usan pafiales (personal de salas cuna, por

ejemplo) e individuos que practican sexo anal (Acha y Szyfres, 2003).

En cuanto a la fuente de infeccion, para los animales domésticos, son otros animales
domésticos, mientras que para el ser humano son otras personas infectadas, o bien, bovinos
infectados, y aunque no existe evidencia de que otros animales sean una fuente importante de

infeccion para la especie humana, se han encontrado gatos infectados por Cryptosporidium
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spp. en asociacién con una mujer embarazada, y con enfermos de SIDA, sin embargo, en
dichos casos se desconoce el sentido en que ocurrio la infeccion (Acha y Szyfres, 2003; Neira
et al., 2010).

El periodo de prepatencia varia segun el hospedero, la especie de Cryptosporidium spp.,
y su dosis infectiva. Periodos de prepatencia experimentalmente obtenidos, van desde un
minimo de dos hasta un méaximo de 24 dias, dependiendo de los factores de variacion antes
mencionados (Fayer y Xiao, 2008).

Periodos de patencia, obtenidos de forma experimental, resultaron en rangos que van
desde uno hasta 20 dias, dependiendo de la especie de hospedero y Cryptosporidium spp.
utilizado (Fayer y Xiao, 2008).

Respecto al diagnéstico, como método de rutina en los laboratorios de parasitologia
veterinaria se utiliza la visualizacion de los ooquistes de Cryptosporidium spp. en las
deposiciones, los cuales son sub-esféricos y muy pequefos, con 4 esporozoitos “libres” en su
interior (no contenidos dentro de esporoquistes), con un cuerpo residual grande que se ve como
una mancha refringente, y positivos a la tincibn de Ziehl-Neelsen (ZN), gracias a su
caracteristica de ser acido alcohol resistentes (Barriga, 2002). Con dicha tincién los ooquistes
de Cryptosporidium spp. se tifien rojos, mientras que levaduras o detritos fecales se tifien de
color rojo pélido (Fayer y Xiao, 2008). Otra posible técnica diagnostica microscopica, basada en
las caracteristicas de acido alcohol resistencia del parasito, y que ha sido utilizada y reportada
con igual o mayor sensibilidad que ZN, es el método de aureamina, pero que tiene un mayor
costo de implementacion, ya que requiere de un microscopio de fluorescencia para analizar las
muestras (Diaz-Lee et al., 2011; Muiioz et al., 2011).

Recientemente se han implementado técnicas inmunoldgicas, y moleculares, para el
diagndstico de este agente zoondtico. Las primeras de ellas, se basan en kits diagnosticos de
alto precio, los que son utlizados en medicina humana y en algunos estudios de
cryptosporidiosis animal (Diaz-Lee et al., 2011; Mufioz et al., 2011), en tanto que las
moleculares, no necesariamente son mas sensibles debido a mdltiples factores como la
inadecuada extraccion del ADN desde los ooquistes del parasito (Wiedenmann et al., 1998,
citado por Mufioz et al., 2011), a la degradacion del ADN extraido, y a la presencia de
inhibidores, en muestras de heces, de la actividad de la polimerasa responsable de la
amplificacion del material genético (Jaranillo et al., 2008, citado por Mufioz et al., 2011),

sumado al escaso numero de ooquistes que suelen ser eliminados por los animales sin
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signologia gastrointestinal. Por todo lo anterior, la técnica de ZN, sigue siendo la més utilizada
para la deteccién de este agente parasitario zoonaético.

Debido a que las infecciones por Cryptosporidium spp. son iniciadas por la ingesta o
inhalacion de ooquistes, las medidas para prevenir o limitar la diseminacion de la infeccion
deben estar dirigidas a eliminar o reducir la contaminacion ambiental dada por los ooquistes
infecciosos (Fayer y Xiao, 2008).

La urgencia por encontrar una terapia medicamentosa efectiva contra la
cryptosporidiosis en individuos con SIDA, ha llevado a la administracién sin precedentes de una
amplia gama de agentes gquimioterapicos, inmunomoduladores y paliativos a esta poblacion,
gue no han sido efectivos. Sin embargo, la Nitazoxanida (Alinia®), actualmente se encuentra
aprobada por la FDA como tratamiento para la cryptosporidiosis en individuos
inmunocompetentes (Fayer y Xiao, 2008).

Tanto en humanos como en animales, una terapia efectiva para la cryptosporidiosis
considera la rehidratacién con reposicion de electrolitos, uso de drogas antidiarreicas, y el uso
de drogas que por reputacion son consideradas Utiles contra Cryptosporidium spp. (Fayer y
Xiao, 2008).

Dado que no hay drogas universalmente efectivas para la profilaxis o terapia en
humanos o animales que prevenga o detenga la produccién de ooquistes por parte de los
individuos infectados, la higiene, incluyendo la desinfeccion, sigue siendo la herramienta de

manejo mas efectiva (Fayer y Xiao, 2008).

Debido a las caracteristicas particulares de gran resistencia que presentan los ooquistes
de Cryptosporidium, a la baja dosis infectante de ellos requerida para generar enfermedad, a la
falta de especificidad de hospedero que presentan algunas especies del género, entre otros
factores, hacen que la cryptosporidiosis sea una zoonosis capaz de generar brotes tanto en
paises desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo. Lo anterior, sumado a que no se
dispone de un agente quimioterapico efectivo, para la terapia de esta enfermedad en individuos
inmunocomprometidos, y que hasta la fecha no hay estudios nacionales publicados, dedicados
a la pesquisa de este protozoo parasito en el gato doméstico, es que resulta util el indagar
respecto al nivel de parasitismo de este agente en dicho animal de compafia y en diferentes
comunas de la ciudad de Santiago, Chile, detectando su presencia, y describiéndola segun

edad, sexo y tipo de confinamiento.



Material y métodos

Para el presente estudio se analizaron 153 muestras de heces recolectadas desde gatos
domésticos (periodo abril 2009 - septiembre 2010), de distintas comunas de la ciudad de
Santiago (Regién Metropolitana). Dichas muestras correspondieron a heces recién emitidas,
fijadas en etanol al 70% y provenientes exclusivamente de gatos sin signos clinicos, o sin datos

anamnésicos que indicaran una posible enfermedad gastrointestinal concurrente.
Tamarfio de muestra:

El tamafio de muestra se determiné considerando un nivel de confianza de 95%, una
prevalencia de Cryptosporidium spp. de un 1,9% y una poblacién arbitraria de 1.000 felinos que
consultaran una clinica veterinaria durante un afio, calculado con el programa Win Episcope
2.0. La informacion prevalencial de éste protozoo parasito, se obtuvo desde Gorman et al.,
(2006), en donde la prevalencia fue obtenida en especie canina, debido a que actualmente no
se registran estudios prevalenciales publicados a nivel nacional, de Cryptosporidium spp. en el

gato doméstico.

Recoleccién de muestras:

Las muestras se obtuvieron de gatos de cualquier edad, de ambos sexos, y que
habitasen en cualquier comuna de la ciudad de Santiago. Al momento de la recoleccion, las
heces estaban frescas, es decir, habian sido recién emitidas, y se tomaron porciones del
tamafio de una nuez aproximadamente, las que fueron colocadas en tubos plasticos, y luego
homogenizadas en etanol al 70% como método de fijacion, para ser almacenadas a

temperatura de refrigeracion hasta su procesamiento.

Las muestras fueron obtenidas, previo consentimiento informado del propietario,
mediante dos métodos, ya fuera a través de la extraccion manual (con guante de latex)
directamente desde el recto de los pacientes, aln estando bajo efecto anestésico, posterior a
un procedimiento quirdrgico, o bien, recogiendo una porcion de heces recién emitidas desde el
suelo, caja de arena sanitaria, o jaula de hospitalizacién, segun correspondiera. Para el
segundo método, es importante considerar que las muestras correspondieron a porciones
“limpias” de las heces, es decir, que no habian tenido contacto con ningun sustrato, para asi

evitar la posible contaminacion de la muestra. Previo al almacenaje, las muestras fueron
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claramente identificadas y enumeradas. Asi también, fueron registradas en una planilla digital
que incluy6 informacion potencialmente relevante, como edad, sexo, tipo de confinamiento

(outdoor o indoor)! y comuna de origen.

En cuanto a la edad de los gatos, estos fueron clasificados en seis grupos etarios, segun

lo establecido por la “Feline Advisory Bureau” (2008) en su programa “WellCat for life”.
Tales grupos correspondieron a:

1.- Etapa gatito (Kitten), desde el nacimiento hasta los seis meses.

2.- Etapa Junior, desde los siete meses a los dos afos.

3.- Etapa Prime, desde los tres afios a los seis afios.

4.- Etapa Maduro, desde los siete afios a los 10 afios.

5.- Etapa Senior, desde los 11 afios a los 14 afos.

6.- Etapa Geriatrica, desde los 15 afios en adelante.

Procesamiento de muestras:

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en el Laboratorio de Parasitologia de
la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Este incluyé una
centrifugacion a 1.500g por 15 minutos, la eliminacion del sobrenadante, la homogenizacion y
fijacion de la mitad del pellet obtenido en formalina al 10%, por 20 minutos como minimo.
Cumplido dicho tiempo, se procedié a centrifugar a 1.500g por 15 minutos, eliminando el
sobrenadante, y con el sedimento obtenido, se realiz6 un extendido de 1 x 0,5 cm?
aproximadamente, sobre un portaobjetos, el cual se dejo secar a temperatura ambiente, para

luego ser tefiido mediante la técnica de Ziehl-Neelsen.
Tincién de Ziehl- Neelsen modificada (Henriksen y Pohlenz, 1981)

Una vez seco el extendido, se depositd fucsina basica sobre el portaobjetos, cubriéndolo
completamente. Luego, éste fue calentado, hasta lograr emisién de vapores, lo anterior se logré

utilizando un algodén embebido en alcohol y encendido, el cual se pasé repetidamente por

! Outdoor: gato con acceso al exterior; Indoor: gato sin acceso al exterior.
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debajo del portaobjetos, teniendo la precaucion de no hervir el colorante, el cual se dejé actuar
por 20 minutos. Ya transcurrido dicho tiempo, el extendido fue lavado con agua potable,
directamente bajo la llave, procurando colocar el portaobjetos de modo que su canto lateral
atravesase el chorro de agua. Ya eliminado el exceso de colorante, y apoyando la placa por su
canto lateral sobre papel absorbente, se retird el exceso de agua. Posteriormente, se agrego
alcohol &cido cubriendo el extendido, se esper6 30 segundos y luego se lavé con agua
corriendo nuevamente. A continuacion, el portaobjetos se cubrié con azul de metileno y se dejé
actuar durante cinco minutos, volviéndose a lavar con agua potable, eliminando el exceso de
colorante. Posteriormente se retird el exceso de agua, apoyando la placa por su canto lateral
sobre papel absorbente, y se dejé secar a temperatura ambiente. Con la tincién previamente
realizada, y completamente seca, se procedid a la observacién en microscopio 6ptico con un

aumento de 100x utilizando aceite de inmersion.
Resultados

En el presente estudio se obtuvo un total de 153 muestras, de las cuales 55 (35,9%)
pertenecian a gatos machos, y 98 (64,1%) a hembras. Respecto al nUmero de muestras segun
grupo etario, la distribucién fue la siguiente: 29 (19%) etapa Kitten, 66 (43,1%) etapa Junior, 34
(22,2%) etapa Prime, 17 (11,1%) etapa Maduro, 6 (3,9%) etapa Senior, y 1 (0,7%) etapa
Geriatrica. En la figura 1, se presenta la distribucion del nimero de muestras segin comuna de

origen.

De las 153 muestras analizadas, se determiné una muestra positiva (0,65%) (Figura 2), y
cinco sospechosas (3,3%). Respecto a las muestras determinadas como sospechosas, estas
poseen dicho estatus debido a que, si bien tanto el color como la morfologia de las estructuras
ooquisticas en ellas encontradas concuerdan con ooquistes de Cryptosporidium tefiidos con
Ziehl - Neelsen, el tamafo de dichas estructuras, no corresponde a los tamafios descritos para
los ooquistes de ninguna de las 19 especies de Cryptosporidium actualmente reconocidas,
aungue si se encuentran dentro de los rangos de medidas reportadas para esta especie

parasitaria.

En la tabla 2, se presenta informacion tanto de la muestra positiva, como de las
sospechosas, junto al tamafio de los ooquistes en ellas observados, ademas del sexo, grupo

etario, tipo de confinamiento y comuna de habitat del gato donador de la muestra.
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Discusion

Mediante la presente memoria, fue posible detectar la presencia de Cryptosporidium
spp. en la especie Felis catus, en individuos sin cuadro gastrointestinal concurrente y que
habitan en distintas comunas de la ciudad de Santiago, corroborandose asi la existencia de
dicho parésito en el gato doméstico, en Chile. Lo anterior dado que a nivel nacional, ya habia
sido descrita la presencia de Cryptosporidium spp. en F. catus en dos estudios previos al
presente, el primer reporte fue realizado por Araya et al. (1987), en el cual se muestrearon
diferentes especies animales del Norte de Chile (I a V regiones) en busca del coccidio parasito,
dicho trabajo incluyé Unicamente a un gato, el cual resultdé positivo al protozoo. El segundo
hallazgo lo realizé Neira et al. (2010), durante la investigacion de un caso clinico humano de
diarrea prolongada en la V regién del pais, cuyo paciente era una mujer embarazada egresada
de medicina veterinaria, quien dentro de sus mascotas poseia a tres gatos, dos de tres meses y
una gata de un afio de edad, de los cuales ambos cachorros resultaron positivos
microscopicamente a Cryptosporidium y molecularmente a C. parvum, al igual que la mujer, en
tanto que la gata de un afio resulté negativa al protozoario. Por esto, el presente trabajo
corresponde al tercer reporte de Crypstosporidium spp. en el gato doméstico en Chile, al
primero realizado en la Region Metropolitana, puntualmente en la ciudad de Santiago, y al tnico

destinado a la pesquisa de este coccidio en F. catus.

Debido al bajo porcentaje de positividad encontrado en este estudio (0,65%), se puede
inferir que probablemente, en gatos sanos de la ciudad de Santiago, la frecuencia de infeccion
es baja, similar a lo reportado por Paoletti et al. (2011), en donde se examinaron muestras de
material fecal de 181 gatos (126 con propietario y 55 callejeros) habitantes de la zona central de
Italia, mediante técnica de inmunofluorescencia, y PCR, obteniéndose s6lo muestras negativas.
Muy distinto a lo encontrado por Funada et al. (2007), quienes trabajaron con heces de 327
gatos, con propietario, provenientes de la ciudad de S&o Paulo, estudio que arroj6 un nimero
de 103 muestras positivas, es decir un 31,5% de positividad, para lo cual es importante
mencionar que en dicho trabajo no se realizaron técnicas de tincion especiales para la
deteccion de ooquistes de Cryptosporidium spp., por lo tanto cabe la posibilidad de que

muestras que contenian estructuras similares al parasito, fueran dadas como positivas.

Por otro lado, si las cinco muestras consideradas como sospechosas en el presente
estudio, fueran analizadas por ejemplo, mediante técnicas moleculares y resultaran positivas a
Cryptosporidium, la frecuencia de positividad de este trabajo seria de 3,9%, es decir, alun muy

por debajo de lo obtenido por Funada et al. (2007), pero superior a lo descrito por Gorman et al.
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(2006), que correspondia a un 1,9% de positividad (n=582) para Cryptosporidium spp. en
muestras de heces de perros, habitantes de la ciudad de Santiago de Chile.

Debido a que en este trabajo, se utilizaron animales gastrointestinalmente sanos, tanto
anamnésica como clinicamente, era de esperarse que no se obtuviera una alta frecuencia de
muestras positivas, ya que est4d descrito que en el caso de los animales carnivoros,

especificamente, la cryptosporidiosis es pocas veces comunicada (Barriga, 2002).

La muestra positiva del presente estudio pertenecia a una gata de seis meses de edad
(etapa Kitten), similar a lo ocurrido en el caso clinico de Neira et al. (2010), en el cual, resultaron
positivos a C. parvum sélo los dos gatos de etapa Kitten (3 meses de edad), y no la gata de
etapa Junior (1 afio de edad), a pesar de que convivian y que probablemente todos tenian el
mismo riesgo de infeccion, lo cual corroboraria lo ya descrito en la literatura respecto a que
precisamente tienen mayor riesgo de infeccién los gatos jovenes (Crystal, 2009), los que luego,
desarrollarian una fuerte inmunidad frente a la reinfeccion (Barriga, 2002).

Es necesario indicar que la muestra positiva del presente trabajo, provenia de un felino
con acceso al exterior (outdoor), lo cual, podria aumentar el riesgo de contraer parasitos
gastrointestinales transmitidos por via fecal-oral, simplemente por incrementar el contacto con

diversas fuentes de infeccion.

Dado que no existian estudios previos a nivel nacional destinados a la pesquisa de
Cryptosporidium spp. en el gato doméstico, es que este trabajo resulta relevante, sentando un
precedente para futuras investigaciones en el tema, para lo cual debiera considerarse que si
bien, el gato no pareciese ser una especie de gran importancia epidemioldgica para el contagio
de seres humanos, si se han encontrado gatos infectados por Cryptosporidium en asociacién
con una mujer embarazada, y con enfermos de SIDA, desconociéndose el sentido en que
ocurrio dicha infeccion (Acha y Szyfres, 2003; Neira et al., 2010), y por lo tanto, esta especie
doméstica podria ser una fuente mas de contaminacion ambiental. Por otro lado, seria
interesante realizar una investigacion en individuos diarreicos, o bien, exclusivamente en
individuos jovenes, en busca de Cryptosporidium spp., ya que como se indico anteriormente los

gatos jévenes son los que tienen mayor riesgo de infeccion por dicho agente (Crystal, 2009).

Finalmente, junto con informar por primera vez la presencia de Cryptosporidium spp. en
F. catus sin signologia gastrointestinal, habitantes de la ciudad de Santiago de Chile, y sugerir

un bajo nivel de infeccion en ellos, con el presente trabajo no es posible determinar si estamos
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ante una parasitosis de tipo emergente o re emergente en el caso del felino doméstico, ya que

se carece de informacioén prevalencial previa en dicha zona geografica y en dicho animal.
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Figura 1: Numero de muestras de heces de gatos obtenidas segun comuna de la ciudad
de Santiago (2009-2010).

Figura 2: Ooquiste de Cryptosporidium detectado mediante Ziehl- Neelsen modificado en
heces de gato doméstico de la ciudad de Santiago (1.000 x).
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TABLAS

Tabla 1: Especies de Cryptosporidium con su hospedador, ubicacién primaria y tamafio
de ooquiste (um).

Especie Hospedador Ubicacién Tamafio del ooquiste
C. muris Mus musculus (Ratén) Estébmago 5.6x7.4
C. parvum Mus musculus (Ratén) Intestino 45x55
C. wrairi Cavia porcellus (Cobayo) Intestino 4.0-5.0x4.8-5.6
C. felis Felis catus (Gato) Intestino 45x5.0
C. andersoni Bos Taurus (bovinos) Abomaso 5.5x7.4(5.0-6.5x 6.0-8.1)
C. canis Canis familiaris (Perro) Intestino 4.95x4.71
C. hominis Homo sapiens (Humano) Intestino 45x55
C. suis Sus scrofa (Cerdo) Intestino 5.05x4.41
C. bovis Bos Taurus (bovinos) Desconocida 4.76-5.35 x 4.17-4.76
C. fayeri Macropus rufus (Canguro rojo) Desconocida 4.5-5.1 x 3.8-5.0
C. ryanae Bos Taurus (bovinos) Desconocida Sin informacién
C. macropodum Macropus giganteus (Canguro gris oriental) Desconocida Sin informacion
C. meleagridis Meleagris gallopavo (Pavo) Intestino 4.0-4.5x4.6-5.2
C. baileyi Gallus gallus (Gallo doméstico) Intestino 46x6.2
C. galli Gallus gallus (Gallo doméstico) Proventriculo 8.0-8.5x6.2-6.4
C. serpentis Elaphe guttata (Serpiente del maiz) Estébmago 4.8-5.6 x 5.6-6.6
C. varanii Varanus prasinus (Varano esmeralda) Estébmago 4,2-5,2 x 4,4-5,6
C. fragile Duttaphrynus melanostictus (Black-spined | Estdmago Sin informaciéon
Toad)
C. scophthalmi Scophthalmus maximus (Rodaballo, Turbot) Intestino 3,7-5,03 x 3,03-4,69

Adaptado de Fayer, 2010; Smith et al., 2005; Zanaro y Garbossa, 2008.
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Tabla 2: Muestras de heces de gatos positiva y sospechosas a la presencia de

Cryptosporidium, con su tamafio de ooquiste e informacion respecto al animal donador.

Muestra | Diagnéstico Tamarfo del ooquiste Sexo Grupo Etario | Tipo de Comuna

(N°) (um) confinamiento

50 Sospechosa 3.5x3.4 M Junior (1a) outdoor Las Condes

111 Sospechosa A=4x3.8 H Junior (8m) indoor La Pintana
B=7.3x6.7

127 Positiva 47x4.5 H Kitten (6m) outdoor El Bosque

128 Sospechosa 6.9x6.3 M Maduro (7a) outdoor Lo Prado

132 Sospechosa 3.5x3.2 M Kitten (3m) indoor El Bosque

152 Sospechosa 42x3.6 H Junior (1a5m) | indoor Providencia

M: macho; H:hembra; a: afios; m: meses.
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