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PROLOGO.

El propdésito del presente trabajo, es la identifi-

cacién y cuantificacidén del Toxoplasma gondii en secre
cién ldctea de bovinos sometida a diferentes procesos,

localizados en la cuenta lechera de Cuautitldn Edo. de

"México,.

Pretenderemos medir la resistencia de T. gondii ¥y
al mismo tiempo probar si la leche es un buen medio de
cultivo para el pardsito, ya que se considera la toxo-
plasmosis una zoonosis importante y a la leche como u-

na de las fuentes de infeccidn.




INTrRODUCCIOIN.,

La toxoplasmosis es una enfermedad infecto contagiosa de

tipo parasitaria producida por el protozoario Toxoplasma gon -

dii, que afecta a todas las especies animales tanto de sangre
frfa como de sangre caliente, inclusive al hombre. Fue descu -

bierto por Nicolle y Manceaux en 1909 en un roedor (Gztenodac—
tylus gundii) en el Instituto Pasteur de Tunez (16, 21, 23),

Se clasifica en:

Subphilum Protozooa

Clase HEsporozoa

Orden Coccidiida
Suborden Simerina

Familia Toxoplasmidae
Género Toxoplasma
Especie Toxoplasma gondii

La toxoplaamosis se considera una zoonosis universal y al
pardsito de tipo eurixeno, se ha observado tanto en climas fri
os como templado y tropical, no mostrando mayor incidencia en

ninguna época del afio (12, 23)., Teniendo una morbilidad que va

del 5 al 95< (25).

l.orfolog{a.~ La forma vegetativa o trofozoito de T, gondii es

seilunr y mide de 3.5 a 7 mieras de larzo por 1.5 a 4 nicras
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de ancho, Presenta un polo superior fino que termina en forma
de cono y uno inferior esférico dandole al pardsito un aspecte

de pera (figura 1 ),

En preparaciones coloreadas con Giemsa o Wright a veces
se distingue una nmembrana granulosa y un citoplasma tefiido en
azul por su reaccién baséfila intensa y un micleo rojo en la

parte central que no es uniforme, con pequefias vacuolas en su

interior.

Zn las formas intracelulares algunas modalidades del para
sito son mds pequefias su forma es oval o redondaz y se encuen -
tran unidos, cuando estan envueltos con una membrana sencillas
se denomina quiste inmaduro prequiste o pseudoquiste., Cuando
los pardsitos se encuentiran envueltos por una doble membrana
se le denomina quiste maduro, pudiendo ser este de tres formas
oval, esférica o alargada cuando se localiza en lz fibra muscu

lar (23).

£1 Toxoplasma gondii no posee organos de locomocidn sin

embargo la movilidad se manifiesta bajo tres formas:
a) Movimiento ondulatorio de la pared al sistema conoide.
b) Movimiento ecirculatorio y de tirabuzon con el sistema
conoide fijo.

c) ¥ovimiento de impulsién debido al citorlasma.
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Reproduccidn,- Existen varias formaes de reproduccidén, la més

sencilla es la forma binaria longitudinal, los pardsitos si-

guen dividiendose dentro de la célula parasitada hasta que por
presion interior estalla dejando salir las formas libres de

Toxoplasma gondii, esto transcurre en 24 horas aproximadamen-—

te y es la forma infectante. T. gondii puede seguir dos cami -

nos invadir células de tejidos o de 6rganos o células méviles
como monocitos, linfocitos y neutréfilos, cuando se enquistan
dentro de estas se da origen al pseudo quiste 0 quiste inmadu

ro por lo cual adquieren una membrana fragil o sencilla, (23).

Se ha observado que en las células epiteliales del intes-

tino del gato se verifica un ciclo esporogdénico del Toxoplasma

gondii; se observan tambien microgamentos y macrogametos, es -
quizontes y en las heces oocistos con dos esporoblastos, se ex
pulsan los oocistos no esporulados que maduran después .de los

tres df{as a temperaturas que varian de 20 a 2400, es infectan-

te durante 17 meses (23).

Transmisién.- Hasta ahora no se conoce totalmente de transmisi
én y quizd la via mds importante es la ingestién de alimento

contaminado, aunque puede ocurrir por transfusidén sanguinea en

la que existen Toxoplasmas viables y por invasién pulmonar des
pués le la inhalacién de particulas contaminadas (23), pudien-
ic ser por la ingestidén de carne mal cocida (30), por leche

(€, y por artropodos (17).




E1 Toxoplasma gondii es un pardsito intracelular que ata-—

ca la mayor parte de los organos internos, teniendo predilecci
én por células del sistema reticulo endotelial Yy sSistema ner-
vioso as{ como ganglios linféticos, placenta, carunculas y co-
tiledones en hembras; higado, bazo pulmén y sistema nervioso

central en fetos (10). Extracelularmente en forma libre se en-
cuentra en liquido cefalorraquideo, humor acuoso, humor vitreo,
leche, lagrimas, lfquido ganglionar, orina, heces, exudado pe-
ritonial, exudado, conjuntival, exudado bronquial, exudado va

ginal y exudado pleural (I3, 20, 23).

Bl T gondii puede adquirir resistencia por dos factores
l. Provocada por drogas antiparasitarias,
2. Natural provocada por anticuerpos.

A esta forma de resistencia es lo que se conoce bajo Ia

forma de guiste.

El quiste inmaduro revpresenta la forma infectante y aguda
de la Toxoplasmosis, el gquiste maduro ademéds de sar resistente
al 4cido clorhfdrico y a la pepsina del jugo géstrico, resiste
temperaturas de 100°C. en su forma vegetativa durante 5 minu-
tos. Los quistes permanecen en el interior de células y teji -

dos sin presentar reacciones tisulares manifiestas. (23).

21 T, gondii da origen a interferdén parecidos al de 1los

virus (23). La forma quistica resiste mucho més que 1la vegeta

tiva y dentro de la primera la forma madura es nés resistente.
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RESISTENCIA DEL Toxoplasma gondii,

Calor Forma Forma

% vegetativa quistica

100 5 minutos

80 10 minutos

60 15 minutos

50 30 minutos

37 4 - 5. dias

10 30 dfas

-4 20 dfas
Desecacibn nula 24 h variable
Sol. hipoténica nula variable (agua

destilada 10-30*)}

Congelacidén nula nula

Bustaquio Rosh (1967).
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Zn exudado peritoneal dilufdo en s0lucidn sulina fisiold-
gica sobreviven 66 dias a 4°C, en una anppolle:a cerrada a ten-
peratura de laboratorio 12 dias o mds, en sangre oxalatada -

o

-4°C un mes, carne con gquistes a -4°C 4 meses (23).

En exudado peritoneal conteniendo las diversas formas de

ToxOplasma expuestos a rayos solares sobreviv.eron suspendidos

en leche 5 horas (23).

Zs sensible a la yodopolivinil pirrolidona al 1% en 5-10
minutos, al alcohol etflico al 70 y 96% en 30 segundos, a la
sosa caustica y dcido clorhfdrico en 30 segundos, al formol de

15 a 20 minutos, al fenol en 10 a 15 minutos. (23).

La enfermedad se puede presentar clinicamen*e, 3e necesi-
ta gue se active una reaccidén alérgica o hiperérgica, en el mo
mento de una sensibilizacidén local, Los Toxoplasmas liberados
producen alérgias, los mecanismos inmunoldégicos perasiiarios
primarios explican la sintomatolégia explosive, La lesién pri-
maria constituye el punto de partida de una reacciédn endégena

y las secuelas .on debidas a la proliferacidn de microorganis-

mos vivos., (10).

La Toxoplasmosis ce ha visto decde la etapa fetal hasta

los S0 afios de vida, se encuentra en animales desde heimintos
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hastz el ..ombre. Zegin Rosh uno de cada tres hombres se encuen
tra infectado, (23). Stagno (1980) indica que el rango de in -
Teccibn es de 1.1 a 1.3 de cada mil mujeres y nacen 3300 nifios
anualmente afectados por toxoplasmosis; el costo total de es -
tos nifios es de 291.9 millones de délares al afio en los Estados
Unidos de Norteamérica. (31). Frenkel (1380) estudié la preva-—
lencia de anticuerpos en 883 personas obteniendo el 61.,4% posi
tivos y el 66% de estos casos indicaron contacto corn los gz -
tos {(11). 21 75¢ de los nifios nacidos con toxoplasmosis congé-

nitz clinicamente no presentan sintomas (31).

in el 96% de los casos de toxoplasmosis los signos clini-
cos aparecen en 1los primeros meses de vida (28), sin embargo
-ondon {138C) reportd el caso de una muchacha de 18 afios que
sufridé de ceguera primero en el ojo izquierdo y posteriormente

err el derecho sin presentar anteriormente altergcidén algunz(20),

Se he aislado T, gondii en 50 de 50C caballos (10%) (1);
de 50 becerros por Dye Test 4 positivos; de 90 lechones, 12 po

s:tivos; de 2C ovejas, 3 positivas; y de 20 cabras, una positi

va.(5).

3e ha aislado de sangre de los 4 a 8 dfas postinoculacidn

ie leche de cabra por la cual la zoonosis puede ocurrir después

ie

e 1la ingestidn de lecne como 1o comprueba el hecho reciente en




1980 de gque un nifio en California adquirié la enfermedad por

ingerir leche de cabra (8),

Se colectaron muestras de suero de 206 bovinos, 250 ovi -
nos, 170 cabras, 189 bifalos, 154 caballos, 154 burros, 34 pe-
rros en Anatolia, Turquia y se obtubieron resultados por la
prusba tefiida en el 40% de bovinos, 38% de ovinos, 51% de ca -

bras, 86} de bdfalos, 14% de caballos, 8% de burros y 85% de

perros. (5).

Propagacidn,~
animal a animal + frecuente
animal a hombre frecuente
hombre a hombre congénita frecuente
adgquirida poco fre-
cuente,
hombre a animal rarae.

Rosh (1975)

Todos los animales transmiten la enfermedad al hombre por
medio de secreciones, principalmente por leche y por ingestiédn
de carne cruda o mal cocida. (23). Entre los mamiferos carnivo
rcs el perro suele ser el mds infectado, el gato por ser el hos
pedador idefinitivo hasta ahora descrito, juega un papel impor-

tante 2r la transmisién de dicha enfermedad., La toxoplasmosis
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en ovinos es importante sobre todo en hembras infec*azndose por
perros y gatos’y probablemente por comida contaminada y por me
dio de artrépodos, ocasionando aborto e infeccidén conzénita.
(15). Se ha aislado de leche de cabra ocasicnando varasitemia

de 7 a 10 dfas postinoculacién (9).
La cepa GT1 fue patégena en ratones en el primer paso (6).

lionroy (1976) de 1237 bovinos muestreados obtuvo 224 ani-
males positivos, Considerando la produccién de leche 3de 45 00C
bovinos se puede decir que aproximadamente hay un volumen de
80 000 litros de leche contaminados con T, gondii diarios ¥

que son distriduidos en la ciudad de México y zonas aledafias.
(21).

Sintomatologia en humanos.- Zn nifios se ha encontrado coreorre
tinitis, convulciones, calcificaciones intracerebrales, retra-
z0 en el aparato psicomotor, retrazo mental y ceguera que pue-
den aparecer 0 no al nacimiento. (22)., Wilson dice gue el 75"
de los nifios son asintomdticos y que posteriormente desarrollan
las secuelas como coriorretinitis, deficiencias neurolégicas,
microcefaléa e hidrocefalea., 20sh y Varela indican que el T0%

de los casos de nifios nacidos con microcefalia se deben a toxo

plasmosis. (23, 31).

Las perdidas auditivas ocurren en el ?6% de l:s pacientes




infectados., (31),

Los nifios asintomdticos pueden permanecer as{ durante a -
fios, pero subsecuentemente se manifiestan los signos., (22), 1a
infeccidn transplacentaria se presenta solamente cuando la ma-—
dre padece la fase aguda de la enfermedad pero se han visto ca
sO0s en que los nifios toxoplasmicos fueron precedidos de abor -

tos o con hermanos con alteraciones encefdlicas, (28),

La infeccidn fetal va del 17 al 65% cuando la toxoplasmo-
sis se adquirid durante la gestacidén y el dafio fetal es inver-
samente proporcional a la gestacidén. (25). Las secuelas apare-

cen en uno de cada tres casos y el 704 de los 10 a los 30 afios
(10).

Se ha reportadeo que Toxoplasma gondii es la causa més co-

mun de retino coroiditis primaria, En cuanto a la toxoplasmosis
aparentemente adquirida, no es méds que secuelas de la enferme-
dad congénita es excepcional encontrar madres con retino co-

roiditis de nifios afectados, (10).

Sintomatologf{a en animales.- Segun Rosh los principales trans
tornos son de tipo pulmonar disnea, fiebre, tos aunado con sin
tomas nerviosos semejantes a derriengue, pardlisis muscular y

convulsiones. (23). Stalheim efectué experimentos con 10 terne
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ros y de una forma u otra desarrollaron signos clinicos sin em
bargo concluyé que T, goydii en bovinos no tiene gran importan
cia comparado con cerdos, perros y borregos y no tiene valides
en aborto de bovinos. (26). Aungue Cuevas (1981), encontro que
de 4 vacas inoculadas, 2 por via endovenosa y 2 por via intra-
peritoneal abortaron aproximadamente a los 15 dfas postinocula

cién, eliminandose el agente por exudados vaginales en los 4

casos (5),

Se ha aislado el pardsito de leche, carne, pulmén, higado,
bazo y rifion. (23).y diafragma (22). Se encontré neuvmonfas in -

tersticial con necrosis multifocal (9). En aves el Toxoplasma

gondii tiene tendencia a localizarse en ovario y pasar al hue-

vo infectando al hombre (23).
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AMIRIAL Y METODOS:

Material blologico: Seis muestras de leche de 100Cml de dise
tintos establos de la zona de Cuautitldn Edo. de México en ca

lidad de bronca adguiridas de 2 a 4 horas después &e la orde-

fia,

Exudado peritonial de ratones infectados con Toxoplasma

gondii cepa proporcionada por el Instituto de Enfermedades Tro

picales, Secretaria de Salubridad y Asistencia.

Iaterial prdctico: -Terméme tros rdpidos de alta precisidn.
-Crioscopo electrénico,
~Acidimetro volumétrico,
~Frasco gotero.
~Pipetas de 2 y 10 ml.
-Pipetas Fasteur.

-llicroscopio de luz indirecta.
-Portaobjetos y cubreobjetos.
~Mechero Bunsen.,
-Refrigerador,

~Congelador,

-Tubos de enzzye,

-Vasos de precipitado,

-Matr:z srlen-meyer.

~Gradillas.




14,

Reactivos: -Solucidén al 0,10N. de sosa caustica.
~Fenolftaleina.,
~Colorante de Wright.
-Alcohol etilico,
-Agua corriente.
~Solucién salina fisiolégica.

~Papel tornasol para medir pH,.

PROCEDIMISNTO:

Las muestras de leche se clasificaron en 6 grupos experi-
mentales de 100ml de leche cada uno a los cuales fueron aplica
das pruebas fisicoquimicas para cuantificar la integridad de
las muestras de acuerdo a los estandares normales; indice crios

copico 540 OH, Acidez 1.4 a 1.7, Grasa 28 a 32 g/l.

Para obtener la cepa de T. gondii se sacrifica el ratdén
previamente inoculado, se extrae el exudado con el cual se ha-
ce un frotis para observar cantidad y calidad del exudedo, pos
teriormente se extrae el bazo y se macera con solucién salina

fisioldgica esta suspensidén es la que es inolulada por via pe-

ritonial a 6 ratones,

Tres de las muestras fueron designadas para mantenerse a
o o
temperaturas de 6°C., 9°C. y 20°C. respectivamente, un <vez sen

brado Toxoplasma gondii para posteriormente hacer lecturas ca-

da 24 horas. =

Dos de las muestrzs se asignaron para ser pasteurizadas
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segiin el articulo 52 faccién I del Reglamen*o para el control
sanitario de la leche, en el cual dice que la pasteurizacion
lenta se realiza por un aumento de temperaturc a 62,700. duran
te 30 minutos, y la faccidn II del mismo reglamento en la
cual dice que la pasteurizacidén rédpida se realiza por un aumen

to de la temperatura a 72,700. durante 15 segundos. (24).

Los dos fipos de pasteurizacidén se realizaron de la si -
guiente manera:

En un matraz drlen-meyer previamente sembrado con T.gondii
se procedid a celentzar la muestra con un mechero de Bunsen has
ta alcanzar la temperatura deseada de 62.700. en el primer ca-
so y de 72.700. para el segundo manteniendo dichas temperatu~
ras durante 30 minutos y 15 segundos respectivamente. Inmedia-
tamente despues se procedid a vertir la muestra a trabajar en
un segundo matraz previamente colocado en congelacidén a —4OC.
para provocar el cambio de temperatura deseado hasta que la le
che alcanzo una temperatura de 400., esto ocurrio en 5 minutos
aproximadamente , esto se hizo con el fin de hacer parecer el

experimento lo mds semejante a lo efectuado en las plantas pas

teurizadoras,

Se procedio a hacer los frotis tomando nmueutras del sedi-

mento, del centro y del sobrenaisnte.

La dltima muestra (nUmero €) se procedio a calentarla con
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un mechero de Bunsen hasta alcanzar su punto de ebullicién
(91°%.) ¥y se procedid a hacer las lecturas tomando muestras

del sedimento, del centro y del sobrenadante.

La tincidén de los frotis se llevé a cabo de la siguien-~

te manera:

~Fijacién de la muestra al portaobjetos con alcohol eti-

lico.

-9 a 10 gotas de colorante Wright durinte 4 minutos.

-Agua corriente para quitar el exceso de colorante.
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RESULTADOS,

Los resultados obtenidos en este trabajo sobre resisten-

cia de Toxoplasma gondii en leche para consumo humano procesa

da a diferentes temperaturas se expresan en 1o0s siguientes

cuadros:

Cuadro 1 .- Muestra la presencia de Toxoplasma gondii en lec~

turas cada 24 horas de la leche en calidad de bron

ce.

Cuadro 2 .- Nos muestra los resultados obtenidos de las le -

ches pasteurizadas como de la leche hervida.

Tos resultados obtenidos del examen fisicoquimico de Ila

leche a tratar fue el siguiente:

No. muestra gggggocrios— Acidez g;isa
1 0.540 1.4 42
2 0.539 1.3 40
3 0.540 1.5 38
4 0.538 1.4 39
5 0.539 1.6 35
6 0.540 1.5 37

GIJ P 1982
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CUADRO 1.

Resistencia de Toxoplasma gondii en leche en calidad de

bronca a diferentes temperaturas.

No. muestra 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

1 (6°%) - - + -

PH = 7 . (1-3)

PH = 7 (0-2)" (0-2)!' (1-3)

3 (20%) + + + +

PH = 7 (1-4)" (1-4)? (20-~-25) (1-3)'
GMJF 1982

Notas:

'= Toxoplasmas por campo

Se considera cualquier muestra com¢o positiva encontrando-

se un Toxoplasme gondii por campo.

Un Toxoplasma gondii por campo es igual a 50 000 particu-

las infectantes por mililitro., Dato proporcionado por el Insti
tuto de Enfermedades Tropicales de la Secretaria de Salubridad

y Asistencis,
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CUADRO 2.

Resultados de la pasteurizacién y hervido de la leche.

No. muestra Pasteurizacién Pasteurizacidn Herwvido
lenta rédpida
4 (3~5)
+
5 (0-2)°
+
6 (0-2)?
+
GMJF 1982

'= Toxoplasmas por campo.




DISCUSTION:

Todas las muestras examinadas se encontraron positivas a

Toxoplasma gondii,

En las muestras 1, 2, y 3 en las cuales la leche se encon

traba en calidad de bronca se traté de medir su presencia a

distintas temperaturas, encontrandose que el mimero sumenta a
wa temperatura de 2000, que es la Sptima para la superviven -
cia del pardsito (23) a pesar de los cambios de pH el cual ba-
Jo a 5, Abriendose esto a investigaciones posteriores ya gue

el pardsito podria resistir el procesamiento de la leche para

elaborar subproductos como el queso,

Podemos afirmar que la leche de vaca es un buen medio de

cultivo para Toxoplasma gondii pudiendo ser fuente de infecci-
én para el hombre asi como para nifics que es la poblacidbdn que

consume méds leche (9), ya que el pardsito se elimina tanto por

leche como por otros exudados. (21,23,31).

En el caso de la leche pasteurizada se encontré cue Toxo-

plasma gondii resiste tanto la pasteurizacién lenta como la rd

pida asi como el hervido de la leche afirmando con esto lo di-

cho por Rosh.(1967).
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lonroy (1968) reporta un resultado de 18.1% de animales

positivos a Toxoplasma gondii o que han tenido contacto con el

mismo, lo gue indica qué la produccidén de estos animales se en
cuentra infectada o podrfa estarlo, Tomando en cuenta el Ylti-
mo censo de 1982 en la zona de cuautitlédn realizado por la Se~-
cretaria de Salubridad y Asistencia, existe un total de 44 800
vacas que tienen una produccién de 215 000 litros diarios de
leche, Basandonos en el 18.,1% de vacas infectadas que reporta
Monroy, vemos que existen 8 064 vacas positivas a T. gondii a-
proximgdamente o que han tenido contacto con el agente, lo cual
significa una produccidén de 38 700 litros diarios de leche a-

proximadamente, que pudieran considerarse como fuente de infec

cibén directa al hombre. (21).

Si consultamos el censo antes mencionado vemos gue 30 000
litros son vendidos en calidad de bronca y 15 000 litros a 1la
industria de subproductos, dandonos un total de 45 Q00 1litros
lo que equivale al 21% del total de leche producida diariamen—
te que no es pasteurizada y esto equivale a un 3.78% de leche
perteneciente a animales positivos o que han tenido contacto
con el agente 1o que aumenta aun méds el riesgo de infeccidn
puesto que ademas de no recibir un proceso de pasteurizacién
existe la posibilidad de la presenciz del pardsito que como se
comprobd, resiste la ebullicidn y grados de acides elevados,

hechos que apoya Zustaquio Rosh en sus estudios realizados so-~

bre este pardsito.
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Ahora bien, tocando el punto de la pasteurizacidn vemos
en los resultados obten;dos durante el trabajo, gque T. gondii
la resiste a temperaturas y tiempos Ade 72.700 durante 15 segun
dos y 62.7°C durante 30 minutos y por lo tanto es un factor im
portante en la infeccidn al hombre. Si a esto agregamos las de
mas vias de infeccidn como son exudados, secreciones, carne,
etec. (21, 23, 30) entenderemos el porgque lo reportado por Fren

kel, Rosh y Stagno ya mencionado en la introduccidn.
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CONCLUSIONES,

Toxoplasma gondii resist: ern leche bronca a temperaturas
de 6°C., 9°%. y 20°C. nasta 72 horas y 96 horas a 20%C, a pe-

sar de los cambios de pH,.

Toxoplasma gondii resiste bajo las condiciomes experimen-

tales pasteurizacidén lenta como la rdpida asi como el hervido

de la leche,
RECONENDAC IONES..

Despues de los resultados obtenidos se recomendaria efec-—

tuar trabzajos posteriores inoculzando bovinos con Toxoplasma gon

dii y medir la resistencia del mismo en la leche obtenida de

la ordefia.

Pasteurizar a la leche a 11500. durante 5 segundos o I40°C.
durante 2 segundos,

Hervir la leche 3 veces.

Consientizar a la gente sobre todo 2 nujeres embaraza-
das de las medidas higienicas al mare jar carne cruda, y del pe
ligro al ingerir leche en czlidad de bronca no solo por toxo -
plasmosis sino por toZas las otras enfermedades de tipo zoono -
tico trasmisibles por leche y del cuidado cue deben tener con

sus animales domesticos,
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