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Paroce sor que el género Toxoplasma fué observado por

Lavoran en 1000 (263, en gorriones de Java, pero la descripeién

positiva de esté gé esta gistrada el 26 de Octubre de 1908 eon
una nota de Nicolle y Maceaux enviada a la Academia de Cilencias de
Paris y con base a estudios posteriores y por su forma de arco fué
Allamado Toxoplasma gondii , el 8 de Febrero de 1909 .,

Es un parasitco intracelular obligado y es el agente

causal de la enfe dad h 1 d. T L i que en

mamiforox Iuci en Aqui 1ul. da las tres capas

blatodérmicas menozs en eritrocitos pero en avesx sl son parasitados.

Se prodt int lul te, 11 d a su célula hospedera al

momento de ser fagocitado o penetranda dlroct#mantc en ela graclas a

un factor intensificad de la p t, 16 €16>. Sin embargo s=e han

trad t P en forma Ubre extracelularmente, on

liquidos organicos como : lquido cefal quid h v
vitrio, leche, lagrimas, liquido ganglionar, orina, saliva, placenta
v heces (25).

Toxoplasma e& un parasito cosmopolita y se puede
localizar, no solo en el ser humano sinoc en deferentes animales

salvajes y domesticos, siendo los mas afectados, los felinos, ovinos,

caprinos, p Anid y o y DO do las aves a eosta

parasitosis (10). El gato y algunos felinos son los hospederos

doﬂnh.ivos" v los dema imal incl < al ser humano =son

h & int diarios.



P tres £ morfolégi (6> que =on :

13~ Taquizoito (Trofozolitod: Es la forma causante de la fase aguda *
de la enfermedad.

2>~ Quiste : Es la forma de 1 ncia y P b1, de la fase

crénoca (latented del padecimiento.

8- Oocisto : Forma ori;ina.da de la ja y € ad de la
diseminacién.

La Toxoplasmosis es un padecimiento que presenta una
£Tan variedad de manifestaciones clinicas y localizacién en el
hospedero, esto hace dificil su diagnosis clinico y estudio
paraszitoscépico razon por la cual se ha recurrido a los estudios

inm 16g1 para detect respuesta inmune humoral o celular o

ambas en el paciente que cursa este padecimiento.
Por su caracteristica de parasito intracelular obﬂgado

no se puede cultivar en medios sintéticos y solamente en cultive de

tejidos o en de lab 1 0 ibles de ser infectados y

facil de trabajar como pueden ratas, ratones o hamster,

" tami {6

1 alandol int 1t 1 te, pero esto

biologi en la h obtenida. por lo que se debe realizar algan

mét.odo de purificacién.



2.0- HISTORIA DE Toxoplasma gondii

Se conoce Toxoplacsma gondii dosde el 26 de Octubre de 1908

por una nota de Charles Nicolle y L. M a la demi de

Ciencias de Paris relacionada con el hallazgo de un nuevo parasito,
@l cual lo habian observade en frotis de sangr-a.do bazo e higado de
dos ejemplares del pequefio roador Gtenodactylus gunds CPallax,1770),
que pertenecen a la familia Octodontidae, o;tos roedores hablan sido

capturados on Matmata, que =e localiza al Sur de Tanez, los

autores creyendo que su mic \ 50 t taba de una Leishmania
lo denominaron Leishmania gondli, Sin oembargo Nicolle envié otra

carta dirigida a Mesmil el 22 de Diciembre del mismo afio en donde le
reporté que de 51 gondis examinados 45 estaban infectados con este
parasito y que por su morfologia y biologia e trataba de un nueve

génerc y en consecuencia diferente al de Leishmania, ast que

decidi n biarle el b y por su forma de arco y por haber
=ido encontrado on el gondi lo denominaron Toxoplasma gondif,

Cdel griego toxon, arcod, hecho que comunicaron el 8 de Febrero de
1909 (6).

En 1909 Alfonso Splendore en Brasil reporto el
hallazgo de un parasito de forma reniforme en las visceras de un
cone jo, @l microorganisme media de 5 a 8 Y m de largo por 25 a 4 Hm
de ancho, entonces F, Mensnil €(1909) se encargéd del estudic de los

1 d y luyé que se trataban del género Toxoplasma, asi

lend: los d d como Toxoplasma  cunicull. {26).




Después deo esa fecha fueron muchisimos mas reportes

de hallazgos del parasito d, en di d 1 e incl

en el hombre y cada autor nombraba una nueva especie, lo que provocd

que se di ! para el s g6 origi do una
confusién t émica t las paci £ d t : gondii

Nicolle y Manceux €1909; cuniculi Splendore €19093; canis Mello
€1910>; paddae Marrullaz (1913); gallinarum Hepding (1939); hominis
Walf, Cowen y Paige (1939, etc. (26> .

El primer caso de Toxoplasmosis humana fué reportado’
por Castellani en 1913 on visceras de un nific de Ceylan y lo lamé
Toxoplasma ofenes, este hallazgo lo publicé en un trabajo

titulado " Notas sobre un protozoario en un caso de fiebre prolongada

con Esplenomegalia **, Los = 4 casog h reportados fueron
hechos por Fedorovitch en Rusia (19163; Janka en Checoslovaquia
€1923); Chalmers y Kamar en U S. A, (1920); Torres en Brasil (19275,
easté reporte fué de un nific de dox dias do nacido o que le confiere

sar ¢! primer caso de T 1 21 énita. Wolfy Cowen en Nueva

York (19373, lo encontraron en un nific de 31 dias de nacido y ellos
mismose en un lactante muerto de encefalomielitis y determinando al

agente patégeno como Toxoplasma hominis .

En México la pri b 1 del T. gondii
fueron Hzad por M €1923-1929>, al revisar el oxudado
perit 1 de bay » do se trab. estudiando cepas de

Ricketsias del tifo €26). E1l primer caso de¢ Toxoplasmosis con

di Ssti se p té on un niffc de 11 meses que fué reportado por
Palomino et al. (22> en 1950 en el Hosmpital Infantil de México .

Como se nota en un principio se suponia que el género



T lasma P d; varias ies, lo que despertd el interes de

muchos autores en la revisién de su taxonomia (4> , e incluso un
grupo de investigadores como: Carini (1911); Arantes (1914); Carini y

Miglianc €1916); Chatton y Blanc C1917); Mesnil 19182, quienes

def y la t 1 {cist que postula la existencia de una sola

pect y posteri al 13 una serie de experimentos
= en inoculaci infecciones y pruebas de inmunidad cruzada
v ptividad en dimal, 1 di a cabo por autores

como: Sabin (1939): Wolfsan <(1940): Nobrega y Reis (1942 Ruchman y
Johansmann (1948>: Cristensen y Siim <1951 Plekarski C1959> y
otros, se pudo confirmar dicha Teoria y do esta forma =e llege a la’

conclusién de que =solo existe una sola especie, =xiendo osta el

Toxoplusma gondii Nicolle y Maceaux, 1908 .



20- TAXONOMIA

Toxoplasma gondii es un Prot io pert ient. al
grupo de los Sporozoarjos y aunque su claxificacién ex= un  poco
variable segiun el autor consultado, en el presente trabaje seguiremos
la clasificacién de levine N D, et. al (19800 ya que es la

clasificacién mas reciente que se tiene de los Protozoarios (15).

Phylum Apicomplexa Levine 1970 .

Clase Sporoxoa Leuckart 1879 .
Subclase Coccldia ’ Leuckart. 1879 .

Orden Eucoccidiida Léger y Duboscq 1910 .
Suborden Eimorlina Léger 1911 .

Génexo Toxop lasma

Expecie gondii Nicolle 1900 .



30- BYXYOLOGIA.

Yoxoplasma gondli es un parasito intracelular
obligado que en mamiferos evoluciona dentro de cualquier célula que

proceda de las tres capas blast P en eritrocitos,

Pero los glsbulogs rojox del embrién de la gallina y del canario son
parasitados por el toxoplasma (Wolfson, 1942> (20,31). La penetracién
& las células se realiza gracias a un Factor Intensificador de la
Penetracién (Penetration Enhancing Factor o P. E. FJD, el cual

desempefia un papel mis importante que la propia fagocitosis (16> y su

localizacion en el hospederoc e= practi t. on Iqud r3 :
o jo, bro, I 1 tatero, én, pulmé higad
bazo, etc., aunque se le pucde 1 14 con Y 1 ia en
células reticuloendoteliales Cmacréfagos, Unfocitos, monocitos,
élul par 1 axd, Algunos autores consideran a la
toxoplasmosais como la inf 16 mas {3 te on el xist nervioso
central y suele producir 1t, 4 £ 1 r l6gicas sobre todo

convulsiones Q7).

La enfy dad h ducida por este Protozoario es

1d. como T ] y es 1d ol actual {3 como  la

parazitosis mis extendida en el mundo. Segun Roch (1971), uno de cada

trexs individuos a nivel mundial lo p: a. El haberl ido el

caracter antropozootico lo eleva a ser considerado como una zoonosix

cosmopolit.a este concepto fué introducido por Virchow a Im

terminologia médica, para designar las enf dad de los
que pueden xer tranzmitidas al hombre. Un grupo de expertos reunidos

en 1959 por la 0. M S, definia la =zoonosis como Infecciones y



tebrad

enfermedades naturales transmitidas entre los imal
y e} hombre, €32). Y al toxoplasma como un parasito eurixeno
fcuando muchas especies de animales les sirven do reservorio a
un mismo parasitod €32, -

£l ser parasito intracelular obligado le confiere una

[ teristi biolégt importante, al ser cultivado, ya que esto
&4lo se puede realizar en cultivos de te jidos (12> o bien en

1idad perit 1 de algunos animales de laboratorio que =secan
suceptibles a su  pat idad y faciles de ser trabajados

como pueden ser ratones, ratas o cobayos .

Ocasionalmente = 1 AR} oxt. lul te en
Hquidos Ani como pued ser: .y humor vitreo,
leche, liquidk 1 » orinx, lva, lagrimas, placenta y heces.
€263,

El hospedero definitive de T. gondit es al gato y
l.odoq. los félidos que es=, donde i su prod 31 1
CGamogoniad, y todos los dema € incluyendo la 1
h =on hosped intermesdiarios.

34 MORFOLOGIA,.

En =u estado Trofozoito, el parasito =e divide

activamente, debido a esto varios autores prefieren llamarlo como

" ia a

farma Proliferativa o Taquizoito (€32>. Su P os

s.m.jant.oaunam.dialumvmidado«ta’l“'md.hrcoporzaq"‘m

de ancho (62, p ta un polo peri fino que termina en forma de




cono y el inferior o esférico lo que le confiere al parasito el
aspecto de una pera. Posee su membrana célular, el nuclec con una
localizacién paracentral y su citoplasma que es refpingente, presenta
aparato de golgl, ribosomas reticulo endoplasmico rugoeso,
mitocondrias y &ranulos da volutina que contienen glucoproteinas.

c de & de 1 i6n y su despl tento lo

por

flexién dJel P y desid lent. Se tifie facilmente con Giemsa o
wWright. (14). Con dicha tincién y May Grunwald-Giemsa, se distingue
una membrana a veces granulosa, con citoplasma de color azul y
nacleo rojo.

. Su extremo anterior esx aguzado y muy movil en ocasiones
.forma un angulo con el resto del cuerpo y esto se lama trombicula
que oz el organelo que le sirve al parasito para invadir 1a célula

hogpedera (262,

Con ayuda del i} i lectréni s=e ha observado

que el mi i P un =mist de b , uns ¢t

continua de 25 X aproximadamente de ancho, un espacio refringente de

30 a 35 R de ¢ y una brana pL ati do 25 R do grueso

int ida en q ) . Posee un pequefic orificio Uamado

Micrépilo que se sospecha tiene funcionex respiratoriat. En el polo
superior y en contacto con la pared (formando parte de ellad, e
distingue una condensacién en forma de cono truncado, es el Sistema
H

Conolde cuyo vertice essta formado por un anillo de 0143 a 025 m

de diametro es el anillo polar, y parece comunicarse con el maedio

exterior, de la base del concide surgen dos tipos de sizstemas

fibrilares, uno de¢ ellos muy fino y sub b en nu de 8 a 10
separadas por un espacic de 018 a 03 milimicras, llamadas



FORMA VEGETATIVA O TROFOZOITO DE TOXOPLASMA GONDIIX

P.-Pared é¢on doble membrana Ap.— Anillo Polar

Sc.- Sistema Conoide Nr.- Nervaduras radiales

Txn.- Toxonemas Rb.- Ribosomas G.- aparato de

Golgi Re.- Reticulo Endoplasmdtico M.- Mitocon
drias PM.~ Micropilo.




1 o de

noervaduras radiales, estas fibras ti T 16

relacién y contrel de los movimientos de la pared. Las otras fibras

que son mas € cilindri topl i osmérilicas y
uniformes en su estructura interna, se llaman t oste sist
de fibras tienen funciones 4 icas y ai ti Por medic de

1 u la 1 i6n eélular C26> .

este sistema ide el t

32- LOCOMOCION.

Este i i} no p 5 de 1 16n,

imientos L rios de

pero logra su movimiento por tres f o
1a parod del cuerpc que =xe dirigen del extreme inferior al extremo

1 Cximt, ide), y este movimiento esta bajo el control

up:
del! Sistema de Nervaduras Radiales submembranosas; movimientos

1 " imient de tirab log d esto

ct: 1 rios y f£i

cuando fija el =istema conoide.

39~ FORMAS MORFOLOGICQCAS.

1. Forma Taquizoitica (Trofozoito), mide de 4-7 “m de
largo por  2-4 H m de ancho, tiene forma arqueada memojante a una
media luna, Esta forma es la causante de la faze aguda de la

enfermedad y xe le observa en el interior de diversas células donde

se multiplica y les prod lisis céiular, b do ent
[} =, los 1 i Qi las células adyacentes o bien son

fagocitados, Esta forma es muy labil y en consecuencia sensible al



Jugo gastrico susceptible de ser destruido por las quimioterapias-
€83. Aunque es parasito intracelular obligadoe se desconocen las
causas precisas de est.a caracteristica ya que eon ambient.es

xt lul. o levar a cabo sintesis de RNA y DNA (32, s=in

barg no b i a la desecacién o al efecto de los jugos
digestivos del hospedero. El parasito penetra a las células de
cualquier tejido gracias a factores mecanicos y enzimaticos que
modifican ia membrana de la célula hospedera (32>, En consecuencia se

dice que el nucleo de su célula hospedera no le es indispensable para

1 4

&u sobrevivencia. Se han llevado a cabo peri tos (24D,
DNA y RNA marcados con tritium en su estado taquizoita, estando fuera
de su célula hospedera y se ha observado que Ila sintesis de los

acidos nucleicos se continua, aunque sea por pequeflos periédos de

-.tiempo en estas dici xt Tul . Hay reportes que refieren
La p ia de i mit driales presantes en t.odo el
i (| y en ia ze niega que la necesidad de energia

sea la causa por la que es incapaz de vivir extracelularmente.

2. Forma Quistica, T 1§ Q. 1a itiplicacié

¢ ica, 1a cual depende de la accién de L inmunitarios

€18)., Los parssitos se alojan en varios tejidox, sobre todo en el

it i el b y laz tunicas ocu.lare’: en forma de quiste, gue

@s ol omtado responsable de la infeccién crénica (latented. En virtud
de una tolerancia y una adaptacién reciproca entre el agresor y el

hospederc esta faze de la af ién es int Lti El quiste mide de

20 & 200 * m, su  tamafio tan variable depende del numeroc de
micr d que t Yy que van de 50 a 3000 parasitos <26).

En este eostado presenta una forma esférica cuando se localiza en el



corebro y alargada si se encuentra en fibras musculares, como
raesultado de la aparicién de inmunidad se alcjan en @l interior del

quiste los pequefios microorganismos llamados Bradizoitos, que se

nultiplican lentamente. Esta forma e=s ik L, al jugo gastri y

a los di t, Anti-t 1 su vida es prolongada y logra

perMcer en eoste eostado por varios affos e incluso toda ia vida y
son capaces de sobrevivir hasta 3 horas en los Jugos digestivos del
estoémago (14D. .

Se ha mencionado que la formacién del quiste depende

de la inmunidad desarrollada por el hosped » pero también =e los ha

observado en imal k3 imidos asi como en cultivo de
tejidos, lo cual sugiere otrox factores involucrados en su formacidn
€28>. Dentro del quiste hay cientos o miles de bradizoitos con

dimensiones variables que pueden alcanzar hasta 20 H'm y esta forma

puede resistir hasta 30 dias las t P t do refrig ion (143,

Algunog estudios como los de Frenkel et al, y do
Hutchinson et al, mostraron una nueva forma de presentacién del
toxoplasma que es el Oocisto.(28)

3. Forma Oocisto €u Ooquiste). En el gato y en
algunos otros felinos que =son lo= hospederoxs definitivos se produce
un cicla parasitario en las células epiteliales del intestinoc (8
donde ocurre multiplicacién  exsquizégonica seguidas por un  cicle

€ togéni y e 1t ad de este ciclo sexual es .la formacién

del Oocisto, el cual tiene forma esférica de alrededor de 10 » m de

diametro y en el medic exterior y en dict bient.ales y es muy

resistente FY las dici biental rio, , sequedad,

desginfectantes como el hipoclorito de sodie), (€27>. Por lo mismo

10



representan’ una fase muy importante en la di i ion y di 16

del parasito, llegando a hortalizas, jardines y zonas de recreo donde

contaminan a lox nifios, el agua y los ali . 63, requieren
de oxigeno y humedad (14> para realizar la esporogonia y asi degar
& tener la capacidad de infectar (10,27).

Cuando =e ha producido la inf 1 con quistes, en e}

eato =eo t 2 los i1 en sus heces entre el tercero y

quinto dia después de la infecclén, S1 es con t tos ap

los ococistos de 7 a 10 dias después, pero =1 se ha parasitade con
ococistos px-écodonus de otros gatos entonces la aparicién de oocistos
an heces sze efectuars después de 20 a 24 diaw, ¢l numero de oocistos
que se eliminan junto con la materia fecal puede llegar a zexr de

10 millones diariamente en periodos de unos W dias (22D,

34~- CICLO DE VIDA

La reproduccién asexual de Toxoplasma gondii, se
efectua por fisién binaria longitudinal, comenzando =u divisién en el
polo =zuperior, bien sea por amitosis o por mitosis, realizandold en
un tiempo aproximado de &6 horas (Cross y Anigstein, 19493 (26). Los

pardsitosx continuan su reprod & int hasta lizar su

élul h Py A
P » ap

t en un ti de 24 hrs. Los

taquizoitos libres, tienen dom caminos a =eguir, y el que s=migan
dependera de varias condiciones como son, el pH del medio (Norrby y

Luke, 1947), elaboracién de factores de penetracién por parte del

t.oxoplasma y que la divisién =e 34 dent. de célul fljax de

11



teojidos u org o en célul moviles como monocitos , lnfocitos,
macrofagos, neutrofilos, etc. En el primer camino los parasitos
invaden las células adyacentes y la rapidez e intensidad dependera
dal desarrollo del P. E. F.C(167. En el segundo camino, en caso de
que la célula hospedera =ea movil, los parisitos se agrupan o

enquiztan dentro de ésta, ! terial del {topl para

formarse una nueva membrana poco refringente, que contiene a los
toxoplasmas originande ¢l prequiste y después al quiste maduro, que

a8 la forma de istencia t. 1a produccid =e hace lenta, y

después de 4 a 10 la reprod 16n es aun mis lenta y on esta

forma el microorganismo se protege por meses o incluso afos, hasta su

stamient t. en el cual puede originar formas clinicas

1 o forw 1di tes o legar a calcificarse, por lo que el

quht.-o es una de lam formas infectantes activax de la toxoplasmosis.

dodi

Otro \ de prod ién ex por gonia que

consiste en que el nucleo de la célula madre, produce 2-ysmas, que

crecen csin legar a P del acl hasta dar origen a 2

t.oxoplasmas dentro de la &lul . y posteri t lega la
meparacién (8,233,

Frenkel et al, 1970 (23> observaron la fase de

prod 16 1 del i d en el epitelic del gato,
1d dol nt como el hospedero definitivo. El gato y otrox
felinos ze infectan en la nat 1 Pri te por 1la ingestisén
de quistes px:'s.nt.as en la carne de otrox animales. Los=
P itos Ub . de los oocistos ingeridos por el gato o los

taquizoitos que salen de 1a forma quistica después del

quistamient producido por los Jjugox digestivos del hospedero,

12



Hegan al intestino del gado y penetran en las células epiteliales

donde } su prod 16 1 por esqui 4 que

originarsa a los merozaoitos que pueden continuar con otras

s=quizogoniaz o bien H su prad i6n sexual por gamogonia y

producir ent es los= mac t y mi t. que d és do la

fecundacién originaran al ococisto, el cual saldra junto c¢on la
materia fecal del gato. Si las condiciones ambientales son favorables

on humedad y temperatura de 20 E Y 24 °c. el parasito continua su

prod ién por P ia d e 1 a 3 dias, tlempo en que llega
- | su i infect.ant Cada oocisto contiene 2
. esporoblastos y cada uno de wellox 4 P 1t CE iad
€23,32).
Con lo anterior 4 G nos d cuenta que el
gato =lend un imal 4 i Juega un papel importante en el
pect pidemiologico, para el hombre a diferencia de los demas
foll Los hosped intermediarios s=on diferentes especies de
mamiferos tanto 1 como herbi , aves y el miz=mo hombre,
on todos la infeccién se inicia con la i tién de quist P
en la carne de {mal que = L parasitados o bien por los
oocistos que llegan a t g diver 14 y el agua. Ademis

en todox los animales ex posible el paso del parasito via placentaria

igd c las  inf | “in Gtero". Ahora bian la transmisién
congénita en el hombre (26). puede levarze a caboe durante la
infeccién aguda. Dado que el parasito puede vivir durante horas o

incluso dias en varios artrépodos hematéfagos se sospecha que los

i = Yy & x ! € bié t como hospederos

int diarics, interviniendo en la t isisn del p. ito. 9,100,
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40- EPIDEMIOLOGTIA.

La toxoplasmosis es una enfermedad muy difundida en
nuestro pals como lo revelaron, hace varios aflos los estudios de
Varela y Roch (34,35), se puede decir que se desconoce la situacién
epidemiolégica actual a nivel nacional. No obstante la experiencia
que se tienen en otros palses, indica la gran magnitud del problema.

Ambroiss-Thomas et. al. (1), enconmtraron en Francia que de 12,000

sueros probados habia 7,000 positi a la 16 de Sabin-Feld

El mi i = L en todox los ordenes de mamiforos y en
algunas aves y prob, te t bié: en reptiles (20,26). Las tres
£ morfolégi que p. ta el p At d 1) su ciclo de vida

tienen cada wuna la capacidad de infectar, por supueste bajo

condiciones diferentes. En caso del quistica, infectars a través de

la ingestién de carne cruda o mal id El ist. es adquirido por
la 1 tién: de I 34 it t, inado por la materia fecal
del hospederc definitivo. En bi el t izoit bid a =u
Labilidad y a lo= bi bient.al qui At cton. especiales

que faciliten su arribo a otra hospedero. En la actualidad Ia via
transplacentaria es considerada comc la mas frecuente para que esta

forma legue a parasitar a su nuevo hospedero, esto ya ha sido

ampliamente rado en imal y on ol hombre (23).
Los hospederos definitivos del parasito son el gato y

otros felinos como el lince, el puma, V el jaguar que se contaminan

pér los izstos o bien do se alimetan de otros animales que

14



albsargan al parasito. Con lo que t a la di 4 16! de la

par.s“.osis‘ es de capital importancia la nt i 1] del uel ya
que adomacs del gato pued infect. L. animales como los bovinos

pri > porci P! . d vy aves, desarrollandose en ellos
una  inf 16 int ti o i te. Experi t.al se ha
det i A en rat que su susceptibilidad o. resistencia genetica
e puede deber a sus 1 légicos, €(29). En los estudios
de Willlams ot. al. d be por lo 2 genes que determinan la
supervivencia d de la inf i6n con toxoplasma (13>

En el caso del ser humano, se infecta por la ingestién
de oocistos esparcidos en el ambiente o por la ingestién vy

cont 4 16 a t é de lox h d. d do la

carne cruda © poco cocida forma parte de los habitos alilmenticios,

+t 1} te puead ingerirse st ¢ 14 i ! zad en
tefidos imal v istentes a la digestién clorhidro-péptica, en
ol intestino delgado =e¢ liberan los bradizoitos, at 1 1
intestinal y prod la infeccid En una 1§ b4 16 16t
lizada en imal que el hombre utiliza comw fuente alimenticia
Guille y D tx €6 t. logia positi en 72 X de los

carneros, un 4 X de lox bovinos y un 9 ¥ en los caballos por lo

tanto, es de aceptacién unanime que la infeccién del hombre =eo

rualiza por la via oral al ingerir all ) taminad.

Otros factores que extan on relacién con 1a

P ia de Ia t L 4 aparte de la poblacién de gatos, s=on
el clima, altitud =obre el nivel del mar, habitos de alimentacién y
susceptibilidad al demarrollo de la infeccién. Al tratar de encontrar

la relacién entre ellos, se han visto dif. {as cuya 11 16! no

15



es totalmente satisfactoria, Por ejemplo, es aceptado por algunos

investigadores que la frecuencia de la infeccién es mayor en las

regiones tropicales o aquellas mas al E dor, pero la

pre a de ti P en mujeres embarazadas cuyas edades

fluctuan entre los 15 a 35 aflos, es muy semejante en paises como

Francia y Centro América, perc muy diferente a las de Nueva York y

Lond . De 2l a hay ! Anime, que en d como

Maxico, de o a s lizad por Roch y Varela (1971)

con la reaccidén de Sabin y Feldman, la tercera parte de la pol;hcmn
esta infectada y la positividad aumenta con la edad, superando
valores de 70 % después de los 50 aNos.(32).

Se ha establecido que la forma congénita de Ia

toxoplasmosis =e transmite por via placentaria. Es admitido que la

mujer que se infecta durante la g id logra t itir al product
una enfermedad congenita de un u p ro  sint tolégi que
puede prod P 4 &raves para e! rocien nacide. Entre los

trabajos que existen relativos a Lla prevalencia de anticuerpos
antitoxoplasma en la mujer de edad reproductiva y en particular en ia

o+ a4 a dast se los ki 22 ancke en Nueva York, Londres y

Paris. En cusnto a Nueva York de 4,048 mujeres embarazadas el 32 X

P taban serolegia positiva, en tanto que Londres de 3,159 =olo el
22 % present® szerologia positiva, pero eon flagrante contraste se
encuent.ra FParis donde 1la serclogia positiva alcanzé el 87 ¥ de 1,206

mujeres embarazadas que fueron estudiadas. Segu D it y Co

(6 entre las mujerses que contraen la enfermedad durante la prefiez el

lesgo de inf ion fetal al el 41 %X .

Hay que mencionar la importancia que tiene la época en

16



que ocurre la infectacién materna, cuando esta es cercana a la

concepcién pocas veces se contamina el feto. Cuando sucede en el

pri tri tre la nt. i 16 faetal es poco comun (17 33, pero
muy grave. La infeccién materna en el tercer tri tre del b,
una t 4 i6n fetal frecuente (65 X2, pero mucho menhos
srave y xeo P t con  f asintomaticas. En el segundo
trimestre los resultados bt. d =on int d: €25 %>, C10,19).
Finalmete la t. ) 1 d t ol b puede ocasionar

abortos o bien después del parto el nifio, puede presentar una

infeccién aguda grave que puede ser ob ol 14nd t. a los tres

dias teri al i} t. » pero t bid puede prexzentarse en

forma asintomatica, y un anilisis seroldgico puede dar una respuesta

de la p ia o ia de ¢ Plagma (2.

La toxoplasmosis tiene una ampua‘ distribucién en
Venezuela (3). En este pais =me realizd un estudic serolégico mediante

Ig0 en pacientes obstetricos, oftalmolégicos y pediitricos, asi como

an  enf con I manifestaci nt atri

toxoplasma v en individuos asintomaticos, para ostablecer la
prevalencia y relacién cuantitativa de anticuerpos para T. gondii, y

en todos lom casos clinicos que recibieron tratamiento especifico se

curaron, excepto los nifiom con sintomas 16g1 lax b. .

cibd trat lent

tuvieron nifflox sancs los cuales no obstante

preventivo,

El indice de infeccién toxoplasmica varia de regidtn a
regién. Niedman et al, (6 han referido indices que estan proximos al
0 X para ia isla de Pascua, En San Pablo, Brazil empleando la
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reaccién de Sabin-Felman encontré una positividad de 18.4 X en nifos

de 10 afios y de un 67 % en la poblacién general. En realidad las

i i 4 16¢1 en las regiones mas diversas han

demostrado un hecho El indi de infestacién por t L 1

aumenta con la .dad', En el adulto las cifras llegan de un 40 hasta un

80 % segun el area geografica estudiada. También =e ha concluide que

ia infeccién es mas frecuente en 1 lient y hi d. que en
la frias o secas y ap mas ’ L. d. estan en contacto
con los d 1 ¥ lo a ia i 16 lizad. por
Vaag quien Pl como antigeno la toxoplasmina . Las 4Sreas

rurales =zon las mas afectadas y el padecimiento se manifiesta en

forma ponSdi 31 1 te se han descrito pequefias
spidemias (6. A la inf ién h e£ muy comun la onf.;'modad
clipnica es 1 te, eosti 3 > hech. 3 que al
rededor de un tercio de la poblacién mundial p L, nti P
para Toxoplasma gondil., Peroc la tasa de prevalencia en sujetos
itivos se ir t hisi on  al d como es el

caso de Francia donde el consumc de carne cruda @S comun por Irazones

ult 1 lo que i ta sus datos hasta un BO X (0D,

AL lab torimt. se pued infecctar de
accidental a través de la manipulacién de animales y material de
laboratorio infectado €23 y desarrollar formas graves de i

parasitosis, otrox d de t z=ién que =se han mencionado

incluyen las transfusibnes de sangre ya que ol parasito, se ha visto
que puede permanecer viable en el interior de lox leucocitos, hasta

el afto de 1980 fue posible d trar la t isién a través de la

leche materna.
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La infestacién por toxoplasma hasta hace poco tiempo
no se habia obzervado en los esquimales de Alaska y en consecuencia
zo admitia que no existia entre ellos, no obstante, recientemente se
han descrito titulox seroldgicos positivos en esta poblacidn €6). Con
asta observacién es m&sc conprensible el dato mencionado por la 0. M.
S., que de una poblacién mundial estimada en, 3,500,000,000 habia

1,100,000,000 individuos parasitados con este microorganismo (26).

For lo teri ° i o la p: i6n de la
toxoplasmosiz en la naturaleza puodo‘ verificarse de alguna de las
=iguientes formas :

1: De animal a animal: la mis frecuente

2. De imal a homb T t
3. De hombre a hombre: la forma congenita frecuente, la forma

Aruirdd f ¢

4. De hombre a animal: rara

%0~ CUADRO CLINICO

Et cuadro clnico de la toxoplasmosics varia desde las
formas aslné.omibim hasta los cuadrosz diseminados a encefalitis y
cauxar incluso La muerte del individuo (10). La infeccién en tejidos
=in poxibilidad de regeneracion como ] sistema nervioso (12) o
bien la retina y muasculos dan como resultadoc manifestaciones clinicas
mix evidentes que en Organosxs como el higado, pulmones, rifiones o
ganglios que tienen un mayor gx-ado‘ de reserva funcional y capacidad

de adaptacién (14D,
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Et cuadro clinico se puede dividir en : adquiride y
congénito, Los adquiridos son:

a). Toxoplasmosis gangliohar que es la forma clini mas f a.

h). Toxoplazmosis ocular, donde se tendran limitaciones visuales e

incluso la perdida del ojo.

al, Toxopl : generalizad Se prosenta proliferacién del

P ito p. Mma vi 1, is @ infiltracién celular en
miocardio, pulmones hepatitis y la localizacién encefalitica e=x
rara pero posible, ¢(33).
Ex frecuente que la manifestacién fundamental =se
presente por encefalitis con alteraciones en estado de conclencia

confusién, letargo, desorientaciéon o estado de comam, y

manifostact como paralisi convulsi y =i de Mp.rt.‘anslbn

intracraneana C(vomitos, cefalea) y alteraciones en lox reflejos

outeotendinosos,

En la T 1 A énita las manifestaciones
clinicas en el recien 1 d son: d v 1 de retina,
leciones en el extrato pigmentario de y baxt inf) 16
de id v 1 [< 1 tinitisd. En imt, nerviocso central
provoca zonas de infl 16 que p X ] bat. cld de

Silvio, causando hidrocefalia o bien microcefalea <10>. Para situar
la importancia de Ila toxoplasmosis en la alteraciétn del volumen
craneal en nillos de 2 afios, se pueds mecionar que el & % de lom
hidrocefalicos y el 17 % de los microcefalicos smon de etiologia

.t ) G y en it al tr tal infantil en México por

osta enfermedad segun Biagi lo establecié en por lo menos 2,000 casos

por alio, (143,



40~ DIAGNOSTICO

El diagnéstico definitivo se logra al aislar e

identificar ol parasito, para lograr esto exdstan varios
[ dimient, de labc torio, uno de ellos es la biopsia cerebral,
de la ésea y plL t o la abt ion de fluidos corporales como

el lquido cefalorraquideo, ventricular, humor acucso, esputo o

EANETre, Ppara eosto e Trecurre a La i lacién de ;3 V]
susceptibles como el ratén bhncb. hamster dorado, embrién de pollo y
siembra en cultivo de tefidox.(11,19) La diagnosis inmunolégica es el

método mas practico y e! qua resuelve en gran parte los problemas que

F-U . - an para & t » aislar e identificar a Toxoplasma
eondii. €2).

La deteccién y cuantifi 46 de anti P permite
valorar la faze evolutiva en que se el decimient sobre

todo =i se conjuntan dos o tres pruebas, ya que se puedesn presentar
resultados negativos en una y peositivos en otra por ejemplo si con la
prusba de Sabin-Feldman el resultado fuera negativo con ELISA puede
=alir positive ya que esta ex una prueha més confiable y mucho mas
senxible (36).

Entre las prusbac serolégicas que se pueden efectuar

s menciona : (7).

1~ ELISA ¢ Enzine linked inmunosorbent assay J.

2~ Inmunofluorescencia indirecta.



3~ Hemaglutinacién indirecta.
4~ Reaccién de fijacién del complemento.
- floculacién,

6~ Sabin-Feldman.

Algunas presentan ventajas sobre otras pero todas tienen

una alta sensibilidad, y =i =me llevan a cabo dos © mas pruebas los

resultados =son mas confiables (11> . Con pect. a la inmunidad
celular e valorada con fines pidemiolégi diant
int - 14, con t ) d que da resultados positivos a

partir del primer mes y se prolonga incluzo hasta un afo después de

haal decido la inf ion €10,
El resultado de las p b, i 161 no ‘es el
diagnéstico en =1, ya que estos resultadocs =siempre =se deben

correlacionar con las manifestaciones clinicas del paciente y en

titulos 16g1 pach =e deb efectuar titulaciones

seriadas con intervalos de 13 a 30 dias.

No =xe debas clvidar que el diagnéstico definitive =molo

se obtiene mediante la d& 1 i6n del {) causal que aunque es

dificil, dabe intentarse (11),

70- PREVENCION Y TRATAMIENTO

14

Lax Nd p 1 deb < =u at

principalmente an -l hospedero definitivo, asi las fuentes v

i més important, de infeccién son:




Gatos domésticos, por la eliminacién fecal de ocoquistes,
idealmente deben ser entrenados para defecar an recipientes para
ser colectadas de inmediato y lavar con jabon y agua hirviente el
hugar donde defecan.

Los gatos deben ser alimentados con carno $ .1 seca o latada

y evitar el contacto con gatos ‘callejeros".

Evitar el contacto intimo con los gatos, esto ex especialomente
importante con las mujeres embararadas.

Remcver la recionte materia fecal del gatao, tan rapidec como sea
posible, ya ‘que la materia vieja debe ser considerada

easpecialmente como un peligro porque después de, al menos 2 dias

los cigt.os p it han al do su maduracién y se  han hecho
infectantes.
Evitar el comer carne cruda o mal cocida ya que los quistes

tisulares 4 % turas de 66 °C o tratamiento de

ahumado o curacién de carnes frias para su destruccién, La
congelacién a -20 °C no garantiza 1la inactividad de los quistes,

pero al d 1d b te el n de bradizoitos.

Lavar pax—f.ct.amor‘lbc bien tods tipo de alimentos vegetales y
frut.as, tomar leche pasteurizada ya que estos productos =¢ han
mencionado como fuentes de infeccién.

Se debe tener una buena higiene personal, lavarse lag manos
culdadosamente antes de ingerir alimentos, evitar comer en 1a
calls o tomar aguas preparadas en lugares que no garanticen
una buena higiene.

En la prevencién de la ¢ 1 i g énit ia mu jer




embarazada. debe evitar el contacto con gatos y no debe lmpiar

los recipientes donde se T3 Las 1 de los gatos o

el lugar donde defaeco.

En to a su trat dent se debe mencionar que en

el caso de Inmunizacién activa, lax vacunas experimentales con
parssitos vivos han mostrade ser dafilnas y los microorganismos
muertos no confieren suficiente proteccién , Couvreur emplea el

igulente tratamiento :

a). Pirimetamina + Sulfadiazina durante 21 dias: la pirimetamina por
via oral en doxix de 1 mg/kg/dia (14) en tomas de 2 a 3 dlas la
sulfadiazina en dosis de 50 a 100 mg/kg/dia por via oral y'tomas
cada 12 horas. €6,

b)Y, La sulfametazina, sulfamerazina y sulfapirazina a dosiz de 150
mgrkgs/dia en 4 d,g‘:kis por via aral durante 3 =oemanas todas las
anteriores sulfas son sinérgicas con la pirimetamina (8 veces la

simple adicién),respecto al toxoplasma. El efecto antifélico Cac.

félico, Hemb del lejo vit 13,1 B), de la pirimetamina y
1m sulfadiazina, causan una depresién reversible, La
administracién diaria de 3-10 mg de 4cido Ifolinico C(sal calcicad

dimmi la toxicidad =in inhibir el efecto terapéutico

c). Acido félico, 5 mg dos veces por ient. = el cient oste
recibiendo p i y sulfadiazina.

d) Predni © metilpredni de 1 a 2 mgr/kg/dia via oral en 2
tomas, »

@Y. La clindamicina a dosiz= de 2% mg/kg de peso via ln'.rammpcular. ) 4
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periocular ha demostrado actividad terapeutica en la

retinaocoroiditis

En la mujer embarazada el! tratmiento debe ser cauteloso
ya que 1a pirimet.amina puede ocasionar efectos teratogénicos
(formacién y desarrollc de monstruosidades), demostradc en animales
de laboratoric, por tal motive se ha proscrite su empleo en
embarazadas,

También existen experimentalmente métodos y
tratamientos utiizando radioniclidos (30>, donde proponen los
aut.ores la utilizacién de un nuevo radio farmaco donde los

anticuerpos antitoxoplasmima marcados con indio-113 meotastable permiten

obtener imagenes de +t L xt lular y asi legar rapidamente

a un o Osti air ial sobre todo en problemas encefalicos.
También descubrieron a nivel experimental en animales de laboratoric

una a ¢t péut.i muy favorable y atédxdca ut.ilizando

anticuerpos marcados con iodo-131, =in embargo para ser utilizados en

el =xer humano por supuesto que sea il un y de

estudios,

B0~ INMUNIDAD.

Los parasitos invaden las células del hospederc en cuyo
interior se multiplican, por lo cual producen la lisix celular con la
liberacién de taquizoitos lox cuales infestan lax célulax contiguas

y ami continua el proceso daestructivo y solo logra detenerse con e}



desarrollo de la inmunidad lul Y h 1, demb: 1a dest S .1
de tejidos puede ocurrir hasta en ausencia de microorganismos lo cual
indica un proceso inmunolégico. <7, Pero existen lugares poco

" Lant,

accesibles a los nti p comoe es el sistema nervioso

central y el ojo por lo cual aqui no se detiene el proceso

.
destructivo en forma rapida. Protegidos dentre de sus células

hospederas do las acciones de los anti P los mi (] =e
multiplican y forman logs quistes hasta en p: ia de te P v
1 it en el paci intersticial, hecho ya demostrado “in

vitro' (6.
En 1963 Lan, 3\ habaer ob do varios casos

de mu]ores que presentaban abortos habituales o que daban a luz
mortinatos, muchas de ellas fueron tratadas contra toxoplasma y
después tuviercn nifflos normalas, esto suglere que la infeccién

crénica. (latented, era 1la Tresponsable de los fracasox en la

sestacién. Ahora bilen, existen varios factores que influyen en el

hecho de que 1la ¢t 1 is sea int atd €273, y estos pueden
xer :

1)>. Virulercia de la cepa de Toxoplasma.

23>, Susceptibilidad individual del hozpedero.

3. La edad del hﬁspadax-o

4). Grado de inmunidad adquirida por el hoxpedero.



#0- JUSTIFICACION PEL TRABAJO

Bl presente trabajo forma parte de un proyecto que

tione entre sus objetivos producir tiv que ;| en la
deteccién de la toxoplasmosis por medio de métoados inmunoldgicos.
Esta onfermedad es una parasitosiz que presenta diversidad, tanto en

=u  Jlocalizacién en el hospedero, como en sus manifestaciones

clinicas, (32)>. Lo que su 4 i ng v
* P it opi o a un alto costo do los estudios clinicos. En
La tualidad se )} metodos inmunolégicos para determinar la

ta 4 h 1 y celular o ambas en el individuo parasitado
con Toxoplasma dli y se idera a la ! ia direct

o indirecta como un buen método para identifar toxoplasmas en los
tejidos, =min embargo el aislamiento del agonte causzl es la pruaeba
maes segura para demostrar una infeccién, aunque el aislamiento de T
gondit “in vive" es muy dificil (235, peroc se¢ logra incculando a lom

imal ptibl como el ratén blanco, hamster dorado, embriétn

de pollo y slembra sn cultivo de tejidos. (12).

Lox probl inh on ) aislamiento -
fdentificacién de T. gondii, pueden ser caxi resueltos al utilizar
los = métodos inmunolégicos, por esta razén las  investigaciones

merolégicas juegan un papel importante, asi en el laboratorio
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1ind 1t mas  practi y seguro la deét 16 de P a

inmune humoral yr/¢ celular en al! hospeders infectado por este

parasito, la deteccién y cuantificacién de anticuerpos permite

valorar la fase de evolucién en que se enct 1. el decimient

siendo mas eficaz el resultado, cuando se conjuntan dos o mas
pruebas, ademas repitiendolas con intervalos de tiempo de 15 a 30
dias, una elevacién de éstos puede indicar actividad del proceseo, su
descenso mejoria o al permanecer estables es probable que se trate deo

una t L i1 inf 1 con esto se tendra un seguimiento que

permita evitar el riesgo de una transferencia de toxoplasmo “in

ft.ero”, 11,290,

Con todo lo teri t 1 do nos d cuenta
deo la importancia que tiene el di Ssti 1ind e i 16g1 en
la deteccién de la t 1 1 en ia ex de suma

importancia contar con una dantidad de antigeno suficiente, que
permita llevar a cabo dichas pruebas, asi el primer abjetivo del

t.rabajo con T. gondii, fue establecer dici v pt ol

cultive del microorganizmoc que permita pasar, después a la produccién

de antigeno para efectu P b. 1 .Y 31 an fmal de
laboratorio, y detectar anticuerpos contra T. gondii .

con el primer objetivo cumplido =e puede optimizar la
cantidad de antigeno producido, conociendo en que momento del cultive

me i mas t 1 Yy que método ocupar para eliminar células

que nt. '] al i aq d esto de una manera

cualitativa y cuantitativa, en consecuencia estar en condiciones de

lUevar a aefecto las p b i 16gi peri tal a 1

mayor con los reactivos obtenid y de efectu trabajos paralslos



que permitan reafirmar el conocimiento de su morfologia, ciclo de

vida, patogeneidad, biologia y d P 1 inh t. del T.

gondit, para esto se requiere contar con una gran produccién de
esarisitos durante su cultive.

En la cosecha obtenida del cultive en ratén, se tiene

el p 1 de tami ién con célul del h d » lo que levo

& omplear cuatro métodos diferentes para eliminar estas células, ya
que una vez que se tiene el antigeno y se aemplea en pruebas

inmunolégicas se corre el riesgo de llegar a tener reacSicnes

q o i pacificas que 1 It.ad dificiles de
interpret o incl falsos o© de una indole diferente a los
intereses del trabajo. En la bibi afia 1sad. e 1
varios métodos (centrif i6n , filt ién con b de 30 ¥ m

de porosidad), que se aplicaron Yy otras desarrolladas en ol
laboratorio de Investigacién detl Instituto Nacional de Higiene
depondiente de¢ la Secretaria de Salud, que fuercn; filtracién a

través de agujas deo insulina y adherencia a ‘perlas de vidrio" .
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14.0.-

1.

2.

2D,

-+,

OBJETIVOS

Establecer y optimizar el cultive de Toxoplasma gondii

an ratén .y cultive de tejidos, ¢n el laboratorio.

Correlaci los It ad de ambos métodos de cultivo

seleccionando @1 mas eficaz para obtener una mayor cantidad

de Antigeno.

Determinar el rendimientoc on la purificacién de T. ondit,

del exudado peritoneal de ratén, con diferentes técnicas.

Eval 1a pue; i én ratones &l inmunizarlos con

Toxoplazmas f1ijados.



12,0~

121~

2.
23,
2.
4.
E>
8.
7.
8.

0>

110,
12).
130,

14),

162,
17,

18).

MATERTIAL Y METODO

MATERIAL

Autoclave,

Bafio Maria marca MAPSA modele BMT -8
Botellas de cultivo Corning de 25 cc..
Hemocitémetro .

Centrifuga Bekman .

Est.uch de di 16

Estufa Hotpack modelo 305540 .

Jeringas de 5.0, 3.0 y 10 ml, con sgujas de insulina,

Material de cristaleria usual de laboratorio.
Microscopio de cultivo de tejidos.

Membrana Millipore de 3.0 Hm de porocidad.
Microscopio Optico.

Microscopio para cultive de tejidos

“Perlas" de wvidrio.

Potenciometro Corning modelo 12,

Sictema de flltracién  Swinnex.

Tubos de policarbonato de S0 ml. para centrifuga

Viales de diferente capacidad .

Bekman.



122- R EACTIVOS

1. Fenol al 10 X%

2. Etanol.

3. NacCl al 085 % .
4. Medio 199,

S. Glutaraldehido

&, Cloroformo o Eter .

7. Tripsina.

123~ MATERIAL BIOoOLOGICO

1). Ratones blancos Cepa I. N. H.

de 18 a 20 &r. de peso

23 Cultive de Tejidosx, en ,

Célulax  “Vero™



12.4- Material para cultivo de Toxoplasma gondid on

1.

10.
12,
13.
14.
135,

16.

Cepa de T. gondii , R. N .
Ratones Blancos.

Jaulas ial para tones.

Jeringas de S50 y 10 ml con agujas de insulina,
Hemocotémetro.
Microscépio éptico.
Matraz de 200 ml.
“ Perlas " de vidrio.
Estufa Hotpack modelo RCSC .
Viales de 2 a 0 ml .
Tubos de policarbonato Sorvall de 50 ml, .
Potenciometro Corning modelo 12 .
Membranas Millipore de 3.0 “m  de poracidad.
Cloroformo o Eter .
Material de proteccién como : bata
) cuantes de cirujano

cubre-bocas, etc.

ratén.



130 PROCEDIMIENTO

Toda la metologta o ita a L, 16 se levéd a
cabo, empleando material esteril y en dici pti
Una vez obtenida la cepa de Toxoplasma gondii R.IL,

del Departemento de Parasitologia de la Escuela Nacional de Ciencias
Blolégicas, se mantuvoe a través de pases sucesivos en ratones
inoculandoles intraperitonealmente de 0.05 yro 01 ml. de exudado

peritoneal de ratén enfermo a ratén sano, y la cosecha se afectuoc via

lavado peritoneal con lucié 14 teril al 0.85 5 .

Para ofectuar la ‘cosecha" y el “pasze" cada 3 & 4
dias (203, se tione que inocular por ratén 005 & 04 ml, de
exudado peritoneal, esto es 300,000 & 1,000,000 de taquizoitos

respectivamente, estas cifras van a variar segin el numero. de

microorganismos que se hayan d llado, despué do efectuar el
"paxe"” el resto de la ‘“cosecha" fué =ometida a la purificacidn
parcial de T. gondli (¢ eliminacién de célulax de ratén de. la

“cosecha'd.



131~ CULTIVO DE

1. Sacrificar

Toxoplasmn EN RATON

con cloroformo los ratones ¢ 10 3 enfermos do

Toxoplasmosis.

2. Limpiar la piel de la zona ventral con alcohol.

3. Desprender la piel del ratén con mucho cuidado para evitar rasgar
o romper el peritoneo.

4.

&.

10,

Inyectar {ntraperitoncalmente 40 ml, de NaGl esteril al 085
X utilizando agujas de insulina.

Mover el ratdén, “agitandolo™

Cosecha: extraer con ayuda de joringas de 50 ml, el exudado
peritoneal donde ya estan pendid los ¢ 1
en  solucién salina.
De q 4 log 3-ulti pasos =0 repiten de 3 a 4 veces mas
por ratén para obt.ener Lo mayor cantidad posible de
microorganismos.

Colectar el exudado en un matraxz.

Rfectuar lIa cuenta de células del ratén y del parasito en el
hemocitémetro.

Pase: con este exudado se 1 1 int

P te 10
ratones sanos, para continuar cultivando al toxoplasma.

a6



132~ CULTIVO DE Toxoplasma EN CELULAS * VERO .

1. Se efecus el cultive en 10 botellas de cultivo Corning de

2B cc. 7/ curva de crecimiento.
10 botellaxs de cultivo, que tienen una

* y 80 ml, de medio 199, ajustando

2. Pase: s£o {nocularon
mopocapa de células * Vero
«l indculo a 1,000,000 de taquizoitos / caja .

Estas cajas se dejan en la estufa Hotpack a 37 °cC.

horas =me efectus la cuenta 'de microorganismos en el

4. Cada 24
hemocitémetro. i
5. C h se lecta ol medico 199 de las botellas de cultivo con

ayuda de wuna jeringa, y el medio se elimino de los

{end, la técni para obtener toxoplasmas

parasitos, sig

concentrados.
6. Se e los )? y =e colocan en viales pequelios,
3 dando la t on el g elad .
133 PURIFICACION PARCIAL DE T. gondii
Para la Mmi 16 de élul de ratén de ia

“cosecha", que pueden ser mas antigenicas que ol propio

microorganismo, y asi evitar
on las diferentes p

1 . at ! los

toxaplasmas o el antigeno,

1 étod como son:

a) I



b3,
<

d).

ad.

By,

<

a3,

Centrifugacién (€17,29),

Filtracién con b de poli b ¢ Cmillipore> de

ag m, de porocidad €38),

Filtracién del exudado con agujas de insulina

El método de T bacid dh ia, sist.e en hacer que
las células de ratén, se adhieran a las paredes del matraz
Yy & las “perlas" de vidrio. Después de la cosecha se coloca
el exudado peritoneal en el matraz con “perlas" en cantidad
suficiente para que cubra @l exudado y =e dejé6 on la estufa
Hotpack a 37 °C, de 2 a 3 hrs., al pasar este tiempo se
colecta el exudado en otro matraz y se procede a la cuenta,
para doterminar su eficiencta.

La centrifugacién =e reallzé con una centrifuga Bekman
2 500 r. p. m. / 3 min., a una temperatura de 4 °C antes de
la centrifugacién se llevé a cabo una cuenta celular en el

h it.émet. y d ) 14 tanto el sobrenadante como

#! precipitadc, para obsorvar la eliminacién da células vy

particulas de tejido de ratén .
) { branas

En la filtracién con ANaL, £
Millipore preparadas en un filtro Swinnex, roalizando antes
y después de la filtracit la cuenta célular,

En lo que respecta, a la filtracién realizada con agujaxs de

insulina, la cosecha se hace paxar & través de la aguja en 5

1 t bié: =e lMzé un conteo celular, antes y

después de la filtracion.



13.4.~ OBTENCION DE TOXOPLASMAS CONCENTRADOS

La muestra que se obtiene del cultivo en Células
* Vero " y de cada método de aislamiento se centrifugaron a 6,000

pm. / 5 min, 14 d los siguiente,

pasos.

17, Ajustar la . centrifuga Sorvall a 4 °C

2), Centrifugar la * muestra en tubos de policarbonato a 5,000
. p.m /5 min.

3. Eldmi el b dant.

4>, El p ipitad se Pend con Na CI esteril al 085 X

1 4 1

un

igual  al  exudado peritoneal

“cosechado", y se repite la centrifugacién.
%Y. Se repiten loz 3 - ultimos pasos 5 veces mas, para lavar
bien @l material bioclégico.

6). Fl1 dltimo proaipitﬁo =o d

en una mini cantidad

de NaCl esteril al 085 X €€ 20 ml. >.

7. Se colecta el precipitado, que son los toxoplasmas en un vial
pequefio y se guarda en el congelador.
13.5~- FIJACION . DE T. &gondil

farsa fljar los toxoplasmas se llavaron a cabo los=

siguientex pasos @
13. Ajustar la centrifuga Sorvall a 4 °c

2). Centrifugar la muestra en tubos de policarbonato a 6,000

39



P, p.Mm /85 min.,

3> EM el b d. .

4). El precipitado =ze resuspende con Na Cl esteril al 085 %
empleando un volumen igual al exudado peritoneal
“cosechado'. se repite la centrifugacién.

8), Agregar glutaraldehido al 6.0 X al segundo precipitadec vy
resuspendaerio.

43, Dejar reposar 30 minutos.

73. Eliminar el fijador, repitiendo los puntos del 1 al 3 cuando
Mmonox 10 veces mas.

®). El1 ultimo precipitadc =o resuspende en una minima cantidad

~ de NaCl esteril al 085 X ¢ 20 m.>.

9), Se colecta el precipitado, que =son loz toxoplasmas en un vial

pequefio v se guarda en el congelador.

136~ INMUNIXZACION Y RETO

Con lo= microorganismos fijados =e realizaron

i 1zact = & 1 lotes de rat =, Los pri 6 lote fueron
indculados con 04 ml. de 1t kv de t 1 fijados sin
L y ol de t pl vivos ocupados en el reto,

para el primer evento fué de 14,950. ¢ se trato de ajustar el inéculo

a 15,000 D> y en los :| pori t &e retaron con un nimero
1o mas cercancs a 1,500 toxoplasmax ~/ ratén , ya que el primer
resultado de mortandad indicé que no se dio una respuesta inmune

favorable.

40



n la 4 6n con un nu de ¢

Y su posterior reto se llevaron a cabo los sigulentes pasos :

17. Se hicleron lotes de 10 ratones.

2). Se 14 L d ;| a cada ratén / lote € una cada soemana
con 04 ml. de toxoplasmas fijados, sin concentrar

3. A 1 de la Glti 4 16 se g en blanco ,

Lodos los ratones.

47. El Suero Anti-Toxoplasma fué neutralizado ag: dole un 50 %X de
su volumnen, de exudado peritoneal de ratén enfermo y se incubo
a 37 °c / 30 min. ’

%Y. El namero de toxoplasmas en el susro a inocular a ratones &anos
fué ajustado especificamente para cada Jote,

8%. Para ol reto, xe indculo este Suero + Toxoplasmas vivos a
rat.ones sancs.

7. Lom ratones testigos fueron retados con el mismo nomero de

Toxoplasma que su P i lote P l, pero el susro
fué sustituido por Na Cl emteril al 0.853 X .
9. Se llevaron a cabao observaciones diarias, anotando mortandad de

ratones / dia.

Los 35 siguiente lotes se i1 v 1. con un
ifico de ¢ 1 y fueran trabajados de la sigulente

forma :
1% Se 14 a i 1 a cada ratén / lote ¢ una cads
memanas ) con : 300,000 ; 41,500,000 ; 2,500,000 y 5,000,000 de

41



2.

3.

45,

toxoplasmas para los lotes 1, 2, 3 y 4 respectivamente, el 5to,
lote que representa el testigo fud inmunizado con 0.1 ml de
Na Cl esteril al 085 % .

A la de la pri i i & fueron sacrificados dos

ratones de cada lote para ¢} s=u dado perit 1

A la memana de la ultima i én o rotar los t, con
2,485,000 Toxoplasmas vives. ( =se ajusto lo mas posible a
2,500,000 > -

Se llevaron a cabo observaciones diarias, anotando la mortalidad

de ratones / dia / lote .

Los 3 ualtimos lotes fueron i szad son toxopl

concentrados y se trabajaron de la siguiente forma :

1

2.

3).

4.

Se 14 3 i } 1 a cada ratén / lote € una cada

sEemana ) con 01 ml. de toxoplasmas fijados y concaentrados.
En lox ratones testigos también 23 realizaron tres
inmunizaciones pero con U041 ml. de Na Ci esteril al 085 % , una
cada somana

A la de la ulti 1 =@ raetaron los, ratones con

1,490 toxoplasmas vivos. (C(ajustando 1o mac posible a 1.500)

Se 1 a cabo b 4 diarias, anotando la mortalidad

de ratones / dia / lote .

42



140- RESULTADOS

Se ob a en el d 1 la cantidad de taquizoites v
células de ratén / ml. obtenidas en diferentes cosechas del cultive
en ratédn.

£ d 2 P it los p ai de crecimiento /

dia de Toxoplasma gondii , en cultive de tejidos y el promedico de las

8 curvas de tent realizad t, a la grafica 1 este

En el cuadro 3 se muestra 1la correlacién de

Tt md de la p: i6n de T. difi , en ratén y células ‘"Vero®

La grafica 2 4 1a lacién de dimient del imient

poblacional en las 2 formas de cultiveo.

Lkas resultados obtenidos en la Purificacién de T.
gondit , con el método de Incubacién-Adherencia. Se observan en el

cuadro 1 y grafica 3

En el cusdro 4 se ti n los ltad L d en
1a purificacién del microorganismo empleando el método da
centrifugacién y la grafica 4 nos P ta estos 1t.ad

En el cuadro S Sse observan Jlos resultados de
recuperacion de toxoplasma y eliminacion de células de ratén con el
método de, filtracién con membrana y la grafica 5 reprosenta estos
datos.

En el cuadro 6 me exponen los datos de recuperacion y
eliminacién csélular, con el método de filtracién con agujas de

insulina y la grafica 6 se refiere a estos resxultados.
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CUARDRO No.- 31 Rendimiento dela Purificacion de Toxaoplasma
sondii oon el Metodo de Incubacion—Adheren

oia.
T = Taguizoltos

C-R = Celulas de Raton

o caspsperclisariiacapuien | = Reateasiaslees
® Calulas da Raton
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CUADRO No.

gondii en nelulas

UERO.

t Rendimiento del orecimiento de T.

INo.

No.de Tagqui
zoitos Ino—

ramedio del ogrecimiento
de Taquizoitos/mlsdia

de culados / No. de Tagui
Eventos (Hotella roitom / ml. 1 2 3 - 3

E S 1,037, 220 129,37 175,888 225,000 [655,000 | 4,637,00014,700,000
2 1,000,002 125.2590 100,008 [250,000 §3,638, 3,350, 08045,437,000
a 968, Aaa 122,500 83,008 §300,080 [162,000 § 2,398,000]4,390,000
- 99a, 800 123,750 128,000 flaca,200 [700,000 | 5,273,000]1%,430,080
B} 1,030, 00 131,238 127,000 281,800 [2,230, 4,30,088]3,225,008

X de

Taqui—

zoltos. 1,@11,020) 126,423 124,000 [291,200 [1,600,008 4,3¢2,00015,040,000




CRECIMIENTO POBLACIONAL DE
'l;. gondii EN CELULAS "VERO"

|

mmra "t

MILLONES

5
DIAS
CURVA 1 CURVA2 CURVA3 CURVA4 CURVAS

GRAFICA No 1




CUADRO No. 3 1 Correlacion ds Rendimiento del
Cultivo de T. gondii en Raton

¥ Celulas VUERO .

a. [x = .
He- de X da X de % de
Ratones{Taqui
ExudadolGanancia
Incoulajzoitas
Parito—jde Tagqui
doms/ouliinocu—f 1 ~ {zottos -
tivo lados/]| X de Taquizoitos / ml. nes e @
CosechajCul tive
[Raton
Crecimisnto
Maximo
23,28, 028
18 913499w 3s 1.376
Cregimienta
Hinimo
X de
No. de |Taqui-f . - - ® de
Fot-lln zoitos|X de X de Taquizxoitos / X de ([Gananoia
Inoou~- |[Inhoou~]Taqui m)l / Dia. Hedio jde Taqui
ladas/ llados/jzoitos 199 / |zoitaos /
CultivojCada /m1l. ES 2 <] 4 L] CosechafCul tivo

<P YN e




MILLON
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CORRELACION DE CRECIMIENTO
POBLACIONAL DE T. gondii EN
RATON Y CELULAS VERO




RENDIMIENTO DE LA PURIFICACION DE

T. gondii CON EL METODO DE
INCUBACIOM - ADHERENCIA
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CUADRO No. 4:

Rendimiento dela Purificaciaon de Toxoplasma

gondil con el Me todo dr Centrifugacion
T = Taquizoitos
C—R= Celulas de Raton
No. _d Cqlul - d
hscssgasat ~Prarttacaioler |~ Brodametazieer
% E? Calulas de Raton
iminadas
Ti142,408, 200 T3 3,100, 208 T 41,12
C—-R3:98 C~-R 1 S C-R 1 94.89
Ti116,230, @00 T: 3,920,322 T 1 36.30
C—-R: 32 C—R 1 3 C-R 1 83.3
Tia5, 800, 208 T 7.3002, 228 T 1 46.20
C—~Rs 33 C-R 1 12 C~-R 1 77.33
T113, 6350, 802 T 8,030,000 T 98.97
C—R126 C~R 1 13 C-R 3 30
Ti114,230,@2 T 3,150, a0 T s 36.14
C~R146 C-R 1 7 C-R 3 84,78
Ti114,323, 000 T: 5,300, A0 T 38.39
C—Ri1 64 C~R s 3 C-R s 92.10
Ti1i4,723, 82 T 7,648, 0@ T s 92,42
C—R: 39 C—~R 1 12 C~R &t 69.23
Tsi7,08350, 20 T 8,764,020 T z 49,99
C—Ra17@ C—R & 1@ C—-R : 89.74%
T:119,930, 200 T+ S.100, 200 T 1 46.37
C—Ru1 4% C~R 3 7 . C~R 1 B84.44
T149,379,800 T: 8,690,000 T 31 44.83
C—Ri137 C—-R 1 6 c-R 1 683.786




RENDIMIENTO DE LA PURIFICACION DE

T. gondii CON EL METODO DE

CENTRIFUGACION
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CURDRO No. 3: Rendimiente de laPurificacion de ToXopRlasua
’ gondil sen el Metodo de Filtracion

con Membrana de 3.8 " w de Porosidad.

T = Taquizoitos

C~-R=Cslulas de Raton

No. _de Calull- o. de C lulal “ R- quuizaaito-
n Exud 9 g.ﬁfgrl a a ecuparado
eritanea uxr cacion - Celulas de Raton

3T rrerey
Ti111, 302, Q81 T: 8,752, daa T 76

C—Ri: 83 C—R: 6@ C—R 1 29.4
T 3,700, @20 Ts 3,280, 2A0 T s+ B86.48

C~R:172 C—Rs 39 C—-R 1 43.83
Ti110, 233, 00 T 7.300, a1 T 72.63

C—R:832 C~R: 44 C—R 11 15.38
Ti117,9@0, 0@ T: 13,300, 200 T 1 86.39

C—R:86 C—~Ri3 33 C—R 1 36
Ti114,238, 22 T: 14,300, aad T 1 8Q.42

C-R: 3@ C—R: 21 C~R 1 42.78
'I'I'S.S‘ 45@, 209 T: 14,243, @0 T 83.499
C-R:8@ C--R: 38 . C—-R 1 27.3
Ti1i3,630, 0AQ T: 12,4653, 220 T 79.683

C—R: 69 C—R: 42 C~R 3 35.38
Ti19,0820, 088 T1 7.934,. 09202 T: 8@.993
C—~R143 C~R: 34 C—R 1 24,44

T142,3933, Q0@ Ti 12,275,289 T 681.83

C-R:82 C—R: 39 C~R @ 26,04
Ti18,279, 800 T1 13.730, 800 T 86.19
C—R: 341 C—-Ri1 33 C—-R 3 321.37




RENDIMIENTO DE LA PURIFICACION DE
T. gondii CON EL METODO DE

FILTRACION CON MEMBRANA
100

80 - W @ . B3

%

20 L - e DOl AL - - . |

1 2 3 4 5 6 T 8 9
No. DE EVENTOS

I@ % DE TAQUIZOITOS RECUP. i % DE CEL. DE RATON ELIMIN.
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CUADRO

No. 61 Rendimiento dela Purificacion de ToxoplasMa

gondii oun -l Me todo de Filtraoion

con Aguda de Insulina.

T = Taquizoitos
C-R=Celulax de Ratan

No. _d [] 1 . “

|;g Exadnaéu .'Ié .n",;.c&;"‘l:' * Rzuru.pqaux!nz:fu‘-ta.
eritonea r cacion " Celulas de Rato

F BY Sh RO n

Ti118, 408, 2202 T 48,730, 200 T14101.90

C—Rz:312 C~R: 49 C-R: 66.66
Ted17,38@, B0a Ty 17,300, a0 Ts 99.7@

C~R:116 C—R: 12 C~-R 1 27.00
Ts1i9, 252, 02A T: 13.7ea2, 202 T 89.83

C—R:116 C—~Ri1 4 C-R: 73.@@
Ti11%,330, @02 T: 16, 200, 202 T s 1@3.93

C—R: 34 C—~R: 33 C—-R : 38.88
T:110, 680, dAS Ti1 10,730, 008 T 124.91

C~R: 33 C-Rs 12 C-R : 63.63
Ti110, 500, 202 Ty 42,730, @00 T 418.@9

C~R3: 22 C—R: 1@38 C~R : 34.354
Ti12,730, 800 T: 3,100, 222 T 112.72

C~R19 C~R: 2 C-R s 77.77
T18,.0350, 008 Ty 9.638, 200 T s 419.87

C—R3 413 C~Rs: B C=R: 308.46
Ti114,870, @20 Ti1 16,198, 0@ T 14@8.79

C-~R127 C—Ra 12 C-R 1 33.83
T19, 700, a2 ‘T 6,90a, 82a T 1 221,03

C—R: 4B C—Rs1 24 C—R 1 40.00




RENDIMIENTO DE LA PURIFICACION DE
T.gondii CONEL METODODE
FILTRACION CON AGUJAS
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En el cuadro y grafica 7 se tienen los promedios del
nimero de Taquizoitos y células del ratén antes y después de cada

método de Alslamiento empleado y el p de p jes de

recuperacio vy eliminacién celular alcanzado

Con respecto a los ratones inmunizados con toxoplasmas
fijados. Se puede observar en les cuadros del 8 al 13 los primeros 6
lotes v la cantidad de Suero Anti-toxoplasma obtenida de cada uno de
ellos asi como el numero de taquizoitos indculados en el reto, y las

graficas del 8 al 13 describen 1a sobrevivenciasdia on cada

axperimento,

En el d. 14 t. P dos 5 lotes de 10
ratones cada uno, con el tnmunizaciones / ratén con  toxoplasmas
fijados, el 5to. lote -] t los Tat testigos. El reto se

levd a cabo con 2,485,000 toxoplasmas / ratédn La grafica No. 14 nos

tra la b ! ia de ratones / dia .
En @l cuadro 15, representa 3 lotex de ratones

It aladi con Toxopl trados y fljados. Cada lote y sus

respectivos testigos fueron retados con 1,490 taquizoitos vivos y la

grafica 15 muestra la sobrevivencia de ratones ~/ dia,

450- DISCUSION

Como se observa en los cuadros 1, 2 y 3 y las graficas

1 v 2 el dimient. dal It de Toxoplasma gondii en ratén, os
casi 3 veces mayor que el obtenido en el cultivo de tejido. En ratén

se alcanzéd una media de cultivo de 12,596,660 taquizoitos / ml, lo
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CUADRO No. 71 Prowmedio del Rendisiento de lox Diferentes
Metodos ams Purificacion Farcial de
Toxoplasma gondii

T = Taquizxoitos

C-R = Ceslulas ds Raton

Metodo raomedia dellPramedio del Fru‘:.dtto d;;
dae Nc. de Celulas|No. de Celulas “R:cu.pqu%nzgu- o
Purifi—- {en Exudadao despues de la xgr?ulula- de Rataon
3 minadas
cacian eritonea) - urificagion
n‘:xq‘ T142,996.00881 T 1 19,0846, 20D Ti1 86.63
A [C~Ri1 4w C~-R3 @ C—R : 8@. 19
u
T|14-96¢.BB¢A T 1 6,728, 428 T 1 44.92
C-Ri138 C—~Ri: B C~R 1 84.03
F. Pkk
q‘l m T112,.693,@0@8] T 10,372, 021 Tt 81.74
A
C—Ri1&6 C—-Ri1 44 C~R: 33.03
F, “q’
J
%l L] Ti141,910,08008] T : 12,323,000 T: 1@7.88
C—=Ri124 C—~Rs 42 C-R : 0.0




PROMEDIO DEL RENDIMIENTO DE
LOS DIFERENTES METODOS DE
PURIFICACION DE T. gondii
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CUADRO No. 8 : Resultados del Reto con ToxoplasmMma
wondid Neutralizados non Suero
Anti-Toxoplasua de Raton.
CANTIDAD CANTIDAD
CANTIDAD DE IDE TRAQUI- Hg);;ﬁ!—;l’::b
DE EXUDADO Ho. DE Z0I1ITOS8
SUERQ [PERITONEAL] RATONES INOCULADOS
Cmi.) Cml.2 RETADOS l” RATON. 7mo. 8vo.
@.6 2.3 12 4,930 6 6
CANTIDAD CANTIDAD
CANTIDAD DE - bE TAQUI-— "::;“L;l;:n
DE EXUDADD No. DE 201TO0S
Na CL ERITONERL] RATONES INOCULADOS
Emi.)d Emi.) RETADOS ¥ RATON. 7MO. Bvo.
a.6 .3 12 14,95@ 4 a




RETO CON T. gondil NEUTRALIZADOS
CON SUEC ANTI - TOXOPLASMA
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CUADRO No. 9 : Resultados del Reto oon Toaxoplasmua
gondii Neutralixados oon Suwero
Anti-Toxoplasma de Raton.
CANTIDAD CANTIDAD
CANT IDAD DE DE TAQUI- "o 20‘;“ prxz AD
DE EXubADO No. DE (z0171089
S8UERO [IPERITONEAL] RATONES INOCULADOS

¢m1.) CM1.) rerapos |- maton. |7mo.fsema. %aiuc.F
a.4 a.2 a 1,300 - 6 2
cANTIDAD canTIiDAD |MORTALIDAD
canTiDAD pE IbE TAQUI-
p1A

DE EXUDADO No. pE  |zorras FoR D1

Ha cL lrerITONEAL] RATONES [I1NocuLADos

Cm1.) Cm1.) RETADO0S |/ RaToN. | 7ma.]iema. [tave.

2.4 B.4 e 1. 200 - -




RETO CON T. gondii NEUTRALIZADOS
CON SUEO ANTI - TOXOPLASMA
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CUADRO No. 18

sondii

Neutralizados

Resultados del Reto con Toxoplasma

Anti—Toxoplasma d» Raton.

ocon SBuero

CANTIDAD CANTIDARD
CANT IDAD DE [DE TAQUI- " DPRU; A :;:: an
DE EXUDADO No. DE zo1TO08
SUERQO [FERITOMNEAL] RATONES INOCULRADOS
Cml.) Cml.d RETADOEB |/ RATON. 7"0-'1Bnn.li$uc.
8.3 @.493 -] 1,450 it -]
-
CANTIDAD TCHNTXDRD HORTALIDAD
CAMT IDAD DE IDE TAQUI~
DE EXUDRDO Ne. DE [Z01T08 FoR pIa
Na CL |[PERITONERL] RATONES INQCULRROS
Cml.)d Cml.)d RETADDS .” RATON.
8.3 f.49 -] i,4%@
T —
e —— X




RETO CON T. gondii NEUTRALIZADOS
CON SUEO ANTI - TOXOPLASMA
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CUADRC No. 11 :

gonaty

Resultados del Reto oon ToxorlasmMa
Neutralizados

cop Buero
Anti-Toxoplasma de Raton.

CANTIDAD CANTIDAD
CANTIDAD DE oe raqui- |7 ° RP:R“ "D"‘; aD
DE EXUDADO Mo. DE IZo1To8
SUERD [PERITONEAL| RATONES |INOCULADOS
Cml.) Cml.)d RETADOS ¥ RATON. Sto. 6t0.
1.@ a.a 12 1,608 a a
CANTIDAD CANT IDAD MORTALIDAD
CANT IDAD DE DE TAQUI-
DE EXUDADO Ho. DE lza1Tos8 POR DA
Na CL [PERITONEAL] RATONES [INOCULADOS
tml.) Cml.) RETADOS |/ RATGN. 3to.l 6to. | 72ta.
1.@ e.3 12 1,608 - -] -




RETO CON T. gondil NEUTRALIZADOS
CON SUEQ ANTI - TOXOPLASMA
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CUADRO No. 121 Resultados del Reto pon ToxoplasMma
gondii Nsutralixedos con Suero
Anti-Toxoplasma de Raton.
CANTIDAD CANTIDAD
CANTIDAD DE DE TAQUI~ “:’;;“‘;‘:zn
DE EXUDADD No. DE 2017108
BUERD FERITONENAL] RATONES INOQCULADOS
(Mm1.2 (mi.2 RETADOS . RATON. Tma. Qva.
2.3 2.1% B 1,661 L -
CANTIDAD CANTIDAD MORTAL IDAD
CANTIDAD DE DE TAQUI-
DE EXUDADo Ho. DE zZgirTos POR pra
Na CL JPERITONERL] RATONES INOCULADDS
tml.d Em1.) RETADAS 7 BATAN., 780 Buo.
a.3 .13 L] 1,662 4 L]
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RETO CON T. gondil NEUTRALIZADOS
CON SUEO ANTI - TOXOPLASHA

E

No. DE RATONES

N

N

GRAFICA No. 12

3 4 5 6 7 8
SOBREVIVENCIA / DIA

RATONES RETADOS RATONES TESTIGOS




CUADRO No. 13 1 Resultados del Reto con Toxoplasma
wgondii Neutralizados con Suero
Anti-Toxuoplasua de¢ Raton.

CANTIDAD CANTIDRD
CANTIDAD DE E TRQUI- H:z;“";’::n
DE EXUDADO No. DE oxros
SUERO [PERITONERL| RATONES INOCULADOS
Eml.) Cm1.) RETADOS J” RATON. Sto. 6to.
=
1.0 a.3 18 1,344 -] 2
CANTIDAD CANTIDAD
CANTIDAD DE No. DE E TAQUIX- ﬂo:o:ﬁ:lnnﬂb
DE EXUDADO RATONES arros
Na C1 ERITONEAL] TESTIGOS {(INOCULADOS
Cml.) Cml.) RETADOS |/ RATON. 3to. 6to.
i1.a 2.3 i@ 1,344 - ae




RETO CON T. gondil NEUTRALIZADOS
CON SUEO ANT! - TOXOPLASMA
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CUADRO No. 14 ¢t Resultado del Reto a Ratones

Inmunixzados cen un No.
especifico de TX. gonaiil
FiJados.
X Dpe No. DE
No. DE JINo. DE ITAQUIZOITOSHTARQUIZOITOS [MORTAL'IDAD
hﬁTONEB hATONEE FI1JADOS E vivos POR DIA
7/ LOUTE [RETADOSlINOCULADOS/|INGCULADOG/
RATON RATON 3ro.[49to. [Jto
12 12 385,833 2,483, 220 1 — 9
12 i 1,924, 00 2,403, 00 Ealad - 10
12 i@ 2,693, 8400 2,483, o202 bl 1 9
12 1@ | 4,974,008 | 2,485,000 | —— - [
B.,1 ml.
de Na C1 Eabad i 9
TEST‘GS 1e al @.83 ¥ 2,493, 200
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CUADRO No.

Inmunizadas

con
Conoentrado uw

T

13 : Resultado del Reto a Ratones
gondii
FiJados.

No. DE
No. DE [Na. DE TAQUIZOITOSIMORTAL IDRAKRD POR DIAR
RATONES[RATONES vivas
7 LOTE [RETADOSIINOCULADOS/ solaa az
RATON 3rajdetol|’mofBualdnof mao | To a
ia 12 1,490 - 2 g 2
TESTIGO 12 1,490 —_— e - e q
16 16 1,49@ 6 6 |——1-—-|— 4
TESTIGO 16 1,430 — == --]--] 6] 20
[} (] 1,430 e |-1--] 2| 2]s
TESTIGO ] 1.499 —]--1-~]--]--]a]2]|2




No. DE RATONES

-t
o

b
o

RETO CON T. gondii NEUTRALIZADOS
CON SUEO ANT! - TOXOPLASMA

N
L \
\“ \\
S |
L I uf e Dy
1 3 4 T ) 8 9 10 11 ) ]
SOBREVIVENCIA / DIA

1.RATONES RETADOS 1.RATOMES TESTIGOS 2.RATONES RETADOS




que representa 1,378 X de ganancia. Y en el cultivo de tejidos el
promedio de cultive fué de 5,040,000 de taquizoitos ~/ ml, lo que

€

p un p tajo de ia de 498.52 %.

Estos resultados hacen pensar que la mejor opcién es

continuar con el cultivo del parasito en ratén, perc hay que
iderar los siguient fact antes de concluir esto :
Primero: la cantidad de ml. de dad perit 1 had: de 10

ratones e de 35 ml. y de medio 199 cosechado de 10 botellas
de cultivo es de 70 ml, por lo que se tiene a los parasitos

més concentradeos en el dad perit l. estéd P t

una de las razones de que el cultive oen raton se aobtenga una
mayor biomasa

Segundo: Lo mas importante ex tener un método facil y prac'-h:o‘ pPara

Sy 1tiv dol 4 g y eosto so logra con las
cblulas “"Vero', ya que presenta una serie de ventajas sobre
e] cultivoe en ratén como son

a), Las cajas de cultive no il de 1dad, durante los dias de

cultive, como en el caso de log ratones, ya que estos necesitan
de comida, agua, jaulas, un lugar limpio, etc.
- bd. Se evita la contaminacién bacteriana que suele ocurrir al

los t 1 en ratén .

el El tiempo que me ocupa en la “cosecha" en celulas *Vero" es muy

P on P 1S con el requeridc en el ratén, =i

consideramos que s necesita de una buena cantidad de
microorganismos para legar a obtensr suficlente antigenoc que nos

permita 14 di P bas de lab io, es imp nt.

gue la cosecha se realize en el menor tiempo posible y con cada
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ratén se tarda en promedio de 5 a 10 min. por cosecha y si
pensamos en un trabajo con 100 ratones se tendra un tiempo
empleado de 500 min. ¢ 83 hrs. > S 1,000 min. ¢ 16.6 hrs D,

Pero el ti de la ha de ¢ 1 en cultivo de tejido

o5 en promediode 2.0 min / botella y en 100 botellas se empleara

un tiempo de 3.0 hrs., considerando que esto  se realiza en areas

esteriles con h v pl d equipo de seguridad como
guantes, cubre-bocas overoles, botas, etc, es= convenlente
1. ol td posible en el “pase" y la “cosecha',
log o la -1 1dn con el cultivo de tejidos.
d). Es mas practico trabajar al “pase’ y la ‘“cosecha" an

botellac de cultivo que en ratén ya que con ellox hay problemas

_inherentex & su manipulacién como es, la probabilidad de una

mordida, la ruptura deol peritonec que ocasiona eliminar el

ratén sin haberle extraido lom toxoplasmas y todo lo descrito en
los puntos anteriores .

Pero la gran desventaja de oste método de cultivo es :

Cémo eliminar los restos de lax células "Vero™ lizsadas , ya que lac

presenta en gran cantidad .

Con respecto a los métodos de elimi 16n de célul de

ratén, como =e menciond es importante quitar ostas célulax de la

“cosecha™, ya que asi me evitan il d. o i pecificas,

que dan resultados falsom o deficiles de interpretar.

Con el métode de Adh ia-1 bacid P! tad
en el cuadro 1 y grafica 3 hay tres datos de taquizoitos recuperados

que estan arriba del 100 X% ¢ 108, 159 y 125 % ), esto s=e pusde
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H q T 1 gondii es un parasite intracelular y

» P

on el exudado, lag células de ratén que =s¢ encontraban parasitadas

durante el tiempo de i bacién sufren lsis, lberando sus parasitos
e incrementando el numero inicial que de ellos se tenia.

En el cuadro y grafica 4 se aprecian los resultados
do la purificacién con el métode de centpifugacién donde el

porcentaje de i6n de t izoitos solo fué del IS a 49 %,

salvo el cuarto y septimo evento que son de 5897 y 8S212 %
respectivamente . y el porcentaje do eliminacién de celulas de ratén

esta arriba del 50 X en todos los eventos.

En el cuadro y grafica 5 se an los 1t ad
del método de Triltracién con membrana , en el que se consiguié un
porcentaje aceptable de recuperacién, pero su eliminacién celular fué
menor del 50 X e incluso en sl tercer evento solo es del 1538 X ,

demas en h i s llegd a saturar la membrana lo que no

permitio terminar el método, lo que indica que e requiere de un
previo procesoc de clarificacién.

En el método de filtracién con aguja que =e presonta en
@l cuadro y grafica 6, =mobresale e! hecho que solo dos eventos asi.an_
cerca del 100 % de recuperacién, ya que los demas ostan por

arriba del 100 X , esto =me debe a que, este método rompe lacs células

de ratén Mberando los taquizoitos, lo que | ta =su
inicial y con respecto a la eliminacitn celular esta es muy
fructuante, y aqui se presentan algunoz problemas como szon el que se
Legan a obstruir las agujas, por lo que, hay que contar con varias
para concluir el método, el embolo de la jeringa suele legar a tener

mucha fricecién con la  jeringa dificultando la filtracién, lo que
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hacer al método ser poco practico.

En el cuadro y grafica 7 se ti los p: dios del

numero de taquizoitos y células del ratén antes y después de cada

método de purificaiédn leado, y el p dio de ntajes de
P P

p ion y Hmi & 1l 1 & asi ¢ que al

hacer un anAlisis de los resultados, se tiene para el método de
Incubacién-adherencia un porceniaje de taquizoitos recuperados muy
similar a la eliminacién de las celulas de ratén siendo deol 06.§5 y
8045 x respectivamente. Con la centrifugacién su recuperacién fué
del 4492 % y una elminacio del £84.03. 2 .Para la filtracién con
membrana se logro una ro:upnrach‘;n del 0171 % pero una eliminacién

del 33.03 ¥ . Final los p tajes con @l método de fiitracién

con agujas de insulinx, en su recuperacién fué muy buena va que
supero el 100 % , alcanzando 10788 X% pero su eliminacién solo
alcanzo un 50 % .

Lo esperado en la purificacién parcial eran porcientos
de recuperaciétn de taquizottos y eliminacién de celulas de ratén muy

similares y ademis muy o incl del 100 % , si algun meétodo

presentara estos resutados, =xe marcaria como el mejor, con los

resultados al d =e ob a que donde se registran los mejores

promedics fué con el método de Incubacién-Adherencia .

En los cuadros y graficas 9 a 13, observamos los

resultados de la inmunizacién y reto a & lotes de ratones trabajados

para detectar la P ta i Yy =e P L la b 1 fa /

dia para cada lote Trespectivo. Se observa que la diferencia de

resultados entre los ) P ales y los testi fué mind
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¥ por lo tanto no significativa. Li s'azll[}?i:ﬁf

los 5 lotes indicados en el cuadro v grafica 14

1 i T inicial t 12 ratonss, pero a la de la p

inmunizacion se sacrificaron 2 ratones de cada lote para revisar

T 1 de t 1 en suU dado peritoneal. La observacién al
microscopio no detecté parisitos y si una gran cantidad de Leucecitos
principalmente Macréfagos, en todos los ratones sacrificados ¢ 10 en
total 3, lo que indica una respuesta inmune celular contra T.
condli. En extos 5 lotes tampoce se presenté una diferencia

zignificativa de los resultados lo que indica que no exdstio wuna

P al r. bla.
los 3 lotes p adog en e} 4 y grafica 15 que
£ i iz ad con ¢t 1 trad y fijados tampoco

axigtio una diferencia marcada on los resultados, indicando con ello

que tampoco existic una respuesta inmune favorable.

Con los resultados poco f b1, del pri lote
tratado en el reto (cuadro 8), se decidic retar los sucesivos lotes
solo con un 10 X de taquizoitos que inicialmente =se ocupo., Lox lotes

representados en el cuadro 14 se trabajaron con numeros especificos

de toxoplasmas, pero t se b diferencia alguna con

vospecto a todos loxs demas lotes
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16.0.- CONCLUSION
164~ CULTIVO
En los resultados alcanzados con las dos formas de

cultivo se concluye :

. Para obtoner una biomasa elovada de Toxoplasma gondii se

debers aefectuar el cultivo en ratén.

23, El cultivo de Toxoplazsma gondii on células Vero ™

os ol método max practico, pero se debe complementar con

un método eficaz de purificacisén .

162- PURIFICAQGION

Lox 1tadox obt id en esta parte del trabajo

concluyen que el método de purificacién parcial mis eficiente ex el

de Incubacién - Adherencia, pero que o podra mejorar =i xe combina

con el de Filtracién con Agujas de I i3 St prd = 1
aste ultimo para lberar los taquizoitox de lox 1 itos vy d
levar a cabo 1la I hacién - Adhb 1 -

163- INMUNIZAGION
e Los resultados del reto sze concluye que no existe

una respuesta inmune contra Toxoplazwma gondii , pero esto ex

presuntivo, ya que =o requiere probar con otros esqueamas de

inmunizacién y tipos de A 13 para t datos mis concluyentex,

al respecto .
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