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I. INTRODUCCION.
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Taxoplasma sewxdti es el agente causal de la enfermedad conocida como 1oxoplasmosis. Esta

enfermedad raramente se presenta o cursa asintomatica en Jos individuos inmunocompetentes. Sin

cmbargo, esta situacién cambia en los individuos i p id ya quc estc parasito
oportunista puede causar secuclas tan graves como la coriorretinitis, encefalitis y sobre todo la muerte

del paciente.

Pero esto no gueda aqui, ya que existe otro grupo de alto ricsgo que puede ser susceptible a la
infeccion. Este grupo lo conforman los fetos de madres que adquieren la infeccion durante e
embarazo. Las secuelas que pueden producirse dependen de la etapa cn que se adquiere la infoccion.
Cuadros como ceguera, microcefalea, hidroccfalea, sordera, retraso mental o la muerte del producto

son al, de las cc que pucden p Sc en estos casos [1])

Desgraciadamente, como sucede con muchas de las enfermedades humanas, no existe todavia una
vacuna que pucda ser usada para prevenir la infeccion  por 70 gresdn. Ad as, los tr i
terapeiticos Contra este parasito no son tan efectivos Comao se quisiera

No obstante, en los Gltimos afos se han rcalizado estudios sobre el efecto protector que tienen

algunas sustancias ante diversos ag P > Estas 3 se han denominado
Iremurcestimulantes, y tiecnen la caracteristica de incremenmtar la respuesta inmune de mancra
inespecifica. Este tipo de respuesta es sufici para la climi 10n de tales ag: patogenos. El

origen de los inmunoestimulantes es muy variable, sin embargo, muchos de ellos se¢ han aislado de
paredes bacterianas y fungicas [2]

Algunos investigadores han demostrado que Zacrobacillus casei, una bacteria que se emplca en la
industria lactica como fermentador, tienc un cfecto inmunoestimulante en ¢l modelo murino. Esta
i irmulacién ha d ado que puede prevenir la infeccion de los agentes patogenos:

Sal Il Z tum, Fschwerichia coli, Pseudomonas acruginaosa v Listeria mornocytogernes. [3-5]

En este contexto, el estudio del efecto protector de Laciobacillus casei sobre la infeccion de
Toxoplasma goeadii en el modelo murino resultaba casi una necesidad. Se espera que con cste trabajo se
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d,

aclaren algunas de las dudas que exisien acerca de los g i Peci que se d

durante la inmunoecstimulacion. Ademas, sc pretende promover el uso de los Lactobacilos como
agentes terapeuticos ante enfermedades tan graves como la toxoplasmaosis.
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A. TOXOPLASMOSIS.

1. GENERALIDADES.

a. Aspectos histéricos y etiologia.

La toxoplasmosis es una zoonosis muy difundida en todo ¢l mundo. El agente ctiologico que la
causa es el parasito intracclular obligado 7t L & /s El nombre genérico Toxoplasma deriva

de las palabras gricgas roxoer = arco y plavma = forma, que hace referencia a 1a forma arqueada o de

media luna que tiene el parasito.

7. gowndu fue descrito por primera vez en 1908 por Nicolle y Manceaux, quienes lo aislaron del
higado y bazo de un pequefio roedor del Norte de Africa, Creradkiciyius gurds. que sc habia mantenido
durante cicrto tiempo en cl Instituto Pasteur de Tunez. Casi al mismo tiempo, y de manera
independiente, Splendore describe 7. govadii en un concjo de laboratorio en Sao Paulo, Brasil y
probablemente Darling lo aisla de seres humanos en el mismo ailo en Panama Al principio se considero

.

que el organi > era una especic de L . pero un ado después, tras haber sido cstudiado en

mayor profundidad, se reconocié como un parasito diferente y se cred cf nuevo género Taxoplasma.[1,
6-12)

En 1923, Janku en Checoslovaquia, describe T. goexlii en la rctina de una nifla que

gener pero ¢l papel del parasito como
o no fue blecido hasta que Wolf y Cowen en sus investigaciones realizadas de 1927

presumiblemente habia muerto de toxc

h

a 1942, demostraron progresi que 77 goexdii causa T ing itis en el recién nacido y que
la via pl ia es el i > de tr ision a través del cual el parasito pasa de la madre al

producto.[1, 6-11]



b. Tuaxonomia,

o e FNOAMENTACIY TEQRIGA g

La sitvacion taxonomica de 7. gewxdii es confusa. Parece ser un protozoo con casacteristicas

similares a otros encuadrados en los geéneros Besewntia y Hammondia. Sin embargo, en la actualidad. la

taxonomia rmas aceptada es la siguiente

Reino
Pyl
Clase
Subclase
Orden
Suborden
Familia
Géncro

Especie

Prousta

s Apicomplexa
Sprorozoea
Coccnlia

- Fucoccrdnude
Famerina
Fimerndae
Toxoplasmea
sreorncdir

Se ha aislado 7uxoplasinag de una gran varicdad de animales (mamiferos, aves, reptiles, ctc ). para

nombrarios inicialmente se cmpleaba el término 7oxoplawna seguido del nambre propio del animal

donde se habia hallado (Por gemplo, 7. curmculi, 1. cans, 7. anvium. ete,) Sin embargo, despues de

una exhaustiva revision de los ciclos de vida, estructuras y huéspedes, se reconocieron solamente siete

especies de 7axoplasmea, las cuales se muestran en la Cuadro 1. {9,13.14-16]

Cuadro 1. Especies del género Toxoplasma

Huéspedes |

Especie | Descubierto por ]
T. gondii I Nicolle & Manceaux ] 200 cspecies de mamiferos y aves.
Produce ooquistes en felinos
T _alencari_| Da Costa & Percira ] Rana (Leptodactvius acellatus)
T. brumpti I Coutelen { Ipuana (Iguana tuberculata)
T. colubri r Tibaidi I Sespientes (Coluber melanoleucus y- Coluber
viridiflavus).
T. L Frenkel & Dubcey [ Raron casero, Produce ooquistes en el gato
hammondi doméstico.
T ranac_ | Levine & Nye )] Rana leopardo (Rana pipiens)
T. serpai Scarza, Darget & lwrriza L Sapo (Bufo marinus)
Arocha

Fucre: Refesenca 14
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2. MORFOLOGIA.

T gewwdii presenta distintas formas, on razon del huésped donde se encuentra en su ciclo vital En

el huésped intermediario, sido por 0s, aves y el hombre, se presenta bajo las formas de
taquizoito o bradizoito En los huéspedes definitivos, que son los felinos (principalmente gato
d ). se | " a nivel 1 inal

con una morfologia que oscila desde las formas
CSqUIZORONICAS, MErozoitos, gametocitos y pamectos hasta el ooquiste no esporulado. En el medio
externo sc cncuentran los ooquistes con esporoquistes y los coquistes que contiencn Csporozoitos
(ooquistes esporulados) [1,6,10,11,14])

a. Taquizoito.

El taquizoito (decl gricuo suchos = rapido), llamado también troforoito, endozoito o forma
proliferativa, tiene morfologia oval o arqueada y corresponde a las formas de reproduccion rapida
dentro de las células Mide de 4 a 7 pum de ancho por 2 a 4 um de largo. Suele encontrarse localizado
intracelularmente  y puede parasitar cualquier tipo de célula, pero sobre todo las de cerebro, sistema
reticulo endotelial (SRE), retina, musculo cardiaco y musculo estriado Los eritrocitos también pucden
ser blanco de infeccion pero raramente s¢ completa la invasion . y cuando esta ocurre el parasito no
prolifera. Pucde presentarse en forma libre, que a traveés de la linfa y sanure, a veces parasitando los
leucocitos migratorios, se distribuye por todo el organismo Permanece viable por tiempo
indeterminado en saliva, leche, orina y liquido peritoneal . [1,9-11,14,17-20])

Cuando sc tificn con Giemsa o Wright, sc presenta en formaciones ovales o ligeramente
arqueadas, con el citoplasma azulado y ¢l nucleo (paracentral) de coloracion rosada Al microscopio
clectronico (Figura 1), sc observa la presencia de las siguientes estructuras. una doble membrana

(cubierta exterma), anillo polar, conoide, roptrias, micronemas, mitocondrias, microtibulos

subpeliculares, reticulo endoplasmico liso y rugoso, aparato de Golgi, ribosomas, microporo y un
nucleo paracentral bien definido con nucléolos centrales. [1,6.9,10,17,20]
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SR

o=

g
} /27//7 ke

del taquizoito de 7. gewndii. C, conoide; CR, anillo conoidal,
lisosomas, M, mitocondria;

Figura 1. Rep ati
FR. renculo cndoplasrnlco GB cuerpo de Golgi: IN. membrana intema, I,
MC, micronemas; Ml, microporo; N, Nucleo, OM, membrana externa; PR, anillo polar; R, roptria; RO
nbcnum de la roptna, SR, anillo en espiral a) Organismo entero en corte longitudinal, b)
en tres iones del polo anterior del taquizoito, ¢) Vista por encima del polo
lmenor que muestra las aperturas de las roptrias

Fucnte | Reforencia 1.

ltipli asexual, por

Cuando e taquizoito penetra en el interior de la célula se M
endodi ia repetida. La o es una forma de division especializada, en la que dos células

hijas sc forman denmtro de una célula progenitora, la cual se desintegra cuando se liberan las células
clectronica (Figura 2)

Jjovenes. Este proceso divisional ha sido estudiado con lle con la micr pi

Primero, el nucieo cambia de forma y toma el aspecto de media Juna (2). Después se desarrollan dos
conoides por delante de los dos polos del micleo semilunar (3). El niucleo comienza a dividirse y las
células hijas siguen creciendo hasta quc encuentran la superficie de la célula madre (3). La membrana

interna de la célula madre desaparece y se observan en el interior dos parasitos totalmente formados (5)
El perasito madre se desintegra liberando lo< parasitos hijos [1.6,19,20]



Figura 2. Endodiogenia observada con €l microscopio electronico. 1) Estructura del Toxoplasma
antes de la division. R roptrias, G: cuerpo de Golgi, N: micleo, M: mitocondrias, C: ! v
vacuola 2-6) Proceso de endodiogenia.

Fucsge: Referencia 19
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b. Quistes.

He una sta inmunitana,

- Cuando la cepa es poco virulenta o el hucésped desarrolla rapid
los elementos que se encuentran cn ¢l interior de la vacuola cclular se reproducen muy lentamente y se
forma ¢l quiste El quiste es un ctapa de "reposo” del parasito dentro del hudsped Los quistes son
formaciones comunmente subesféricas, aunque a vecces, por la presion ejercida por 10s tejidos vecinos,
adoptan formas poligonales; de tamafio variable, entre 10 y 200 um, se localizan fundamentalmente en
sistema nervioso central (SNC), musculo esquelético v cardiaco, v menos a menudo en pulmon. bazo v
ganglios linfaticos La pared del quiste es elastica, argirofilica v conticne hasta 3,000 bradizoitos El
quiste se desarrolla v permancce en el citoplasma de la celula huesped, su pared se encuentra
intimamente relacionada con el reticulo endoplasmico y mitocondria La pared quistica esta delimitada
por material granular, el cual también liena los espacios entre los bradizoitos {1,9-11,15,17,19.21]

El proceso de formacion de los quistes es el siguiente. las formas de muhliplicacion lenta
(bradizoitos) secretan una seric de sustancias que se depositan cn la membrana de la vacuola v
posteriormente precipitan A medida que los bradizoitos se multiplican_ la vacuola aumenta de tamano
hasta que se produce la fusion de las granulaciones de la membrana vacuolar, momento en el que ésta
se hace mas resistente y ahora se denomina como membrana o pared quistica Este hecho se produce
entre los 8 y 10 dias de post-infeccion. L.a pared quistica protege a 7. gowadir de las defensas del

organismo [1]
El quiste, que es una formacién que se encuentra cn los huéspedes intermediarios (incluido el

hombre) y en las células no epiteliales del intestino de los huéspedes definitivos, se transmite por via
on y la cc lacion a -20°C,

digestiva. Los quistes dejan de ser infectantes por ol calor a 60°C. d
seguida de descongelacion [1,9,17,21-22]
<. Bradizoito.

Los bradizoitos (del griego bradi = lento) son, por tanto, formas de reproduccion lenta que se
. S¢ conocen comao Cislozoitos, QUIStOZOitos y ZOHOCIStOSs.

encuemran en ol interior del quiste. Ta
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Morfologicamente son similares a los taquizoitos. Sin embargo, estos son mis delgados, de monor

tamailo y su nucloo esta situado mas corca dei polo posterior. Conti varios gr los de ghicod .
los cuales se tifien de rojo con & reactivo de Schiff-acido peryddico (PAS), estos grainmulos no existen o
Biologi los bradizod son P ala

son muy discretos en los taquizoitos.
destruccion por 1 proteoliti que los taquizoitos, y on los gatos, Ia infoccion por éstos esta
asocisda a periodos prepatentes mas cortos  Se reproducen igualmente por endodiogenia [1.9-

11,15,16,19,21]

d. Ooquistes.

Los ooquistes son ciememos ovoides, de 10-12 um de diametro, su pared s gruesa y resistonte, y
36l0 se han encontrado en el gato y otros félidos salvn;cs Después de la ingestion de quistes por el
gato, ia pared quistica se disucive por la i de pre Hiti en o dGmago ¢ i i
delgado. Los bradi '-labu:dospcnetnnhseduhude 4i inal ¢ inician la formacion de
numerosas generaciones de 77 @ hii en pas g predeterminad Arntes de que se
originen Ias garmnetogonias, sc desarrollan cinco tipos asexuales de 70 & Zji estructural di
sulas de epitelio i inal. Estas ctapas sc designan con lasletras A, B, C, Dy E[1,6,9,10,14])

en las

El origen de los gametocitos no se ha determinado. Probabl los mer W1Os se liberan desde
los esquizontes tipo D y E iniciandose la formacion de los s, Los ga >S Ap: por todo e
intestino delgado. pero mas comunmente en el ileon, a partir del tercer al q dia postinfeccion,
distales al nuck de la célula epitetial del huésped, cerca de las vellosidades del

P N 1> amgd

Estos sc an
intestino delgado. El inO (IMacrc %) es sub ico y contd un
y varios granulos PAS-positivos. Ultraestructuralmente, ¢l macrogameto maduro contiene

un conoide (oonservsdo desde el merozoito), varios microporos, reticulo endoplasmico rugoso y liso,
¢ iculas de doble ana y cuerpos formadores de pared; los dos aktimos

son tipicos de los macragametos.[1.9,19,20.23]

r s
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Los gametos masculinos (microgametos) ticnen una fosma ovoide o elipsoidal. Cuando la
microgamctogénesis ocurre, da lugar a la division del nicleo de los microgametos y se generan de 10 a
20 micleos nuevos. Estos miclcos se mueven hacia la periferia del parasito, cerca de las protuberancias
formadas en 1a membrana. Después de la division en microgametos se forman uno o dos cuerpos
biflagelado [1,23]

iduales Cada microg; s un or

estan comprimidos lateral , ituidos

Ultraestructuralmente, los microgametos
principalmente de material nuclear El polo anterior s una cstructura apuntalada, en e cual estan

situados 1os cuerpos basales, los que dan origen a dos flageios libres y largos. Anterior al nicleo, se
localiza una gran mitocondria. De aqui se originan cinco microtubulos, que posteriormente se
extienden a lo largo del micleo. Estos microtiibulos podrian representar el rudimento del tercer flagelo

que se encuentra en otros coccidios. [1]

Los microgametos Son pocos en numero y constituyen del 2 al 4 % de la poblacion de gametos
maduros. Estos viajan para penctrar un macrogameto. Después de la penctracion. se forma la pared del
ooquiste alrededor del gameto fertilizado Se forman cinco placas alrededor de la membrana del
gameto. Los ooquistes cuando cstan maduros se descargan al jumen intestinal por la ruptura de las

las de epitelio i inal ded gato.[1,9,10,20.23]

Los qui. no esporulados tienen una forma subesférica o esférica, miden de 10 a 12 um de

diametro. Su pared presenta dos placas incoloras. Dentro de los ooquistes se encuentran los esporontes,
los cuales ocupan casi todo el espacio interior. La esporulacion ocurre afuera del gato a partir del
defi i6n, dependiendo de las condiciones de aeracion y

primer al quinto dia después de la
temperatura.

La forma de los ocoquistes esporulados es esférica o clipsoidal y cstos miden de 11 a 13 um ae

diametro. Cada ooquiste esporulado contiene dos esporoquistes elipsoidales. Los esporoquistes miden
2 x 6-8 pm, tienen un nucleo

de 6 a 8 um. Los esporozoitos contenidos en los esporoquistes miden
oentral o0 subterminal y pocos granulos PAS-positivos en el citoplasma. Tienen cuerpos cristaloides o no
v se encucntran en otros esporozoitos de coccidios..Ultraestructuralmente, ef

que
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esporozoito es similar a los taquizoitos, excepto en- que en el primero hay una abundancia de

micronemas y roptrias [1.9,19,20.23]

3. CICLO BIOLOGICO.

El! ciclo biologico de 7. geowadis (figura 3) se puede dividir en dos fases, una fase asexual que oaurTe
en los huéspedes intermedianios y definitivos v una fase sexual que sucede exclusivamente en los
huéspedes definitivos (felidos) [1.10,12,13,20,24.25]

a. Ciclo asexual.

El ciclo asexual, también conocido como ciclo extraintestinal, inicia con la ingestion de quistes
(1a.1b) u coquistes de 7. goednr (Sb) L.os quistes u ocoquistes son digeridos en el intestino delgado por
la accion de enzimas proteoliticas, liberando a los bradizoitos o esporozoitos, respectivamente (2a) Los
bradizoitos o csporozoitos penctran las células de epitelio intestinal y es probable que lieguen al higado
por via hematogena donde son ingenidos por las celulas de Kuptfer, aunque también pueden infectar
células del parenquima (2b). Los macrofagos transportan a 7. gondne por todo el cuerpo  El parasito
sobrevive y se replica dentro de la vacuola parasitoféra del macrofago debido a que impide la fusion de
¢sta con ef lisosoma (3a) La division es por endodiogenia, un proceso de division interna (3b) El ciclo
de division produce rosetas de taquizoitos (3c) La replicacion continua produce la lisis de la célula
infectada, liberando taquizoitos, los cuales invaden a nuevos macrofagos v a otros tipos de células. Este
ciclo se repite varias veces (3d) Cuando el huésped desarrolla resistencia, la velocidad de replicacion
del parasito disminuye, provocando la formacién de quistes, dentro de los cuales se replica lentamente
7. goncdii, produciendo cientos o miles de bradizoitos. Estos quistes pueden permanecer latentes en o
tejido del huésped por aflos El enquistamiento ocurre en el huésped siempre y cuando los mecanismos
de defensa de tipo celular estén suprimidos o reducidos significativ. (3€). La infeccion fetal puede
llevarse a cabo por el paso de taquizoitos, via transplacentaria, provenientes de la madre infectada
(4)[13,20.24]
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Figura 3. Ciclo biologico de 77 geovnl/i

Fucnte: Referenaa 13



b, Ciclo scxual,
El ciclo sexual, i do ién ciclo enteroepitelial, ocurre sol en Jos folinos. Los
hudspedes intermediarios (por cjempio, cf ratdon) podrian ser infe ] por Ia i de qui u

ooquistes (5a), desarrollando quistes en todos sus tejidos (5b). El gato u otro felino puede infectarse
de otro huésped ds itivo. Los bradizoitos o

por comer este tegjido o ingiriendo ooquistes pro
©SPOTO20ItOs ue son liberados por la digestion de enzimas proteoliticas, penetran las células de epitclio
h 16n Jos merozoi sc liberan por la

columnar y se diferencian cn merozoitos. Después de su ref
ruptura de las células epitcliales e infectan otras células adyacentes. Algunos merozoitos se diferencian

ito y micro ito (5¢)

en células p ales llamadas macr

Los microgametocitos y los macrogametocitos se fusionan, formando cigotos llamados ooquistes.
Los coquistes cntran al lumen intestinal y son defecados. Cada ocoquiste esporula en ¢l ambiente,
produciendo ocho esporozoitos, la etapa infectiva de 7. govadis para cualquier huésped. El ciclo ascexual

también puede ocurrir en el huésped felino (5d) [13,20,24)

7. govxlii puede infectar a mamiferos, aves y al hombre, inclusive todos los tipos de cciulas dentro
de un mismo huésped. Ningun otro parasito, virus, bacteria u hongo puede igualar su diversidad de
d hacia algun organo o tgjido (6) {13]

s, ;
P y su inesp

4. RELACION HUESPED-PARASITO.

El porque algunos individuos desarrollan toxoplasmosis y otros no. no esta compilcetamente

entendido. La edad, Ia especie del hudsped, 1a cepa de 7. gowadii, € nimero de parisitos y la via de
algunas de estas diferencias. Por ejemplo, los monos del Nusvo Mundo y
1 is, rmicntras que los monos

™
tr P P
ial Ji son jos animales mias ptid ala P

i Quizas la evolucion, la genética y la

del Viejo Mundo, ratas; vacas y caballos son al T
ecologia tengan algo que ver con esia susceptibilidad. Debido a que los monos del Nuevo Mundo

P .
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viven en los arboles y que pocas veces bajan al suelo, ¢l riesgo al contagio por exposicion a ooquistcs es
muy bajo, por lo que no adquiricron la resi ia ala 1. is cn su proceso cvolutivo

Por otro lado, debido a que en Australia y en Nueva Zelanda no habia gatos antes de la licgada del
hombre blanco, los marsupiales no habian sido expucstos a coquistes de 7. grvudii en su proceso
evolutivo

7. guendii fue (y sigue siendo) patog para Ci Aactyvhes gnoudi, una cspecic que vive
en la regiones secas y deseérticas, donde la probabilidad de sobrevivencia de los ooquistes ¢s nula, por

tanto no existe el riesgo de infeccion natural

La patogenicidad de 7. goendii esta estrechamentce relaci da a la virul in de la cepa y especic
del huésped. Para el estudio de la toxoplasmosis se preficren generalmente a los ratones como un
modelo experimental debido al costo, conveniencia. disponibilidad, susceptibilidad y extrema rareza de
enfermedad natural.

Las cepas de 7. goexdii varian en su patogenicidad en el raton. Tales diferencias son mas marcadas

en aislamientos primarios p que la se incr por pases frecuentes en un
huésped dado. Sin ernbargo, la adaptacion a un huésped varia con las distintas cepas de 7. goexdis. Por
ciemplo, la cepa RH mata cuatro de cinco ratones infectados en ¢l primer pase en un periodo de 17 a
24 dias, y después de tres pascs mata a todos los ratones infectados en solo 3-5 dias. La patogenicidad
de esta cepa  ha sido estable por los ultimos 25 aftos. Por otro lado, con la cepa M-7741, después de 62
pases, los ratones inoculados con 100,000 taquizoitos sobreviven por mas de 9 dias [17]

Los ooquistes de todas las cepas de 7. goeadii son virulentas para el raton. Existen cepas que
picrden Ia capacidad de producir coquistes y quistes de tejido por su prolongado y repetido paso de
raton en raton. Este hecho se puede deber a la pérdida del genoma que codifica para la formacion de

estas estructuras, durante el paso rapido del estadio de taquizoito [26]
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Ciertas cepas dec raton son mas susceptibles que otras. General

las cepas singéni SO0 Mas
1 ala pl is clinica quc las no singénicas, 1o que indica, que Ia resistencia pudicra ser
genética. No existen articulos publicados que indiquen una mayor st ptibilidad a la toxopl is en

alguna rarza dec animales superiores o en ¢l hombre

El sexo pucde determinar ¢l dafo de 7. gorkdis en un huésped. Se ha encontrado gue 1a provalencia
de la linfoadenopatia cs mayor en hombres que en mujeres menores de 15 aflos, pero en mujeres
mayores de 25 afos se revierte cste hecho. Estas diferencias relacionadas al sexo se deben
probablemente al efecto que tienen la hormonas femeninas en el sistema inmune

Otros factores desconocidos, como el estrés pueden afectar los resultados de la infeccion en o
huésped. En los ratones lactantes se encuentran infecciones mas severas que en los no lactantes. Las

infe ynes caoncomi pueden hacer mas susceptible o resi a un huésped. La toxc

clinica en perros esta frecuentemente asociada a moquillo canino [17]

5. MECANISMOS DE TRANSMISION.

a Tr i por

El taquizoito es un organi

delicado incapaz de sobrevivir fuera del huésped y es destruido por
las secreciones gastricas. LLos unicos caminos por los cuales puede ser infectivo son:

e Por tr ision transpl al de la madre al feto, provocada por la placentitis que se produce

durante ia parasitemia [25,28]

Por transfusion de paquetes de leucocitos (l1a transfusién sanguinea ordinaria es virtualmente libre de
riesgo).[ 16,27] -
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® Por accidentes de labormatorio, a traves de la manipulacion de animales, agujas y material
contaminado [ 1]

® Por scr receptor de un transplante de organos infectados {1]

-

Por la ingesta dc leche matema de madres infectadas La leche de vaca o de cabra pueden constituir
un vehiculo de transmision cuando no sc hierven o se pasteurizan [27]

Aunque se ha encontrado 7. gondir en el semen de cabras, borregos y humanos, practicamente no
hay riesgo de transmision vendérca. Tambien se ha encontrado en saliva pero no existe evidencia que
indique la transmision por besos [ 3]

b. Transmision por quistes de tejido.

La ingestion de came cruda o mal cocida que contiene quistes de 7. grradii es el mecanismo mas

frecuente de transmision. Los bradizontos que se encuentran contenidos en los quistes de animales

»s, son los ca dc la infe

La carne puede ser de orfigen ovino, porcino, bovino, etc
Los quistes de tejido no resisten temperaturas de coccion mayores de 70°C, ni temperaturas de

congelacion de -20°C  Los procedimientos de salado, curado y salmuerado también destruyen los
quistes [29]

c. Tr ision por

Este es ¢l unico ismo de trar

on para los herbivoros y uno de los mecanismos para
omnivoros y camivoros Los ooquistes contenidos en las heces de gato no son infectivos
inmediatamente después de ser excretados por el gato, se requicre de 3 a 5 dias para que se lleve a cabo
1a esporulacion. Los ocoquistes esporulados pueden contaminar los alimentos y el agua, v por tanto set

fuente de contaminacion para una gran variedad de huéspedes, incluido ¢l hombre. La contaminacion de
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los alimentos puede llevarse a cabo por vectores biologicos, tales como las moscas, cucarachas o

gusSanos y por factores climaticos, como son las lluvias y ¢l viento. Los ooquistes son estructuras
[ 30-31]

altamente resistentcs que pueden sobrevivir por tiemp ido en cf

6. EPIDEMIOLOGIA.

La infoccion por 7. gvwadii on humanos y animales osta muy difundida en todo e mundo (Cuadro
2). Aproximadamentc medio billon de la poblacion humana tiene anticuerpos especificos comra este
parasito. La prevalencia de la infeccion varia en diferentes areas geograficas de un pais. Las causas de
esta variacion todavia se desconocen Las diciones ambi jes pueden determninar of grado de

difusién natural de la infeccion. La prevalencia s mayor en climas tamplados y hiamedos que en climas
babl a las condiciones que

frios y secos O en regiones montafosas Esto esta relacionado pr
favorecen la csporulacion y sobrevivencia de los ooquistes on ¢l ambicnte [32-48]

Los habitos culturales e higiénicos de la gente juegan un papel muy importante en ia prevalencia de
lo, los paises americanos y europeos, que acostumbran consumir la came

1a 1. Por c3
poooeocidaoauda.prsananunrnayornagodcsamfccmdosconquxstadcxc;ndo que los paises
oncm‘layaf‘ncmosquccocmanbumlacamcamudeoomulaAdams.seh-amndoquehs
L is por cc con

poblaciones que conviven con gatos tiecnen mayor riesgo de adquirir toxop

ooquistes.[ 37.38]

Se ha observado que d ricsgo de infeccion €s mayor en personas que tienen Contacto con terra y
animales, tales como despachadores de carne, granjeros, ganaderos, agricultores, etc. Este hecho pone
denmﬁc:oquehtoxoplmsua:unﬁaoroa:p‘amdaldcbshbaume
4ii tienen un aho riesgo de adquirir la enfermedad.[ 45])

es que trabajan con 77 &

La pr fencia de 1a i i6n aumenta con la edad como hado de la exposicié i al
riesgo de 30. No ob sc ha ence do que en centroarnérica y sudamérica la mayor

mcadk in de d is cs durante la infancia [43,48]
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El reservorio para 7. swexdii, entre los mamifcros comprende fundamentalmente los roedores
(ratas, ratones, concjos, cic ) Ocasionalmente. también pueden comportarse como tales ¢l mono, el
zorro, ciervos, etc. Pero sin duda los mas importantes, sobre todo por los habitos dictéticos humanos,
son los animales de abasto (dvidos, bévidos, suidos, capridos) Las aves de mayor riesgo son las
domésticas (gallina, pollo, paloma, pato) Hay también que considerar a aquellos animales domesticos
que csthn en contacto con o hombre, especialmente e perro y sobre todo e gato [32-
36,39,41,43,44.47]) *

Cuadro 2 Seroprevalencia de anticuerpos contra 7. svwxdsi en humanos
1

' Localizacién Nuamero de Prueba Titulo aceptado Porciento de
i s positivos
“Egipto 161 DT V16 29
. Nigeri 20 DT [ A |- T 72
Somalia 165 DT 18 a3
_Sudan 125 DT 1:16 73
Costa Rica B&3 DT 1.2 61
Ecuador 101 DT 116 78
"G ala 100 DT . 14 |
Canada 4,130 IFA t 20 31
México 14,689 DT 1°16 ¢ 30
: Estados Umidos 95,929 HAL 164 8
Brasil 6,079 IFA 116 79
Chile 415 DT a6
iran 1779 IFA 1:20 56
Austria 38832 IFA 116 47
Francia 8612 DT 1250 81
Alemania 1008 IFA 110 74
| Holanda 3040 DT 116 59
Reino Unido 10677 DT 132 13
Grecia 228 DT 1:16 60

DT, Dy test. IFA: HATL T

Furnic: Referencaa t

Un gato infectado puede arrojar millones de ooquistes en sus heces on un intervalo de tiempo de
una a tres semanas. Este hecho raramente se repite, a menos que ¢l gato sufra desnutricion, infeccion
por Isaspova_felis o inmunosupresion por administracion de cortisona. En muchos paises, la proporcion

de gatos que excretan quistes en un v ento dado es solo del 2% [1]
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El gato domeéstico (Felis cams) no es o Gnico animal que puede producir ooquistes, sino que
existen otros félidos que pueden ser fuente de infoccion para ¢ humano vy otros animales  Algunos de
estos félidos son el Tigre de bengala (77 Bengalensis), cl ocelote (5. pxardkelis), ol jaguar (5.
yagourowndr), y cl ledn de montaila (5. concolor). [24,49]

7. PATOGENIA.

Cuando 7. gowadii penctra las células de itclio i i sc multiphi dentro de cllas, vy

posteriormente, se discmina a través de la linfa y sangre localmente a nodulos linfoides mesentéricos y a
Organos distantes . Antes quc otros Grganos sean dafados scveramente, o huésped puede moris debido
a la necrosis del imtestino y nédulos linfoides. La necrosis sc causa por la replicacion intracelular del
parasito, ya que 7. goexdii no produce ningun tipo de toxina.[24)

7. goextii llega al organismo en forma de taquizoito, vehiculado por un quiste como bradizoito o
por un ooquiste corma csporozoito Es excepcional la puerta de entrada respiratoria. cutanea o mucosa,

pero, cuando asi ocurre, las formas clinicas son atipicas y de extraordinaria gravedad [50]

7. goextii penetra en las células, previo contacto de su polo anterior con la membrana celular. La

penctracion se realiza gracias a los movimientos del parasito y probabl por la ion de la
hiaturonidasa, la lisozima y un factor incrememador de la penctracion (PEF) [51.52]

Cuando ¢l conmacto del parasito y la célula no se realiza mediante el polo anterior, la penetracién
tiene lugar por un proceso similar a la fagocitosis. Se ha observado que al parasito le toma menos
tiempo entrar por penctracion activa (15 segundos), que por fagocitosis( 120 segundos) [1]

Una vez quc ha penetrado cn el interior de la célula, queda englobado en una vacuola parasitoféra
(PV) Se ha sugerido que la PV se deriva del parisito y del huésped. El plasmalema de la célula del
huésped Que rodea al parasito se incorpora a la membrana vacuolar que se forma despucs de la
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invasion. La membrana de la vacuols parasitoféra se conectan  con la membrana de 70 gorxdie a traveés

de numerosos tubulos intravacuolares De esta mancra, la membrana es un hibrido [S1]

Dentro de las células se inicia la multiplicacion del parasito, incluso en las células del SRE
(macréfagos). donde ¢l taquizoito resiste a la muerte celular al impedir Ta union fago-lisosoma Se ha
observado que la inhibicion requicre que o parasito este viable y el proceso se inicia en el momento
mismo que éste entrdf al macrofago Es un proceso activo y parece ser el resultado de 1a exclusion
provocada por o parasito de una o varias proteinas de la membrana del fagosoma, las cuales son

neoesarias para la fusion con el lisosoma [53.54])

La sintomatologia obedece a la reaccion inflamatoria y a fendmenos de hipersensibilidad
consecutivos a la destruccion celular, mas videntes en el sistema nervioso central y globo ocular La
persistencia de quistes cn cstos Orpanos se atribuye a la escasa difusion de anticuerpos hasta
ellos [9,10,24,55)

El hecho de que 1a infeccion por 71 gewadis. presente manifestaciones clinicas mas severas on nifos
¥y que se haya demostrade mayor resistencia en animales adultos cuando se les inocula el parasito,

permite afirmar que la edad es uno de los factores importantes en la patogenia.[10]

Si se trata de cepas de 7. goexdn muy virulemtas, en tanto que aparece una respuesta inmunitaria
adecuada, la muhipli 30N intr jular cs i con formacion de pscudoquistes, que al romperse
liberan taquizoitos que parasitan cclulas proximas y por linfa y sangre ( a veces en el interior de los

leucocitos) llegan a organos muy di luida la pl. en la que originan arcas necroticas La

transmision placentaria se realiza directamente a través de los vasos, previa inflamacion del corion. o

Prov do una pl. itis con multipli ion en las cdélulas sincitiales. Posteriormente, pasan a la

sangre fetal por un mecanismo de pinocitosis También se admite el paso a traves del liquido amnidtico,
por deglucion fetal.

Si la cepa es poco virulenta o se ponen en marcha los mecanismas de defensa del huésped, lo que
acomece a las 2 6 3 de la infeccidén, 7. goexdnn se queda rclegado a su habitat intracelular
formando los quistes. En este mom. “!-: ios anticuerpos circulantes y probablementc también los
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mecanismos de inmunidad celular protessen al huésped de la diseninacion, pero ésta no ocurre si hay

inmunodeficiencias, ya sea primania, consecutivas a otras enfermedades o inducida por quimioterapin

Ein antmales nonmales se ha visto que la inmunidad no necesariamiente proteue de reinfecciones, pero en

los seres humanos no se ha demostrado este fenGmenao

Okcasionalmente, los quistes pueden romperse y dejar en libertad los bradizoitos  Si son muchos los

que se rompen, se produce una reactivacion de la enfermedad (localizada o generalizada) [1,9,10,243]

De acuerdo con Frenkel, las Jesiones tisulares en la toxoplasmosis son de la siguicnies

modalidades

1.Reaccion intflamatoria por la destruceion de las células parasitadas  Especialmente intensa
durante la fasc proliferativa del pariasito ¥y on tepdos donde no hay regeneracion celular y la
especializacion funciona! es alta como en ojo v cerebro Esta reaccion esta constituida por linfocitos,

monocitos, polimarfonucleares v a veces células plasmaticas

2 Necrosis tisular por la ruptura de los quistes durante la fase cronica  Aunque los parasitos
liberados son destruidos, hay necrosis de las células adyacentes como resultados de fenomenos de
hipersensibilidad. Las lesiones y la sintomatologia son mayores micentras mas grande es ol numero de
parasitos que se liberan al romperse los quistes, pero en todos los casos 1a retina es el orzano mas

afectado

3. Infarto y nccrosis Se presenta por la afectacion de vasos sanguincos vecinos a una lesion

tas lesiones también son de mayor efecto en el cerebro que en otros organos,

parenquimatosa

tienden a calcificarse y son visibles a los rayos X

4. Necrosis periacueductal y periventricular  El parasito entra a ventriculos a partir de las lesiones
parenquimatosas, afecta las células ependimarias y subependimanias  Hay reaccion inflamatoria y
formacion de pequeas udlceras que pueden obstruir ¢l acueducto de Silvio  Si esto ocurre, los

ventriculos laterales y el 3° se transtforman en una cavidad semicjante a la de un absceso que contiene
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parasitos, material antigénico y células inflamatornias. Este tipo de lesion se presents solamente en la

toxoplasmaosis intrauterina debido a la parasitacion tan intensa def cerebro [10]

8. CUADRO CLINICO.

a. T P

Cuando una mujer embarazada adquiere la infeccion por 7. grewkdn  puede  transmitirio

transplacentalmente a su feto Para que csto ocurra, se ha visto que es necesario que la infeccion

matema suceda durante ¢l embarazo y presentarse por vez primera [ 56-59]

8i la infeccion matema ocurre durante el primer o segundo trimestre del embarazo, el numero de
niftos infectados es menor (eatre 17 y 25 por ciento), que durante ol tercer trimestre (65 por ciento)
Las secuclas son mas graves en los ninos infectados en etapas tempranas  Afortunadamente, cerca del
60 por ciento de niflos de madres infectadas escapan a la infeccion El 26 por ciemto son infectados

subclinicamente al nacer. y solamente ¢l 10 por ciento son afectados clinicamente (6 por ciento
medianamente y 4 por ciento severamente) Poco mas del 3 por ciento mueren en el periodo

neconatal {50,57,58)

s¢ en varias formas clinicas

LaTo 1 »si snita puede pr
® Padecimiento nconatal

* Padccimiento que ocurre en los primeros meses de vida
Sccucla o recidiva de una infeccion previa no diagnosticada y que aparece en la infancia o cn la

adolescencia

® Infeccion subclinica [11])

Cuando cxiste toxoplasmosis con sintormas y signos aparentes cn ¢l recién nacido, por lo general se
trata de una forma clinica grave, con presencia de cuadro neurolagico mas o menos prominente y que,
en general, conduce a secuclas importantes En ocasiones ¢l nifo nace con apariencia normal y empieza
dlogia algunas semanas o 2 a 3 meses después del nacimiento Respecto a las

a i su
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secuclas, la mayor parte de ellas son de naturaleza ncurologica, ocular, y aparccen en edades mas

tardias, en el escolar; se han visto casos de niflos con convulsiones aisladas, cn quicnes la investigacion
L i inita, con

ncurologica y clinica conducen al dirgnéstico de secuelas de T p
calcificacion cerebral y coriorretinitis cicatricial { 11,50, 56-59]

Las formas subclinicas de la toxoplasmosis congénita pasan inadvertidas, insospechadas a menos
que haya el antecedente de infeccion matermna durante la preflez. en este caso, cof diagnostico de
laboratorio podra identiticar un caso practicamente asintomatico u oligosintomatico Al respecto Alford
y colaboradores, llamaron la atenciéon sobre algunos hechos importanies en la infeccion congénita,
llamada subclinica prematurez, alteraciones del liquido cefalorraquideo, clevacion de la IgM sérica y.
en ocasioncs, anemia, ictericia, hepatoespienomegalia y coriorretinitis  El estudio minucioso de la

b. da podra facil el descubrimiento de cstos casos subclinicos, Que merecen una atencion

particular en el diagnostico. el tratamiento y la vigilancia posterior [ 11,50]

La enfermedad clinica manificsta puede aparecer con sintomas obvios desde e nacimiento o, como
antes s¢ Menciond, un recién nacido en apanencia normal empicza a mostrar alteraciones en las

primeras semanas o a los dos o tres meses de vida [11]

Para fines didacticos es clasico dividir la Toxoplasmosis congénita en dos formas: la neurologica y
Ia gencralizada. En la forma neurologica o encefalitica la infeccion fetal se produce en el Utero v por lo
general proviene de una infeccion matemna también precoz en el transcurso del embarazo Los signos y
los sintomas de participacion necurologica son prominentes coriofretinitis, alteraciones del liquido
cefalormaquideo, anemia. convulsiones, calcificaciones cerebrales, hidrc tia y micr lia. Estas
formas son bastanics mas frecuentes que la enfermedad generalizada, en la cual la infeccion fetal sucie
ocurtir en las Gltimas semanas de la gravidez, y corresponde a una infecciéon materna que acontece en ¢f

altimo trimestre del embarazo. Los datos mas frecuentes son ictericia, hepatoesplenomegalia,
linfoadenomegalia, fiebre, alteraciones de liquidos y coriorrctinitis. Con frecuencia se observan anemia,
petequias, equimosis, eosinofilia, trombocitopenia, plasmocitosis y sindrome mononucledsico. Muchos

de los datos de una forma clinica, también se encuentran en la otra, de tal manera que lo que varia es la

Pproporciéon con que se observa.
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La coriorretinitis es, por lo general, bilateral y puede aparecer en ¢l periodo neonatal o después, su
idemificacion es de importancia extraordinaria , tanto por la elevada frecuencia con que se diagnostica
en ambas formas (94 por ciento en la forma neurologica y 66 por ciento en la generalizada), segun
Eichenwald, cuanto por su gravedad panticular En ol trabajo de Eichenwald, la monalidad de la
toxoplasmosis congénita fue de 12 por ciento, sin exastir diferencia entre la forma generalizada y la
neurolégica, entre los sobrevivientes, alrededor de 85 por ciento tienen retraso mental, ademas de otras
secuclas importantes”tales como convulsiones. espasticidad y paralisis, disminucion acentuada de la
vision, hidrocefalia, microcefalia y sordera. Debe hacerse notar que de cuatro pacientes con enfenmedad
subclinica bubo secuclas (retraso mental. convulsiones) en la mitad de los casos En 47 pacientes con la
forma subclinica, la frecuencia de las lesiones retinianas fue de 30 por cGiento, scgun Parissi, con
manifestaciones clinicas menos frecuentes on los primeros 4 afos de vida (23 por ciento) y mas a partir
del quinmo afo (40 a 50 por ciento). se considera que la mayoria de las coriorretinitis diagnosticadas en
el adulto se deben a toxoplasmosis congénita [11,50.56-58]

b. Tosopiasmoais adquirida.

La infeccion humana adquirida ocurre la mayor pane de las veces de mancra silenciosa,
imperceptible a la clinica. son las formas asintomaticas o subclinicas. La enfermedad con sintomatologia

aparente y que permite su diagnostico on la practica diaria es mucho menos frecuente (11,50, 56,59]

El periodo de incubacion, determinado principalmente a través de infecciones accidentales
ocurridas en ¢l laboratorio, ¢s de 3 a § dias, aunque se admite que puedce ser mas prolongado [9,11]

En esencia, la sintomatologia consiste en fiebre, exantema maculopapuloso, linfadenitis, signos
falitis, que en la practica sc relacionan de mancra sumamente

din de nev i i ditis y

varisda. De acuerdo con el predominio de unas u otras manifestaciones, pueden obscrvarse las

siguientes formas clinicas
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Formas ganglionares Son las que se observan con mas frecuencia y se caracicrizan por ficbre,
ataque variable al estado gencral, adinamia, astenia y dolores ntusculares Se ha observado algunos

casos en los que la ficbre es cfimera y en ocasiones no existe

2 cm, se¢ vuelven un poco duros, sensibles,

Los ganglios aumentan de tamano v alcanzan de 1 a
pero no muy dolorosos, no se adhicren a los planos protundos, no son coalescentes y no se fistulizan
La afeccion ganglionar puede alcanzar los ganglios occipitales, retrosuriculares. submaxilares,

cervicales, axilares, inguinales v tambien los del hilio pulmonar ¥y del mesenterio. Los afectados con mas
frecuencia son los de la cadena cenvical, en forma bilateral [.a regresion de Ia inflamacion ganglionar a
veces es tardada; puede persistir vanos meses v hasta mas de un aflo Puede haber angina critematosa

Maoargenfeld menciona que en estas formas se encontro anisocoria en 35 por ciemo de los casos En
cuanto a la esplenomegalia. puedec descubrirse algunas veces, con un bazo aumemtado de 1 a 3 om,
blando ¢ indoloro Son formas semejantes a la mononucleosis infecciosa con reaccion de Paul-Bunell

negativa [11,25,19.50,.56,59]

La biometria hemadtica puede mostrar leucocitos en numero normal o leucocitosis discrewa,
linfocitosis y a veces eosinofilia leve. La velocidad de eritrosedimentacion, en general, es normal {7]

del, i , mialg idos por la

Formas exantematicas Sc tnician con ficbre,
aparicion de un exantema maculopapuloso, rojizo o rosa palido que afecta el tronco ¥ respeta la cara,
cuero cabelludo, palmas de las manos y plantas de los pies. Es de duracion efimera, de 2 a 4 dias.

Muchas veces coexiste con adenitis cenvicales, ictericia v hepatoesplenomegalia

En adultos y pacientes con  enfermedades inmunosupresoras  (leucemias, linfomas
agamaglobulemia, SIDA) asi como en tratamiento inmunosupresor (. ati
agentes alquilantes) se han referido cuadros graves de Toxopl.
oportumsu del parasito, en estas situaciones, el exanterna es hemorragico, profundo, con dolores

general, cuadro respiratorio sugerente de neumnonia intersticial o

bolitos,
que dam an el caracter

" . al d

cardiaco como dec miocarditis; ademais, puede haber trastornos del comportamiento. Son casos
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excepcionales que se ven en la infiancia y que asemejan una rickettsiasis, la ficbre manchada, v que, en
general, llevan a la mucrte en 2 a 3 semanas {60-61 )

Formas meningoencetaliticas Habitualmente son nmuy graves, muchas veces mortales vy se
diagnostican pocas veces Sc manifiestan con cefalea, vomito, somnoléncia. comvulsiones ¥ pueden

evolucionar al coma v a la muerte Algunas veces predomina el cuadro meningeo y a veces un cuadro
encefalitico, pucde haber cuadros piranndales, cercbelosos, paralisis ocular, con fichre al principio,
durante o0 en o transcurso de la enfermedad El examen de liquido cefalorraquideo es util por las
posibles alteraciones siguientes hipercelularidad a base de linfomononucleares, presencia de cosinofilos,
con glucosa y proteinas gencralmente normales En la sangre perifénca hav eosinofilia con reacciones

serologicas positivas para toxoplasmosis a titulos bajos

ifc ioncs aisladas y se pr en Ia clinica,

Formas miocardicas. No son frecuentes como
como miocarditis agudas, como regla, la afeccion miocardica forma parte de los cuadros graves de

da. La evolucion varia de benigna a mortal

Formas pulmonares La afeccion pulmonar, en la toxoplasmosis s¢ presenta bajo la forma de
neumonia intersticial, en realidad, es dificil que ocurra este cuadro sin otras manifestaciones clinicas de
deniti. y otras

la enfermedad., tales como I

Formnas oculares: Son muy poco frecuentes como manifestacion de toxoplasmaosis adquirida,
puede ocurrir una coriorretinitis progresiva en virtud de la multiplicacion de taquizoitos y también ser
de forma circunscrita por la liberacion de bradizoitos debida a la ruptura local de un quiste. Se han
relaci > uveitis, irid y conjuntivitis con la forma adquirida de la enfermedad En general. se
diagnostican con titulos bajos en las reacciones serologicas

Lo que sc ha observado en la practica es una prevalencia elevada en las formas ganglionares que,
en ocasiones, coexisten con las otras formas. con exantema. neumonia intersticial o miocarditis Se ha
presentado ictericia leve formando parte del cuadro de toxoplasmosis adquirida y pocas veces, formas
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de afeccion hepatica importante, clevacion conspicua de bilimubinas v transaminasas y aumento del
tiempo de protrombina [11.25, 49,56.59]

Por excepcion se¢ ha  descrito  toxoplasmosis adquirida asociada a nefritis  imtersticial,
glomeruloncfritis aguda difusa y critetha nodoso Esporadicamente se han descrito otras formas:

pancreatica, con fibrosis retroperitoneal, amigdalina, pericardica, poliomiositica 1{11,59]

T grondit debe siempre enfrentarse como un oportunista que afecta con mas frecuencia a pacientes
con enfermedad 0 sepur

sujetos inmunodeprimidos {por cjemplo, enfermos de SIDA),
quicnes  desarrollan  formas graves con  afeccion  importante  del

sistcma  nervioso  central
(encefalitis) (11,60-62])

9. INMUNIDAD.

La infeccion por 7. goesds es seguida por el desarrolio de una respucsta inmune humoral y mediada
por células La contribucion relativa de cstos dos tipos de respuesta inmune a la inmunidad protectora
no esta todavia aclarada y parece depender del huésped. Sin embargo, cs de aceptacion general, que 1a

inmune diada por células juega un papel predomi enlar
infeccion por 1. gorwdss (7]

del huésped a la

a. Inmunidad humoral.

La infeccion por 7. gowadii induce la formacion de anticuerpos especifi en ef huésped. Estos
anticuerpos, cn p: ia de pl o o del factor "accesorio” inactivan los pardsitos extracelulares

que su r ana sc altere y se libere el contenido citoplasmico. De tal forma que los

pos cspecificos j
mnu'él‘lso's.[l7,63]

un papel muy importante en la destruccidon de los taquizoitos por los

En los individuos no inmuncs los parisitos entran activamente a los macrofagos, donde se

multiplican dentro de la vacuola parasitéfora. Estas vacuolas no sc fusionan con los lisosomas
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secundarios, y ¢n consecucencia cl parasito no se climina En contraste, los parastos incubados
previamente con sucro inactivado por calor proveniente de ratones inmunes o con anticuerpas
monoclonales dirfigidos a antigenos de superficie de 7. govadin, no interfieren on la fusion de la vacuola

parasitofora y lisosomas, 1o que resulta en la destruccion de los taquizoitos [ 7.63]

El papel de la inmunidad humoral en la proteccion de ratones comra 7. gondn, ha sido estudiada
en experimentos de tPansferencia pasiva, mostrando discrepancias en los resultados obtenidos Micntras
algunos investigadores han reportado que no cxiste pr

contra la infx

con cepas virulentas,
otros han encontrado que la transferencia pasiva de suero inmune o anticuerpos monocionales a ratones

infectados con cepas moderadamente virulentas resulta en una proteccion significativa [7,17.63])

Por otro lado, los animales que sobreviven a una infeccion por 7. gerxdis resisten una reinfeccion
ain con cepas muy virulentas Los anticuerpos formados en estas condiciones por lo general
permanecen  con titulos clevados por uno o dos anos despues de un ataque inicial, ¢ incluso pueden

mantenerse de por vida aunque a titulos bajos. El parasito, a su vez, pucde permanccer viable
intracelularmente por varios afios

Al estudiar la relacion emtre ¢l titulo de anticuerpos y las modificaciones que éstos pueden causar
en la morfologia de los pl se encontro que cuando los titulos son bajos, entre 1 3y 1:128, el

parasito puede atin reproducirse; cuando cl titulo se eleva a 1:34,000, ¢l numero de parasitos disminuye

sensiblemente y la division endodiogénica es incompleta. quedando los parasitos unidos sin poder
scpararse;, cuando o titulo llega a cifras de 1 16,000 0 mas, se lisa la mayoria de los parasitos y solo un

pequciio grupo se mantience en el interior de las células iniciandose la formacion del quiste [63]

b. Inmunidad cefular.

El papel de los linfocitos T en 1a inmunidad protectora contra 7. grwxdii fue demostrada por
primera vez por Frenkel (1967), quicn mostré que los hamsters receptores de células espiénicas y

; ides pro de donad

es st-o4- os infoctados con 7. gowadis fueron protegidos de una dosis
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ictal subsecuente Se obtuvieron resultados similares cuando se emplearon otros ammales. por ejempio.

ratones. ratas v cobayvos {7,03]

Se ha reportado que. ¢n ratones infectados. la eliminacion de linfocitos T CI-4° con anticuerpos
monocionales GK 1 5 dirigidos contra celulas L3 F4(CDS ). reactiva la toxoplasmosis en ¢l sistema
nenvioso central Ademas, se encontro que durante el tratamiento con GK | 5 la respuesta inflamatoria
en los cercbros de ratones infectados cronicamente. no se incrementa sino. todo lo contranio,

disminuve [7.17]

Los linfocitos T CID+#' participan en el desarrollo de la resistencia y en ¢l control de los quistes de
cerebro. Sin embargo, se ha encontrado que las celulas CD8 ' son la principal subpoblacion involucrada
en la inmunidad protectora y en la inhibicion de la formacion quistica  Datos recientes resolvieron esta
aparente discrepancia. demostrando el papel sinérgico de los linfocitos CD4 y CD8’ en inmunidad
protectora inducida por cf mutante 15—} Despues de la infeccion, ¢! tratamiento con anticuerpos anti-
CD4 mas anti-CD8 abolen completamente la resistencia a 7. grewsdin, mientras que los anti-CDS8
parcialmente disminuyen la resistencia inducida por la vacuna. Por tanto, células CD8" aparecen scr
efectores importantes de inmunidad 2 vive, mientras que los linfocitos CD4’ podrian jugar un papel
como células cooperadoras en la induccion de inmunidad protectora y modulacion de la actividad de la
células CD8  por la produccion de citocinas TH1 [Interteron gamma (IFN-v) ¢ interleucina-2
(IL2)} {7.17.65-69]

Esta hipotesis esta en acucrdo con la observacion que, ‘cuando se da durante la vacunacion, y no
antes del reto, los anticuerpos ami-CID4 son capaces de bloquear la inmunidad protectora.
Probablemente. la inmunidad protectora en la toxoplasmosis murina esta mediada por el sinergismo

entre las subespecies de células T CD4" y CD8’; los linfocitos CD<4" podrian participar en el desarrollo

de la resistencia durante la vacungcid o toxop! is aguda, v las células CD8’ podrian estar
involucradas cn el mantenimiento de una respuesta inumune protectora, asi como. en la inhibicion de la

formacion de quistes [7.65-69]
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c. Citocinnas.

En el modelo murino, of IFN-y aparece como el principal mediador de la resistencia duranie la
toxoplasmosis aguda ¥ cronica Los animales que reciben anticuerpos monoclonales anti-IFN-v un dia
antes de la inteccion intraperitoneal, mueren de toxoplasmosis. micntras que los ratones infectados que

reciben IgG de hamster normal, sobreviven v desarrollan una infeccion cronica [69-75]

Se han sugendo varios mecanismos que involucran al [FFN -y en la resistencia a la toxoplasmosis El
IFN—y pucde actuar como un activador potente del metabolismo oxidativo y actividad antimicrobiana
de los macrofagos. La actividad anti-toxoplasma inducida por le IFN -y en los macrofagos esta asociada
con la liberacion de intermediarios de nitrogeno (RNI) v oxigeno (ROI) reactivos  Sin embargo. la
capacidad del IFN—y para causar estos efectos en los macrofagos explica, en parte, su papel principal en
la toxoplasmosis, ya que 7. govkdn infecta a una gran vanedad de celulas que no son consideradas

“profesionalmente” fagociticas [7,70]

El IFN-y humano inhibe el crecimiento de 7. gewadis en fibroblastos humanos via la induccion de
una indoleamina 2,3 dioxigenasa de !a celula huesped. a cual degrada ¢l triptofano e induce inanicion de
los parasitos intracelulares por falta del aminoacido esencial No obstante, este cfecto parece ser
d di de la esp va que el IFN-y murine no inhibe el crecimiento de 7! gowadrs en los

P

fibroblastos murinos Un cstudio reciente ha mostrado que el IFN -y tambicn activa células endoteliales

humanas que inhiben la replicacion de 7. geewadie {7,70,76]

Owuo posible mecanismo protector inducido por el IFN-y se sugiere que sea debido al papel
sinérgico de los linfocitos CD4° y CD8’'. Las celulas CD8” pueden proveer IFN-y involucrado en la
muene de parasito, pero la generacion de [FN—y maduro requicre de probablemente de factores
cooperadores producidos por células CD4° [7.17.70]

(rIL-2) disminuye la mor

Orros estudios han demostrado que la interleucina 2 recombi
y el numero de quistes de cerebro en ratones infectados con una dosis letal de 77 goradii. Este efecto
> de la actividad de celulas asesinas naturales (NK). Usando ratones

correlaci con el i
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2 administradn profifacticnrmente v dosic de 10O

infectados oralinente, se ha encontracdo gue Ia rM -
unidades en los dias -2, -1 y O protege al $1P 4 de los atimntes | 770,741

La rlL-2 es menos cfectiva en ratas stitticas, va cue <Ol pretege al 2575 de tog animntes con of
tratanvento de SO00 urmdades de r11-2 admimstrada e tos dias 7 ca oy 2 Pagibiemerte oo Ins ratns
atimmicas of efecto protesior de la [1-2 puede caar Bmader 1 la activacidm dr cAhine pacsinas activarins
Tamhidn, e ha  ovidernciado e < positds e em lor pacientes

2 A mierepin linfocitos

por lifocinas (LAK}
rmrunosuprsmdos Ja [1.-2 activa ofros tipos de célulae con receptores de 1Y

B)[T.1T.T0 T4}
fecta =t

£ factar estomuamte de colomias macmfago- gramitlociticas (CiA.C ST aey meremmenta in activiciacd

1 cactor e necrosis timeral cocombinants (rTNE nn

vall-if) o una

anor~— 77 ewwdt de los macrofagos.

recirmemo de /. coras 20 los macrafagns prritnneales e rardn o fibeahinetos bammanos Fo contraste,

estudios (7 v han demaondrado gue oxiste proferrinn =iagnfie v = ptnnes nfoceados letalmente v
rrmrnbinaete Crff - 70

I hmymanag

trmados con TNF mmnna punficado, mteviencina
comptmacion de TNF v il ~taa ol -0 17 70 Ta)

d. Céinkas que Dresentsn citotasiciond sohee Toavneslaermm somd5r.
meynr cficiencia

cehdas mierobicidas Fwiste una

Los macromagos activadas son formidables
fagocnica en of estado acvade aue rn of hazal {.o0s macrafagos activadns preden genersr un estallideo
metabotico que produce intermedianos de avirene reactivoas calew cnmn rerdsidn e Sidrigeno, anidn
superdxido o radicat hidroxilo. ¢ intermeddianns de mirboenn ceactivna espevialmente axidn nirrico

Estos productns meabolicns son capaces de marar Al parasito 754 7771

atordxicas (CTL.) en (a
- molabamdonss

-

Se ha sugendio en numernsos reportes, o papel ~fector de fa ofhilas
2 anda Ia implicacion de {a< eéhilas CTIRT oo iy crteccion Khan -

(1988) descnbeeron por primera vez ia capacidad def anticenn de xmperficie nrincipal de 7. coestii, P30,
para ixhscir fas celulas T citordoxicas antiveno-cspecificas on e ratén Fstas cifulas fieron citatéxicas
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infectados oralmente, sc ha encontrado que la rll.-2 admini da profilacti en dosis de 1000
unidades en los dias -2, -1 y O protege al 50% de los animales (7,70,74]

Larlecsnwnoscfwliwmmmsuﬁmicas.ynquesbloprotéedZS%dclosuimﬂaoond

de 5000 unidades de ril-2 administrada en los dias +2, +6 y +9. Posiblemente, en las ratas

atimicas e} efecto protector de la 11L-2 puecde cstar ligado a la activacion de células asesinas activadas

por linfocinas (LAK). También, se ha c¢videnciado que es posible que en los pacicmes

inmunosuprimidos la IL-2 activa otros tipos de células con receptores de IL-2 (por gemplo, linfocitos
B).[7,17,70,74]

El factor irmuk de coloni ARO-@F SOt {GM-CSF) no incrementa la actividad
anti— 7. govxdii de los macrofagos, y el factor de necrosis tumoral recombinante (fTNF) no afecta el
crecimiernto de 7. goendii en los macrdfagos peritoneales de raton o fibe n En
estudios /71 vive han demostrado que existe proteccidn significativa en ratones infectados letalmente y
tratados con TNF murino purificado, interieucina 1| humana recomnbinante (riL-1a y rIL-10), o una
combinacion de TNF y ril-1a o rfL-10.{7,.70,74]

d. Cédulas que pr i = sobre Taxaph gondii.

Los macrofagos activados son formidablk Sl microbicid Existe una mejor eficiencia
fagocitica en ol o ivado que en d basal. Los macrofagos activados puedean generar un estallido
metabolico que produce intermediarios de oxigeno reactivos, tales como perédxido de hidrégeno, anion
superdxddo o radical hidroxilo, € intermediarios de nitrog 08, cspeciak 6xido nitrico.
Estos prod bol son cap de matar al parasito [54,77]

Sehnmgp'ldommlnﬂososreponqdpnpd fe de la células T o & (CTL) en la

1 dk ando la impli ion de las células CDS” en 1a pr ion. Khan y colab o
(1988) ok por pri vez la idmd det anti de-xpuﬁaepn:wddetguﬂl P30,

para inducir las células T citotdxi antigeno-cspecificas en el ratén. Estas céhulas fucron S
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i para los taquizoi cextracclulares de 1a cepa RH. Estos mvmlgndorcs también reportaron
a ind ién por la i ion de 7. goeadii de CTL h igeno-csp p de matar al
parasi jular. Estos Itados cstan en d do con los de Yano y colaboradores (1989),
quienes observaron que las CTL especi b pr en la sangre de un paciente con

toxoplasmosis aguda o inducidos en linfocitos de sangre periférich (PBL) de un pacicnte con
toxoplasmosis cronica. Estas CTL fueron citotoxicas para las células tumorales infectadas con 77 goexdii
que presemaban resthiccion de HLA tipo 11.[7,78)

Ha sido demaostrada por ensayos citotoxicos contra células de linfoma Y AC-1, la activacion de las
cétulas NK durante la toxoplasmosis aguda o cronica en los ratones Esta actividad también puede ser

inducida en1 los vy n por fracciones subcclulares de 7. gvwxlii. Las células NK de un ratén
meu{ea.doﬂdhs)porhcep-mdcr 4 a citotoxicidad 77 vizro sobre los
taqui fulares; esta muerte involucm el conacto directo de la cétula NK con ol parasito.[7]

Existe cvidencia sobre ¢ papel efector de la plaquetas contra 7. govadii. Ridel y colaboradores

(1988) demostraron que la infeccion de 7. gondlii o la inr 1 idn con ig de excresion -
secresion (ESA) inducen altos niveles de ' pos IgE especifi on las ratas. Las piaquetas de ratas
i (+/+) infe das o i izadas con ESA mostraron un incremento de cuatre a cinco veces en

la cantidad de amnticuerpos IgE ligados a la superficie , ¥y cstas fueron citotoxicas 77 vizro para los

taquizoitos.

La ia de pl que ian IgE en su superficie conf pre i6n significativa a

ratas atimicas infectadas con taquizoitos de la cepa RH. Ademas, Yong y colaboradores (1991)
dmmmqtmhwdemmhsphqmsh:mmmmémmlos

i do sc bl ol di cétula-céluia. Este resultado sugiere que el
tromboxano, y no d ROI, esté i ol do en la ci icidad diada por plaq Estos tnd
sugieren que las pl pucden jugar un papel mary importante en la resistencia del huéspod contra la

infeccion de 77 goexdii. [7,79)
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10. DIAGNOSTICO.
a. Diagnéstico directo.

El diagnostico directo es poco empleado, ya que proporciona resuitados muy pobres y la mayor
y procedimi laboriosos y lentos

parte de las veces se utilizan

Examen microncopricn

Los cortes histologicos o e sedimento de liquidos organicos se tifen con el método de Giemsa o la
técnica de Wrigth para ser observados al microscopio y detectar la prescncia de taquizoitos o quistes
tisulares. Para la tincion de los quistes puede emplearse tambien el reactivo de Scl;iﬂ' Los resultados del
estudio casi nunca son concluyentes, va que incluso en las formas graves existen pocos parasitos
Ademas. en los cortes histologicos con frecuencia se alera la morfologia def toxoplasma, disminuye de
Ty .

tamajiio y puede confundirse con artefactos u otros parasitos (/erss A,
dida ulh ). Puede recurrirse al microscopio electronico y. mejor aun, a
las que proporcionan mejores

Histopl sp. 0 Ce
técnicas de inmunofluorescencia, directa o indirecta, que son

resultados [9]
Cultivo.

Es ¢l procedimiento mas fiable. pero es lento, oneroso y no esta al alcance de todos los
laboratorios. Aunque puede recurrirse a la inoculacion en embrion de pollo o cultivos cclulares, lo
mejor cs la inoculacion en cl animal de experimentacion Se emplean ratones o ratas blancas, que
inoculados por via subcutanea, intracercbral o mejor intraperitoneal, padecen una toxoplasmosis
generalizada y se detecta ¢l parasito en liquido peritoneal a las dos semanas; cuatro o seis semanas Mmas
tarde pueden obscrvarse quistes de cercbro y anticuerpos especificos circulantes Las positividades, que
se obti a partir de liquidos organicos o sangre inoculados, suelen ser exponentes de las fases agudas
de Ia enfermedad, en tanto que las obtenidas por inoculacion de tejidos reflejan una infeccion aguda o
bien una infeccion . (exi ia de quistes tisulares) [1,9]
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b. Diagnstico indirecto.

El diagnostico clasico de la toxoplasmosis humana csta basado en
inmunoglobulinas especificas de tipo 1gG e 1uM

la detecoion de
Iin los humanos infectados, la 1M especifica se
detecta usualmente a las dos semanas después de la infeccion. Los anticuerpos 1gG aparecen mas tarde
¥ presentan sus niveles mas altos aproximadamente a los dos meses  Posteriormente, los niveles de 1gG

disminuyen gradualmente a un titulo relattvamente bajo, el cual persiste por toda la vida Por lo tanto, la

p ia de 1gG especifica proporciona una prueba de una infeccion adquinda previamente. El uso de
metodos mas senables para la deteccion de anticuerpos g™ ha complicado la interpretacion de los
resultados serologicos Desde lucuo los anticuerpos IgM - considerados caracteristicos de la fuse aguda
de la toxoplasmosis - ahora pueden ser detectados por estos ensayos cn peniodos de tiempo mas largos
despues de la infeccion (de meses a alos)

Durante la ultima década, ha emergido subitamente el interés diagnostico de los anticuerpos de
tipo IgA. Los anticuerpos especificos lgA puede ser evidenciados tempr:

fe

en la i

ion, y
éstos gencralmente desaparccen entre los 3 y 9 meses La deteccion simultanca de Igh ¢ IgA sciiala la
fase aguda de 1a toxoplasmosis y permite una mejor evaluacion del riesgo en una mujer embarazada
Los anticuerpos IgE especificos son demostrables en humanos y animales infectados con /. aovxdir

IgE especifico en 86%s de pacientes
infectados Debido a que este anticuerpo aparece tempr < en la inft

Pinon y colaboradores (1990) d straron la pr ia de

ion y es transitorio,

bien podna repres un buen marcador para toxoplasmosis aguda. [7]

Reacciin de Sabin y Feldman ("dye test”).

El fw rest (DT) es una prueba sensible y

pecifica, aunque pleja y peligrosa por utilizar
toxoplasmas vivas Por estas razones no esta al alcance de todos los laboratorios Produce escasas
falsas negatividades y no da falsos positivos, salvo en personas que han recibido anticuerpos por
transfusion.
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Se basa en la pérdida de la afinidad que tienen los toxoplasmas por el azul de metileno, como
resultado de la lisis parcial de la membrana del parasito mas un "factor accesorio” del suero no

caracterizado. Dado que ¢l sucro problema pucde contener algun i ifi ter bl

P

que destruya la membrana parasitaria, ha dc calentarse aquél a 60°C durante 30 minutos antes de
realizar la prucba

En definitiva, si un dado peri 1, rico en toxopl. sc le afade suero sanguineo normal y
azul de metileno, los toxoplasmas se colorean en azul, si el sucro conticne anticucrpos especificos,
aquéllos picrden su afinidad por el colorante El titulo de la reaccion viene dado por la maxima dilucion

del suero que deja sin tedir al 50 por ciento o mas de los toxoplasmas [56,80-82]

. faa i iciow iveci HAD.

La HAI fue el primer método introducido para el diagnastico serologico de la toxoplasmosis en
reempilazo de la DT. Esta técni pl pl mucrtos como antigeno, ¢l cual es preparado a
partir de exudado peritoneal de ratones infectados con dosis altas de toxoplasmas virulemtos,

utilizandose el extracto lisado del parasito, que se¢ conserva en estado congelado o Lofilizado. Esta
sustancia es mezclada con eritrocitos de camero o eritrocitos humanos de grupo O, previamente

tratados con acido tanico. Los h ibilizados con el i aglutinan en contacto con un

SUEro que contenga anticuerpos anti-toxoplasma.

Trad:

Es un “tod ible y especi que proporciona

equi al DT,
durante 1a fase inicial de la infeccion. Este hecho se explica por que ambas 1écni b di;

tipos de anticuerpos, apareciendo los anticuerpos dec la HAI mas tarde y a niveles inferiores que los de
DT. De modo que la HAL no sustituye totalmente a la DT y no debe cmplearse, como unico meétodo,

en o di ostico de la | congéni ni cn aquellas formas adquiridas en que se sospecha

reci En bio. la HAT ituye una ayuda util para el diagndstico, si sc aplica
conjuntamente con la DT duranie las fases mas tardias de la i i El dodo es Ncad
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fundamentalmente, en ¢l contral de la toxoplasmosis cronica y en estudios serocpidemiologicos | 56,80«
82]

Inmunoflucrescencia indirecva (IFA).
Tiene la misma sensibilidad y especificidad que el DT, pero es mas simple, cconomica y no precisa
el empleo de toxoplakmas vivos Detecta los mismos anticuerpos que aquel v, por esto, ambos se

comportan de forma similar [56,80,82 83]

Se han descrito algunos falsos positivos por i ia de icuerpos antinucleares. También

pueden presentarse reacciones cruzadas con Sarcocvans y Besiwoticr

Una variante son las prucbas de IFA-IgM, como el test de Remington, que utilizan un conjugado

anti-lgM. Por detectar IghM, son extraordinariamente utiles para el diagnostico de infeccion adquirida

1 e infeccion ini El factor reumatoide puede dar falsos positivos en cste tipo de
estudios. [9]

Reaccidn de _fijacicn de complemento (CF).

El CF es el método serologico mas antiguo aplicado al diagnostico de la toxoplasmosis. Los

antigenos se preparan a partir de emulsi de toxc b id prefer de ana
corioalanioide de embrion de pollo o exudado peritoneal de raton, siendo el primero mas especifico y ¢l
scgundo mas potente. Las emulsiones de los parasitos contienen diferentes componentes antigénicos

ue puede ser arados, centrifi 1on fr i da, en antigenos ligeros o solubles, y
q sep.

>s pesados o de

ana. En la mayoria de los laboratorios se emplea el antigeno ligero, que

ac obti del sobr d. del extracto de parasitos, centrifugado a alta velocidad. Este antigeno es

poco sensible y al emplearlo en la CF, sélo permite buscar anticuerpos durante la fase de mayor
actividad biologica del proceso infeccioso De lo anterior deriva la hipotesis de que los anticuerpos de la

CF apar di no al niveles altos y desaparecen en forma precoz.[56,80-82]



e FUNOAMENTACHON TEORICA g
L.a CF practicada con e} antigeno ligero, obviamente no cncuentra 1a totalidad de las infu
toxoplasmicas y no sustituye las reacciones de DT ¢ HAI  Sin embargo, utilizando ¢! mismo

procedimiento, conjunt

con otras técnicas serologicas, 1a CF permite distinguir entre proceso
activo ¢ infeccion cronica latente v, en esta forma, puede constituir una avuda util para el medico [81)

Aglutinaciin dirccta [DA].

Esta técnica, descrita por Fulton y Turk (1959), inicialinente carecia de especificidad y sensibilidad,
hasta que Desmoms y Remington (1980). sugirieron ciertas modificaciones. En la DA el sucro
problema cs tratado con 2-mercaptoctancol para reducir 1los anticuerpos 1gM y luego son incubados con

los organismos tratados con tormalina La aglutinacion del parasito ocurre si el paciente tiene

anticuerpos contra 7. gowndii. Los resultados obtenid correlaci bien con los resuttados obtenidos

con las técnicas DT e IFA La DA es simple en su claboracion, no cs especie-cspecifica y puede
probarse con sucro humano o animal [ 56,80-82]

Agilntinaciin en ligex (1-4).

En la prucba de aglutinacion en latex, cl sucro del p

sin iento reacci con particulas
de latex sensibilizadas. Si estan presentes los anticuerpos especificos anti-toxoplasma, a aglutinacion se
lleva a cabo. Los titulos obtenidos con LA son muy

lo tanto, se i co

con los obtenidos con DT e IFA, y por
pamn el e de 1gG. Tiene un pequeiio porcentaje de falsos
positivos debido  reacciones de 1gM no especificas. La prueba de LA también es simple, facil de hacer,

y pued plearse sueros h rs 0 animales.[56,80-82]
[ iticers (EIA).
Losi y At o ELISA son probablemente las prucbas diagnosticas mas usados
en todo cl do para el scr iy de la 1

P ysis en los seres humanos. El antigeno soluble es
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absorbido a una matriz, el suero del pacicnte se incuba con el antigeno. luego con el anticuerpo
conjugado marcado con la ecnzima y posteriormente. con ¢l sustrato [La coloracion desarrotlada se lee
visualmente o espectrofotométricamente. La ELISA ticne ventajas sobre los demas inmunoensayos

enzimaticos, va que es objetiva. cuantitativa v puede ser automatizada l.os resultados de ElA

comparados con los obtenidos con DT y IFA son muy 3 en su ibilidad, pero s¢ han
reportado algunos falsos positivos La inactivacion por cal_or de suerc puede causar reaccioncs falso-
positivos y los anticlicrpos especificos IgM pueden causar una reduccion muy grandc de los utulos de
IgG Las prucbhas de IFA y ELA ticnen una gran desventaja. va que requieren antisueros marcados con

fluoresceina o enzimas para cada cspecie de animal analizado

Otro tipo de ElA es el inmunoblot E! antigeno se somete a una electroforesis en el de
poliacrilamida para separar sus componenies de acuerdo a su tamafdo y cargas electricas,
posteriormente se transfieren los componentes a una matriz de papel, la cual puede ser procesada en un
ElA para visualizar la reaccion Esta técnica cs usada para determinar los antigenos involucrados en
fi ) pero esto no se hace de manera

diferentes etapas de una infeccion (antig de ctap: P
rutinaria { 56,80-82,8-1-89]

Resultados e intevpretacicn.

Los amicuerpos que se detectan por DT ¢ IFA aparecen citre la 1* y 3° scrmanas, se cievan

id. y al ¢l maximo a las 4-6 semanas (titulos superiores a 1:1,000) Comienzan a
o der a las 6-12 pero pueden quedar titulos de 1:8 a 1.64 durante varios afos o incluso
toda la vida Las prucbas de IFA-IgM se positivizan antes (1 ) y al ) SU maxi cota 4-6
semanas (titulos de 1:80). Logicamente, los anticuerpos que d (IgM) comi a d o

antes (4-5 meses) y se negativitizan al cabo de 1 afio o incluso mas precozmente. A veces, titulos bajos

(1:16) persisten algunos meses.
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La reaccion de HALI se positiviza a las 2-4 semanas. Su titulo aumema rapidamentc y a las 8-10
scmanas se encucntran las citfras mas clevadas (superiores a 1'1,000) A parnir de estc momento, los

anticuerpos que detecta tienen una evolucion muy parecida a los de DT ¢ IFA Es una reaccion que,
como ya se ha seflalado, puede ser negativa en la toxoplawmnosis congénita

Los anticuerpos detectados por FC son los de aparicion maés tardia (3-4 semanas), con titulos

maximos de 1 32 6 1.64 a las 10-12 semanas Descienden precozmente (3—3 meses) y se negativiza en
un periodo comprendido entre 1 y 2 anos

La interpretacion cs a veces dificil. El resultado de un prueba aislada no ticne valor, a no scr que
los titulos sean clevados S$i son vilidas las scroconversiones o 1a comprobacion de un aumento
significativo en el utulo, en una segunda prucba. Como existen problemas de interpretacion, se tiende a
expresar los resultados en unidades intermacionales (UT) en relacién con sueros patron, pero, satvo en el
caso de las IFA, no existe una estandarizacion. En la toxoplasmasis adquirida, los titulos de 1:64 en las
prucbas de DT, IFA y HAI suelen aceptrarse como exponentes de infoccion y los de 1-256, como

inti de infeccion r En ¢l caso de la CF son significativos los titulos de 1:8. Titulos de 1:80 en
1a prucba TFA-IgM indi infe

Si 1a IFA se reflga en Ul tienen valor los titulos
superiores a 300 UL, mientras que los comprendidos entre 100 y 300 Ul son dudosos.

Para el diagndstico de 1a toxoplasmosis congénita hay que estudiar las tasas de IgM, pucs éstas no
atraviesan la placenta, a no ser que cxistan dehiscencias placentarnias (en este caso, las IgM desaparecen
en pocas semanas). Las prucbas que hay que emplear son IFA-IgM, DA y ELISA-IgM. Cualquier valor
de 1gM especifica en o del parto indica infeccion o« inita. La cia de 1gM no excluye
una toxopl i éni

cong pucs puede tratarse de infecciones intrauterinas muy precoces o de nifios

con deficit inmunitario. [9,81)

1. TRATAMIENTO.
Son indicaciones para o tr D 1a enfermedad clinica di icada, to 1 is ocular
activa, infecciones congénitas ya sea subclinicas o no y en
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P is en paci inmunosuprimidos  El tratamiento de la toxoplasmosis aguda en la prefies

©s controversial, esto es debido a que s0lo una tercera parte de Jos nidos pucden llegar a ser infectados
¥ se corre ¢l riesgo de que los farmacos tengan efectos toxicos sobre éstos No necesitan tratarmento las
formas de linfadenopatia en personas sin inmunodeficiencias, que cursan sin fiebre y otros sintomas

ren 4 de la afe i6n dc otros organos (cerebro, miocardio, etc. )

Existen varios Yarmacos que han probado ser cficaces, aunque de alguno de cllos se tiene poca
experiencia en casos humanos Los mas importantes son la pirimetamina, sulfamidas, coirnmoxazol y
espiracina. Su actividad queda limitada a los taquizoitos No atraviesan 18 membrana del quiste y. por lo

tanto no actuan sobre los bradizoitos. No obstanie algunos autores han Jado que la espir

puede penetrar en ¢l interior de los quistes El tratamiento de cleccion es la combinacion de
piri ina y sulfamidas.[1,9.50,56]

La pirimectamina se absorbe por via oral, penetra bien en el LLCR y bloquea el paso de acido folico
o folinico. Se administra | mg/Kg via oral ¢n los primeros tres dias, posteriormente la dosis baja a 0.3
mg/Kyg. via oral. Es supresor de la médula 6sea y pucde i tromboci ia y a veces ancrmia y

leucopenia. por lo que en el arso del tr i » deben realizarse controles de sangre periférica

dos veces por semana Para evitar su efecto toxico, puede asociarse acido folico por via oral o

intramuscular. La pirimetamina no debe emplearse en ¢l primer trimestre de ia gestacion.

Las sulfamidas impiden la si is de acido folico. Las mas activas son la sulfadiazina y la sultamida
triple (sulfadiazina, sulfamerazina y sulfamctazina) La dosis administrada es 100 mg/kg. via oral, sin
sobrepasar los 4 g, dividida en cuatro dosis. Se compontan de forma sinérgica con la pirimetamina.

El cotrimoxazol (trimetoprim + sulfametoxazol) ha probado ser eficaz en animales e 2 virro, pero

resulta poco cficaz en toxoplasmosis humanas En todo caso, su actividad es inferior a la de la

de piri ina y sulfadiazina o pirir ina y triple id
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La espiramicina es mcenos toxica, aunque menos activa, que la pinmetamina. Puede cmplearse

asociada a ésta o a las sulfamidas v s el farmaco de eleccion para el tr H » de la toxopl. 10sis en
¢l embarazo.

Los corticoides no estan recomendados, pues pucden favorecer 1a diseminacion de taquizoitos o
reactivar focos latentes. Sin embargo. en los casos de retinocoroiditis, en los que los fendmenos de

hipersensibilidad son importantes en ¢l desarrollo de las lesi esta justificado su leo [1,9.50,56]

La duracion del tratamiento es dificil de precisar. Normal, son sufici s 4 excepto

cuando se trata de personas inmunodeprimidas, en las cuales el tratamiento debera prolongarse de 2 a 3
semanas mas. {9}

12. PREVENCION ¥ CONTROL.
a. Medidas preventivas.
Para prevenir la infeccion por 7. gowadti en humanos y animales sc deben de seguir la siguientes
recomendaciones:
® Lavarse la manos con agua y jabon después de manejar camne cruda. Asi como, las tablas de corte,
cuchillos y otros utensilios que estén en contacto con la came cruda, ya que los quistes de tejido no

se climinan solo con agua.

e La came de cualquier origen debe ser cocida a no menos de 70°C antes del consumo humano y
animal.

® Los vegctales deben lavarse bicn antes de consumirse debido a que pueden estar contaminados con

heces de pato.

® Beber solamente leche paste 1in o nervida, especialmente la de cabra.
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® Las mujeres embarazadas deben evitar ¢l contacto con gatos, tierra y came cruda.

® Los gatos domeésticos deben ser alimemados con comida enlatada o bien cocida. Nunca deben
alimentarse con came cruda, visceras 0 huesos. Evitar que los gatos coman aves, ratones u otros
animales silvestres

-

La caja de arena del gato debe cambiarse diariamente y no debe hacerio las mujeres embarazadas.

® Deben usarse guantes cuando se hace jardinernia.

® Los puercos u otros animales muertos deben ser removidos del corral para evitar e canibalismo.

* Los fetos y las placentas de abortos de animales ocasionados por la toxoplasmosis, deben ser
enterrados O incinerados. Adernas, de manipularse con equipo de proteccion (guantes, lentes, etc.).

-

Los granos para el consumo humano o animal deben ser conservados bien Lapados para evitar
comaminacion con coquistes.

e Es importamnte prevenir la i cn animales de logica, sobre todo en los felinos, ya que éstos
pueden ser fuente potencial de infeccion para los nifos y adultos que los visitan [1,9,27,50,56,89]

b. Vacumas.

Sin duda, el desarrollo de un cfectiva contra 7% g
igacion. En los n esta

dii es la meta de muchos laboratorios de
proporcionaria una proteccion efectiva contra la infeccion
congénita, asi como, en la infeccion de paci i irmid

£n los animales domeésticos (por
cjemplo, borregos y cerdos) esta vacuna podria prevenir fos abortos espontaneos, y sobre todo, reducir
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e

los vectores biolégicos principales para la i

ooquistes (en las heces de gato) [17,89-91]

ion humana, los quistes de tejido (en came cruda) v los

En la bisqueda de posibles vacunas, se han‘investigado el uso de parasitos atenuados o muertos
El empleo de la radiacion para atenuar cepas de 7. gevadls ya sea virulentas o avirulentas ha dada como
resultado una proteccion parcial contra la infeccion aguda. La administracion del parasito muerto con

adyuvante completo de Freund ha mostrado que ofrece proteccion significativa en ratones [17.92]

El uso de un mutante de 70 gewsadn sensible a la temperatura denominado 1s4 ha sido otro de los
prospectos de la vacuna. Esta cepa no coloniza ¢l tejido de los mamiferos ni forma quistes, debido a
que no tiene 1a capacidad de sobrevivir v multiplicarse a la temperatura de 37°C. El mutante ts4 ticne la
capacidad de inmunizar a los ratones » prevenir o reducir significatisamente la transmision en estos
animales De esta mancra, la inoculacion o deposicion de los organismos dentro en el duodeno y

yeyvuno resuita en el desarrollo de 1a resistencia al reto con cepas letales de 77 gowsdni. Sin embargo, esta

inmunizacion no previene la formacion de los quistes en posteriores infecciones En los r

s intrai s¢ reduce la transmision congénita, lo que no sucede con la

inmunizacion subcutanea Este ensayo demostro que existe la posibilidad de que los procedimientos de
inmunizacion reduzcan la transmision congenita  Aunque estos resultados fueron i no sec

puede aplicar esta vacuna a los humanos [17,93-95}

Otro mutante de /. gondis (S48), el cual ha perdido la capacidad para formar quistes de tejido y
por lo tanto para persistir como una infeccion latente en los huéspedes mamiferos, se emplea ahora

CcOMO una vacuna para reducir los abortos y la mortalidad neonatal en jos borregos.[90,91]

En los Estados Unidos, los cerdos aparecen como la principal fuente de la infeccion humana. Por

esto. esta siendo probada como vacuna la cepa RH de 77 grondlii para la pres iom de la for ion de
quistes cn los cerdos. Los parasitos de csta cepa son altamente virulentos para los ratones pero en los
cerdos solo prod. una enfermedad leve. Ademas, los parasi i Iados no persisten como quistes

de tejido en los animales Cuando los cerdos que se han recobrado de una infeccion con esta cepa son
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reinfectados con cepas que si forman quistes, ©stos no muestran signos de enfermedad 3 tienen muy
POCOSs quistes en sus tejidos.

€! mutante T-263. s tambicn de interds para of desarrollo de una vacuna Fn contraste a los
mutantes tsd y S48 y la cepa RH, el mutante T-263 forma quisies de tejido en los huespedes
inmtermediarios Sin embargo, cuando estos quistes son ingeridos por los gatos. estos llevan a cabo un
desarrollo parcial e of intestino, fallando en la formacion de los ooquistes  Este becho sugiere el uso del
mutante T-263 como una vacuna para prevenir la entermedad on los watos v .para minimizar la
liberacion de ooquistes [90] -

Se ha reportado el uso de antigenos del parasito como infmunogenos efectivos Capron y

colaboradores han demostrado que fas ratas inmunizadas con antigeno de excrecion-secrecion (ESA)

son capaces de conferir pasivamernte la inmunidad a la cepa my/nu altamente sensible Después del reto,
los receptores transferidos pasivamente fueron capaces de sobrevivir 30 dias, mas del doble de tiempao

que el grupo control {17,90,96]

Se ha investigado ¢l antigeno especifico P30 para observar su potencial como un modulador

efectivo de la inmunidad protectora contra la toxoplasmosis aguda v cronica Cuando esta protesna se
dministro en la pr ia de ady de saponina, Quil A o liposomas se ha obtenido casi el 100%6
de proteccién contra la infeccion aguda en ra > de los
ratones sobrevivientes desarrollaron quistes de tejido, sugiriendo una proteccion similar contra la

di és del reto,

Seis

infeccion cronica.{ 17,.90]

Se han encontrado resultados similares en ratones de las cepas singénicas A/J y C57BL. Los
andlisis del fenotipo inducido por la inmunizacion muestran un incremento en el numero absoluto de la
células T CDB*, asi como cn la razon CD4°/CD8" La transferencia adoptiva de células T CDB

i P ion en los ht des no inmunizados. Ad do que esias celulas
efectoras CDS8' son parasiticidas /71 vitro. Por 1o tanto, todos estos datos indican que P30 es un antigeno

potencialmente efectivo para la i i ysis aguda y ica.[17,90,97]

sc ha

ion contra la to
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Muchas de las vacunas humanas mas usadas cstan compucstas de agentes patogenos vivos
atcnuados sin ningan adyusvante  Actualmente las vacunas anti-parasitarias producidas son de este tipo.
El campo para Ia obtencion de la nueva vacuna anti-parasitaria sc ha did

con el advenimi de
1a ingenieria gendética. Esta ha provisto de un método conveniente para la manufacturacion de antigenos
de ‘organismos, cn los cuales es i iblc la ob

P de una idad sufick Ademas, 1a i

in
genética ha abierto la posibilidad de obtener vacunas que contengan uno o varios antigenos purificados
del parasito [98)

Con es10 se liene la ventaja de que la vacuna conti sol. los comp del panasito que
necesita para generar la inmunidad protectora.  Sin embargo, ahora surge un problema muy importante,
ya que los i s aislad son comulr h

inrm que cuando estos se
incluyen con el parasito vivo Este problema se puede disminuir por la adicion de inmunoestimulantes.
{2.98-99]

B. INMUNOESTIMULANTES.

El uso de los & irrwal. en o i

de 1a enfermedad humana se origind a
principios de este siglo en los Estados Unidos con el uso experimental, por William B .Coley, de una

mezcia de toxinas bacterianas para el tratamiento del cancer. Muchos de estos derivados microbianos se

han utilizado contra el cancer de vcjiga, cancer gAsinico y otros canceres, asi como en infecciones
recurrentes. (2,.98-102]

1 N PR 1 < rad,

para su uso clinico se muestran en la Cuadro 3.
Los inmt irmul

€S Tepr un niamero de compuestos scparados con una gran variedad de

conformaciones y diferentes vias de accion. Ahora se reconoce que sus propiedades bioldgicas
o den de su cap

idad para activar sclectivamente una de las dos subpoblaci de las céh T
CD4’, Tyl o T2, quc controlan la respuesta inmunc especifica. Esto ha sido examinado por la
comparacion de dos muy preparaci de adyu

alum y adyuvame completo de
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Freund (FCA) v do ot » en raton FCA activa al células 1y, 1 y alum activa a la células
Tu2,

Cuadro 3. Inmunoestimulantes de uso clinico

e e Uso ctinico
) C.nnccr de vqu

5 cptococcus. pyogenes . Cancer gastrico /otios cqr!gc;r_cs -
Pohsnr.ando fungico (‘anccr gastrico / otros cancercs
Pghs:gundq fungico Cancer _#AStNco /otros canceres

Infecciones cromc.-x.s [} recurrcnlcﬂ

Extracto de peptido t timico I _ Cancer einfeccion
Romurtide _ Umuramil dipeptido " " BMR

Thymopentin TP5 Pcnupepudo Artritis reumatoide | infeccion y

cancer

Cancer

Levamisole fenilimidotiazol

Fucnae: Refarencia 100

Las estructuras bactenanas proveen la principal fuente de inmunocstimulantes Existen muchas
copias sintéticas de estructuras de bajo peso molecular, tales como los peptidoghcanos de pared celular

ohpodoAdcb.ummgrwnmgaﬁvuqucsonanpaccsdcnhcrnrelsnslammnmnesmserporsl
i 528 Estas

inm

tienen esta propiedad debido a que se asemcjan a estructuras

microbianas que han provisto de signos de peligro de infeccion desde el inicio de 1a historia evolutiva de
ias defi del huésped. Un irmil

ha sido desarrollado recientemente por Rook. quién
postula que las bases de la adyuvanticidad podria ser das en el reconocime de comp

microbianos defimid por receptores fil it amiguos pr en las células accesorias
Este i indk a estas cehul

a producir citocinas que deteyminan la activacion de
subpoblaciones Tul o Ty2. Las estructuras microbianas conservadas podrian también inducir
directamente células B o macrofagos para expresar una actividad co-estimulatoria potente para la

expansion clonal de células T CD4°, como 1o sugiere Janeway. [2,98-102)
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[V
C. USO DE LACTOBACILOS COMO INMUNOESTIMULANTES.
Se han reportado varios estudios donde los Lactobacsilus presoman un efecto inmmunoestimulamnte.

Perdigdn y colaboradores (1991) demostraron que el /- casei administrado a ratones por via oral, los
protege contra la i AON poOr Sl

lia pyphirmurium y Facherichia coli. Adomas, se observo gue
este efecto se debe al incremento de 1a 1gA secretora en ol lumen del intestino. Concluyendo que esta

bacteria juega un papel muy importamcec on la prevencion de las infecciones entéricas. En

investigaciones anteriores (1986, 1988), cstos autores indicaron la importancia de incluir en la diewa
los productos i dos y fer ol

qQue i 1 ik Asi como, la posible
das como inm il {3.103-103})

aplicacion clinica de leches fer

Miake y colaboradores (1985) reportaron ol efecto protector de la inoculacion por via

intraperitoneal de /. casei (mueno por calor) a ratones, que posteriormente fucron retados con
P ‘ awrug Estos autores d

aron que 1a induccid

de los macréfagos activados es
el principal mecamsmo involucrado en 1a inmunidad protectora.{4])

Sato (1984) estudic e papel de los macrd

en \a resp del huésped do se
inmunoestimula con /.. cawi y después se reta con Listeria morox E do que la

i im es diada por o macrof Mgraonios y que csta depende de la dosis administrada de Lo
casei (10* 6 10%).(5]

Hashimoto y colaboradores (1984) inocularon por via intrapen ! (IP) ¢ intra av) L.
casei a ratones BALB/c y encontraron que ba la produccion de radicales de oxd; (OR) en
los macrofagos peritonecales (PM) y se suprimia 1a prod de pr jandina E.. Tambiés
observaron que se inhibia el crecimiento del ibrosarcoma Meth A inoculado por via IP y de Lisseria

= en o higado. Final o a de la prodh

ion de OR por L. cawi foe
marcadamente mayor y durd mis tiempo que con otros inmunoestimulantes bacterianos {105]

lauri y colab (1995) e i infa

on !
jumo con la vecuna D x RRV reassortant rotavirus s ince

L. cavwi por via oral
as de IgM
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irus ifi Estos resulitad: on que /. cawi es un inmunocstimulantc cfectivo en la

6 irus.(106]

Otro de los Laxciobacillus que tienen efecto

ilarte es ol L. acidophiius. Hay reportes

que indican que csia bacteria tiene propiedad
(Trich lis y Cawsfick /b ).[107-109]

lantés contra agentes patogenos



. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA.
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La toxoplasmosis dada su distribucic polita cs un probl de salud en todo el mundo. Sc
estima gque la mitad de la poblacion mundial tiene anticuerpos especificos contra 7. gorxdis. Aunque, si
bien es Gierto que la Pl is es asi ica en los individuos inmu i dos

grupos de alto riesgo en los cuales pueden desarrollarse secuclas muy importantes. Estos grupos los
constituyen los fetos de mujeres infoctadas durante el embararzo, en loa ciiales pueden producirse graves
secuelas como sorn: retraso mental, convulsiones, hidrocefalia, microccfalia, sordera y hasta la muene

det producto, y s pac con cafcy dad inmunosupresoras  (loucerias,  linfomas,
agamagiobulinemia, SIDA, ctc.) que desarrollan cuadros graves de toxoplasmosis.
hemorragico, staque intenso al estado general, mi ditis o corfiorretinitis progresiva y, sobre

todo, Ia mucrte.

Sin duda, la busquexa de alternativas para el control de la toxoplasmosis cs la premisa de muchos
inrvestigadores. Se ha i ck haminuir este pr con diversas sin ob b
resuttados. Lo mis que ac ha k do es una para ani en la que se ecmplea la cepa S48 de
7. gewndii. Exta vacuna no se puede utilizar en e bumano.

El i, pecifico P30, ido de Ia pared celular del pardsito. ha demostrado que pueode ser
un buen prospecto para desarrollar una vacuna Sin embargo, todavia no exi reportes definitivos
que iy o) emp de ente antigy pars fines profilacticos.

Una de las alternativas que han surgido en los ultimos afos para la prevencion de algunas
nfocci microbs ea e uso de immunocstimuilames. Por lo que, la disponibilidad de
& irmal. para uso clinico es ial. Una de las principales fi de inmmm. Trvwal

En s actualidad, se ha reportado el uso de las bacterias gis L baaciiles pars 1a pr ion de
algunas infecciones experimentales. Las cspecies de L baciilus que han sido mis utilizados son L.

on que parte de la flora d § inal, N0 son pato no ch

cawei y L. acidophitus. Las principek jas que los L dacillus como posibl
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sc usan como agemtes fermentadores en la indusiria lictica y presentan

propi antin

Por todo esto, la p i i i6n pretende d ar que [ bacillus cawei ad i ok

via intraperitoncal, sictc dias antes de la infeccion por 7¢ ol Lewndii, p ne al delo murino.




IV. OBJETIVOS.



A. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar of efixcto de la ini ion de Lg bacillus cavei en murinos expuestos a 7oxopxaswea
. Koendii.

B. OBJETIVOS PARTICULARES.

Detcrminar el posible efecto inmunoestimulador del Lacrobacillus casei en murinos.

Determinar la sobrevi ia de infe d con Toxoplaseag goexdu, los cuales son
previ dos con L Paacillus caased.

Determinar los niveles de interferon gamma (IFN-y) en i imulad con
L daciltus cawi € infe dos con 7axopl Koendii.

C el efecto i irmul. del /. cavei (viable) y /. casei (muerto por calor).

fo



V. HIPOTESIS DE
TRABAJO.




— tAPOIESIS DE TRAGAY Y
HIPOTES!S 1.

Sehaobus'v-doquell lacion de L baacills

casei via intraperitoneal tiene un cfecto
en el delo murino y que Toxoplasma gewsdii cepa RH es 100 por ciento lctal a
dosnsnuybqaspunhewm?orbmo.-nmonﬂmkxademonelporm

ap con L. P Hus casei y posteriormente se infe con Toxopl gonlii, s
observasa una disminucion en la mortalidad de ia poblacion murina.

HPOTESIS 2.

Basandose en el hecho de que los linfocitos T estimulados ptoduoax Interferon gamma (IFN-y), of

cual es el principal diador de la resi ia contra la l sends

P = pri !

ip ismo de
accion la activacion de los macrofagos. Por lo tamo, si se determinan los niveles de TFN-y en los
murinos  inmunoestimulados con  Jacrobacillus casei e infe d con Tuxapk Rovulii e

cevad igrificati los vak eon jos que sobrevivan a la infeccion.




VI. METODOLOGIA
GENERAL.



A. DIAGRAMAS DE FLUJO.

1. INMUNOESTIMULACION CON L. case/ E INFECCION CON 7. gona¥.
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2. DETERMINACION DE IFN-y POR EL. METODO DE ELISA.

Depositer 50 de
'l diuyente de nussts
: soguido de 58/ delos
——_’ _’ R _’ sueros y de les dilucisnes
@ parela curve estindes.
Taper lo microplecs.
Songrar de lo coha Sepuw sloums  Descongele los sueros
slsimemderstoncs  yconservwios  enumbelemanesdrc. ILLULT)
onion diss 8,7,13y2¢  _72°C hesta su usa.
ol snaayo. incuber
- 1 have
- . ’.‘* - ajlc
cnr_m Incubes ds esbicusrpo
"""""":‘ 1here i imerferin-7  Becantar y lover $ vaxss
rltu. Becenie y laver $vacse eJIC muring. con PBS. Secer con papel
can PBS. Secar con papel.
O
amnnnn e s
-~ —
Wmin . Adicioner 9008
“
it —P :""”n::.':' > smiinee
o parey iser abosrbancie
Secoter on wn incter pars B ISA
ylosw 4eaces s Shnm.




B. MATERIALES.

1. MATERIAL BIOLOGICO.

Laciobaciilus cawi ATCC 7469
Ratones hembras de la cepa NIH

Toxoplaoma gorndii cepa RH

2. EQUIPO E INSTRUMENTOS.

[y livs, del

P100 METTLER.

Bano Maria.

Camara de Neubauer BOECO

Cajas de Petri estériles desechables 100x15 mm TECHNICAPE.
Centrifuga para Eppendorf modelo 5415C.

Centrifuga para tubos de ensayo modeio J-12 SOL-BAT.
Congelador 20°C FRIGIDAIRE

Congelador 70°C modelo 8416 FORM SCIENTIFIC.

Contador de laboratorio Clay Adams BECTONDICKINSON.
Estuche de discccion

Estufa de cultivo modeio EC33 RIOS ROCHA.

Esufa modelo casevo MABE.

Gradillas pars tubo de cnaayo (varios tamafios).

Jesingas 5 mL con aguja 22x32 mm PLASTIPAK BD.

Jeringas | mL con agujs 25x16 mun PLASTIPAK BD.

Lector de microplacas para ELISA.
Mangueras de hulc (varios tamafios).

Masking tape 18mm x S0m TUK.

Matraces con tapon de rosca 250 y 500 mbi No.26505 KIMAX.



3. REACTIVOS.

-~
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Mechero Fischer.

Mezclador de laboratorio de velocidad constante Mod. 1195 LAB-LINE
Mi pPio Optico delo 470801 -9099 CARL ZEISS.

Olla de presion modeio Presto de 20 L STEELE de Meéxico
Parrilla de agitacion y cal i Mod. 502P PMC.
Pipcta semiautomitica O-100 mL No. 623662A GILSON
Probeta 1000 mi. No 20024 KIMAX.

Refrigerador modeio Casero MABE

Tubos con tapon de rosca 13x100 No 45066 P.K.
Tubos con tapon de rosca 1 5x180 No. 9825 PYREX.
Tubos de ensayo 13*100 No 45048 KINMAX
Vasos de precipitado 100, 250, 5000 y 1000 mL No.1000 PYREX.

Acctato de sodio cnml? 5008 Cat 1190 PQ. MO‘N’TERREY.
L-Acido ascorbico 25 g EASTMAN KODAK.

Bacto Triptona 454g Cat. 123-01 DIFCO.

Cloruro de sodio 500g Cat 2440 P Q@ MONTERREY

Colorante de Gicmaa para frotis sanguincos 25g Cat 328 SIGMA.
Dextrosa anhidra SO0g Cat.840 P.Q. MONTERREY.

Extracto de levadura 300g Cat. 155-3 BIOXON.

‘Gelatina Bacto 100g Cat.4073 MERCK.

Kit de ELISA pars la inacion de on G Murino GENZYME.
D(+)- Lactosa monohidratada 500g Cat. 7657 MERCK
Pevicilina G sidica crimalina 1,000,000 U Clave 1921 SECTOR SALUD.

Sacarosa granular 500g Cat. 764 P.Q. MONTERREY.

Sangre de carmero desfibrinada S0 ml. ERIKAR




AT OO, OGIA a

C. PROCEDIMIENTOS.

1. MANTENIMIENTO DE MATERIAL BIOLOGICO.

a. Mantenimiento del pardsito.

Se utilizo la cepa RH de Tavopiasma gemdii que se ha mantenido por pases scriados de ratones en
el Departamento de Parasitologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas (ENCB) del Instituto
Politécnico Nacional (IPN). Para llevar a cabo csic experimento, se inoculd o panisito por via

intraperitoneal a tres ratones de Ia cepa NIH, los cuales se conservaron en el laboratorio de
b, de

Inmunoparasitologia de cste mismo Depanamento. Cuando los r >
enfermedad ( hami > y erni del pelo) se obtenia su exudado peritoneal v se inoculaba a

otros tres ratones. Estos pases sc realizaban, por lo regular tres veces por semana

b. Mantemimiento de Ia bacteria.

Sc utilizo Lacsobacilims casei ATCC 7469, que fue donado por el Departamento de Microbiologia
de la ENCB. Para mantener esta bacteria en el laboratorio de Inmunoparasitologia, se resembraba en cl
medio liquido Bacto Ellefer Broth [ANEXO I] cada tercer dia y se incubaba a 37°C.

2. DETERMINACION DE DOSIS LETAL MEDIA (LDy) DE 7oaxuplasmea govdi.

Debido a que ya se tenian rcportes de la dosis lctal media (LLDso) de 7. gosadii. se procedic a
comprobaria. Para lo cual, se inocularon por via intraperitoncal tres lotes de 6 ratones con diferentes
dosis de 7. gowxidit (30,50 Y 100 parasitos) y se observo la monandad de los mismaos en un periodo de

30 dias. La dosis letal media que se obtuvo fue de 50.



3. INMUNOESTIMULACION .

La inmunoestimulacién se realizé de acuerdo a la Cuadro 4 La bacteria se resembré en el medio
Bacto Ellefer Broth dos dias antes del ensayo, Después de la incubacion, :e preparéo una suspension
viable de Lactobacillies cawi fijada y ajustada al tubo namero 6 del nefdometro de Mac Farland (1 8 x
10° unidades formadoras de colonias )JANEXO 1] E! volumen de esta suspension no debia ser
menor a 12 mL, puclto que de este tubo sc obtenian tres porciones de 4 ml aproximadamente Cada

porcion correspondia a cads uno de los tratamientos presentados a continuacion

] ién com /. bacillus casei (viable).

Se inocularon por via intraperitoneal a los lotes de ratones Ay E con 0.1 mL de la suspension de
L. cawi viable. Cada lote cstaba formado por seis ratones hembras de 1a cepa NIH

b. I i lacidn coa /. dacillss casei (muerto por calor).

P llus cavei se separd 3 mL aproximadamente en un tubo estéril y se
calentd en un baBo de agua a cbullicion dursnte 30 minutos. Se dejé enfriar y se inoculé por via
intraperitonecal 0.1 mL de esta suspension aloslotes By F.

Decla= iONn de Lactob

b de L bacillus casei,

lius cavei setomd 4 mL. y sc centrifugod a 2500 r.p.m. durame S
deposité en otro tubo. Se inoculd por via intraperitoneal 0.1

De la on de L b
mimutos. Se separé el sobr d. y se
ml de este sobrenadante a los lotesC y G
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Cuadro 4. Esquema de intmunoestimulacion e infeccion con 7. srvadri empleado en este estudio,

“Infeccién con 2

{.G-\'e del Lote Inmunocestimulacién :

| ! T. gondii :

[ A ' 0.1 mL. de L. casei (viable) ‘ A los 7 dias postestimulacion ’

P B ., 01 mbL del. casei (muerto por calor) - A los 7 dias postestimulacion

{ - C. i 0 1 mL de sobrenadante .| A los 7 dias postestimulacion. ‘
D Sin tratamiento A los 7 dias postestimulacién

i E I 0 1| ml de L. casci (viablc) i Sin tratamiento i

’ F ; 01 mL del. casei (mucrio por calor) Sin tratamienta :

. G t 0 |1 ml. de sobrenadante i Sin tratamiento i

1. H 1 Sin tratamiento , Sin tratamiento i

4. INFECCION CON Tuaxoplasma gondii

A los sicte dias se obtuvo e exudado peritoneal de un ratén infectado con 7. gewadii dos dias antes
Se conté el mimero de parasitos por miililitro, con la ayuda de una camara de Neubauer y una pipeta de

Thoma para gidbulos blancos Posteriormente, se diluyé con solucion salina estéril a una

concentracion de 20 LD50 del parasito por mililitro.  Se inocularon por via intraperitoneal 0.1 mL de
1a solucion diluida a los lotes A. B, C y D (Esta dosis correspondia a 2 L.Ds). Se observo la monandad
para cada lote.

de los ratones durante 21 dias y se calcularon los por jes de sobrevi

5. DETERMINACION DE INTERFERON GAMMA POR EL METODO DE ELISA.

Se obtuvo el suero de los 8 lotes de ratones, durante los dias 0, 7, 14 v 21 del ensayo. Se
conservaron a una te=mperatura de -72°C hasta su uso. Se determind 1IFN—y por el método de ELISA a
las btenidas anterior de acuerdo a la siguiente metodologia:

a. Se retird o Kit de ELISA para la determninacion IFN-y murino Intertesti—y TM del refrigerador
30 mimstos antes de usarse.
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b. Se determind o tamafo del ensayo y el diseio de 1a placa, considerando ue se necesitaban 12

pozos para la curva cstandar. [2sta curva debia realizarse una vez en cada ensayo

e: ¢ Se prepard el buffer de lavado, adicionando 50 mil. de la solucién concentrada a 950 ml de aguia

demonizada. Se 16 fi

d. La curva cstandar se construyé de acuerdo a la Cuadro S

Cuadro 5. Diluciones seviadas de la curva estandar para la determinacion de 1IFN-y

“Cancentraciée de IFNy | Diluyeate de muestra Estdndar
1620 py/mlL 400mL ' 200 pl dela solucién concentrada
o sapwmL _______ 400mL " 200 L de la solucién de 1620 pg/mL
180 pg/mL . 400 mil. 200 pL dc la solucion de 540 pg/ml.
_cOpgmL I 400 mL 200 L. de la solucién de 180 pg/mL.
20 pg/mlL. : 400 mi. 200 pl. de la solucion de 60 pg/mil.
O pg/ml 250 mL O == OO
€. Se saco 1a placa de su bolsa protectora. Los pozos que no se iban a utilizar se regresaron a la
bolsa y s ah auns P de 2-8°C.
1. Se adiciond las muestras y los seis andares (por duplicado) a la placa de acuerdo al esquemna
del cnaayo. Pars la axrva estandar, se adicionaron 100 ni/pozo de cada dilucion del estandar. Para las
pr se adiciono 50 pl del diluyente de muestras a cada pozo seguido por 50 pb. del

suewro. Se tapé la placa con la cubieria adhesiva y se incubo | hora = 5 minutos a 37°C.

& Se removit d liquido de los pozos por inversion de 1a placa y se dib, iendo cuidado de
no tirar los pozos. Se lavo la placa 4 veces dispersando fuertemente el buffer de lavado en cada pozo.
Se llenaron bien los pozos y luego se d on comp . Se seco la placa sobre toallas de
papel. Se adiciont 100 jl. del anticuerpo anti-Interferon—y murino con biotina a cada pozo. Se tapo la
piaca y se incubé por | hora + 5 minutos a 37°C.
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h. Se¢ removié el liquido de los pozos y se sacudia la placa Sec lavo cuatro veces y s¢ decanmtd

completamente. Se seco la placa y se adicionaron 100 pnl. de estreptavidina conjugada con peroxidasa
de rabano (HRP) a cada pozo. Se tapo e s¢ incubo 30 + 2 minutos a 37 °C

i. Sc preparo el sustralo no mas de 15 minutos antes de que se usara.  Se adicionaron volumenes
iguales de sustrato A y B. Se removio ¢l liquido de los pozos y se sacudio la placa. Se lavo cuatro veces
¥y se decanto completamente. Sc seco 1a placa v se adiciond 100 pl. de sustrato TMB preparado a cada
pozo Se incubd 15 + 1 minutos a temperatura ambiente (18-24°C) Se pard cl desarrolio de color con
ia adicion a cada pozo de 100 pl. de solucion de paro. El color azul en los pozos se cambio a amarillo.
Se determind la absorbancia de los pozos con un lector de ELISA a 450 nm

D. DISENO DE INVESTIGACION.

El presente estudio fue de tipo prospectivo, comparativo, longitudinal y observacional.

1. POBLACION. "
Ratones hembras de 7 a 8 sexnanas de edad, de la cepa NTH.

2. CRITERIOS DE INCLUSION,

e Cepa: NIH

® Sexo: Femenino

o Peso. 20-25g.

e Edad: 7-8 semanas.
e No prefiadas.

& Sin con medi (antimicrobi.

antiparasitanios, inMUNOMIPresores, 1c.).
e Sin dado fisico aparente (morded en cola, infecci de la piel y ojos, etc.).




® Sin acaros u otros pamsitos.

2. CRITERIOS DE ELIMINACION.

e Prefiez
e Dosis insufi

de inmu imulante o de parasito

3. VARIABLES.

Variable ind, di : o imulacion con lactobacillus cased.

‘Variable dependicnte: Porcemaje de sobrevivencia en murinos

D. DISERNO ESTADISTICO.

Para determinar las signifs i clisti de los datos ob idos en los yos, se aplico el
andlisis de varianza de un factor por rangos o prucba de H de Kruskal-Wallis y 1a prucba del rango pama
mucstras independientes o prucba de U de Mann-Whitney. El primer estudio determinaba si exdstian o
no diferencias significativas entre los todos los tratamientos aplicados a los grupos de ratones. Si se

b dife i sc aplicabs i segundo estudio, para identificar cual o cuales eran los grupos
quc presentaban esta diferencia. El nivel de significacion empleado fue de 5%.[ANEXO 1 y V],

i
H
i
i
i




VIl. RESULTADOS.
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En el presente estudio, se efectuaron tres confrontaciones de 7. gondin cepa R con
murinos N1H inmunoestimulados con L .caser 1L.os porcentajes de sobrevivencia murina  de ostas
tres confrontaciones fueron de 33, 67, 0, O (figura 4), 67, 50, 0, O (figura S) y 33, 33, 0, O (figura
6) para los grupos AB, C y D en los ensayos 1.2 y 3, respectivamente (Cuadro 6) No hubo
muertes de animales en los grupos E, F, G y 1 durante los tres cnsayos.  Los animales que no
recibieron i lacion murieron aproximadamente cnire cl

septimo vy décimo  dia
postinfeccion.
| 100 9 i
] x :
)
N
‘ [
s0 {
% .0 ‘
E \
2 !
| " e i
i
o - ;
O 1 2 3 45 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
l:- po-hl.en‘n \
T SO cane (m.ﬂnpo'c..w)\

_—®— Se svrunoastmulac On |

Figura 4. Efecto de L. casei contra 1a infeccion por 7. gondii en murinos NIH (Ensayo 1)

La dosis de L. casei fue de 1.8x10* UFC sdministrada por via intraperitoneal sicte dias antes de ln-
confrontacién con 2L D de 7. gorxdii cepa RH

Durante el ensayo 2, se determinaron los niveles de IFN-y por el método de ELISA
(Cuadro 7). Esta linfocina se determind en los dias 0, 7 y 14 postinfeccion. Los valores
encontrados de IFN-y fueron 94, 711, 57 (figura 7), 132, 1322, 80 (figura 8), 90, 1127 (figura 9),

92.6 y 1112 pg/ml. (figura 10) en los dias 0, 7 y 14 de las grupos A, B, C y D, respectivamente.
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Figura 5. Efecto de /.. casei contra la infeccion por 7. gorxdu en murinos NIH (Ensayo 2).
La dosis de /.. casei fue de 1.8x10° UFC administrada por via intraperitoneal siete dias antes de la
confrontacion con 2L.Dsode 77 gondis ccpa RH
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Figura 6. Efecto de /.. casei contra la infeccion por 7. gondii en murinos NTH (Ensayo 3).
La dosis de L. casei fue de 1.8x10" UFC administrada por via intraperitoneal sicte dias antes de la
confrontacion con 2LDsde 7. gomdii cepa RH.
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Figura 7. Comparacién del porcentaje de sobrevivencia y concentracion de 1FN-y en
murinos inmunoestimulados con L. caser viable y confrontrados a 7. gondn siete dias después. Las
tomas de muestra sérica se efectuaron en los dias 0, 7 ¥ 14 postinfeccion.
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Figura 8. Comparacion del porcentaje de sobrevivencia y concentracion de IFN-y en
murinos inmunoestimulados con /. cases muerto por calor y confrontrados a 7. gondii sicte dias
después. Las tomas de muestra sérica se efectuaron en los dias O, 7 y 14 postinfeccion.
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Figura 10. Comparacién del por je de sobrevi y concentracion de TFN-y en
murinos no inmunocstimulados y confrontrados a 7. gondii sicte dias después. Las tomas de
muestra sérica se efectuaron en los dias 0,7 y 14 postinfeccion.
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Cuadro 6 Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en este experimento

Ensavo 1

Ensayo 2

Ensavo 3

Porcentaje de

Tratamiento Porcentaje de Porcentaje de
sobrevivencia sobrevivencia sobrevivencia
L. caser (viabie) + 33 67 33
7. grorndii -
1. casei (mucrtoy + 67 50 33
T, goradis
Sobrenadantc «~ L T ——
T gondis
Unicamente o =T o
7. godis

Cuadro 7. Porcentajes de sobrevivencia y niveles de IFN-y abtenidos en este experimento,

Dia O postinfeccion Dia 7 postinfeccion Dia 14 posti
Tr dc [ IFN-y | Porcenime o | IFN-y | Porcomaie oc | IFN-y
sobrevavencia (p/mL) sobrevivencia mL sobrcovivencia (pg/mlL)
L. casei (viable) + 100 94 67 711 67 57
7. gondii
I.. casei (mucrto) + 100 132 50 1322 50 80
7. gordis
Sobrenadante + 100 90 33 1127 - B
7. govadii
Unicamente 100 92.6° 17 1112 =T -z
T. govaclii
7 Tados o8 ratones murieron.
Z Emte valor no se determiné por que todos los ratones habian muerto.
i alos g de antes de la

> Este valor es ol promedio de las determinaciones
inmunoestimulacion
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Los resultados obtenidos on este cstudio demucestran que la inoculacion de 7 acrobaciflies
cusei ATCC 7469 por via intraperitoncal (IP) induce una proteccion parcial inespeaifica contra
Toxoplasma gondis. A este respecto, Bautista y coluboradores (1995) observaron un cfecto similar

usando Concanavalina A (Con A) como inmunocstimulante

tos autores encontraron que la
administracion de 20 ug de Con A por via 1P protegia hasta un 50% al modelo munno de la
infeccion por 7. wondir [110]

Los porcentajes de sobrevivencia obtenidos en este estudio fueron semejantes a los
reportados por Bautista y colaboradores . sin embargo, no s¢ pudo obtener la misma uniformidad
de resultados Ya que como se obscrva cn la tabla 6, los porcentajes de sobrevivencia que se
obtuvieron en los ensayos 1, 2 v 3 variaban desde 33 hasta 67% para los tratamientos con /- cases
vivo y /.. casers muerto por calor No obstante, estos datos indican que la proteccion obtenida con

1a inmunocstimulacion, ya sea con la bacteria viva 0o muerta, pucde ser como minimo de 33%5,
pudiendo alcanzar valores de hasta 67%

El porque de tanta variacion en la sobrevivencia munna, puede ser cxplicada en términos
de la variabilidad biologica. Dado que la cepa de los ratones que se utilizo no era singenica, la
posibilidad de wvariacion debida a aspectos genéticos no pudo ser controlada

Ademas, es de
aceptacion general que las  condiciones

ambientales, alimentacion, estado inmunologico,

infecciones recurrentes, entre otros factores, pueden afectar notablemente a un estudio

experimental de este tipo

Con respecto, a los mecanismos inmunologicos que se desencadenan durante la
inmunoestimulacion con /.. caser, se ha reportado que la administracion de esta bacteria por via IP
© por via intravenosa (IV) a ratones BALB/c incrementa la produccion de radicales oxigeno (OR)

por los macrofagos peritoncales y células de Kupffer, evitando con esto la infeccion por Listeria

Y08y y el crecimiento del fibrosarcoma Meth A [5,105] Ademas, otros investigadores
han observado que la administracion de /.. casei por via oral (PO) y por via IP incrementa la
actividad enzimitica y fagocitica de los macrofagos peritoneales [103]
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Estos hechos hacen suponer que 1a administraciéon de L. casei por via IP incrementa los
mecanismos inespecificos que intervicnen on la resistencia de agentes patogenos intracelulares

como 7. grondii.

Actualmente, se¢ sabe que la inmunidad mediada por células es el principal mecanismo de
resistencia contra 7. gondn. Esta resistencia costa mediada por el IFN-y, una citocina que es
secretada principalmente por los linfocitos T CD4° ‘cooperadores) estimulados. También son
productores de 1FN-y los linfocitos T CDR’ (citotoxicos) y las celulas asesinas naturales (NK) En
humanos, la secrecion de IFN-y inicia a las seis horas después de la estimulacion, teniendo su pico

maximo de las 48 a las 72 horas | Ia produccion /n vitro puede continuar durante ocho dias. [72]

Los valores de IFN-y encontrados durante este cstudio, scfialan que a los siete dias de la
inmunoestimulacion (Dia O postinfeccion) no existe un incremento considerable de esta citocina
No obstante, en el dia 7 postinfeccion se e'lcvaron los valores hasta 10 veces mas en todos los
grupos de ratonecs. Estos valores disminuyeron en el dia 14 postinfeccion, ubicandose por debajo
del valor basal. Desgraciadamente, estos datos solo indican que existe una regulacion en la
produccion de IFN-y, tal vez dcbids’ a la disminucion de celulas T cooperadoras 1 (TH1) y sus
citocinas ocasionada por la proliferacion de celulas T cooperadoras 2 (THZ2). Las células THI1
producen IFN-y e IL-2 responsables de la activacion de macrofagos, y por lo tanio, de la
proteccion contra 7. gondu. Las células TH2 producen citocinas que estan relacionadas con la
respuesta inmunitaria de las células B, quc a su vez tienen efecto inhibitorio sobre citocinas
producidas por las células THI [54]

No se pudo observar si existe © no relacion entre la inmunoestimulacion con L. casei y la
produccion de IFN-y. Para lograr csto cs necesario, que en futuras investigaciones se determinen
dia a dia los valores de IFN-y durante todo el cnsayo. Ademas, seria conveniente que s¢

determinaran. por lo menos, una de las citocinas producidas por la células TH2 (por ¢jemplo, IL.-4

S IL-5).



e ANALISIS QE RESULIADOS g

Aunque no se pudo comprobar si el IFN-y se eleva o no por la inmunoestimulacion con /.

casei, hay que hacer notar que no cra el objetivo principal de este estudio El objetivo prioriario

era determinar si esta bacteria ¢s capaz de tar los ismos i ficos necesarios para

climinar a 7. gosxdrt de un huésped que cs altamente sensible En cste orden, se supone que la
introduccién de una bactcria no patégena por via IP, desencadena una respuesta inflamatoria, en
donde las células presentadoras de antigeno jucgan un papel muy impornante [iste proceso
inflamatorio limita ¥ climina a las bacterias inocuas, quedando activados algunos de los

mecanismos inmunitarios En tales mecanismos, estan incluidos la produccion de IFN-y,

Ni-u ¢
IL-2 por parte de Ia células THI. En conjunto estas citocinas activan a los macrofagos
peritoneales (PM), los cuales sufren cambios metabolicos importantes, como son - produccion de
intermediarios oxigeno (peroxido de hidrogeno. anion superoxido y radicales hidroxilo ) y

nitrogeno reactivos (especialmente oOxido nitrico), aumento en la produccion de enzimas

y no lisc . asi como aumento en la expresion de MHC tipo 11.[54, 103]

Estos cambios en el macréfago son suficiemes para limitar parcialmente la infeccion por 70
Rondii, logrando con esto un aumento considerable en los porcentajes de sobrevivencia murina.
Este hecho coincide con lo afirmado por algunos investigadores, que han observado los efectos

bencficos que tienen los Lactobacilos, y en especial, Lactobacilius caser [3-5, 103-109]
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Lacrobacillus caser es un buen inmunoestimulante que previene la infeccion por 7raxopl

srorxdis hasta un 67°% en ¢l modeio murino.

Los,valores de IFN-y determinados cn este estudio no son suficiente evidencia. para afirmar
o Y P

que existe un efe i imul. de /.. cases sobre células THI.

No se observaron diferencias entre usar como inmunocstimulante a /.. cases viable v L. cases

muerto por calor.

Los productos de excresion de [. cases (sobrenadante) parecen no tener efecto protector
alguno

Se requicre realizar mas estudios para identificar la naturaleza de los componentes y los

mecanismos involucrados en la inmunoestimulacion por /. caser.
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ANENXO L. Protocolo de los tubos para of nefelémetro de Mc Fardand.

[ "Namero | Cloruro de bario  Acido sulfirico 0.1N ~ Suspension de bacterias / miL -

i detubo | _ (gramos) (mL) i i -
) 1 : 01 9.9 30x10°
_2 . o2 .. _ 98 ©.0 x 10% .
3 | 03 9.7 9.0x 10 i
P4 . _o0a4 o 9.6 12x10° ;
| 5 { os : 9s 15x10°
3 o6 94 § 8 x 10 :
4 07 93 21x10°
8 i 08 9.2 o 24x10°
¢ ol Yoo T o1 2.7 x 10° ;
: 1.0 X ) 30x10° :
ANEXO 1. Preparacién del medio Bacto Ellefer Broth.
I Formuia Cantidad B

Bacto Triptona
Bacto Extracto de levadura

—— extrosa
1 Sacarosa Bacto

- Acido ascorbico

pH 6.8+ 0.2 2 25°C

Suspender en un litro de agua destilada o jomzada y a chullicion para disolver
complictamente. Distribuir y esterilizar a 15 Ib de presion por 15 minutos
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ANEXO | s de varianza de un factor por rangos o prueba
de H de Kruskal-Wallis.

La prucba de H de Kruskal-Wallis o analisis de vananza por rangos considera la magnitud de cada
observacion con relacion a las otras observaciones. Esta prueba es una extension de la prucba de Mann-
Whitney y los pasos a seguir son .

1) Las observaciones n;, n;, .... iy de las muestras k se combinan en una sola muestra de tamafo n
= m+ na+ ... + N,y sc areplan en orden de magnitud (considerando  su identidad dentro de
cada muestra) desde la mas pequeiia a la mas yrande. [.as observaciones ticnen el mismo valor
(estan empatas) sc les asigna la media antmética de los rangos correspondientes  a las
observaciones empatadas.

2) Se suman los rangos correspondientes a las observaciones de cada muestra por scparado,
dando origen a k sumas.
3) Se calcula d estadigrafo H por la formula :

12 k z
He —— ¥
n{n+rl) i=

-3 (n+1)
1 Lt

donde : k = cs ¢l mimero de muestras o tratamientos.
n, = es el nimero de observaciones de la muestra i
n = es el numero total de observaciones.

R,= es la suma de los rangos en la muestra i.

4) Cuando hay tres as con 5 O observaci cada una, la significacion de H se
determina usando Ia tabla de valores criticos para la prueba de Kruskal-Wallis. Cuando hay muas de
Smleimudlmonﬁsdcsmmnubequsﬁm
aproximadamente como X2 con k-1 grados de libertad {112]
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ANEXO 1V, Prueba del rango para muestras independientes o
prueba de U de Mann-Whitney.

La prucba dc U de Mann-Whitney sirve para probar hipotesis acerca de dos mexdias de dos
muestras independientes cuando los datos no alcazan a ser de tipo cuantitativo sino ordinales

En esta prucba, se arreplan primero los valores de las muctras en orden creciente desde 1 a ny+n;
(donde n, es cl tamafio de la muestra 1 y n; es tamado de la muestra 2), conservando cada valor dentro

de su propia muestra. La suma de jos rangos de la muestra 1 se denomina R, y 1a suma de los rangos de
1la muestra 2. R

Luego, se aplica una de las siguicntes formulas -

m(n+1)
Ui =mm + —————— - Ry
2
nxn2+2)
Uz=nitz * ———o—uu Ry
2

Una vez calculado cualquiera de los dos U, 6 Us. se obtiene otro valor
U=z -U
dondeUuU.éU;ed;ahdom.
Luego, sc compara el menor de los valores calculados U 6 U” con el menor de los valores citicos

de para los de "Ny m ponds y e nivel de significacion a. Si el valor
calculado es menor que d valor critico (de 1a tabla) se rechaza H, - py = y2 [112])
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