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CRIOCONSERVACION DE TOXOPLASMA GONDIl 
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Augusto Corredor Arjona*.' 

Toxoplasma gondiifue ~r i0~0nSe~ad0  en nitrógeno líquido usando como preservativo 
glicerol al 10% con el f i n  de mantener el protozoo por un largo período de tiempo. El 
descongelamiento de T. gondii se llev6 a cabo, cuando los parásitos fueron requeridos 
para uso como antígeno, a los 10, 40 y 270 días siguientes a su crioconservación. La 
viabilidad y patogenicidad del parásito fue confirmada in vivo. La crioconservación de T 
gondii disminuyó los costos de mantenimiento in vivo y de recursos humanos tanto en el 
bioterio como en el laboratorio. 

INTRODUCCION al 1G%.LatasadeenfriamientoylacomposiciÓndel 
medioenloscualeslosorganismosse suspendenen 

iaintroduccióndelmétodo democonservaaon el proceso de congelación son factores importantes 
a bajas temperaturas en nitrógeno líquido permite en la supervivencia de los parásitos (6). 
mantener viables algunos protozoos parasitarios 
(Tiypanmoma sp., Leishmania sp., P l m o d i u m  La crioconservación del Toxoplasma 
su.. etc) obviando el mantenimiento de éstos en ~ond i i  data desde 1947 cuando se le intento 
medios de cultivo, con continuos repiques o por mantener a bajas temperaturas -70 OC sin lograr 
pases sucesivos en animales de laboratorio, lo cual su conservación a pesar de que resistió el 
traeventajaseconómicasyaqueahomreactivosy enfriamiento, las sucesivas y lentas 
tiemw de mbaio. La conzelación en n i h ~ e n o  desconaelaciones Dero no su almacenaie Dor 
líquidoconserva~terable~estructuraantig&ca 
y otras caractensticas fisiológicas de los parásitos 
anteriormente enunciados permitiendo el uso de 
éstos en innumerables experiencias (1 - 4). 

La crioconservación en nitrógeno líquido (- 
196 E) de algunos parásitos, requiere de un 
preservativo tal como el glicerol o el dimetil- 
sulfóxido (DMSO) para proteger el 
microorganismo durante el proceso de congela- 
ción, mantenimiento y descongelación asícomo 
de un proceso de enfriamiento lento (5). Estu- 
dios de Camargo M. en 1983 (comunicación 
personal), permitieron conocer que el 
Tawopllasma se podía uioconservarenglicerol 

, - 
largos Periodos detiempo (4). 

El objetivo primordial del presente trabajo 
fue el de estandarizar y evaluar la metodología 
descrita en el estudio para crioconservar el T. 
gondü en nuestro medio. 

MATERIALES Y METODOS 

La crioconservación de T.aondii se realizó 
el 16 de mayo de 1985 y la  esc congelación del 
parásito se llevó a cabo en los siguientes peno- 
dos de tiem~o: 10.40 v 270 días ~osteriores a 
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CRIOCONSERVACION DE TOXOPLASMA GONDI 

1. Obtención de antígeno de T. gondü (7)  

a. Limpiar con alcohol yodado al 2% la 
superficie ventral del ratón. 

b. Cortar cefalocaudalmente la piel ventral 
del ratón y epararla lateralmente con el 
fin de dejarlibrelarnembramaperitoneal. 

c. Introducir intraperitonealmente 2 ml de 
solución fisiológica. 

d. Realizar pequeiios masajes en el vientre. 

e. Poruncostadoewuaerelmá>ámodeexudado 
evitando lesionar cualquier órgano. 

2. Selección del antigeno 

Colocar una gota del exudado entre lámina y 
laminilla y observar el microscopio para 
determinar: 

a Grado de contaminación 

b. Número de parásitos por campo de 40X 

c. Viabilidad. 

Si se observa contaminación agregar 
cloramfenicol al 1% al exudado obtenido, 
inocular intrapentonealmente 0.1 ml de 
éste a ratones de 25-30 días de edad evitan- 
dopuncionar el intestino que es la causamás 
frecuente de contaminación. A las 48-72 
horas siguientes a la i(ocu1aaón extraer el 
exudado lo más purw posible de células y 
rnicroorganismos siguiendo el proceso des- 
crito en el numeral 1. 

Para crioconservación se requieren de 40- 
50 parásitos por campo de 40X y sin con- 
taminación. 

3. Crioconservación 

a. Agregar glicerol puro al exudado hasta 
obteneruna concentraciónfinal del 10%. 

b. Mezclar muy bien. 

c. Repartir la mezcla en cantidades de 1 m1 
en viales de pogpropileno rígido. 

d. Refrigerar a 4'C durante 20 minutos. 

e. Congelar a -70'C durante 24 horas. 

f. Crioconservar a -196'C en nitrógeno 
líquido. 

4. Descongeladón 

Para la obtención del Toxoplasma después 
de cnoconservado se lleva a cabo el siguien- 
te proceso: 

a. Descongelar un vial rápidamente a 37 ' C 
en baño de maría. 

b. Colocar una gota de la muestra desconge- 
lada entre lámina y laminilla y observar 
al microscopio la viabilidad. 

c. Inocular individualmente 0.1 m1 del 
exudado aratones de 18-21 días de edad. 

Se llevaron a cabo tres inoculaciones de 
T. gondü en grupos de 8 ratones, des- 
congelando el parásito a los 10,40 y 270 
días de haberse crioconservado. 

d. A partir del cuarto día se observaron 
diariamente los ratones con el fin de 
analizar el estado vital de los mismos. 

RESULTADOS 

La patogenicidad y viabilidad del 
Toxoplasmagondii después de descongela- 
do se verificó Dor el com~ortamiento de éste en 
los ratones inóculados. ' 

De los ocho ratones inoculados uno de elios 
fue francamente positivo y otro presentó escasa 
vositividad i 1-2 taauizoiros nor camoo de 10X) a los dos días sigu;ntes deia inodación; un 
tercero fue positivo a los tres días con una 
positividad de 9 taquizoitos por campo de 40X, 
de los otroscuatro se obtuvo el totaldel exudado 
confirmándose su positividad. 

El último ratón al sexto día presentó una 
positividad de 40-50 parásitos por campo como 
es requerido para sucesivas inoculaciones en 
ratones y posteriores crioconservaciones. El 
exudado peritoneal de este último, el cual había 
sido inodado aun segundo grupo de 8 ratones 
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revelópositividad alos 2 dias siguientes de dicha inmunidad, patogenicidad y muchas otras in- 
inoculación con las características reauendas vesriaaciones. 
para sucesivas inodaciones invivo. mismo 
fenómeno fue observado a través de tres distintas 
inoculaciones en tres diferentes grupos de rato- 
nes dentro de un periodo de quince días. 
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de la metodología se obtuvo a los cuarenta días 
de haberse crioconservado el parásito. El tercer 
grupo de ratones fue positivo a los cinco días 
siguientes de la inoculación del ToxoDasma SUMMAR Y 

= -  
descongelado, día en el mal el cuarto grupo de 
ratones fue inodado con el exudado peritoneal 
de éstos, para luego r e a f i a r  la positividad in 
vivo dentro del mismo período al presentado por 
el terce~ grupo de ratones. 

La confiabilidad de la metodología, laviabi- 
lidady patogenicidad del Toxoplasmagondii 
a los 2 7 0  días de haberse crioconservado el 
parásito fue la misma a la verificada en los 
procesos anteriores. 

Lametodologíaanteriormente desaitaofrece 
una gran confiabilidad y reproducibilidad, 
conservando la viabilidad y patogenicidad del 
parásito invivo. Además brindaventajas tan- 
to laborales como económicas. Disminuye cos- 
tos no sólo en la producción y mantenimiento de 
ratones, lo mal demanda una buena inversión 
de capital, sino también en recursos humanos 
pues un mismo operario puede llevar a cabo: 
cnoconservación, descongelación, inoculación 
del parásito en ratones ylel mantenimiento de 
la cepa en sus respectivos repiques hasta la 
obtención de una gran cantidad de antígeno el 

The uyopreservation in liquid nitrogen of 
Toxoplasmagondii was carried out in order 
to preserve the parasite for long-tdrm. T. 
gondü was thawed when antigen was required 
at 10, 4 0  and 2 7 0  days after its freezing. The 
pathogenicity and viability of T. gondii was 
confiimed by inoculation into mice. The 
cryopreservation in liquid nitrogen of T. 
gondii minimized for both animal house and 
laboratory activities, the costs of maintenance 
of the oarasite into mice and the number of 
peopleinvolved in these activities 
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