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PURIFICACAO DE TOXOPILASMA GONDII DE EXSUDATO PERITONEAL DE
CAMUNDONGO, EM COLUNA DE ALGODAO DE NYLON®

USE OF NYLON-COTTON COLUMNS FOR THE PURIFICATION OF TOXOPLASMA
GONDII

Avcusta Krvoms TAKEDA ()
MATHILDE RASKIN (®
RENATE DANBMANN )

SUMMARY

A simple procedure for purification of {oxoplasma from mouse peritoneal
exudate in columns of nylon-coiton is described, showing reproductibilily and satis:

factory recovering of the parasites.

INTRODUCAO

O objetivo do presente trabalho foi a
obtencdo de toxoplasmas purcs, sem a
presenca de oufras células habitualmente
encontradas no exsudato peritoneal de ca-
mundongos inoculados com éstes parasitos.

Os métodos descritos para a mesma fi-
nalidade, fais como os de FULTON &
TURKY 3, TSUNEMATSU? ¢ YANOWS-
KYY, sio trabalhosos e apresentam rendi-
mento relativamente baixo.

A técnica ora descrita, em gue & empre-
gado o algodio de nylon, é de facil ma-
mipulago, apresenta rendimento alto ¢ re-
duz os riscos de contaminaciio do pessoal
téenico,

MATERIAL E METODOS

Os exsudatos peritoneais foram obtidos
de camundongos inoculados com toxoplas-
mas, de acordo com Yanovisky.

Foram utilizadas colunas de algodso de

nylon'®, lavado durante 10 dias, com tro-
cas didrias de dgua destilada; essas colunas
foram montadas em buretas de 1 om
(diimetro externo), colocando.se 2 g do
algodio de maneira a atingir a altura apro.
ximada de 25 cm. As colunas foram pré-
viamente equilibradas com o lguido de
eluicio,

Como liguido de eluiglio foi utilizada
soliugho tampdo fosfatada 0,15 M — NaCl
0,15 M — pH 7.2,

Na presente técnica, confrariamente ao
preconizado por RABINOWITZ® ¢ GAR-
VIN® para purificagio de leuctcitos, n#o
foi utilizada a incubagio prévia das colu.
nas, a 37°C, 30 minutos, em virtude de
observagdes preliminares terem demonstra-
do que tal procedimento teve efeito con-
trario, prejudicando a purificagio das amos-
ras.

Os exsudatos, imediatomente apos a co-
Theita, foram submetidos a contagens de
toxoplasmas e células/ml, em clmara de
Neubaver. Em seguida foram centrifuga-

(1) Trakalho realizade na Secfo de Imunologia da Diretoria de Microbiologia e Diagnéstico do Institute

Adolfo Lutz,
(2) Do Insistuto Adoifo Lutz

(3) Eslagidria da Seglo de Imunclogla da Diretoria de Microbiologia e Disgndstico do Intituto Adolio

Laatz.

(4} LP-1 Leuko Pak R,
Grove, Ilhmois 60033,

Leucocyte filter, Fenwal Laboratories, Div,

Travenoi Labor. Inc. Morton
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dos a 4430 (G durante 15 minutos e, de
acbrdo com a contagem inicial, os sedi-
mentos foram ressuspensos em volumes
varidveis dos respectivos sobrenadantes,
de maneira a obterse aproximadamente
100 x 10° toxoplasmas/ml.

Os exsudatos assim corrigidos foram adi-
cionados, pouce a pouco, ao tdpo da co-
luna e, apés penetragfio total, foi iniciada
a eluigdo, coletandose volumes de 1 ml,
com velocidade de 15 gotas por minuto.
De cada tubo de eluicdo foram feitas con-
tagens de toxoplasmas e células/ml.

Repassagens dos eluatos em colunas de
0,7 cm x 4 cm (didmetro externo) foram
feitas para completar a purificagio das
amosiras.

O algoddo de nylon pode ser reaprovei-
tado, lavando.se a coluna com EDTA a
2% e, depois, véarias vézes com édgua des-
tilada; a seguir, seca-se o algoddo em estufa
a 37°C.

RESULTADOS

O valor médio das contagens iniciais de
sete amostras diferentcs de exsudatos pe-
ritoniais de camundongos inoculados com
toxoplasmas foi 97 x 10¢ toxoplasmas/ml
e 71 x 10% células/ml.

De acbérdo com os resultados obtidos,
aproximadamente 92% das células presen-
tes no exsudato peritoneal foram retidas.
Cérca de 8% (hemdcias e células mono-
nucleares pequenas), foram eluidas junta-
mente com os toxoplasmas, mas pfo dis-
tribuidas homogéneamente, sendo que em
alguns cluatos, como por exemplo no tubo
4, praticamente a quantidade de céluias foi
desprezivel em relacGo ao grande nidmero
de toxoplasmas, como mostram as fotogra-
fiag do esfregago inicial (Fig. 1) e do tubo
4 (Fig. 2).

Fig. 1 — Exsudato peritoneal de eamundongo infeeiado com Tomoplasma gondii,
antes de passar na cejuna.
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Fig.

2 — Toxoplasmas praticamente pures,
algoddo de nyion (tubo no 4},

Os eluatos com toxoplasmas, em tés
amostras que foram repassadas em coluna
de algodio de nylon, na auséncia de pro-
teina ¢ de sais de cdlcio ¢ magnésio, foram

ap6és passagem em coluna de

eluidos praticamente puros, havendo, po-
rém, redugiio do nimero de parasitos.
Ogs valores médios de sete experimentos
sfo apresentados no quadro seguinte e as
médias de suas distribuicdes, no grifico.

Valores médios e relacdo do Toxoplasma-célula

Valores Médios R elagio
N.9 dos
Tubas Texoplasma Células Células eluidas Toxoplasma-céiulas
X 108 x 1!}6 " %
1 424 0 0,00 100,00
2 7973 50 821 98,15
3 19 778 361 6,51 98,20
4 19 683 316 0.45 98,41
5 14.155 850 1,26 90,40
6 12 582 646 0,90 79,64
7 6 694 796 1,14 40,82
8 4 307 919 1,30 83,10
9 2 381 - 599 0,84 BL.20
0 1430 522 0,74 73,53
1 1 046 285 0,40 77,80
EY 861 446 .63 65,20
13 463 122 0,17 9,10
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RESUMO 3. FULTON, J. D, & SPOONER, D.F. . Preliminary
observations on the metabolism of Toxoplas-
E descrito um método simples de puri ma gondi. Trans, Roy Soc, Trop. Med.

ficacic de toxoplasma do exsudato peri- Hyg. 51(2):123-4, 1957.  Communications.
toneal de camundongos, em coluna de al-  ,  yyyovsky, 5. F. TRAVERSA, 0. C.; SCHMU.
godio de nylon, mostrando a reprodutibili- RIS, G. A.; CANTARELLA, A.; PANDIELLA,
dade ¢ satisfatéria recuperaco dos parasi- A. A, & POTHIER, M, S. — Nouvel antigéne
tos. pour la réaction de fixation du complément
pour le diagnostic de la Toxoplasmose, Ann,
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