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RESUMEN

Toxoplasma gondii, es un organismo intracelular que
puede causar infecciones parasitarias, afectando al ser
humano e invadiendo tejidos como el cerebro. En
pacientes inmunocomprometidos entre ellos con VIH-
SIDA, T. gondii es capaz de reactivar la infeccion y
causar encefalitis toxoplasmica. La infeccion cronica por
T. gondii, se caracteriza por la formacidn de un quiste que
le permite al patdgeno, mantenerse en el huésped por
largos periodos e incluso por todo el tiempo de vida del
mismo. En ocasiones el quiste sufre rupturas y libera
bradizoitos, quienes tienen la capacidad de formar nuevos
quistes, de ahi la variedad en el tamafio de los mismos. La
medicion del tamafio de un quiste contribuye con
informacién sobre la relacion del parasito y la respuesta
immune del huésped, esto permitira la blsqueda de
sustancias que inhiban el proceso de formacién quistico.
Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar un algoritmo
para la determinacion del area de quistes de 7. gondii
provenientes de material bioldgico de consumo humano,
mediante el Toolbox Image Processing del software
Matlab 2013. El algoritmo determiné el area de varios
quistes del parasito, indicando la medida especifica en
pixeles y posteriormente la trazabilidad a una medida
dimensional dada en nanometros cuadrados (nm?).

Palabras Claves: Toxoplasma gondii, Quiste, Area,
procesamiento digital de imagines, elipsoide.

1. INTRODUCCION

Toxoplasma gondii es un parasito protozoario intracelular
miembro del filum apicomplexa que posee una amplia
variedad de hospederos con importancia humana vy
veterinaria. Este patdgeno es altamente prevalente debido
a que su infeccidon puede perdurar a través de toda la vida
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en el cerebro de aproximadamente el 30% de los
humanos [1]. T. gondii es de amplia distribucion gracias a
su ciclo de vida que le permite la reproduccion sexual en
animales de la familia felinidae y la asexual en varios
animales vertebrados. La infeccion en los huéspedes
intermediarios entre ellos el hombre se da por diferentes
vias, la ingestion de quistes tisulares directamente
presentes en carne poco cocida y ooquistes en vegetales y
agua destinada al consumo [2].

Aunque se caracteriza por producir enfermedades
congénitas en humanos, 7. gondii es particularmente
perjudicial en tejidos que no tienen regeneracion celular
entre ellos, el cerebro, ojos y musculo esquelético o
cardiaco [3]. Este parasito es de amplia importancia
clinica por las enfermedades que causa en el feto como
muerte cerebral o severas secuelas neurologicas entre
ellas hidrocefalia, microcefalia, ceguera y como infeccién
oportunista en personas immunocomprometidas con
cancer, trasplante de 6rganos y VIH causando un alto
porcentaje de mortalidad y morbilidad [4]. Algunos
estudios reportan que alrededor del 30 al 50% de
personas con VIH que han sido infectadas cronicamente
con T. gondii presentan encefalitis toxopldasmica y
aproximadamente la mitad de las infecciones agudas
durante el embarazo conllevan a enfermedades
congénitas del neonato [5].

La infeccion cronica generada por 7. gondii se caracteriza
por la formacion de un quiste de membrana delgada en el
cual se replican lentamente los bradizoitos, como
respuesta a este proceso el tamafio del quiste aumenta y
mantiene las condiciones de vida para que el patdgeno
permanezca alli por largos periodos de tiempo [6]. Ac-
tualmente se tiene limitada informacion respecto a los
procesos especificos que le permiten al patdgeno formar el
quiste evadiendo el sistema inmune, sin embargo se ha
reportado que los mecanismos de interaccion huésped-
patéogeno estan mediados por la ruptura de algunos
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quistes, formacién de nuevos quistes y por procesos que
involucran células del sistema immunoldgico [6].

En organismos inmunocompetentes que presentan infec-
cioén cronica, los quistes de manera espontanea sufren
rupturas y liberan los bradizoitos, éstos invaden células
vecinas y se convierten en taquizoitos que pueden ser
controlados por el sistema immune, sin embargo 7. gondii
tiene la capacidad de formar nuevos quistes, por ello se
puede encontrar variedad en el tamafio de los mismos [6].
La medicion del tamafio de un quiste contribuye con in-
formacion sobre mecanismos involucrados entre la rela-
cion del parasito y la respuesta immune del huésped.

En Colombia se han encontrado cepas exoéticas de T.
gondii, estas cepas se caracterizan por ser avirulentas y
formar quistes en cerebro de raton [7, 8]. Esto indica que
este estado de desarrollo del parésito tiene prevalencia en
nuestro pais lo que puede sugerir que la poblacion humana
infectada con 7. gondii posiblemente este siendo afectada
por este tipo de cepas, de ahi la importancia de continuar
con estudios que permitan caracterizar el estado quistico
del patdgeno.

Debido a la alta prevalencia de este parasito en varias
regiones de Colombia, este trabajo tuvo como objetivo
desarrollar un algoritmo para la determinacion del area de
quistes de T. gondii provenientes de material biologico de
consumo humano con presencia de la cepa avirulenta
JUEZ1, mediante el Toolbox Image Processing del
software Matlab 2013. El algoritmo determiné el area de
varios quistes del parasito, indicando la medida especifica
en pixeles y posteriormente la trazabilidad a una medida
dimensional dada en nanémetros cuadrados (nm?),
teniendo en cuenta pardmetros como zoom Optico y
circularidad del quiste. En un trabajo posterior se propone
estimar el volumen que ocupa un quiste de 7. gondii en el
cerebro de su hospedero, a partir de la definicion del area
del mismo.

2. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo estuvo dividido en dos partes, el primero
definido por el desarrollo experimental realizado para la
obtencion de los quistes de 7. gondii apartir de cerebro de
raton infectado con cepa avirulenta JUEZ1 nativa de
Colombia. El proceso inicio con la recoleccion de las
muestras, tejidos de corazéon y lengua de cerdos
destinados al consumo de la poblacion Colombiana. Las
muestras fueron procesadas y analizadas utilizando
técnicas moleculares, posteriormente se inocularon en
ratones CFW (Carwort Farm Inbreed of Webster) de
aproximadamente 21 dias de nacidos. Los ratones fueron
suministrados y supervisados por el ente de control de
animales de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
los Andes. Con la inoculacion del parasito se permitio el
desarrollo y obtencion de los quistes en cerebro de raton,
se siguieron de manera estricta las normas de bioética y
proteccion animal.
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Los ratones infectados fueron sacrificados y su cerebro
aislado para realizar procesos histoquimicos 'y
moleculares. El proceso histoquimico fue desarrollado
con reactivo Giemsa, el cual permitié facilmente la
tincidn de las estructuras quisticas, este proceso se llevo a
cabo en los laboratorios BBMP de la universidad de los
Andes. El estudio histoquimico permitio la visualizacion
de los quistes de 7. gondii a diferentes escalas, usando un
microscopio Olympus CX31RTSF y posterior captura de
imagenes de microscopia Optica, mediante cémara
Panasonic DMC-FH2. La segunda parte de la
metodologia se caracterizo por el analisis de las imagenes
obtenidas mediante el toolbox Image Processing, el cual
permiti6 determinar el area de cada quiste visualizado.

Algoritmo

El tratamiento digital de imagenes actualmente se esta
implementando para la deteccion de caracteristicas como
tamafio, cantidad y forma en patdgenos que ocasionan
enfermedades [9,10]. Por medio del Toolbox de iméagenes
del software Matlab 2013, se procesaron 30 fotografias
con presencia de quistes de 7. gondii, para finalmente
establecer el area de cada uno de ellos. Las imagenes
fueron capturadas con una camara fotografica de
referencia Panasonic DMC-FH2 directamente sobre el
lente del microscopio.

Por otro lado, un sistema de procesamiento de vision esta
compuesto por las siguientes etapas: preprocesamiento,
segmentacion, etiquetado, extraccion de principales
caracteristicas, y clasificacién [11]. Por ejemplo, una de
éstas caracteristicas es el criterio elipsoidal en la
morfologia de los quistes de 7. gondii [6], factor que
contribuy6 para la segmentacion y posterior calculo del
area del quiste (Fig. 1A).

Segmentacion de Color

En la segmentaciéon se utilizaron principalmente 2
procesos:

- Filtro de la imagen

- Segmentacion de la imagen.

En el algoritmo se utilizd6 un filtro promedio para
minimizar el ruido de la imagen (Fig. 1B) vy
posteriormente se segmento la tonalidad azul. Para esto se
selecciono la escala RGB de la imagen original y al color
azul se le sustrajo por medio de un filtro promedio el
componente verde y rojo.

Binarizacion

La binarizacion es el proceso en donde por medio de un
umbral se separa la informacién de primer plano de la
imagen y se elimina lo que queda en segundo plano. En
este caso, luego de binarizar la imagen y convertir los
pixeles en un rango de [0,1], se utilizO un umbral:
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U, = 0.65, para binarizar y segmentar la imagen,
logrando eliminar el ruido y obteniendo la seccion de
interés ( Fig. 2A). Luego de tener binarizada la imagen
fue necesario realizar un proceso de encerramiento, para

QUISTE
T. gondii

A.

definir los objetos restantes en la imagen o aquellos que
tienen pixeles vecinos y etiquetarlos a través de la
asignacion de un color (Fig. 2B).

B.

Fig. 1. (A) Quiste de T. gondii. Cepa JUEZ1 nativa de Colombia. Tincién Giemsa, tejido de cerebro de ratén con 10 meses
de infeccion. (B) Segmentacion de color. Zoom 6ptico 40x . CAmara PANASONIC DMC-FH2.

A.

B.

Fig. 2. (A) Imagen binarizada. (B) imagen etiquetada. Quiste de 7. gondii. Cepa JUEZI1 nativa de Colombia. Tincion
Giemsa, tejido de cerebro de raton con 10 meses de infeccion. Zoom éptico 40x . Camara PANASONIC DMC-FH2.

Determinacién del area de quistes de 7. gondii.

Como ya se tienen definidos los diferentes objetos que se
encuentran en la imagen, es necesario determinar la
frontera de los mismos, y luego, por medio de un umbral
de area establecer el objeto de interés en la imagen (Fig.
3). El area del quiste de T. gondii se calculo en pixeles, y
luego por medio de una imagen patron se realizo la
trazabilidad espacial, debido a que se conoce con

Numero de pixeles en Imm a 10x = 4.2031 x 10 pixeles.

1imm

D_

P ™ Namero de pixeles en 1mm

Distancia de un pixel en metros (Dp)= 23.792 pm
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anterioridad las coordenadas en unidades reales entre un
pixel y otro (Fig. 4A y 4B). De esta forma el area en
pixeles fue trazada a una unidad de area en nanémetros
cuadrados (nm?). Con la imagen patrén y teniendo en
cuenta el zoom del microscopio, se calculo el nimero de
pixeles que se tenia en una distancia de Imm.
Posteriormente se hall6 la distancia de un pixel sin zoom
en metros (D,) (Ec.1).

x100 Ec. 1
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Deteccién
area de

interés

Fig. 3 Deteccion de un Quiste de 7. gondii. Cepa JUEZ1 nativa de Colombia. Tinciéon Giemsa, tejido de cerebro de ratén
con 10 meses de infeccion. Zoom o6ptico 40x . Camara PANASONIC DMC-FH2.

A.

Fig. 4. Imagenes de microscopia éptica. (A) Imagen patrén, hoja de papel milimetrado, zoom 4x.
(B) Imagen patron, hoja de papel milimetrado, zoom 10x. Microscopio Olympus CX31RTS. Camara Panasonic DMC-

3. RESULTADOS

El método de tincion histoquimica con Giemsa permitio
la visualizacion de diversos quistes de 7. gondii en cere-
bro de ratdn, éstos presentaron formas elipsoides como es
referenciado por Sullivan, A et al., 2013, los cuales estan
rodeados por una pared relativamente delgada (Fig 1A).
Algunos estudios reportan resultados respecto a la deter-
minacion del tamafio de un quiste de 7. gondii basado en
la medicion del didmetro y volumen del mismo [6], el
método computacional de este trabajo, permitié calcular
por medio de procesamiento digital de imagenes el area
de los quistes, a partir del didmetro mayor y didmetro
menor de la elipse caracteristica de la estructura quistica.
Para la implementacion del algoritmo se determiné el
area de 30 quistes de 7. gondii, obtenidos a través de los
métodos descritos anteriormente, algunas de las imagenes
se observan en la Fig 7.

Reconocimiento e interpretacion
El quiste de T. gondii en su estructura celular tiene una

forma elipsoide (Fig 5), cuya formula para calcular el
area se define por:

A

Fig 5. Area de una elipsoide.
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Aelipsoide = mr.R Ec.2

Donde:
R = Radio mayor
r = Radio menor

Calculo del area

Para determinar el area de los quistes de 7. gondii, el
algoritmo calculd la distancia en cantidad de pixeles del
diametro mayor y el didmetro menor de la elipse propia
del quiste (Fig. 6). Dichos valores calculados por el
método computacional son:

D.img = 1.3935x103 pixeles.
(Diametro mayor de la elipse del quiste).

d.img =1.1399x103 pixeles.
(Diametro menor de la elipse del quiste).

Con la distancia del diametro mayor (D.img), y del
diametro menor (d.img) en nimero de pixeles, se realizo
la trazabilidad a una unidad real, teniendo en cuenta el
resultado de la Ec. 1 y el zoom al que fue tomada la
fotografia, posteriormente se calculd el area del quiste.
Este procedimiento se realizd para las 30 muestras
diferentes de quistes de 7. gondii de la cepa JUEZI,
nativa de Colombia, tomadas con un zoom de 40x. Para
la Fig. 6, el calculo del area fue:
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Fig. 6. Extraccion de quiste de 7. gondii de 1a imagen. Zoom
40x.

D.imae - D
= mas ? — = 41.444 pm.
2 x Zoom optico microscopio
Ec.3
d-imaa - D
imag - 7P =33.901 um.

r= - - -
2 x Zoom optico microscopio

Es necesario didivir los didmetros calculdos por el
algoritmo sobre dos, debido a que la ecuacion del area de
la elipse involucra son los radios (Ver Ec. 3).

4. CONCLUSIONES

El algoritmo de tratamiento digital de imagenes disefiado
para el calculo del area de quistes de la cepa JUEZ1 de T.
gondii, nativa de Colombia, presentd Optimos resultados
al momento de comparar las mediciones reales otorgadas
por el desarrollo computacional y los métodos
tradicionales, siendo este algoritmo, un método capaz de
acelerar los procesos de medicion y calculo para la
caracterizacion de quistes. Por otro lado, los diametros
determinados por el algoritmo son coherentes con los
encontrados en la literatura, se validaron 30 muestras de
diferentes quistes de la cepa JUEZI, y los resultados
presentaron una precision mayor a los arrojados por los
métodos  tradicionales  (microscopia  Optica  con
micréometro), debido a que el método computacional
logr6 medir centésimas de micrometro. En un trabajo
posterior se prepone estimar el volumen que ocupa un
quiste de 7. gondii en el cerebro de su hospedero, a partir
de la definicion del area del mismo.

Algunos reportes de la literatura han relacionado la
presencia de 7. gondii con desoérdenes cerebrales entre
ellos esquizofrenia [12], no obstante este parasito tiene
alta prevalencia en tejido cerebral, por ello es de gran
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El area del quiste T. gondii es:
Areargopgii = m.r.R

Arear gongii = 4414 nm

a.ﬁ‘i

Area = 4414 nm

Area = 7.506 nm

A. B.

Fig. 7. A, B. Area de quistes de 7. gondii. Cepa JUEZ1
nativa de Colombia. Tincion Giemsa, tejido de cerebro de
raton con 10 meses de infeccion. Zoom 40x. Camara
PANASONIC DMC-FH2.

importancia el estudio de los mecanismos asociados a la
infeccion cronica. Este trabajo contribuyd con
informaciéon respecto a la determinacion del area de
quistes de T. gondii, aislados de muestras bioldgicas
nativas de Colombia, fortaleciendo la caracterizacion del
estado quistico de 7. gondii.
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