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Cl\PITULO I 



I N T R o o u e e I o N 

1.1 PLANTEA"IENTO DEL PROBLE"A. 

La enfermedad de Chagas, parasitosis de curso agudo crónico, 

causada por la infección con el hemoflagelado Trypenosoma cruzi, 

tiene un gran impacto sobre la salud pública latinoamericana, debido 

la amplia 

disminución de 

distribución geográfica, elevada prevalencia, 

la esperanza de vida, y particularmente, sobre la 

calidad de éste. ( 12, 24) 

Según cdlculos de las Organizaciones Panamericana y Mundial de la 

Salud, en 1981 latinoamdrica tenia 24 millones de enfermos, 65 

millones en riesgo. (20) En Máxico, la cifre debe ser muy similar o 

las calculadas pare los paises sudamericanos, ye que tiene en común 

le precariedad de le vivienda rural humana -factor altamente 

condicionante del riesgo de transmisión-, así como la existencia de 

grandes concentraciones urbanas tropicales, el éxodo masivo de 

campesinos (muchos de ellos peresitados) hacia las zonas 

industrializadas. (9, 25) 

Existen diversos métodos para el diagnóstico de la enfermedad de 

Chagas. De modo general, consideradas las bases fisiopatogénicas 

le historia natural de la enfermedad, en la fase aguda conviene 

utilizar mdtodos directos ( exámen al fresco, gota gruesa, método de 

Strout, biopsia de ganglios o m~sculos) 

seriados. (2, 6, 23) 

través de exdmenes 



Pare la fase crónica. se prefieren los métodos indirectos debido 

la baje parasitemie ( xenodiegnóstico, hemocultivo e inoculación de 

animales sensibles), y métodos serológicos debido e le presencie de 

altos niveles de anticuerpos específicos {reacción de fijación del 

complemento (RFC), reacción de inmunofluorescencia indirecta (RIF), 

reacción de hemaglutinación indirecta (HAI), sondes de DNA y ELISAl 

(5, 11, 23) 

En el presente trebejo, se comparan cuatro métodos de diagnóstico 

pera le enfermedad de Cha gas experimental: serología, 

xenodiagnóatico, inoculación de animales y hemocultivo. 

1. 2 OBJETIVO. 

Comparar cuatro mátodoa de diagnóstico para la enfermedad de Chegas 

en fase crónica, en animales de experimentación, a distintos tiempos 

posteriores e le desaparición de le parasitemia. 

1. 3 HIPOTESIS, 

Si existen diferencias en le sensibilidad de cuatro métodos de 

diagnóstico de le enfermedad de Che ges, entonces se tendrdn 

diferencias en el número de casos diagnosticados como positivos. 



CAPITULO II 



A N T E C E O E N T E S 

2 .1 DEFINICION. 

La tripenosomiesis americana enfermedad de Chegas es una 

parasitosis de curso agudo y crdnico, causada por la infección con 

el hemoflagelado Trypanoso•a cruzi, siendo transmitida al hombre 

otros mamíferos por hemípteros hematófagos de le familia Reduviidae, 

subfamilia Triatominae, conocido~ como triatominos. (5) 

T.cruzi as realmente un complejo biológico da poblaciones 

parasitarias que circulan en le naturaleza entre los seres humanas, 

animales domésticos, reservorios salvajes vectores selváticos 

domiciliarios. Estas cepas muestren diferencias en las 

características morfológicas, curves de paresitemie, índices de 

·mortalidad, tropismo tisular, capacidad de destruccidn neuronal 1 

susceptibilidad a agentes quimioterepéuticos 

(16, 18, 25) 

tipos entigénicos. 

2. 2 CLASIFICACION TAXDNDHICA. 

Este parásito protozoario se clasifica taxondmicamente como sigue: 

Reino: Protista 

Phy lum: Sarcoma stigophora 

Subphy lum: Mastigophora 

Clase: Zoomestigophorea 

Orden: Kinetoplastida 

Subordeñ:Trypanosomatine 

Familia:Trypanosemtidee 

Género:Tryponoso•a 

Especie:cruzi (10) 



Le infección se facilita cuando las condiciones ecológicas son 

favorables para la entrada permanencia de los trietominos 

infectados en las viviendas humanas, principalmente en el medio 

rural. 

(23) 

2 ,3 CICLOS DE TRANSMJ:SION. 

Se distinguen tres tipos de ciclos de trensmisidn del T.cruzi: 

e) El doméstico, mantenido por el hombre, perros, gatos 

los triatominos sinantrópicos adaptados e la vivienda humane. 

b) El silvestre, que comprende roedores, marsupiales, armadillos 

otros mamíferos salvajes y triatominos de habitet silvestre, y 

c)Un ciclo peridoméstico intermedio. (24. 1 25) 

En una extensa zona del continente americano, comprendida entre los 

42 grados latitud Norte en Estados Unidos, los 43 grados latitud 

Sur en Argentina, se han detectado focos na tura les de 

tripanosomiasis americana. Se ha hallado infección por T.cruzi en 

mas de 100 especies de mamiferos de todos los órdenes. (25) 

Respecto a su transmisión, la enfermedad de Chagas va perdiendo poco 

poco su rigurosa dependencia del triatomino transmisor, 

aumentando otros mecanismos, tales como la transfusión de sangre 

la enfermedad congénita. (18, 23, 25) 



2.3.1 CICLO BIOLOGICO, 

El T. cruzi tiene su reservorio natural en mamíferos silvestres o 

domésticos. El tripanosoma circulante en el torrente sanguíneo del 

vertebrado infectado es ingerido por triatominos hematófagos, y en 

el tubo digestivo de los insectos los parásitos se multiplican, 

trensformandose después de 8 a 10 dies en tripanosomas metacíclicos 

importantes, los cuales se eliminen por les heces del triatomino. 

(10) 

En el hombre, la cadena de transmisión se inicia por le 

conteminacióh través de la materia fecal del triatomino, 

penetrando el protozoario e trevás de le piel, conjuntiva ocular y 

otras mucosas; la transmisión puede efectuarse también por medio de 

transfusiones sanguíneas, congánitemente o por contacto con le 

-:angre de animales infectados. (5, 9) 

Las transfusiones de sangre inf ecteda ocupan el segundo lugar entre 

los medios de transmisión mds frecuentes, puesto que se han 

encontrado donadores de sangre con reacciones seroldgicas positivas, 

en una proporción variable del 1 al 15%. (23) 

Dentro del organismo humano los tripanosomas metaciclicos no se 

multiplican mientras estdn en el torrente circulatorio¡ el parásito 

invade rápidamente los f ibroblastos adipocitos del tejido 

subcutáneo, así como el bazo, hígado, médula ósea, riñones, teJido 

nervioso, ganglios linfáticos y miocardio, (5) Una vez que los 

parásitos penetren en las células de los tejidos, pierden el flagelo 

y la membrana ondulante, se transforman en emastigotes se 



multiplican por fisión binaria, forma~do ·gre~ ~~mero de emestigotes 

que finalmente pesen por ies f eses de p~~~a~iigote y epimestigote 

alcanzan le forma de tripanosoma, apareciendo en la sangre 

periférica, con lo que completen su ciclo, ~(9) 

2.4 PATOLOGlA. 

Las manifestaciones clínicas de la infección por T. cruzi varían en 

función del tamaño del inóculo y la virulencia de la cepa, asi como 

le edad, el estado nutricional la respuesta inmunológica del 

huésped. El periodo de incubación es de S a 10 dias y el prodrómico 

vería entre 1 e 5 días. (23) 

Durante le fase aguda puede haber fiebre, anemia, edema facial, 

general; el cuadro clínico en le fase crónica se relaciona con la 

localización del protozoario en el miocardio, sistemas nervioso 

central, nervioso vegetativo y nervioso periférico, tubo digestivo, 

hígado, bazo y otros órganos. (2, 5) 

La enfermedad de Chaga~ crónica se caracteriza por un equilibrio 

entre el huésped el parásito. Durante la fase crónica, en 

condiciones normales no se presenta curación espontánea, ni una 

nueva fase aguda, ya sea en la enfermedad experimental en le 

humane. El huésped inféctado suele desarrollar une fuerte 

inmunidad, de modo que la reinfección no inducirá nuevos brotes de 

parasitemia intensa. (2, 23) 

La enfermedad de Chegas, en su fase crónica, deriva en una 

cardiopatía, según se ha demostrado en el 10.8% al 29% de los 

sujetos inf ectedos con T. cruzi. Esta cardiopatía chegástica crónica 



es más frecuente en le Jra., 4te. y 5te. décadas de le vida, 

predominando en los varones. Clinicemente se caracteriza por la 

presencia de tres sindromes básicos; arritm1as cambiantes, 

insuficiencia cardíaca y fenómenos de tromboembolismo. (23, 25) 

La enfermedad de Chagas, en ciertas zonas endémicas, se ha 

relacionado con ciertas perturbaciones en la motilidad del esófago y 

el colon distal, asi como algunas dilataciones patológicas de estos 

órganos (megaesófago y megacolon). (5 1 25) 

La inmunidad de base celular ha sido detectada. La acción 

protectora de los anticuerpos séricos sigue siendo discutible. (21) 

2. 5 DIAG•DSTICO. 

En la fase inicial de le infección aguda con T.cruzi, le parasitemia 

periférico suele ser suficientemente elevada pera ser detectada por 

microscopía directo de le sangre. (2, 5) 

En la etapa crónica, le infección es inoperante, métodos 

indirectos son requeridos para demostrar la presencia de T.cruzi, ya 

que la parasitemia es muy baja, lo cual dificulta su identificación 

directa. Los ~étodos indirect~s comúnmente usados son el 

•enodiagnóstico. y el hemocultivd; el xenodiagnóstico consiste en la 

reproducción artificial del ciclo natural del parásito a través de 

tristominos sabidamente negativos, que se alimentan sobre el 

paciente; es un método de diagnóstico sumamente especifico de 

sensibilidad relativamente reducida, pero el mds empleado pare 

propósitos de rutina. (1, 14, 23) 

7 



El hemocultivo consiste en la inoculacidn a un medio (con los 

nutrientes condiciones necesarias para el crecimiento) de los 

parásitos presuntamente presentes en le sangre inoculada. En la 

literatura, este método es considerado como el más sensible pera 

unos {10) y el método menos óptimo pare otros. (12, 23) 

Le inoculación de animales raramente se realiza, ye que es dificil 

de estandarizar sólo se obtienen bajos niveles de parásitos 

periféricos. ( 15, 23) 

Pare el diagnóstico de la enfermedad de Chages también se utilizan 

los mdtodos seroldgicos, que se ~asen en le detección de anticuerpos 

contra los parásitos. Los métodos que se han empleado son: AIF, 

RFC, ELISA, HAI etc, (2,6,23) les ventajas de los métodos 

seroldgicos son el conocimiento de la incidencia y de le frecuencia 

de le infección, le prevención del contagio por transfusión de 

~engre, le identificación de los casos no sospechados. o incluso la 

confirmación de la enfermedad de Chagas en enfermos con 

manifestaciones clínicas que le sugieren. (2) 



C~PITULO III 



P A R T E EXPERIMENTAL 

3 .1 DIAGRA"A GENERAL 

Sangre de ratón infectado con 

T.cruzi ce a Cid. 

E de tripanosomas 

de Neubauer. 

¡ 
en cámara 

Inoculación de cobayos 

000 tripenosomes/ml) 

Revisión periódica cede 3er. día e 

los cabe os or sen redo de la oreja. 

Etepe crónica de los cobayo~ 

(después de desaparecer la paresitemia) 

Realizar pruebas de diagnóstico e diferentes 

tiempos. (Serología (HAI), Hemocultivo 1 

Xenodiegnóstico e Inoculación de animales.) 

A los 45 dies des-

pude de desaparecer 

111 parasitemie. 

A los 60 días des-

pués de desaparecer 

la paresitemfa 

A los 75 dias des-

pués de desaparecer 

la peresitemie. 



3.2 "ATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO • 

. 3. 2 .1 "ATERIAL BIOLOGICO. 

cobayos hembras de 500 g, cepa Ounkin Hartley. 

ratones infectados con T.cruzi, cepa Cid, en fase aguda de la 

enfermedad. 

- 12 ratones albinos (de laboratorio), cepa NIH, de 22 g. 

- 15 chinches Trieto•a pallidipenni•, ninfas del 3er. estadio. 

- Glóbulos rojos no sensibilizados {de carnero) en suspensión al 1%, 

para control de heterofilie. 

- 6 ml de sangre completa de carnero. 

Ant!geno HAI liofilizado de glóbulos rojos de carnero, 

sensibilizados con antígeno citoplásmico de T. cruzi. 

3.2.2 "ATERIAL PARA LA PREPARACION Y CONSERVACION DE REACTIVOS Y 

llEDIOS. 

- Refrigerador (4 ne) 

- 6 tubos de vidrio con tapón de rosca de 15 cm x 150 mm 

- 1 vaso de precipitados de 250 ml 

- 1 matraz Erlenmeyer de 500 ml 

- 1 autoclave 

- 1 balanza grenataria 

- 2 pipetas serológicas de 10 ml 

- 2 pipetas serológices de ml 

- 2 pipetas serológicas de ml 

- 2 pipeteo serológicas de 0.1 ml 

- 1 pipetor estéril 

10 



PARA El SANGRADO E INOCULACION DE ANIMALES. 

- 25 lancetas 

- 20 ml de eter 

- 1 jaula grande para cobayos 

- 2 jaulas para ratones 

- 10 jeringas estdriles para insulina con su aguja (25 x 16mm) 

5 agujas estériles pare jeringa del número 21 x 32 mm 

- 20 agujas estáriles pera ~eringe del ndmero 20 x 32 mm 

- 1 ampolleta de heparina de 5 ml 

- 2 mecheros Fisher con manguera de látex 

- 1 campen& pare sacrificio por inhalación de eter, 

- 3 pares de guantes 

- 10 tubos de 13 x 100 mm 

PARA LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO. 

- 2 trampas de red de plomo pera inmovilizar ratones 

- 1 cámara de Neubeuer con cubreobjetos 

- 1 microscopia óptico 

ceja de portaobjetos 

- 1 caja de cubreobjetos 

- 1 ase microbiológica 

paquete de torundas de algodón 

- 1 cord~n de 5 m de largo 

- 1 tabla de madera con un agujero al centro, de 10 cm de didmetro 

- 1 paquete de etiquetas 

marcador 

" 



- 1 caja de cerillos 

- 2 mecheros Fisher con manguera de látex 

- 6 frascos medianos para guardar les chinches 

- 1 picahielo para horadar la tapa de los frascos 

- 1 pinza para depilar 

- 10 pipetas Pasteur 

- 10 tubos de 13 x 100 mm 

- 1 gradilla para tubos de distintos diámetros 

- 1 incubadora ( 37 ° C) 

.. 2 pipetas serológices de 10 ml 

- 2 pipetas serológicas de ml 

- 2 pipetas serológices de ml 

- 2 pipetas seroldgicas de 0.1 ml 

- 1 centr:lfuge 

.. 30 cuadros de papel perafilm 

- 2 dispositivos para la alimentación de chinches, que consisten en 

recipientes de plástico de aproximadamente 10 cm por 15 cm de 

largo y 8 cm de alto, con tapadera ajustable. hueca. 

- 1 tijeras 

- 30 palillos de madera 

- 2 pedazos de malle de tul, de 1 dm' (cada pedazo) 

- 3 pares de guantes de látex 

- 1 frasco de vidrio con soloción de f enol al 3% 

- 1 micropipeta ajustable a 25~1 

- 500 boquillas para micropipeta 1 estdriles 

- 1 ceja porta boquillas para micropipeta 



3.2.3 REACTIVOS Y "EDIOS, 

- 0,5 de yodo metálico 

- 50 ml de alcohol etílico 

- o.as g de NeCl 

- 1 de ácido pícrico 

- 3 de cristales de f enol 

- 4.8 g de bese de eger sangre (BIOXON) 

- 1000 ml de egue destilada 

3.2.4 ·REACTIVOS DEL EQUIPO CHAGATEST ~Al, merco Wiener leb, con 

vigencia. 

- 2-Merceptoetenol el 1% 

Solución proteica: solucidn fisiológica tempanada con fosfatos 

pH 7.5 con colora~te inerte. 

- Reconstituyente HAI: solución fisiológica tamponede e pH 7 

"ATE.RillL DEL EQUI.PO CHAGATEST HAI, Mere e Wiener leb. 

- 1 frasco vacío pare tresveser el 2-Mercaptoetenol de la empolla 

3 policubetes con 96 pocillos de fondo en U 

columnas) ceda una 

- 2 tetinas 

- 1 cinta adhesiva 

1J 

( 8 hilares y 12 



3. 3 KETOOOLOGIA. 

3.3.1 SANGRADO DE RATONES INFECTADOS CON T.cruzi, CEPA CID, QUE 

ESTAN EN LA FASE AGUDA DE LA PARASITOSIS. 

-Trabajar en zone estáril y con guantes, 

-Alistar una jeringa con 0,5 ml de solución salina. 

-Tomar un algodón con eter, y dormir el ratón e sangrar. 

-Por punción cardiaca. sangrar lo más posible al ratón (se requieren 

3.5 ml). Mover continuamente le jeringa con le sangre y la solución 

seliná. 

-Sacrificar al ratón por desnucemiento. 

3.3.2 CONTEO DE TRIPANOSOMAS EN LA SAN~RE OBTENIDA. 

- Integrar perfectamente le solución salina con le sangre infectada, 

·tomar 0.5 ml de le sangre y hacer une dilución 1:2 con solución 

salina. Integrar perfectamente. 

-Colocar la cámara de Neubeuer sobre una superficie horizontal, 

poner el cubreobjetos sobre las mesetas. 

-Cargar le cámara con une gota de le sangre infectada, depositándola 

entre le meseta y el cubreobjetos pera que difunda por capilaridad, 

evitando que se formen burbujas o caiga el liquido a los surcos. 

Dejar en reposo por 2 minutos, en ambiente húmedo. 

-Disminuir la intensidad luminosa del microscopio 

localización de le cuadrícula e seco débil. 

proceder a le 

-Hacer el recuento de tripanosomas visibles en los cuatro cuadros de 

les esquines de le cuadrícula central. 



-Calcular el n~mero d~ tripanosomas por mm 3 , considerando que cada 

cuadrante mide 1 mm 2 , y que le altura de le superficie de la meseta 

(cuadricula) el cubreobjetos 1 es de 0.1 mm 

No. de tripanosomas 

contados en los 4 cuadrantes = promedio de tripanosomas por mmr 

Para determinar el promedio de ~ripanosomes en 1 mm3, y conociendo 

que le altura es de 0.1 mm, se considera que 0.1 mm= 1/10 mm 

Por tanto: 

Promedio de tripanosomas 

por mm 2 

10 promedio de tripanosomas 

por mm 3 

V considerando que le dilución de le sangre infectada, el hacer ese 

conteo, fue 1:2, entonces 

Promedio de tripanosomas 

por mm3 

concentrecidn de tripanosomas 

por mm 3 de sUspensión inocula

da. 

Haciendo le conversidn e cm3 (donde 1 cm 3 = 1 ml) 

Si 1 cm3 = 1000 mm 3 , entonces mm 3 = 0.001 cm 3 



Por tanto: 

tripanosomas 

mm• 
~ tripanosomas / cm3 

0.001 cm• 

tripanosomas / ml 

-Luego del conteo, colocar le cámara y el cubreobjetos en une 

solución de fenal el 3%, posteriormente se someten 

esterilización. 

3.3.3 INOCULACION DE COBAYOS. 

-Uc1lizar guantes en ambas manos. 

-Con una mano, sujetar las patas delanteras y la cabeza, y con la 

otra mano, sujetar las petes traseras. Otra persona limpiará con 

alcohol yodado le zona de inoculacidn, inoculará 

intraperitonealmente 0,5 ml de sangre infectada de ratdn. 

3.3.4 REVISION PERIOOICA DE LOS COBAYOS. 

1.- Hasta que se llegue a la fase aguda de le enfermedad, la revisión 

será semanal. 

-Utilizar guantes y proteger la mese de trebejo con papel eatrasa. 

Colocar sobre le mesa al cobayo. 

16 



-Tomar une torunda con alcohol y limpiar le superficie externa de les 

orejas, haciendo masaje sobre une vena, hasta que se yerga. 

-Tomar une lanceta estéril picar transversalmente le vena, hasta 

que selge una gota. En un portaobjetos limpio, colocar le gota de 

sangre obtenida y taparle con el cubreobjetos. 

-Observar el microscopio, a 10x. Si le preparacidn es muy densa, 

repetir le operación, pero agregar el portaobjetos une gota de 

solución salina y volver a observar. 

2.- A partir de le fase aguda, en le que el número de 

tripanosomas es alrededor de 30 por campa, le revisidn será cede 

tercer dí.e. 

3,- Cuando ye no sea observable microscópicemente la paresitemia, 

contar 30 días, revisando semanalmente la sangre de los cobayos. 

3,.3.S TRATA"IENTO DEL RATERIAL COllTARINAOO. 

-Todas les jeringas, agujas, portaobjetos y cubreobjetos utilizados 

se envuelven en papel estrese, se sellen con cinta testigo se 

esterilizan en autoclave, e calor húmedo, 115 ºC, 20 minutos. 

3.3.6 TRATA"IENTO OE LOS COBAYOS EN LA ETAPA CRONICA. 

-Luego de 30 días de que desapareció le peresitemie, hacer 

de 2 cobayos cada uno. 

lotes, 

-A cede lote se le harán 4 pruebes de diagnóstico, en diferentes 

tiempos: 

Al primer lote a lo& 45 días de desaparecer la perasitemie, al 2do. 

lote a los 60 días do desaparecer la peresitemie, y Bl 3er. lote e 
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los 75 de desaparecer la perasitemie. 

-Marcar a cada uno de los cobayos, para diferenciarlos, con solución 

de dcido pícrico al 1%. 

3.3.6.1 XENDOIAGNOSTICO, 

-Tomar un cobayo y colocar su parte anterior sobre una tebla con 

agujero, sujetar con un cordón sus 4 petas, de modo que quede 

inmovilizado. 

-Tomar triatominos del 3er. estadio, sometidos ayuno de 

semanas, y colocarlas en un dispositivo pera su alimentación¡ tomar 

un recipiente que contenga una cartulina plisada de le altura del 

recipiente, cubrir el recipiente con la melle de tul y sujetar la 

malle con le tapadera hueca del recipiente, de modo que las chinches 

puedan escalar le cartulina y fdcilmente asomen su probosis por los 

orificios de le malla. 

-Colocar le table donde se sujetó al cobayo, sobre el dispositivo de 

alimentación de les chinches, de modo que la zona que descubre el 

vientre del cobayo quede en contacto directo con los trietominos. 

-Asegurarse .de que las chinches pueden alimentarse de la sangre del 

cobayo¡ cuando se hayan alimentado hasta la repleción se retiren del 

recipiente y ee colocan en un frasco limpio, con un círculo de papel 

en su base interna, y une cartulina plisada. 

-Cerrar el frasco y etiquetar. Guardar 4 semanas. 



3,3,6.2 SANGRADO DE COBAYOS PARA EL SEROOIAGNOSTICO, LA INOCULACION 

DE RATONES Y EL HEMOCULTIVO. 

-Luego de alimentar e las chinches con la sangre del cobayo, desatar 

al cobayo. 

-Preparar área estéril. Usar guantes. 

-Dos personas sujetarán las patas y cabeza del cobayo, mientras otra 

persona, con su meno, localiza el corazón¡ ya ubicado, se limpia el 

área con un hisopo bañado en alcohol yodado. Luego, con una jeringa 

de 10 ml, previamente ba~ede en su interior ~on heperina, se procede 

el sangrado intrecardíeco¡ se requieren unos B ml de sangre para las 

pruebes, de ceda uno de los cobayos. 

-Colocar el capuchón a la aguja y mover le sangre obtenida en le 

jeringa, pera asegurar el efecto anticoagulante. 

3.3.6.2.1 HEMOCULTIVOS, 

-Trabajar en área estéril. 

-Tomar tubos con gelosa sangre al 4% con el medio dispuesto en 

pico de flauta, y hasta el pico, lleno de s~lucidn salina estéril. 

-En zona estéril, retirar el capuchón (incluyendo la aguja) do la 

Jeringa. Inocular a un tubo y taparlo bien. 

-Repetir le operación con un tubo mds. 

-Poner e 1 capuchón la pun~e de le jeringa. Colocar los 

hemocultivos en una gradilla, e incubar a 37°C durante 3 semanas. 

3.3.6.2.2 PREPARATIVOS PARA EL SEROOIAGNOSTICO. 

-Retirar el capuchón (incluyendo le aguja) de la punta de la 
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jeringa, y vertir en 2 tubos de 13x100 limpios, a cada uno, 2.5 ml 

de sangre de cobayo. 

-Colocar el capuchón en la punte de le jeringa, 

-Sellar con papel perafilm los tubos. Centrifugar e 3000 r.p,m,, 

heste separar el suero del paquete globular. 

Mientras se centrifuga: 

3,3,6.2.3 INOCULACION DE RATQNES. 

-Utilizar guantes. 

-Por ceda cobayo, se utilizerdn 2 ratones. 

-Mercar con Solución de dcido pícrico al 1%, e 2 ratones. 

-Con una mano, sujetar al ratdn por el lomo el cuello, con la 

otra, desinfectar el drea a inocular con alcohol yodado; retirar el 

capuchón (sin quitar la aguja) a la jeringa, e inocular O. s. ml de 

sangre de cobayo al ratón, intreperitoneelmente. 

-Tomar otro ratón repetir le operación. 

-Se revisarán los ratones a partir de los 15 días de la inoculación. 

3. 3. 6. 2. 4 SERODIAGNOSTICO. 

-Previamente, se preparan los reactivos para el Chagatest, según 

indicaciones del fabricante del equipo. 

-Seleccionar una policubeta con pocillos sin usar de fonoo en U, 

pasar un trapo húmedo por la base antes de usar. 

l.- TITULACION SIN 2-MERCAPTOETANOL (2-He): 

1) Con microgotero de 25 Al, colocar 1 gota de diluyente de sueros 
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HAI en todos los pocillos a usar de la policubeta. 

2) Tomar una alícuota de cada suero e ensayar con microdilutores de 

25 µl (uno para cada muestre) y colocar en los pocillos de la 

columna 1. Se utilizarán tantas hileras horizontales como sueros 

deban procesarse. 

3) Realizar diluciones a partir de la columna 1 (dilución 1:2), 

pasando los microdilutores a le columna 2 (dilución 1:4), as! 

sucesivamente hasta la columna 12 (dilución 1:4096). 

4) Colocar en las columnas 1 y 2 (diluciones 1:2 1:4), una gota 

(25 "l) de glóbulos rojos no sensibilizados, para control de 

heterofilia, 

5) En el resto de los pocillos agregar 1 gota (25 ~l) de antígeno 

HA!. 

6) Agitar le policubete golpeando con los dedos en les paredes 

laterales, durante 30 segundos, 

7) Dejar en reposo, al resguardo de las vibraciones por 90 min. 

8) A partir de loe 90 minutos, leer sobre un espejo. 

11.- TlTULAClON CON 2-ME (Pera caeos de heterofilie). 

1) Colocar una gota de suero en ceda uno de los pocillos, utilizando 

una pipeta descerteble por cada suero 1 en posición vertical. 

2) Agregar una gota de 2-~c al 1% a los pocillos, utilizando una 

pipeta descartable. 

3) Sellar los pocillos con cinte adhesiva y agitar le policubete 

golpeando con loa dedos en les paredes laterales. 

4) Incubar por 30-60 min. 1 a 37°C 1 o 90 min. e temperatura ambiente. 



5) Retirar la cinta edheaiva, peaer un trapo húmedo por 11 beae de 

le policubeta, con microgotero de 25 ~l, colocar una gota de 

diluyente de aueros HAl en los pocillos restantes de les hileras 

utilizedes, 

6) Aealizer los paaos 3 a 8 enteriormente descritos en le titulación 

sin 2-He. 

3.3.7 VERIFICACIDN DEL XENODIAGNOSTICO. 

A los 30 días de haber sido ali~entedas las chinches, se alimenten 

nuevamente, pero con sangre de ratdn no infectado: 

En une trampa hecha de une red de plomo, introducir e un ratón 

seno y cerrar le trampe,de modo que quede inmóvil. 

Preparar en el dispositivo de elimentecidn de chinches, los 

trietominos en estudio¡ colocar sobre el dispositivo le trampa con 

el ratón inmovilizado. 

Cuando estén repletas .• esperar a que defequen; luego, tomar una 

pipeta Pesteur y adicionar una gota muy pequefta de solución salina¡ 

mezclar, y con le misma pipeta, tomar la mezcla 

portaobjetos iimpio. Cubrir con el cubreobjetos. 

colocarle en un 

Si las chinches no defecan, tomar una chinche con las pinzas 

oprimirla ligeramente, pare forzar le salida de las heces, 

Observar el microscopio óptico, 10x, en busca de 

tripomaatigotes. Si es negativo, repetir la operación e los 10 días 

siguientes, 

- Tanto pipetes Pasteur, como porta y cubreobjetos, colocarlos en un 

recipiente con fenol al 3%¡ luego, esterilizar el material. 
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- Si el resultado es negativo, esperar otros 20 dias, y practicar le 

técnica de Meeckelt, modificada: 

"DDIFICACIDN DE LA TECNICA DE "AECKELT: 

La técnica original consiste en colocar en une moledora mecánica 

(licuadora doméstica) e les chinches en estudio, molerles con 

solución salina, pera luego filtrar el líquido con une gasa y hacer 

une preparación en fresco, pera buscar al microscopio los 

tripomastigotes. 

Le técnica modificada a seguir es: 

-Tomar los trietominos y colocarlos en un mortero. 

-Adicionar ml de solución salina estéril y macerar. 

-Tomar una gota del macerado, colocarle en portaobjetos (si es 

necesario, agregar la preparación más solución salina, pera 

mejorar le visión), tapar con cubreobjetos 

óptico, en busca de tripomastigotes. 

observar al microscopio 

3.3.8 INTERPRETACIDN DE RESULTADOS DEL SERO~IAGNDSTICD. 

partir de los 90 minutos, leer sobre un espejo, 

No reactivo. - Presencia de un sedimento en forme de botón o 

pequefio anillo de bordes regulares. 

Sí reactivo.- Formación de una película o mento que cubre el 50% 

o más del fondo de los pocillos. 

I. - Pare le titulación sin 2-Me : 

Se ~onsideran presumiblemente perasitedos aquellos individuos cuyos 
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1ueros ion reactivos en diluciones mayor•• a iguales a 1:16 • 

II.-Para le titulación con 2-Me : 

Se presume paresitosia por T.cruzi en aquellos individuos cuyos 

1ueros son reactivos en diluciones mayores o iguales e 1:8 • 

3.3.9 REVISION OE LOS HEROCULTIVOS: 

-Revisar e partir de los 22 d!ea de inoculados. 

-Anotar la feche y lote del hemocultivo que se va a revisar. 

-Trabajar en zona estéril. 

-Destapar un tubo flamear lo, introducir el ase previamente 

esterilizada e la flema, y tomar una asede del liquido; colocarlo 

sobre un portaobjetos limpio volver esterilizar el ase, 

repitiendo dos veces más le operación sobre el mismo portaobjetos; 

flamear la boca del tubo y cerrarlo. 

-Observar el microscopio le preparación a 10x y 40x. 

3.3.10 REVISION OE LOS RATONES INOCULADOS. 

-Verificar la fecha de inoculación y el n~mero de cobayo de cuy~ 

sangre se inoculó en ese ratón. 

-Cortar la punta de la cola del ratón con unes tijeras: apretar la 

cole hasta que salga una gota de sangre, colocarle en un 

portaobjetos, sobre une pequeña gota de solución salina; mezclar 

con un palillo y colocar encime un cubreobjetos. 

-Observar el microscopio optico e 10x y e 40x. 

-Repetir le operecidn con ceda ratdn. 
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-Si el resultado es negativo, continuar en otros días la revisión, 

hasta los 30 dias despuds de haber sido inoculado el ratón. 



CAPITULO IV 



R ~ S U L T A D D S Y D I S C U S I D N 

4.1 RESULTADOS 

4.1.1 CALCULO DEL INOCULO A COBAYOS. 

A ceda cobayo se inoculó intreperitonealmente une suspensidn de 0.5 

ml de sangre infectada y solución salina fisiológica. 

En la cámara de Neubeuer, le concentración de tripanosomas por mm', 

en dilución 1:2, fue de 350 tripanosomas / mm'. 

Por tanto, la concentración de le suspensión real fue: 

700 tripanosomas/mm' 

Expresando la concentración en cm 3 , se tienen: 

700 000 tripenosomes/cm 3 = 700 000 tripenosomes/ml 

como se inoculó e ceda cobayo 0.5 ml de ese suspensión, entonces 

el indculo por cobayo fue 350 000 triponoso•ea/•l 

4.1.2 REALIZACION DE CUATRO "ETDDDS DE DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD 

DE CHAGAS EXPERIMENTAL. 

cada par de cobayos en estudio se le denominó con un número de 

lote, mismo que se did progresivamente de acuerdo al mayor tiempo 

posterior a la desaparición de la parasitemia. 

En el cuadro se comparan los tiempos en que se obtuvo un 

diagnóstico positivo en los cuatro mátodos de diagnóstico en 

estudio. 



CUADRO I 

COHPARACION DE LOS TIENPOS EN QUE SE OBTUVO 

UN DIAGNOSTICO POSITIVO EN LOS CUATRO NETOOOS EN ESTUDIO. 

Método I' ... ,,u. .. ,.. Oía posterior Tiempo en Oías que pro-

de del cobayo: • la peresit.¡ días para siguió el es-

diagnóstico Lote Nll mia en que se que el d• tudio de los 
1 
1 verificó el fuera casos 

i método de dx. nositivo. nenativos. 
1 
'SEROLOGIA 1 1 y 2 ,45 o o 

(HAI) 2 3 y 4 60 o o 

3 5 y 6 75 o o 

XENO- 1 1 45 negativo 90 

DIAGNOSIS 2 45 75 o 

2 3 y 4 60 60 o 

3 5 y 6 75 45 o 

INOCULA- 1 1 y 2 45 ·negativo 30 

CION OE 2 3 60 negativo 52 

ANIMALES 4 60 15 o 

3 5 y 6 75 12 o 

HEMO- 1 1 y 2 45 negativo 90 

CULTIVO 2 3 y 4 60 negativo 90 

3 5 y 6 75 nogativo 90 
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Les chinches utilizadas pare el xenodiegnóstico, en su mayoría, 

dieron resultados positivos por simple compresión abdominal o bien 

por el estudio de las heces espontdneamente emitidas. Sólo se 

presentó un lote donde todas las chinches fueron negativas en el 

xenodiagnóstico, y por ello se les practicó la técnica de Maeckelt 

modificada, resultando aún es! negativas. 

El resultado del serodiagndstico se obtuvo e los 90 minutos de 

realizar el método, siendo en todos los casos nítida le lectura. 

En la tabla II se resumen los resultados de diagnóstico obtenidos 

por la verificación de los cuatro métodos en estudio pare le 

enfermedad experimental de Chagas. 

CUADRO II 

CO"PARACION DE LOS RESULTAOOS'DDTENIDDS EN CUATRO 

METOODS DE DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN COBAYOS. 

Días post-parasitemia: 45 60 75 

N• de cobayo: l 1 2 3 4 5 6 

'--· 

Método de diagnostico 
1 

1 
SERDLOGIA • . . + + + 

título: 1:16 l: 32 l: 64 1:128 1: 256 l: 1024 
.. 

XENODIAGNOSIS + - + +. + • ._. ·-----·· ----· 
HEMOCUL TIVO . - - - - -
INOCULACION 

DE ANIMALES - - - + + + .. 



4.2 DISCUSION DE RESULTADOS: 

En el cuadro III se comparen los resultados obtenidos por el uso de 

cuatro diferentes métodos de diagnóstico de le enfermedad de _Chagas: 

CUADRO III 

CO"PARACION DE RESULTADOS POSITIVOS EN EL EMPLEO 

DE CUATRO "ETODOS DE DIAGNOSTICO PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS. 

lote 1 Lote 2 Lote 3 

Mil todo de .free., % free. % free. % % por método 

dx. de dx. 

SEROLOGIA 
1 

1 100 1 100 1 100 100 

IXENODIAG- 1 

NOSTICO i 0.5 50 1 100 1 100 83.3 

INOCULA-

CION DE D o 0.5 50 1 lDO 50 

ANIMALES 

HEMOCUL- o D o 

1 

D o o o 

TIVO 
--- -· 
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CUADRO IV 

CO"PARACION DEL CONJUNTO DE LOS CUATRO "ETOOOS E"PLEADOS 

RESPECTO AL TIE"PO. 

% de positivided % de positividad 

en las cuatro respecto 8 todos 

pruebas. los lotes. 

Lote 1 37. 5 21.4 

Lote 2 62.5 35.7 

Lote 3 75 42 .0 

Se evaluó en cada lote la presencia de inmunoglobulinas clase IgG, 

obteniéndose un diagnóstico positivo y un comportamiento exponencial 

del ~itulo de IgG-s en todos los lotes. El gráfico de este tipo de 

curva se obtuvo a partir do una regresión exponencial, cuya ecuación 

es la siguiente: 

donde A• 0.183 

8• 0.107 

Ver figura l. 

Pare el diagnóstico serológico, en la práctica se utiliza le tdcnica 
.l<J 



F1tura 1 
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que se ajuste más a las facilidades disponibilidad de caos 

laboratorio. Lo técnica serológice e qui utilizada, lo 

hemeglutinecidn indirecta (HAI), se considera ten sensible como la 

reacción de inmunofluorescencia (RIF), (23) 

La HAI mostró ser eficaz respecto a su reectividad especifica, es 

decir, le capacidad de diagnosticar ol mayor nllmero de casos 

reales de la enfermedad. 

Las reacciones serológicas pare le demostración de anticuerpos anti 

T.cruzi son muy específicas, no se observan regu1armente reeccionos 

cruzadas derivadas de otras infecciones o de otra naturaleza, con 

excepción de leishmaniesis, especialmente en RIF y en HA.(3,4) 

El aumento exponencial de los anticuerpos de memoria probablemente 

se debe e las consecuencias de la infección crdnice, como son le 

presencie 

persistente 

de antígenos circulantes~ estimulecidn entigánica 

formación de complejos inmunes. (18, 21) 

Los antígenos liberados por el parásito interfieren en le respuesta 

inmunitaria del huésped, entre otras formes, por activación 

policlonal, ye que muchos de esos antígenos son mitdgenos para los 

linfocitos T y B, y les elevadas concentraciones de IgG comúnmente 

conducen trastorno de le función de les células B, disminucidn 

progresiva de los linfocitos 

inmunosupresidn consi9uiente. {21) 

reactivos para el antígeno, e 

Por otra parte, hay que recordar que en la enfermedad crónica, se 

establece un equilibrio dinámico entre el parásito y las defensas 

del huésped, fij~ndose aqu1U especialmente en los nichos 

intracelulares. Se caracteriza por baja parasitemie o subpatcnte, en 
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,contraposicidn con un elevado y persistente nivel de anticuerpos. 

Las lesiones inflamatorias son mínimas en ese fase, surgiendo 

largo plazo mayores o menores grados de fibrosis en sustitucidn de 

tejidos nobles destruidos por la secuencia de ciclos del 

tripanosoma. (23) 

Durante la fase crónica, los anticuerpos pueden intensificar le 

fagocitosis mediada por receptores pera Fe en los mecrófegos.Le 

fagocitosis de los pardsit~s. mediada por receptores pera C3, 

aumente e~n mds con le adición del Complemento. El numero de 

receptores pare Fe y pera C3 aumenta e consecuencia de le activacidn 

de loa macrófagos. Estos mismos anticuerpos también participen en la 

citotoxicided dependiente del anticuerpo (ADCC).(21) 

Así, la serología por HAI resultó ser un mdtodo claramente eficaz 

pare el diagnóstico de le fase crónica de la enfermedad de Cheges, 

con un 100% de positividad en todos los tiempos de la fase crónica 

estudiados. 

Seg~n Chieri (23), el uso principal del mdtodo serológico es: le 

realización de diagnósticos individuales, levantar niveles de 

endemicidad, evaluar medidas de control de transmisión, seleccionar 

donadores de sangre, evaluar actividades de drogas comprobar 

respuestas inmunológicas. 

En este estudio, el xenodiagnóstico probd ser un método bueno, 

ademds de ser el mds sensible y específico, siendo mds efectivo en 

tiempos medianamente lejanos de la desaparición de la parasitemia. 

Esto apoya la opinión de Fistein (13) sobre este mdtodo, quien dice 

que sdlo detecta la infección en 20 - 40% de los pacientes 
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potencialmente infectados. Une inconveniencia es que el exémen podré 

dar resultados hasta les a 6 semanas después de le primera 

alimentación de las chinches. 

La sensibilidad del xenodiagnóstico se ha descrito del 15 al 40% 

pare casos crónicos. (23) Cerisola (7,22), hace referencia le 

bondad de este método, pero aplicando un número elevado de 

triatominos, y hay evidecias de que se acrecienta le positividad de 

este método casi en 10% con el uso de más de una especie de chinches 

transmisores. (1) La especie d.e uso preferente debe ser aquella 

natural de las regiones donde se está aplicando el 

xenodiegnóstico,(23) 

Pereire (17) confirmó le variación en sensibilidad del 

xenodiegnóstico en pruebas reiteradamente practicadas. 

·Le SUCAM (Superint~ndendia de Campenhas de Saúde Pública) de Brasil 

(23), menciona que el menos 60% de los chagésicos crónicos presentan 

permanentemente al T.cruzi circulando en su sangre. De ahi la 

preferencia de muchos pare usar el hemo~ultivo como método de 

diagnóstico de opción. 

Broten Y. Chiari (8) reportaron datos de hemocultivos 

xenodiagnóstico con una muy alta incidencia de positividad, y en sus 

estudios utilizaron 30 ml de sangre para ceas hemocultivo, 40 

ninfas de triatominos por paciente. Es claro que el presente trabajo 

difiere en mucho respecto a esos números, pero Minter Goedbloed 

(15), comparando xenodiagndstico y hemocultivo,obtienen une ventaja 

mucho mayor pare los cultivos ~' indicando que diferían de 
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todos los trabajos anteriormente hechos con hemocultivos, en que le 

cantidad de· sangre inoculada fue menor, 0,1 e 0,2 ml de sangre por 

ml de· medi.o,·· '·y ·c~iti"véT.on ,1 a 2 ml de sangre por cede sujeto 

prueba; la observación de sus cultivos se extendió más allá de los 

seis meses posteriores la inoculación, y además se brindó mucha 

mayor atención la detección de les fases amastigotes 

(intracelulares, no móviles) del T cruzi, que son las primeras en 

~parecer, las cuales permanecen por períodos prolongados en el 

sedimento de los cultivos hechos en pacientes crónicos, en ausencia 

de las formas móviles. 

En el presente trabajo, tanto los medios de cultivo pera el 

diagnóstico, como los tiempos de observación, fueron distintos a los 

de Minter Goedbloed 1 esperando observar formas móviles no 

emestigotes. basado en el ciclo biológico del T.cruzi, en el cual. 

el tripanosoma metacíclico pesa amastigote, pero lo hacen 

preferentemente en células nucleadas 1 y si lo hicieran en células 

sanguíneas nucleades como los polimorfonucleares, éstos contienen 

enzimas que provocan un estallido oxidativo, sus gránulos 

secretares contienen proteínas altamente citot6xicas (21). 

Si bien en 1972 Cerisola probó que los tripanosomas son viables en 

sangre total almacenada por al menos 18 días (19), hay que 

considerar también que algunas factores en la sangre, como las 

inmunoglobulinas presentes en el suero del paciente crónico, pueden 

aglutinar formas circulantes del parásito, e incluso producir una 

inhibición de su crecimiento en media de cultiva, según advirtieron 

Minter y Goedbloed (15), Amada Neta, en 1966 (19) reportó que el 

" 



plasm~ es la fracción menos adecuada para la permanencia del 

parésito,considerando e los pacientes crónicos. 

En el presente trebejo, este método de diagnóstico fue del todo 

negativo. 

Por otro ledo, le inoculación de animales 1 contrariamente los 

resultados reportados bibliográficamente, fue medianamente sensible 

(50%), siendo más eficaz a mayor distancia de la inoculación con 

sangre infectada. La presencie de tripanosomas en la sangre indica 

que en los cobayos. en fase crónica y cuando se halló el mayor 

título de IgG (1:560), existían formas sanguíneas de T. cruzi en el 

torrente sanguíneo. 

El SUCAM (23) señale que los animales irradiados suelen aumentar 

bastante le sensibilidad del método de diagnóstico. 

En vista de estos resultados, puede decirse que se estudió el 

diagnostico de le fase crónica indeterminada (desde los 45 dies 

los 75 días posteriores e la desaparición de le peresitemia, es 

decir, por debajo del umbral microscópico), donde l.a concentración 

de anticuerpos se incremente y no hay signos de la enfermedad de 

Chagas 1 características todas de carácter Util para el diagnóstico 

temprano control de esta enfermedad. 

Es claro, segUn mue5tre la figura 2, que el mayor porcentaje de 

positivided utilizando cuatro métodos de diagnóstico, es mucho mayor 

los 75 días posteriores al alcance del umbral microscópico 

(42.8%), que a los 60 días (35. 7%) y a los 45 días (21.4%). 



Figura 2 
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Comp1r1cl6n del porcentljt de po1ltivld1d de e1d1 lote respecto 1 todos los lotrs. 
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CAPITULO V 



e o N e L u s I o N E s . 

-Para el diagnóstico de le enfermedad de Chegas experimental en 

etapa crónica, el mayor porcentaje de positividad lo presentó el 

estudio serológico, siendo positivo en todos los tiempos posteriores 

al alcance de la etapa crónica e qui estudiados: 45, 60 y 75 días. 

-El xenodiegndstico resultó ser un método eficaz para el diagnóstico 

de le misma enfermedad en fase c.t;ónice, con una positivided de 83.3% 

-La inoculación de animales fue un método de diagnóstico también con 

resultados positivos, aunque no con le frecuencia que se obtuvo por 

xenodiagndstico. 

~El xenodiagnóstico y la inoculación de animales presenten mayor 

porcentaje de positividad e los 60 y 75 días posteriores el alcance 

de la etapa crónica. 

-El hemocultivo resultó ser un método de diagnóstico ineficaz· en 

todos los tiempos posteriores a la etapa crónica aquí estudiados. 

-El estudio serológico por hemaglutineción indirecta resultó ser el 

más eficaz por su reactividad específica, y el más rápido pera el 

diagnóstico de la enfermedad de Chagas experimental en fase crónica. 



-La respuesta humoral del huásped experimental se manifestó con 

inmunoglobulines clase IgG, con un comportamiento exponencial, 

alcanzando como mdximo titulo 1:540, a los 75 dies posteriores a la 

desaparición de'le parasitemia. 
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A P E N D I C E 

PREPARAClON DE REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO. 

-PARA El SERODIAGNOSTICO (reactivas incluidos en el equipa Chagatcst 

HAI): 

Antígeno HAI.-· Preparar integrando el liofilizado con 5.2 ml de 

reconstituyente HA!. Esperar una hora antes de usar, mezclando cada 

20 minutos pare permitir una correcta rehidratación del reactivo. 

Cada vez que se emplee, homogenizar mediante agitación evitando la 

formación de espume. Une vez reconstituido, es estable durante 

meses en refrigeración. 

Glóbulos rojos no sensibilizados.- Homogenizar mediante agitación 

antes de usar, evitando la formación de ·espuma. 

Diluyente de sueros HAI.- Agregar 0.2 ml de solución proteica por 

ceda 10 ml de buffer HAI. Mezclar, rotular y fechar. Será estable en 

refrigeración 5 días, desde su preparación. 

2-Mercaptoetanol { 2-Me).- Una v~z abierta la ampolleta, preparar 

una dilución 1: 100 con solución fisiológica en cantidad 

suficiente 1 de acuerdo' al número de pocillos que se utilicen. Usar 

inmediatamente después de prepararlo. 

Note: Los reactivos son estables en refrigeración ( 2- 10 v C) hasta 

le feche de vencimiento de le caja. No congelar. 
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-PARA EL MANEJO OE ANIMALES. 

Mezcla de alcohol yodado .- Colocar en un mortero 0,5 g de cristales 

de yodo y macerar poco a poco con alícuotas de 15 ml de etanol, para 

un total de 500 ml hasta que se disuelva. Vertir en un fresco 'mber, 

tapar y etiquetar. 

Fenal al 3%.- Colocar 3 g de fenal en un matraz volumétrico de 100 

ml aforar hasta la marca con agua. Vertir en un fresco de vidrio 

de boca ancha, tapar y etiquetar. 

Solución fisiológica solino al 0.85% .- Pesar 0.85 de NeCl 

(químicamente puro), colocarlo en un matraz volum8trico de 100 ml; 

adicionar 30 ml de egua destilada y disolver; luego, ~forer hasta le 

marce de aforo con agua destilada. Vertir en un fresco• de vidrio, 

tapar y etiquetar. 

Solución de 'cido pícrico el 1% .- Tomar un matraz Erlenmeyer, 

adicionar de ~cido pícrico y disolver (con alícuotas agregadas 

poco poco) con ague destilada. Si es necesario, ayudar le 

disolución con 0.5 ml de H
2
so

4 
concentrado. 

-PARA EL HEMOCULTIVO. 

Gelose sangre al 5% - En une balanza greneterie, pesar 4.8 g de 
u 



base de agar sangre. Vertir el polvo en un matraz Erlenmeyer de 500 

ml y adicionar 120 ml de agua destilada. 

Tapar el matraz y dejar reposar 5 minutos. 

Mezclar hasta que la suspensión sea uniforme. Calentar agitando con 

frecuencia y hervir durante 1 minuto. 

Esterilizar a 121 ° C (15 libras de presión) durante 20 minutos. 

Después de esterilizer 1 hi.Cer rotar el matraz pera asegurar une 

buena distribución. 

Esperar a que le temperatura del medio en el matraz sea tolerada por 

la mejilla 1 y vertir, en medio estéril, 6 ml de sangre complete con 

anticoagulante, sin dejar de mover el medio en el matraz para 

asegurar una buena distribución. 

Rápidamente,· instalar un pipetor estéril a le boca del matraz (en 

zona estéril) y bombear el medio con la ·sangre: tomar.un tubo de 15 

150 mm de rosca, estéril, y vertir 10 ml, tapar e inclinar para 

que solidifique en pico de flauta; repetir la operación con los 

otros 5 tubos de rosca. Guardar a temperatura ambiente. 

Luego de 2 días, verificar la esterilidad de.l medio. 

Si no hubo contaminación, en zona estéril vertir solución salina al 

0,85% estéril a cada tubo hasta que llegue al nivel del pico de 

flauta. Tapar bien los tubos y mantenerlos en refrigeración (4ºC) 

hasta que se utilicen. 
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