/
2
O/’

A UNIVERSIDAD NAGIONAL AUTONOMA DE MEXIGD

Escuela Nacional de Estudios Profesionales
“ZARAGOZA?"

INOCULACION EXPERIMENTAL CON
TRYPANOSOMA CRUZI EN RATAS
Y RATONES POR VIA ORAL.

T E S§ I S

QUE COMO UNO DE LOS REQUISITOS
PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

Crescenciano Juan Aparicio Miguel

TES'S CON
M ORIGEN 1989.

' MEXICO, D. F.



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



IND I CE

Pag.
Introduceldn « « o « o . . . . 1
Fundamentas del Tems . . . . . . g
Planteamiento del problema . . . 11
ObJetivoB. o o ¢ o o« o o o o o o 12
Hipbtesise « « o « o & o o « o 3.

Material y MEtodos + o o o s = o 14
Métodos de Diagndstico utilizados. 21
Diagrémas de Trabajo « o e . ¢ o .00 22
Resultados . « o+ « a o o o o @ w25
-Tablas de resultados « « « o+ o 26
Anblisis de resultsdos . . & . 34
Canclusiones « « « « - « .. . :36
Propuestas y/o Recomendeciones 37
Resumen. « v « o « ¢ o o & o . 38
Bivliogrefis . . . & . & . . . L0
Apéndice « o« « + + o o o o e o L2’



INTRODUECLION

La tripanaosomiasis Americans o enfermedag de Chages es una
histoperasitoesis de carecter endémico gque afecta tanto @l hom-
bre como a mamiferos domésticos y silvestres estendo ubicada
en la categoris de les zoonosia.

Su agente etiolfgico es Trypanosoma cruzi, gue se transmia-

te 2 través de hemipteras hematdfegoes de la familia Reduviide,
en donde ITriestomma.rhodnius y panstrongylus, son algunos de los
géneros de importancia médica. (11,12).

La enfermedad de Chagss se cohsldera excluslivamente del con-
tinente mmericanao, la rual afecta @ muchos palses & excepcién

de Canad&, Surinam y Guyana. (11)

En a{,su distribuclén gecgréfice comprende desde el sur de
los €stados Unidos de Noprteamérice hastas el norte de Argenti-
na y recae principalmente sobre poblaciocnes ruroles que hatitan
an viviendas de construccién deficientes.

Las zonas de endemln_més importantes saon: Brasil, Chile,
Argentina, Uruguay, Paraguay, 8o0livia, Ecuador, Calombia, Ve=-
nezuela, Costa Rica, Panama, Guatemaola y los Eatados de Zaca-
tecas, Jaliscno, Michacan, Guerrerao, Lhiapas, Daxacs, Tebaseo,
Nayarit y Vucatén en la Repdhlica Mexicans (12),

En Mé&xico, esta enfermedad se conoce desde 1940, cuando
Mazzotti reportd por vez primera dos casos humanos proceden-
tes de Tenjomulco, Oaxeca. A partir de entonces, se han noti-
ficado mas de 200 casos humanos aguuos vy crbnicos per hallazgo

de Trypangsgma cruzl y varios miles mas mediante diagndstico

serolGgico, gracles 8 trabajos realizsdos por verios investiga-
dores (Tay, Salazor, Zavala, Goldsmith y otros) guienes desde
entonces han venigo treabajando sobre este padecimientn reali-

zando diversos estudios ancaminados ® conccer la distribucién



e importancia de la enfermedad de Ehagas en la Repiblica Mexi-
cana.

Se conocen zonas endémicas del pafs en las que se han en-
contrado cesas humanos de enfermedad de Chagas grave, algunas
de loe cusles han concluido con la muerte. Se han aislado cepas
muy virulentes cardiotrépices pare animeles de laborstorio so=-
bre todpo de la Mixteca alta v baja de Oaxaca, la costa chica y
grande de Guerrero, Jalisco, Michoachn, Zacatecas, \Veracruz y
otros. (10).

La distribucifn geogréfica de los tristominos transmisores
de Y. cruzi en el peis es muy amplia, ya gque précticamentie en
todos los estados de la Repiéiblica Mexicana se han encontrado
trlﬁtaminus infectados por I. cruzi y conviviendo en la habita-
cién humana.

J. cruzl es un protozoario de la familia Trypanosomatidae,

durante su ciclo de vidas presenta dos huéspedes: un huésped vere
tebrado y un hu&sped invertebrado. Ademés €8 un organismo pleo-
mérfico ya que presenta diversas fases observadas sl microsco-

plurelectr6n1:u y en prepareciones tefiides con Giemse, La defi-

niclbdn de estas fases se basa en:

1) La forma general de la célula

Z) La posicgifin del cinetoplasto con respecto al nabdcleo

3) La regifin de donde emerge el flegelo a partir de 1a bol-~-
sa flagelar.

Les fases de I. cruzi san:
- EXHZD

. Amastigote.- Mide entre 2 y 5 AMm de diémetro, tiene forma
redonda u aval con un gran ndclec, cinetoplasto y un flagelo
muy reducido e incluldo totalmente en el citoplasme; constitu-
ye la fase replicetiva intracelular. Para suy estudio bioguimi-
co son obtenidos de cultivos celulares o bilen de nrgangs dé ra=
tén infectadns. (&,9).



Epimastigote.~ Es de forma alargada, mide entre 20 y &40 Mm.
de 'largon, el cinetoplasto se loceliza en positcién anterior y
cerceno al niicleo, presenta un flogelo libre gue se origina del
cinetoplasto y une mewmbrana nndulante corta. Esta fase se lo-
celiza en el intestino medioc de los transmisores que al multi-
plicarse paor fisidn binaria @ lo largo de su eje da lugar a los
tripomastigotes metacfclicocs. También se observa en la fese lp=-
gar{tmice de crecimiento en medios de cultivo.

Tripomestigote.- £Es alargado y el Biné;lastc ha migrado a
la parte posterior al niclec, presenta flagels libre y membra-
na ondulente a lo lergo del cuerpo. Esta fase se puede encon-
trar en la sangre de los huéspedes mamiferos, donde no se re-
producen, y en el intestino posteriaor, de los triatominos co-
mo tripomastigote metacfclica.

€1 cuamdro clinico presentado par JI. cruzi varia en funcibdn
de ls vitrulencisa de la cepa, centidad del inbcule, la inmuni-
dad, estadg nutricionel y edad del indlviduo afectado.

Se distinguen tres fases principaesles de la enfermedad de
Chagas?

Fase aguds.- A menudo caracterizada por chagoma, fiebre y

hepata esplenaomegallis

dura dos o tres semanas y wa acompafia-
ds de un aumento pronunriado de organismos  "in situ', la ma-
yoria de las veces va acampafisda de Blta perasitemia.

fFase latente.- No se observa enfermedad clinica, pero si
una parasitemis baja, 8l parecer debldo @ la constante multi-
plicacién de perfAsitos en varios &rganocs.

Fese crénica.- Se caracterliza par miccarditis progresiva a
dilatacién irreversible de visceras huecas y es muy dificil de-
mostrar 1@ presencia oe pardsitas., (10,12).



La forma habitual de tramsmisidn de I, gruzi en dreas en-
démicas es por medio del insecto hemai&fago infectado (trimsto-
ma) gue después de alimentarse epn un huésped vertebrado, deja
sgbre la plel o mucosas sus deyecciones conteniendo tripomas-
tigotes metscfclicos o infectivos. Estos paridsitos penetran a
través de la plel y las membranas mucousas invadiendo las célu-

las adyacentes.

En el interior de las células los pardsitos se redandean y
se diferencian a amastigotes gue se reproducen repetidamente
por filsidn binaria; luego de variass generaciones los amastigo-
tes gg transforman B8 tripomastigptes, ebandanando la céluls
hospedadora por ruptura de la misma y pasando a la circulacibn

desde dohde invadieran nuevas células reiniciando el ciclo.

El -insecto (hufsped tranamisor) cuando se alimenta sobre un
mamf{fero Lnfe:tadu(ﬁuésped vertebrado) ingiere con la sangre
los tripumastign}es circulantes. Estos sufren un proceso de di-
ferenciacidn a medida que progresan por el tubo digestivo del

transmisor.

Como epimastigote sp divide activamente en el intestinno me-
dip del insecto, hasta que 2 nivel de la ampolls rectael del in-
secto se diferencia a tripomastigote matacicllico que es la fa-

se infectente para los huéspedes vertebrados. {(4,11) Fig. 1.

Lea infeccifn chaghsica puede transmitirse también por trans-
fysign sengufnea, por via trasplecentaria y por via digestiva;
reclentemente se ha postulado la posibilided fde transmisibnm por

trasplante de 8rganos.

ILs tronsfusipn sapguines se considera como el mecasnismo de
transmisifn mds importante después de la transmislén por medieo
de los tronsmisnres,., cada la endémia en América vy el fieruente

usn de 1a sanqgre en la hemoterapia. (2,11),
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Ceriscola y Col. (1272) verificaeron que el riesgo de trans-
misidn aumenta proporcicnalmente con el numero de transfusio-
nes. Estos mismos autores cemprobaran gue el parésito puede per
manecer viable hasta por lo meros 18 dias en las condiciones en

que habituelmente se conserva la sangre en los bancos de sangre.

Eata vis de transmisifin se puede evitar descartando a los
donadores serolfgicamente reactivas para ests enfermedad o tra-
tanda quimicamente la ssangre con violetz de genclana. (4,9).

La trenamisidn par vis trasplacentaris alcanza de 2-3% de
los hijos de madres chagésicas. Esta forma de transmisibn ocu-
rre guando los tripomastigotes sanquineos atraviesan el epite-
1io trofeblfsticeo y van 8 perasitar macréfagos de placenta. Aun-
que temblén se hen visto pariasitos en epitelio amnidtico del

-cordén umbilical y en membranas extreplacentarias. (1,14).

Experimentalmente se ha demostrado que esata transmisién de-
pende de la patogenicidad de la cepa del par8sito y de la ca-
pacidad macrofégica de la placenta. (14).

Ha comehzasdo & preccupar uns fForma de trarsmisidn poten-
clial ligada al traeplante de Grgenoca. En este caso, si el do-
nador esta infectado lns parf@sitos existentes en el Grgano po-
drfian originar une i{nfeccifin en el receptor inmunosuprimido (4).

E1 hecho de haber encontrado pacientes con enfermedad de
Chagas 2in gue halla sido positle determinar la via de trans-
misibn y no presentar signos locales de entrada del parésito,
ni haber recibido transfusliones sanguineas hace surgir caomo”
probeble 1a trpnsmisidén de Trypanosoma cruzi por vis oral, (8,17

La infeccién por via oral se conoce a partir del reporte de
Brumpt en 1913 (citado por Ortega y Tay, 1972) qulién adminis-

tr6 por vi{a bucal heces de tristamas infectades por T. sruzl =a



un ratdn jovén, logrande asi la infeecidn. De igual modd, Ko-
foid y Wbod (1933) y Cardoso (1938) (citados por Ortega y Tay,
18723 infectaron diferentes mamiferos, principalmente ratones

por ls misma via.

Dfaz, en 1940 (citado por Schenone hijo y Cols. 1382), in-
forma que infectd a un gato adulto =alimenténdola con ratones
infectados con T. cryzi demostrando al parasito por examen en

sangre fresca.

Ademés camenta este autor la impartencis de la vie bucal
coma mecanismo de transmisifén de T. cruzi en la Natursleza, de-
bido a los hablitos de algunos mamiferns, especialmente preda-
dores e insect{varos, que tienen como fuente principal de ali-
mento a roedores e insecteos, como los triatomas, que pueden es-

tar infectados caon Y, cruzi.

Mayer (1961), infects raias, ratones, perros y gatos utli-
lizando leche contaminada caon heces de Triatama infestans cap-

turades en viviendas. Estimo gque el hombre puede infectarse me-
diante alimentos y/o0 utensilios contaminados con heces de tria-
tomas, y los animales, par la costumbre que tienen de lamerse,

puyeden comer las heces depositadas sovbre sus cuerpos.

Ortegs y Tay (1972), finfectaron experimentalmente a rato-
nes hlancos par diferentes v{as, logrando la infeccién por via
‘butsl tantc con tripomastigotes sshguineos como con tripeomas-
tigotes metaciclicos. Estos autores concluyen que la dosis del

indculo es determinante pars logrer la infeccién.

Miles (1972) realiz0 experimentos acerca de la transmisidn

de T, cruzi a través de leche materna de raetones, ohservando

tripomastigotes en la leche de hembras lactantes durante la fa-
se aguda de la infeccidn, sungque infaorma gque es raroc que la ad-

quieren los ratongs amamantados por estas hembras.



Leinson y Cols. (1%80), informan gue en la zona amazdnica
es poco frecuente la tripanogsomiasis awmericana debido a 13 au-
sencis de tristomas con habitos domiciliarios; sin embargo exis-
ten cssos humanos, los cuales implican en ocasiones, a miembraos
de une misma famlilia siendo muy probale gQue pudieran haber ad-
quirido 1a infeccidédn por via bucsl. Para comprobar ls posibi-
lidad, los autores realizaraon un estudio de sobrevivencia de
Y. cruzi en dliversos alimentos, comao la deche pasteurizada y
comestibles cocidos, tales como arraz, carne molida, pescsado y
frijoles, comprobandoc asf{, que resisten temperaturas entre 2Z6°
y 289C durante tres horms. Estos moteriales se utilizaren pos-
teriormente para alimentar a 30 Tatones, lo3 cuales adquirie=
ron la infecciédn en au totalidad.



FUNDAMENTOS DEL TEMA .- c-omi o =

La enfermedad de Chagas tiene un gran impacto schre la sa-
lud pablica Letingamericane debido 2 la amplia distribucifn geo-
gréfics, elevada prevalencia, disminucién de la esperanza de vi-
da y particularmente sobre la celidad de ésta ya que con fre-
cuencia tal enfermedad es invalidante lo gue a su vez repercu-
te desfavorablemente sobre la economia de los pueblos gque la

sufren. (13)

Segin ewélculos de las Organizacionas Panamericana y Mundial
de la Salud para 1981, Letinaamérica tenia 24 000 000 de en- -
fermaos y 65 0OD0 000 en riesga de contraser la enfermedad. FPara
slgunos paises como Argentina, Brasil y Venezuele exisaten datos
cantretos sobre la magnitud del dafic, factores de riesgo, tras-
cenﬂencia‘sncinecnnﬁmlca e incluso existen Progremas Necicnales
gantra la enfermedad de Chagas, sin embargo pare Centroamérica
y para Mé&xico en particular, los datos conocidos y sobre tedo

1os manejedos por los expertns. son muy lmprecisos. (9,1313)

L ms lnfecuiunga por Trypanusoma'éruii'en el hombre son di-

ficiles de evalusr porque la mayorfa de las tnfecciones ocurren
en zomas rurales en donde los servicios médicas son deficlentes
o no éxlacen, se estima gque la mortalidad durante 1a fase aguda

ee de 2 a 10% conh gran impacto en los nifos.

Aperentemente este pesrasitosis es mantenids de por vide, una

vez sdqulirida la infeccifine. (1,6)

En algunss zonas de Sudamérics la enfermedad de Chapas se
conaslders como 12 causa més importante de afecciones cergiacas;
en Brasil éste forma de la enfermedad causa, seglin slgunos aute-
rea, la muerte repentine en adultos jdvenes sparentemente sa-

ncs (1,9)



El oapel gque juegan como reservorios devTrygénusnma cruzi los
animales ye sean domésticos o sllvestres, es un hecho muy co-

nocido; que contribuye a gue la enfermedad se siga propaygsndo.

Los perros y gatos ocupan el primer lugar en el ambiente do-
méstico, con tasas de infeccifn gque ascilan entre 8 y 50% para

los perros y entre 12 y 24% para los gatos.

£ntre los animales silvestres gue se han encontrado infec~
-tados naturalmenté en los distintos palees se citan: Primates,
marsupiales, carnlvoros, zorras, zsrigleyas, ardillas, murcié-
lagos, armadillos, maspaches, ratas de campon, ete. (11) Todo es-
to asunado al bajo nivel socloeconfmico y cultural de las zonas
rurales afectedas, contribuye 8 que la enfermedsd de Chagas per-
manezce endémicamente en una regifn cuando las condiciones am-

hientales son favaorables.

.Es frecuente también que en areas endémiceas exista un gran
némero de triatomas domiciliarios, donde viven y se multipli-
can ahundantemente. los cuales tienen el hébito de alimentar-
se durante la noche, para 1o cual bejan por las paredeara g5
dejan caer sobre sus victimas. Paor la general tienen preferen-
cia por picar la cara, aunque pueden picar cumlguier parte del
cuerpo descubierta. La suceifn dura alrededor de 20 minutos pu-
diendo tomar de 1 a 3 ml. de sangre segin la especie, por 1lo
general le picadura es indolora. Algunas especlies cuando ter-

minan de alimentarse defecan simultaneamente.

L@ releacidn de convivencia entre triatoma domiciliario con
animales daomésticos y el hombre, hacen posible que en dichas
viviendas la trensmisién se efectle de animal doméstico a hom-
bre y de hombre # hombre mediante el triatoma, logrando cerrar
y mantener un ciclo biolégico de J. cruzi.



PLANTEARMIENTO DEL PROBLEMA

La forma de transmisidn de 1 enfermedad de Chagas he sida
motivo de gran interés pars muchos investigadores desde el des-

cubrimiento de ie enfermedad.

Analizendo tales estudios se puede decir gue el hombre pue-
de infectarse con Trypanosoma cruzi a través de piel escarifi-

cada, mucosas bucal, mucoss nasal, conjuntiva, por transfusio-

ngs sanguiness y por vis transplacentaria, independientemente
de gque el parédsita provengs de la materia fecal de los trans-
misores naturales o bien de sangre y orins de animales reser=-

vorioa.

Le tranamisién netural en aress endémicas es la de mayar
importancie para el homhre y ésta es iniciada, durante la pi-
cagure de los triastomas, que dejan asimultédneomente sus deyec-
ciones infectedms con tripomssatigotes megtaci{clicas, los cuales
se introducen por la herida y les mucosas provocando une tumo-
racién en pocos dfas (Chagoma). Después de tres semanas, los
paréaitos ae sncuentran an la sangre (tripomastigotes), pero
deasparecen de la sangre periférics sl introducirse en los te-
jidoa adquiriendo 1ls forma de amastigote.

A reaf: de las experllnciag de elgunaos investigadores sae-
bre le transmisién por via oral, demoatrada principalmente, en
ratones de experimentatifin, hace suponer que wa muy proboble
que en la naturaleza se lleve a cabo este tipo de tranamialédn
debido & 108 hébitos alimenticlion de algunas mamiferos, espe-
cialmente predadores e insectivoros, ademfs esta demastrada

que entre los miamos tranamisores exlste canibalisma.

Sobre las bases de la anteriormente expuestas creemos que
@#s importante contribuir a esclarecer 1la forma de tranamisién
por via digestive de este parasitc empleando una cepa de Try-
panosoma cruzi aislads Ode un caso humano de enfermedad de Cha-
gas en territorio nacional.



OBJETIVOS

Comprobar experimentalmente si 1la via oral es una posible

forma de transmisifn de la enfermedad de Chagas.

UObservar la infectivided en ratas y ratones de una cepa

mexicana de Trypanosoma cruzi aislada de un cass humano.

Ensayar 18 inoculacibn orsl con les formas de Irypanosgma
cruzi provenientes de cultivos en Gelopsa Sangre, deyeccio-
nes de triatominos infectados, triatominos completas in-
fectadosa ,aantgre y tejidos de ratpnes infectados.

Mantener en el laboratorio unae colonia de Triataoma palli-
dipeannis.



HIPOTESIS

51 la transmisidn de la enfermedad de Chagas por via gral
es8 posible &n la naturaleza, entonces incculando por vie oral
formas infectivas de Irypanposoms cruzi a ratas y ratones, es-

tos presentarén los. perdsitos en sangre.
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MATERIAL V METODOS

MATERIAL

Material 8é&sico

Jeringas desechsbles de 1, 3 y 5 ml.

Cimara de Neubawer

Guantes para cirujano
Pipetas Pasteur

Mecheros Bunaén y Fisherxr
Cristelizadores de vidrio
Pipetas greduadas de 5 ml.

Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml.

Vasitons de vidrib

Tubos pare centrifuga de pléstico de 13x100

Instrumentel para diseccidn

Porta y cubreobjetos

Equipo

Centr{fuga, sorvall, refrigeradar
Estufa de incubacidn a 28°
Microscopio, Zeiss, I, 25X

Balanze analitica Sertorius

ﬁeactivus

Agar bhase sangre (Bioxan)
BHI (Bioxaen)

fenal (J.T. Beker) GR
Citrato de sodioc (Sigma) &R
NH, L1 (J.T. Baker) GR

Netl (J.7. Baker) GR

Soluciones

Arido picrice diluido

- Fenol al 5%

Citrato de sodic al 3.8%
WHLC1 al 0.9%

Nalll al D.85%

Alcohol - yoda.p/v
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5.- MATERIAL B10LOGICG:

S5.1.Cepe CID de Trypanosoma pruzi proveniente de Putla: Daxacs,
obtenida por xenodiagnfistico, el 6 de agosto de 1982, & partir

de un haombre de 17 afios de edad.

5.2.Cien ratas Wistear, hembras, distribuidas en lotes dg 10,

con un peso de 70-80g.
L

S.3.Cien retones hembras de la cepa fHI, distribuidos en lotes

de 10, con un peso entre 18-20g, aproximadamente.

5.4.L88 ratas y ratones utilizados fueron del mismo peso, Sex0, |

edad y libres de infeccién.

S5«5.Colonia de Triatoma pallidipennis.

I1r.- METGDOS:

1ee Mantenimiento de 1la cepsa.
Parg manteher la viabilided vy pureza de la cepa, éste se

conservd en:

-1.1.-Pases sucesivos ratfn-ratén.
Se remslizaron pases ceda 15«20 dias, por via intraperi-
tonensl con 0.1 ml de NaCl ail 0.85% eatéril y 0.% ml de sangre
con tripomaatigotes sanguinens provenientes de ratones con el-

tea paroslitemia.

1.2.-Medios de cultiva.
La cepa tamblén se mantuvo en los medios de cultivo Agar
sangre y calda BHI, utilizende como Fase lfquids NaCl =) D.85%

~.y.-0,95% respectivemente, realizardo peses cada 10 a 15 dlas con



el fin de utllizar medios Jjovenmes y faverecer el crecimiento de

la cepa. Estos médios fueron incubsdos a 280[F,

1.3.-En el transmisor.
Se utllizaron ninfas de I, II, III, IV, V, estadios y
adultos de Iristoma pallidipennis, las cumsles fueron infecta=

das haciéndoles picar & ratones con altas parasitemies, una vez
alimentadas fueron guardadas en frascos limpiogs etiguetados y

mantenidos a temperatura del laboratorioc. .

2.~ Mantenimienta de una colonia de Tristoma pallidipennia.

Ltos transmisores se mantuvieron en frascos de vidrio con ta-
pa recubierta con malla para facilitar 1la zlimentacién y la ae-
reaci6n de los triastominos. En cads frasco se colocan discos de
papel absorbente en el fondo y un pedazo de cartulina negra en
pliegues, el cual sirve de soporte para la distribucién de los

insectans.

Los triatominos san mantenidos a temperatura y humedad del
laboretorioco. Los huevecillns de los insectos se colocan en fras-
cos pequefios y se mentienen a 28°C hasta la ecleosifn, una sema=
na después las ninfas de 1er estadlo se alimentan directamente
sobre un ratdn inmovilizado mediante una pegquefia jaula de alam-
bre y colncado dentro de un cristelizador para que los triato-

mincs piquen durante Z20-25 minutos.

Les ninfas del primero, segundo, tercero, cuarto y guintao
estadlios y adultos, se alimentan tambilén ceda 15-20 dias sobre
un cenejo de las siguiente forma:

Se coloca un caonejao en un soporte, el cusl tiene un aguje-

ro en una de sus caras por el gue sale el abdomen del caonejo al
-~atarlo sobre este. Una vez inmovilizado se corta el pelo del ab-
damen y las ninfas son colocadas en un cristalizador pequefinoel

cual se le coloca un pedazo de cartuline en pliegues y tapado



cen tela de tul detenids con una liga para eviter gue los in-
sectos se escepen, posteriormente es colecada debajo del abdo-
men del conejo, las minfas suben por la cartulina plegeda atral-

das por el calor del animal picando a través de la tela de tul.

Una vez alimentadas se colocan en frascos limpios de boca
ancha y previamente etiquetados; el tamafio de sstos depende de
la edad y cantidad de 1nsectos que se desee salmacenar, los fras-

cas son mantenidos 8 temperatura y humedad uei labaretorio.

3.- Inoculacién por via oral a rates y ratones con tripomasti-
'gﬁtes sanguinens.
Se utllizeron lotes de 10 individuos (ratas y ratones) pre-
Vvln ayuno de 24 horas, los tripomastigotes sangufneos se abtu-
vieron de sangre periferica de ratones infectados con Trypano-

soma cruzi.

La sangre es obtenida por puncién cardieca, utilizando Ci-
tratoc de Sodio al 3.8% como anticoagulante, posteriormente se
realiza un conteo en camare de Neubawer (dilucién 1:20), utili-

zando camao diluyente NH,Cl 0.9%.

Con las cantidades ya conacidas de tripomastigotes presen=
tes en la sangre, se sumete @ los animales de experimentecidn
a tomar la sengre infectada, previoc ayuno de 24 horas.(diagrama 1)

.4+~ Inoculacién por via oral a ratas y ratanes con tripomasti-
gotes metacficlicos.
Las formas metaciclices de T. cruzi se obtuvieren a partir
de triatominoa, para 1o cual se procedid de la siguiente'mpnef
re: Se escogen ninfas de IV, V estadio y sdultos de Jriatoma

pallidipennis, las cumles fueran infectadas hacié&ndoles picar
a ratones con altas parasitemias, una vez ellimentadas son guar-

dadas en frascos limplns, etiquetsdos y mantenidas a temppratu=-

ra del laboratoria.



Después de 20-25 diss, se efectue un examen microschAplca
del contenido intestinal, obtenido por comprensifin suave del
extremo posterior del abdomen del insecto, los tristomass gue
presentaron tripomastigotes en las devecciones fueron utiliza-
dos para l8 inoculaclén oral de ratas y ratones.

Para obtener una mayor cantided de deyecciones, los tria-
tomincs son 8limentados sobre un conejo. Una vez Blimentedoé
se culucén en frascos pequefios colocados en una camara himeds
paera gue defeguen, pcsteriormente se procede a la obtencifin de
las deyecciones, utilizando como diluyente, sclucifn salina esa-
téril, Cuﬁ una jeringa se deposite un volamern dado (previo re=-
cuento en camare de Neybawer dilycién 1:20) en la cavidad ﬁral
de los animeles de experimentacién. (diagrama 2).

S.~ Inoculacidn por via cral a ratas y ratones con epimastigoe
tes prdvenienteh de medios de cultivos.

Los epimastigctes se obtuvieron de los medics de cultivo,
gelosa sangre y BHI. Lps medias de cultive son inoculmdos en.
condiciones de esterilidad con 2-3 gutas de sangre de ratén in-
fectado, los medios son mantenidos en estufa de incubacién a
280, después de 10-15 dfas se exsminan al microscopio realizan-
do una ohservacién en fresco; la fase lfguida de los cultivaos
positivos se coloca en un tubo y se centrifuga dursnte 10 minu-
tos, se tira el sobrenadante y se resuspende el precipitado can
éolucién salina estéril, posteriormente se realizen dos lavasdos

s 3000 rpm por 10 min.

Una . vez lavada el cencentrado celular, la pastille gue. se
forma es odilulde con sal. salina estéril y con previa recuenta
en clmarn de Neubawer (dilucidn 1:20); posteriormente con una
Jeringa se Un;'-:mktf cantidades y8 conocldas en la cavidsed oral de

los animales de experimentacién. fdiagrama 13,



6.~ Inoculacién por vie aral s rates y ratunesvcon triestominos
vivos infectadnos.

S5e escogieron ninfas con dos semanas de ayuno de II y III
estedios, de jando que picaran a un ratdn infectado con Irypa-
ngsomas cruzi. Después de 10 a 15 dies de las alimentacifin se re-
visan las heces de los imsectas al microscopio y los que pre-
sentan tripomastigotes son considerados como positivos y uti-
lizados para la inocculacidn oral de los animales de experimen-
teciébn. ‘

Los animales de experimentecidn fueron sometidos a3 un ayu=-
no de 48 horas permitiendoles ingerir unicamente agua. Los ani-
mslea se colocaron individualmente y por seperado, en frascos
limpios de boce ancha e cadas uno se le did de 2-3 triatomas vi-
vos y completos. (disgrama 2).

7.~ Inoculacién pur.v!u orasl ®» ratas y ratones con vi{sceras de
ratones en estado crlnico.

Se infectearon ratones por via intraperitoneal, los cuales
se guardsaron hasta alcanzar la fase crénica de la enfermedad,
sproximadamente en dos meses comprobads la ausencia de tripas-
mastigotes en sangre, por medio de un examen directo, ae proce-
dio a mwacrificar a los animales y por diseccidn se obtuvieron

los siguientes Argenos: bHigado, pulmbén, corazén y bazo.

Los animales se separaron e individualmente se colocaron en
frascos limpios de boca ancha. A cada ratln previoc ayuno de 48
horas, se le alimenté con los fragmentons de las wviscerss a uti-
lizer, las cuales fueran previamente lavadas con NaCl al 0.85%

pora eliminar los restos de sangre. (diagrama 3).

Los 6rganos que se utilizaron, debieron ser procesados his-
tolégicamente con el objete de buscar pesteriormente nidos de
amastigotes, tomendo como muestra pequefos trocos de bazo, hf-

gado, pulmin y corezén de los animales parasitados.



.No se pudoc comprobar le presencia de nidons de amastigotes,
y& Que por falta de tiempo no se llevé a cabo la realizaciéin
de la técnica, por lo tantuo los Tesultados abtenidos no se pue-
den considerar como v&lidos, ademfs de que unicamente se efec-

tuaron en ratones.



METODOS DE DIAGNOSTICO UTILIZADOS

Para demostrar las parasitemis presente.en los animales de
experimentacién sometidos 2 la infeccién con T. gruzi, se em-—

plearon dos métodos de diagndstico parmsitolégico:

A, METODO DIRECTO.

El examen directo fué practicado a los snimales de expeTrTi=-
mentacibn entre &8 y 10 dias después de la inoculacidn oral. Pa-
re esto, a ceds animal se le sacd une gota de sangre de la pun-
ta de 1la colas, 1la cual se examind sl microscopic en busca de
tripomastigotes, aquellos gque presenteron pardsitcs en sangre
fueron consideradgs como positivos y fyerpn mercades para su
identificacifn. Los animsles que mostraron ser negativos se si-
gulieron reviasando de la misma manera cada B8 dias hasta comple-
tar un mes.

B. XENODIAGNOSTICO.

Seg practicé a los animales de experimentaclidén gue re-
sultaron nggativos después de un mes de la inoculacibn oral, pa-
ra el cual.el animal es sometido a la pieadura de 5-10 triasto-
mas limpios de 11 y III estmdios. Los tnsectuﬁ se colocaron en
frascos individuales Que fuercn etigquetados de acuerdo e la iden-
tificacién de coda animal de experimentacifn.

Después de 20-25 diams, se revissaron les heces de los insec-
tos, anotando como posltivo aguellos que mostraron tripomastigo-
tes metaciclicos.

Comp medida de comprobecién de le infectividad de los inficu-
los utilizados siempre se infectaron ce 2-3 ratones control; por
via intraperitonesl a los gue ‘se les comprobé ls perasitemia en-

tre 15 y 25 dias pesteriores a la inaculacidn,
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RESULTADOS

A continuscidn se presentan las resultados del presente
trabajo, en una serie de tablas gque nos muestran los porcenta-
Jes de infectividad obtenidos en los animales de experimenta-
cibn, £l tipo de inbeculo que viene expresado tanto en cantidad
comn en fase parasiteria, el nlOmeroc de animales Que se expu-
sieron a la infeccién, gue en total fueron 208; los cuales fue-
ron distribuidos en lates de 10 para cada experimento y por du~-

plicado.

En la tsbla 1, se muestran los resultedos de los animales
que fueron inoculados oralmente con fese de tripamsstigotes san-
guineas, 18 infectividad ohtenida fué de 10% en ratanes y 10%

€N rates.

Los resultsdos de los animales inoculados aralmente con for-
mas de cultivo de 1. cruzi se myestran en la tabla 2, donde la
infFectividad encontrada fué de 70 y 10% respectivamente en ra-

tones y de 0% en ambos lote de ratas.

La tablea 3, indice los resultados de los snimales inocula-
dos con triatomineos vivos infectados con l; Esuzi. en daonde la
infectividad en ambps lotes fué de 40 y E0% en ratones y 50% en-

ratas.

€n la tabla 4, se observa la infectividad obtenida, cuando
se inocula oralmente con deyecciones de triastomas infectados
con. ¥, cruzi, la infectividad obtenida fué ge 50 y 40% cn ra-
tones y de 100 y 40% en ratas.

La tabla 5, muyestra los resultados de les animales inocula-
dos con una mezcla de fragmentos de visceras, en donge la infec-

tividad fué& nula en ambos lotes de ratones.




TABLAS DE RESULTADOS

TABLA NR 1

Animeles inoculadags oralmente con
formas sanguineas de Irypanosama cruzi

Inbcule . ‘Na % Positivos
.Especies
. . Tripomactigotes sanguinecs Animales Sangre’ Xenodiag?
“Ratones 2.5x104 10 10 o
Ratones 4.0x10% 10 10 o
Ratas 17 x10% 10 10 o
Ratas 14 x10% 10 10 o

(1). 4 1os 30 diss de la inoculaclén
(2) A los 20 a 25 dfas de iniclago el Xenocdiagndstico

.



TRABLA NG 2

Animeles inoculadecs ﬁralmeﬁte

con formes de cultivo

Indéulo . na % Positlvos

Espe‘gzes: . .
S - Epimastigotes Animales :Sangra1 Xenndiagz
Ratones 87x104 " 10 70+ o
“Ratones 15x10% 10 L 1o+t o
‘Ratas 11ux10" 10 o** 0
‘Ratas - - 11ux1gh 10 o+ 0

"(1) A los 30 dias de la inoculacién )
(2) A los 20 & 25 dies de iniciedo el Xenodlegnistico
+ Cultivo de 25-30 dias
4-0'Eu1ty.lvu de 5-8 d{as




TABLA N@ 3

Animales alimentados con triatominos

campletos vivn_s infectados

Especies 'NO de Triatominas Ne

% Positivos

snimales. Sangre! Xenodiag?

Ratones 2 a 3 triatomas c/u 10
Ratones 2 triatomas c/u 10
Ratas 2 triatomas c/u 10
Rates 3 triatomas c/u 10

La o
60 o
50 a
50 1]

(1) -A lon 3D dias de la inoculacidn
. (2) A los 20 8 25 dios de iniciedo el

Xenodisgnéstico



TABLA NO &

Animales inoculados oraslmente con

deyecciones de triatominos infectados

t Inbcula Ng X Positivos
=species

Tripomastigotes metaciclicos Animales Sangre1 Xpnudiagz
Ratones 2% 10k 10 50 o
Ratones 1x10% 10 ] o
Ratas sx104 10 100 o
Ratas 1x10% 10 ) o

(1) A 1los 30 diass de le lnoculacian
(2) A 1os 20 a 25 dlas de inicisdo el Xenaodiagnédstico
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TABLA N© S

Animales innculados oralmente con visceras de

animales infectados con Irypenosoma cruzi

Es 5 T.' la- NO . % Positivos "
peciles noculo Animales Sangre? Xenpdiag®©

Ratones Visceras* 10 a - ¢}

Ratones VUisceras® 10 o o

(1) A los 30 dias de la inoculacién
(2) A los 20 a 25 dfas de inicliado el Xenadiagnéstico
{+) Mezcla de fragmentos dé Baza, . pulmén, -higade y. corazén



ANALISIS DE RESULTADODS

En 1as serles de experimentos efectusdos se pudo demostrar
que la8 vie oral es una forma de trensmisidn de J. gruzi, v ex-
cepcidn del experimento en el que se les alimentd con visceras
proveniegntes de animales infectados y de epimastigotes prove-~
nientes de medios de cultivo jOvenes de 5-6 dias. Los experi-
mentos efectuados consistiercn en utilizar como inbculpgs, di-
ferentes feses del ciclo biaolégico de l; 53533; tales coma tri-
pomastigotes sanguineos, tripomestigotes metaciclicas, formas
flageladas de cultivo y OGrganos infectados con T. £ruzi. Aun=-
gque £l inéculo en cada experimento fue muy veriable el grade
de parssitemie observado en cads lote de animeles infectados
resultd elevada, siendo meyor cuando se utilizan formas meta-
ciclices.

Cuando se inoculb cor tripomastigotes sanguinecs, se abtu-
ve un 10% de infeccién (tablae 1) en ambos 1oted de ratanes, sien-
do mayor a la obtenida por Zeledan (1977), guien logrf 3% de
infectividad utilizando tripomastigotes snguineos.

Nattan Larrier (1921) obtuveo infeccidn en el 66.7% de ra-
tones 8 los gque hacie ingerir sengre cunm tripomastigotes san-
gufnecs

Por ontro lado, Marsden (1967), Ortege y Tey (1972), sugle=-
ren gue se necesitan dosis altas, por lo general hx10“ tripa-
mestigotes para lograr 1a infeccifin experimental por esta via,
lo cual Ro ecurrif en nuestro caso ya que se obtuvo Infeccién
con dosis menores a las reportadas por estos autores.

La infectividad en ratas fue de 10% (tabla 1), siendo me=-
nor. @ la obtenida por Zelecon (1977), quien logrd 18.3% y 38.8%
de infectividad al inoculer a ratas al utilizar tripomastiqo-
tes spnguineos por esta vis.

A1 utilizar como indculo les formas flageladas provenientes



de wedios de cultivo, le infeccidn obtenida fue de 70% y 10%
en ratonas (table 2), como se observa el porcentaje de infec-
cibén obtenido en el primer lopte de ratones es muy elevada, es-
to se debe 2 gue se inoculd una mezcla de eplmestigates y tri-
pomastigotes metaciclicos, deblido a gque el cultivo utilizado
se dejd mucho tiempo en incubacifn. Esta observaclén se demos-
tréd por un frotis del inéculo, tefildo con Ciemsa. N

Este porcentaje fue mayor al obtenmido por Zeledon v Cols.
(1977) quienes obtuvieran un 68% 2l wtilizar formas de cultiwvao,
€s pusible gue Zeledon haya utilizado también cultivos en lpose
cuales, se encontraeba una mezcle‘de tripomastigotes metacicili-
cos y epimastigotes, 1o cual se observa et cultivoas de mas de
KT s 15.dias y de esta manera lograr la infeccifin, pero en nues-
tro caso se pretendie comprober 5i lus epimastigotes san for-

mas infectivas.

Por eso en el siguiente loteé de ratones se inoculdé caon un
cultivo de ocho diss, cbteniendo un 10% de infeccifn (tebla2)
debidn‘a que poasiblemente ya se encentraban tripomastigotes
metaciclicos en el cultivo gue se utilizf para inocular.

La infecclibn en ambuos lates de ratas éue de 0% (tabla 2)
esto se dehe a que se inoculd con medios de cultivo de 5-6 dfas
en la cual se observd Onicamente epimastigotes sl realizar un
frotis tefilds con Giemss del inbéculo empleado.

Esto demuestra que los epimestigotes na son la fase infec-
tiva, ya que con el mismo inbculo se ingcularon dos ratas por
via intraperitonial gque fueron usadas como testigos, las cuales
no presentaron infeccién al utilizar el mismo indculo empleedo

en la inoculscién oral.

La infecclidn obtenids, cuande se .uwtllizaren los triatomas



vives Iinfectados, fue de 40% y 60% en ratdn, yvde 50% en ambos
lotes de ratas (teable 3). Siendo mayor @ la obtenlida por Yaeger
{1971), quien obtuve infeccifin de 2 de 7 zeriglieyas & través
del consumo de dos triatomas infectados, y mayor a la ohtenida
por Schenone y Col. (1982) guienes solo lograren 20% de infec-
tividad en ratas. . .

El porcentaje de anfmales infectados obtenido, con las for-
mas de tripomastigotes metacf{cliceos provenlente de deyecciones
fue de 50 y LO% respectivamente en retones y de 100% y 640% en
ratas (teble 4).

El porcentaje de .infectividad en ratin fue menor a la abte=
nida por Zeledon (1977) quien logrd 84% de infeccidn en ratones

al usar formas provenientes de deyecclones.

€1 porcentaje de infeccién en ratss, fue igual sl obtenido
por Mayer (1961), gquien obtuvo 100% de infeccifn en ratas jbve-
nes y mayor al ubtenidg por Zeledon y Col. (1977) Qguienes logra-

ron 11.1% al uvtilizar formes provenientes de deyeccliones.

Se puede observer que al utilizar tripomestigotes metacf-
clicos pravenientes de deyecclones de triatomes infectados y de
triatnﬁaa tnfectados, el porcentaje de infectividan es mayar en
coampaeracidn con -las otras formas ensayadas, esto es debido o
que los tripomastigotes metaciclicos son las formas infectivas,
cuando la transmisién de la tripanosomiasis se lleva a cabo a

trevés del transmisor,

También se observa que el porcentaje de infeccidén es varia-
ble, es posible que la diferencia se encuentre en que 2] utili-
zar deyecciones, los indGculos contienen una alte concentracidn
de tripomastigotes metsciclicos, en cambio cuando el ratém in-
giere al triatoma vive, ingiere una mezecla de tripomastigotes y

epimastigotes gue se encuentran en el intestino oel] transmisor.




Otre parte de ‘los experimentos consistid en inocular peda-
zos de viscerass de ratones infectados con I. cruzi, les éuales
.deben contener nidos de amestigotes ya dque a estos ratones se
les hebla comprobedo gue la parssitemi=a habia desaparecido ycoue
las tripomastigotes sasguineos ya posiblemente estarfian forman -
do nidos de asmastigotes en bGrgancs como bazoa, higado y corazém,
para ello, se someten pequefins muestras de estos OGrganes, inocu-
lados a un exsmen histeolfgico.

€l experimento se reslizd sin comprobar la presencia de ames-
tigates, yoa gque no fue posible esperar el resultado de dicho exa-
men, por lo tantoc al no haberse aobtenido infectividad en los
enimales de experimentacibén y al no heberse comprohado la pre-
sencia de amastigotes en los Brgsnoe inoculados, los resulta-
dos carecen de confisbilidad,

Mareden (1967), reamlizé un estudio en el que hiza ingerir
a-un grupo de ratones, partes de Argana® infectadas coan

J. gcruzl. Reportd aue solo en dos animeles de 33 se demostr6 el
parésito-en la sangre periférice. Realizd un estudic bistolAgi-
co de los animales que sirvieron de inbculo y no encontrd nidos
de smastigotes en sus tejidas.

Disz en (1940) mostrd 1a posibilidad de trensmisibn de T.
cruzi entre los animeles carvivoros a trevés de comer 1a carne
infectada de 18 presa. En relacidn a estos autores, surge la

positilidad de infeccién por via oral usendo tejidos. infectados.

£h cuanto a la calonia de Jristomas pmllidipennis mantenide

en el lsbaratorio de acuerdo sl método descrito. tesulth ser
un. métoedo Gtil y eficeaz para el crecimiento y obtencidn de los
diferentes estadios de triatomas as{ también se obtuve una can-

‘tidad suficiente para satisfacer las necesidades oe cades expe-
Timento.



En nuestros experimentos realizados ambos métodos de diag-
nistico utilizados resultaron ser buenas, dado gque el método di-
recto detecto le mayoria de loe animales parasitedos con pard-
sitos en sangre periferica y el xencdiagnféstico nos confirmé que
a8l no existir parésitos en sangre periférica estos resultan ser
negativos, es por ello que todos los xenodiangdsticos aplicadﬁs
a los snimales de experimentacifn negativos por &l método di-

recte, resultagun ser negativaos.

Se encontraron diferencias en los resultados obtenidas con
los reportacos en la bibliograffa, y constderemos gque esto pue-
de ser posible, debldo a la susceptibilidad de los animales de
experimentacifn, a lms cepas utilizadas (tanto de amnimales co-
mo de T, cruzi), los inbculos utilizados, la técnica de inogu-

lacién y aiguncs otros factores.



1)

2)

3)

4)

5)

CONCLUSIGNES

De acuerdeo & los resultadas obtenidos, se confirma experi-

mentalmente gque la vi{a oral es posible camo farma de trang=

misidn de Frypasnosoma cruzi.

La cepa CID de Trypanosgma cruzi resultd infectiva utlli-
zando diferentes fases del pardsito.

La inoculacién experimental por via oral en los animales de
experimentacifn, resulto en general facil de reslizar sien-
do de gren utilidad el ayuno a que fueron sometidos antes

de la inoculacién.

Triatoma pallidipennis, reesulté ser buen transmiscr de Y.

cruzi.

La colonia de Triatoma pallidipennis se puda mantener en
el laborstorio por el método descrito, obteniendo un buen
rendimiento de los diferentes estadios del fnsecto.



PROPUESTAS v/0 RECOMENDACIONES

Para continuar los estudigs sobre le transmisibn de T,cruzi

por vis digestiva,!'se requiere probar un nimera mayor de cepss,

principalmente las cepas de T, gruzil sisladas de transmisores
que conviven en la habitactén humena y cepas provenientes de ca-

sos humancs de enfFermedad de Chagas.

La infecclén por via digestiva debe ser experimentads en me~

mi{feros: doméaticns que actiien como reservories de T, cruzi.

Fars lograr. la inoculacl 6o nar via orel es conventiente de-

Jar al lote de animazles de experimentacién en ayunp de 48 horas

pera que ingieran con facllided el inbculo completo.

Le $tnoculscildén per vie oral debe ser siempre experimentada
en ‘lotes de animeles del mismo peso, esad y sexa, contandg Son

un-buen ahasto.

Vehigulizar l; cruzi en alimentos comunes para estos anie
males, y dérselos como comida, can e}l fin de observar st dichos
animales se infectan y a8l wisma tiempo prober’la sobrevivgncta
de l. cruzi en estos alimentos.



RESUMEN

Este estudio fue encaminade @ demestirar cxperimentalmente
que 1a vie aral es una posible forma de transmisién de Trypa-
noscma cruzi, uvtilizando ura cepa de T. cruzi, sislada de un
caso humano de enfermedad de Chagas en terrltorio mexiﬁann v
un transmisor que fFrecuentemente convive en la habitecidn hu-

mana de poblaciones rurales en el pais.

Para el progdsito antes mencionado se utilizé la cepa CID
de J. gruzi vy diferentes lotes de ratas y ratones gue fueran
distribulidos en lotes de 10 para cada experimento y por dupli-

cadn, los cuales fueron inraculados por via orsl con:

a) Sengre de ratones infectados

b) Formas de tripanosamatido provenientes de medlos de

cultivo.
c) Triatomas completos infectados
d) Deyecciones de triatomas infectados
e) Mezcle do visceras ge ratones infectados

Para comprobar si los animsles de experimentacién se infec-— H
taron con la cepa y con las diferentes fases del parésito se

recurrio a dos métodos de diegndstico parasitoléglco; : s

a) BGsqueda directa de parasitos en eahgre periférica a
partir del sexto di{a de la inoculacidn. I
h) Xenodiegnféstico, que se précticd a los animales gque des-
pués de un mes de inoculados se mantenfan negativos cuan=

do se observd su sangre por el método directo.

~ 'Le infeccidn por via oral obtenids con las feses de T.cruzl ’
fue de: . . :
1) Tripomastigotes sangufneos: 10% en ratones y 10% en ratas e :
2) Formas de cultivo: 70y 10% en ratones y 0% en ratas H
3) Triatomas vivos infectados: LD y 60% en ratones y S530% en

ratas.



4)

5)

Oe

cuando

Tripomastigotes metaciclicos: 50 y 4D% en ratones y 100y
40% en ratas.

Visceras de ratones infectedos: B% en ratones

los resultados obtenidos se concluye que la vias arsl,

menos en condiciones experimentales, es una posible for-

ma de transmisién de I. cruzi, en virtud de gque las fases del

pardsito infectaron a los snimales de experimentecidn,a excep-

ci6n del lote de ratas inoculados con formas de cultivos de

5-6 dias y del lote inoculado con una mezcls de viseeras de ra-

tones infectados.
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APENDTITCE

Agar Base Sangre:

40 grs. de Ager base sangre

1000 ml. de agua destilads

Esterilizar a 15 Lb. durante 15 minutos

Enfriar a temperatuyra de 50-56°C, y adiclanar sangre
borrego desfibrinada al 15% y antibidticos.

BHI: Base sflida (100 ml. de ague como diluyente).

Dextrosa al 1%
Agar ‘Bacterfoldgico al 2%
BHI al 3.7%

Fase lfguida

Nall 0.85%, pars egar base sangre
Biotriptaosa 2.6% pars BHI

Fenaol: 5%

5 grs. Fenol
95 ml de agua destileda

NaCl D.85%

D,85 grs. de NaCl
99.15 m} de 2agus destilada

Citreato de Sodio al 3,.8%

3.8 grs. de citrate de sodio
96+2 ml de agua destileda

Cloruro de amgnlo al 0.9%

ﬁ.9 grs. de clorura de amanio
99.1 ml de agua destilada
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