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CAPITULD I



INTRODUCCIOQN

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

ta enfermedad de Chagas, parasitosis de curso eagudo ¥y crénico,
causada por la infeccidn con el hemoflagelade Trypanosoma cruzi,
tiene un gran impacto sobre la sslud piblica latinoamericana, debido
8 la amplia distribucidn geogréfica, elevada prevalencia,
disminucidn de la esperenza de vida, y particularmente, scbre la
calided de é&sta. (12, 24)

Segiin cédlculos de las Organizeciones Panamericena y Mundial de 1la
Salud, en 1881 Latinoamérics tenis 24 millones de enfermos, y 65
millones en riesgo. (20) En México, la cifres debe ser muy similar a
las calculadas pare los paises sudamericanos, ys que tisne en comin
1s precarjedad de la viviends rurel humans =factor eltamente
condicionante del riesgo de transmisidn-, asi como la existencia de
grandes concentraciones wurbanas tropiceles, y el éxodo masivo de
campesinos (muchos de ellos parasitados) hacia las 2onas
industrializadas. (2, 25)

Existen diversos métodos para el diagndstico de la enfermedad de
Chagss. De modﬁ general, consideradas las bases fisiopatogénicas y
1ls historis naturel de la enfermedad, en la fase aguda conviene
utilizar mdtodos directos ( exdmen al fresco, gota gruesa, método de
Strout, biopsia de ganglios o mdsculos) 8 través de exdmenes

serisdos. (2, &, 23}



Para la fase crdnica, se prefieren los métodos indirectos debido 8
la baja peresitemia { xenodisgndstico, hemocuvltivo e inoculacién de
animales sensibles), y métodos seroldgicos debido a la presencia de
sltos niveles de anticuerpos especificos {reaccisn de fijacién del
complemento {RFC), resccién de inmunofluorescencie indirecta (RAIF),
reaccidn de hemaglutinacién indirecta (HAI), sondss de DNA y ELISA)
(5, 11, 23)

En el presente trabajo, se comparan cuatro métodos de diegndstico
psra la enfermedad de Chages experimental: serologia,

xenodiagndstico, inoculacidén de énimales y hemocultivo

1.2 O0BJETIVO.
Comparer custro métodos de disgndstico para le enfermedad de Chagas
en fase crdonica, en snimales de experimentacidn, a distintos tiempos

posteriores a la desaparicidn de la parasitemia.

1.3 HIPOTESIS,
Si existen diferencias en le sensibilidad de cuvatro métodos de
diagnéstico de le enfermedad de Chagas, entonces se tendrén

diferencias en el ndmero de casos disgnosticados como positivos.
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ANTECEDENTES

2.1 DEFINICION.

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chages es una
paresitosis de curso agudo y crdnico, causada por la infeccidn con
el hemoflageledo Trypanosoma cruzi, siendo transmitides al hombre y
otros mamiferos por hemipteros hemsté6fegos de le familis Reduviidae,
subfamilia Triatominee, conocidos como triatominos. (5)

T.cruzi 8s realmente un complejo bioldgico de poblaciones
perasitarias que circulan en la naturealeze entre los seres humanos,
animales domdésticos, reservorios salvajes y vectores selvdticos o
domicilierios. Estes cepas muestran diferencias en las
caractariscicasb morfoldgicas, curvas de parasitemia, iIndices de
.mortalided, tropismo ¢tisular, capacidad de destruccidn neuronal,
suscaptibilidad a agentes quimioterapéuticos y tipes entigénicos.

(16, 18, 25)

2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA.

Este pardsito protozoario se clasifica texondmicamente como sigue:
Reino: Protista Suborden: Trypanoscmatina
Phylum:Sarcomastigophora Familia:Trypancsamtidae
Subphylum;Mastigophora Génern:Trypnnasu-a_
Clase:Zoomastigophorea Especie:cruzi (10)

Orden:Kinetoplastida



Le infecci6n se facilita cvendo las condiciones ecolégicas son
fayorable; para la entrada o permanencia de 1los tristominos
infectados en las viviendas humanas, principalmente en el medio
rural.

(23)
2.3 CICLOS DE TRANSMISION.

Se distinguen tres tipos de cicles de transmisidn del T.cruzi:

a) El1 doméstico, mantenido por el hombre, perros, gatos y
los triastominos sinantrdépicos sdaptados 8 la viviendas hbumana.

b) E1l silvestre, que comprende roedores, marsupiales, armadillos vy
otros mamiferos salvajes y triatominos de habitat silvestre, Yy

c}Un ciclo peridoméstico intermedio. (24.25)

€En una extensa zona del continente americano, comprendida entre 1los
42 grados latitvd Norte en Estedes Unidos, y los 43 grados latitud
Sur en Argentina, se han detectado focos naturales de
tripanosomiasis americana. Se ha halledo infeccidén por T.cruzi en

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

Respecto a su transmisidn, la enfermedad de Chagas va perdiendo pocto
a poca su rigurosa dependencia del triatomino transmisor, y
aymentando otros mecanismos, tales como la transfusidn de sangre vy

1s enfermedad congdnita. (18, 23, 25)
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2.3.1 CICLO BIOLOGICO,

£1 T. cruzi tiene su reservorio natural en mamiferos silvestres o
domésticos. El tripanosoma circulante en el torrente sanguineo del
vertebrado infectado es ingerido por triatominos hemstéfagos, y en
el tubo digestivo de los insectos los pardsitos se multiplican,
trensformandose después de B 8 10 dias en tripanosomas metaciclicos
importantes, 1los cuales se e}iminan por las heces del triatomino.
(10)

En el hombre, la cadena de transmisién se inicia por la
contaminacidn 8 través de 1ls materia fecal del triatomino,
penetrando el protozoerio a través de la piel, conjuntiva ocular y
otras mucosas; la transmisidn puede efectuarse también por medio de
transfusiones sanguineas, congénitamente o por contacto con 1la
sengre de animales infectados. (95, 9)

Las transfusicnes de sangre infectade ocupan el segundec lugar entre
los medies de ﬁrunsmisidn més frecuentes, puesto que se han
encontredo donadores de sangre con reacciones seroldgicas positivas,
en una preporcidén vaerieble del 1 al 15%, (23)

Dentro del organismo humano los tripanosomas metaciclicos no se
multiplican mientras estdn en el torrente circulatorio; el pardsito
invade répidamente los fibroblastos y adipocitos del tejido
subcutdneo, asi como el bazo, higado, médule désea, rifiones, tejido
nervioso, ganglios linfdticos y miocardio. (5) Una vez que los
pardsitos penetran en las células de los tejidos, pierden el flagelo

y la membrana ondulante, se transforman en amastigotes y se

s



multiplican por fisidn bineria, formahdofg;ev'hume;o de amastigotes

que: finelmente pasan por las fasesyde_pf&ﬁasiigote y epimastigote vy
aicanian le forma de tripnnosump,' épdreciendo en la sangre

ﬁeriférica, con lo que completsn su ciclo.é(gf

2.4 PATOLOGIA.

Las manifestaciones clinices de la infeccidn por T. eruzi varian en
funcidn del tamano del indculc y la virulencia de la cepa, as{i como
la edad, el estado nutricional y la respuesta inmunoldgica del
huésped. E1 pericdo de incubascidén es de 5 a 10 dias y el prodrémico
varis entre 1 8 5 dias. (23)

Durante 1a fase aguda puede haber fiebre, snemia, edema facial, vy
general; el cuadro clinico en la fese c¢rénice se relacions con 1la
localizecién del protozoerio en el miocardio, sistemas nervioso
central, nervioso vegetativo y nervioso periférico, tubo digestivo,
higedo, bazo y otros érganos. {2, §)

La enfermeded de Chagas crénica se caracteriza por un equilibric
entre el huésped y el parasito. Oursnte la fase crénica, en
condictiones normales no se presenta curacidn espantédnes, ni wuna
nueva fase aguda, ya sea en les enfermeded experimentsl o en 1la
humana. El huésped inféctado suele desarrollar uns fuerte
inmunided, de modo que la reinfeccidn no induciré nuevos brotes de
perasitemia intensa. (2, 23)

La enfermedad de Chages, en su fase crdénica, deriva en una
cerdicpatia, segin se ha demostrado en el 10.8% al 29% de las

sujetos infectados con TVT.cruzi., Esta cerdiobatiu chegéstica crénica



es més frecuente en 1la Jra., 4ta. y 5ta. décadas de ls vide,
predominando en 1los varones., Clinicamente se caracterizs por 1s
presencia de tres sindromes b#sicos: arritmias cambiantes,
insuficiencia cardiacs y fendmenos de tromboembolismo. (23, 25)

La enfermedad de Chagas, en ciertas 2ones endémicas, se ha
relacionado con ciertas perturbaciones en la motilidad del esdfago y
el colon distal, asi como algunas dilatsciones patoldgicas de estos
érganos (megaesdfago y megacolon). (5, 25)

La inmunided de base celuiar he sido detectada. La accidn

protectora de lgs snticuerpos séricos siguve siendo discutible. (21)

2.5 DIAGROSTICO.

En la fese inicisl de la infeccidn eguda con T.cxuzi, le perasitemie
periférica suele ser suficientemente elevads pera ser detectada por
microscopia directa de le sengre. (2, 5)

En le etepa crémica, la infeccién es inesparente, y métodos
indirectos son requeridos para demostrer la presencis de T.cruzi, ya
que la parasitemia es muy bajs, 1o cual dificulta su identificacidn
directa. tos métodoes indirectns cominmente usados son el
xenodiagnéstico, y el hemocultivo; el xencdiagndstico consiste en 1a
reproduccién artificiel del ciclo natural del perésito & través de
triastominos sabidamente negativos, que se alimentan sobre el
paciente;: es un método de diagndstico sumamente especifico y de
sensibilidad relativamente reducida, pero el mds emplesdo para

propésitos de rutina. (1, 14, 23)



E1 hemocvultivo consiste en la inoculacién a un medio (con los

nutrientes y condiciones necesaries para el crecimiento) de los
pardsitos presuntsmente presentes en ls ssngre inoculada, En 13
literatura, .este método es considerado come el mdés sensible paera
unos (10) y el método menos dptimo para otros. (12, 23)

La inoculacidn de animales raramente se resliza, ya que es dificil
de estandarizer y sdlo se obtienen bejos niveles de pardsitos
periféricos. (15,23)

Para el disgndstico de la enfermedad de Chagss tambidn se wvutilizan
los métodos serocldgicos, que se ‘wasan en la deteccidn de anticuerpos
contra los peardsitos. Los métodos que se han empleado son: AIF,
AFC, ELISA, HAI ete, (2,6,23) Las ventajass de los métodos
serolégicos son el conocimiento de la incidencia y de ls frecuencia
de 1la infeccidn, la prevencidén del contsgio por transfusidn de
sangre, la identificacidén de los casos no sospachados. o incluso 1la,
confirmacidn de la enfermedad de Chagas en enfermas con

menifestaciones clinicas'que la sugieren. (2)
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3.3 DIAGRAMA GENERAL

Sangre de ratdén infectado con

T.cruzi, cepa Cid.

Cuenta de tripanosomas en camara

de Naubauer.

y

Inoculacidn de cobayos

{ 350 000 tripanosomas/ml)

los coba

Revisién periddica cede 3er, die o

yos, por sangrado de

la oreja.

o

Etaps crdnice de los cobayos

(después de desaparescer la parasitemia)

v

tiempos.

Realizar pruebas de diagndstico a diferentes

(Serologia (HAIL), H

Xenodiagndstico e Inoculacidn

emocultivo,

de animeles.)

-A los 45 dias des-

pués de desaparecer

1s parasitemis.

v

v

A los 60 dias des-

pués de desaparecer

la parasitemid

A los 75 dias des-

pués de desaparecef

la parssitemia.




3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO.

.3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO.

- 6 cobayos hembras de 500 g, cepa Dunkin Hartley.

- 3 reatones infectados con ¥.cruzi, cepa Cid, en faese aguda de 1la
enfermedad.

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

- 15 chinches Triatoma pallidipennis, ninfas del 3er. estadio.

-~ Glébulos rojos no sensibilizsdos {de cernero) en suspensidn al 1%,
pars control de heterofilis.

- 6 ml de sangre completa de carnero.

- Antigeno HAI .- liofilizado de glébules rojos de carnero,

sensibilizedos con antigeno citopldsmico de T. cruzi.

3.2.2 MATERIAL PARA LA PREPARACION Y CONSERVACION DE REACTIVOS Y
MEDIOS.

- Refrigeredor (4 °C)

tubos de vidrio con tepdn de rosca de 15 cm x 150 mm

vaso de precipitados de 250 ml

matraz Erlenmeyer de $00 ml

autoclave

balanzae granataria

6
1
1
b1
1
- 2 pipetas seroldgicas de 10 ml
2 pipetas seroldgicss de 5 ml
2 pipetas s;roldgicas de 1 ml
2 pipetas seroldgicas de 0.1 ml
1

pipetor estdril



PARA EL SANGRADO € INOCULACION DE ANIMALES.

25 lancetas
20 ml de eter
1 jaula grande para cobayos

2 jaulss para rstones

10 jeringes estériles para insulina con su aguje (25 x 16mm)

5 sgujas estériles para jerings del némeroc 21 x 32 mm

20 agujas estériles psra jerings del némero 20 x 32 mm

1 ampolleta de heparins de S ml

2 mecheros Fisher con manguera de létex

1 campane pars sacrificio por inhalacidén de eter.
3 pares de guantes

10 tubos de 13 x 100 mm

PARA LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO.

2 trampas de red de plomo para inmovilizar ratones

oY

cémara de Neubsuer con cubreobjetos
microscopio dptico

caja de portaobjetos

[T Y

cajs de cubreobjetos
1 esa microbiolégica

1 paquete de torundas de algoddn

[

corddn de 5 m de largo

1 tabla de maders con un agujerao al centro, de 10 cm

-

paquete de etiquetss

-

marcador

1

de didmetro



2

cajas de

cerillos

mecheros Fisher con manguera de lé&tex

picahielo para horedar la tapa de los frascos

pinza para depilar

10 pipetas Pasteur

10 tubos de 13 x 100 mm

1 gradilla pera tubos de

1 incubadora ( 37 ° C)

2 pipetas
2 pipetas
2 pipetas

2 pipetas

seroldgicas de
seroldgicas de
seroldgices de

serolégicas de

1 centrifugs

1
2
6 frascos medianos para guardar las chinches
1
1

distintos didmetros

10 ml
5 ml
1 ml
0.1 ml

30 cvadros de papel pearafilm

2 dispositives para la alimentecidn de chinches, que consisten

recipientes

de pldstico de aproximadamente 10 cm por 15 «c¢m

largo y 8 cm de elto, con tapadere sajusteble hueca.

1 tijeras

30 palillos de madera

2 pedazos de malls de tul, de 1 dm? (cada pedazo)

3 pares de guvantes de létex

1 frasco de vidrio con solocidn de fenol al 3%

1 micropipeta ajustable s 25 ml

500 bpquilles pars micropipets, estériles

1 caja porta boquillas para micropipeta

12

en



3.2.3 REACTIVOS ¥ NEDIOQS,

- 0.5 g de yodo metélico

= 50 ml de alcohol etilico

- 0.85 g de NeCl

- 1 g de dcido picrice

- 3 g de cristales de fenal

- 4,8 g de base de agar sengre (BIOXON)
~ 1000 ml de sgua destilada

3.2.4 * REACTIVOS DEL EQUIPO CHAGATEST HAI, marca Wiener 1lab, con
vigencia. ’

- 2-Mercaptoetsnol al 1%

-~ Salucién proteica: solucidn fisioldgice tamponada con fosfatos a
pH 7.5 con colorante inerte,

- Reconstityyente HAIL: solucidn fisiolégice tamponasda a pH 7

MATERIAL DEL EQUIPO CHAGATEST HAI, Marca Wiener lab.

- 1 frasco vacio pare trasvasar el 2-Mercsptoetanol de la smpolla

. - 3 policubetes con 96 pocillos de fondo en U ( 8 hileras y 12
columnas) cha una

- 2 tetinas

- 1 cinta adhesive

13



3.3 MHETODOLOGIA.

3.3.1 SANGRADO DE RATONES INFECTADOS CON T.cruzi, CEPA CID, Y QuE
ESTAN EN LA FASE AGUDA DE LA PARASITOSIS.
-Jrabejar en zone estéril y con guantes,
-Alistar una jeringa con 0.5 ml de solucidn saline,
-Tomar un algoddén con eter, y dormir el ratdn a sangrar.

. ~Por puncidn cardiace, sangrer lo més posible al ratdn (se requieren
3.5 ml). Mover continuamente la jerings con le sangre y la solucidn
salina.

-Sacrificar al ratén por desnvcamiento.

3.3.2 CONTEO DE TRIPANOSOMAS EN LA SANGRE OBTENIDA.

- Integrer perfectamente la solucidén salina con la sangre infectada,
‘tomar 0.5 ml de la sangre y hacer una dilucién 1:2 con solucidn
salina. Integrar perfectamente.

-Colocer 1la cémars de Neubauer sobre una superficie horizontal, f
poner el cubreobjetos sobre las mesetas.

-Cargar la cémera con una gota de la sangre infscfade. ddeSitén&ole
entre ls mesetsa y el cubreobjetos pare que difunda por capilaridad,
evitando que se formen burbujas o ceigs el liquido @ 1los surcos.
Dejar en reposo por 2 minutos, en ambiente humedo.

-Disminuir 1la intensidad luminosa del microscopio y proceder a la
localizacidén de la cuadriculs & saco débil,

;Hacer el racuento de tripanosomas visibles en los custro cusdros de

les esquinas de la cuvadricula central.

14



-Ceslcular el nimero de tripanosgmas por mm?, congsiderando que cada
cuadrante mide 1 mm2, y que la altura de la superficie de 1a meseta

(cuadricula) al cubreobjetos, es de 0.1 mm

No.de tripanosomas

contados en los 4 cuadrantes = promedio de tripanosomas por mm?

4

Pars determinar el promedio de tripanosomas 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 tripenosomas x 10 = promedio de tripanosamas

por mm? por mm3

Y considerando que le dilucidn de le sangre infectada, al hecer ese

conteo, fue 1:2, entonces

Promedio de tripenosgmas x 2 = concentracidn de tripanosomas
por mm? por mm? de suspensidn inocula-
da.

Haciende 1s conversidén a cm? (donde 1 cm? = 1 ml) :

Si 1 ¢m? = 1000 mm?, entonces 1 mm?® = 0.001 cm?

15



Por tanto:

tripsnosomas x 1 mm? = tripsnosomas / cm?

mm3 0.001 cm?

= tripanosomas / ml

-Luego desl conteo, colocer la cdmera y e! cubreobjetos en una
solucién de fenol al 3%, y posteriormente se someten a

esterilizacidn.

3.3.3 INGCULACION DE COBAYOS.

-Utalizar guentes en ambas manos,

-Con una mano, sujetar las patas delanteras y la cabeza, y con la
otra msno, sujetar lag petes traseras, Otra persons limpiard con
alcohol yodado la zona de inOCQlacidn. ® inoculard

intraperitonealmente 0.5 ml1 de sangre infectada de ratdn.

3.3.4 REVISION PERIODICA DE LOS COBAYODS.

1.- Hasta gue se llegue a la fase aguda de la enfermedad, la revisién
seréd semanal.

-Utilizar guantes y proteger le mesa de trabajo con papel astrasa.

Colocar sobre la mesa al cobayo.

16



-Tomsr una torunda con alcohol y limpiar la superficie externa de las
orejes, haciendo masaje sobre una vena, hasta que se yergs.

~Tomar wuns lancgta estéril y picsr transversalmente la vena, hasta
que salga una gota. €n un portsobjetos limpio, colocar la gota de
sangre obtenida y taparla con el cubreobjetos.

-0bservar al microscopio, a 10x., 5i la preparacidn es muy denss,
repetir la operecidn, pero agregar sl portasobjetos una gote de
solucidn salina y volver a observar.

2.- A pertir de 1ls fase ugupa. en la que el numeroc de
tripanosomas es alrededor de 30 pof campo, la revisién serd cada
tercer dis.

3.~ Cuendo y& no sea observable microscdpicemente la parasitemis,

contar 30 dies, revisando semenalmente la sangre de los cobayos.

3.3.5 TRATANIENTO DEL WATERIAL CONTAMINADOD.
-Todas las jeringes, agujas, portaobjetos y cubreobjetos utilizados
se envuelven en pepel Estrasa, se sellsn con cinta testigo y se

esterilizan en sutocleve, 8 calor hidmedo, 115 °C, 20 minutos.

3,3.6 TRATAMIENTO DE LOS COBAYDS EN LA ETAPA CRONICA.

-Luego de 30 diss de que desaparecid la paerasitemia, hacer 3 1lotes,

de 2 cobayos cada uno,

~A cade 1lote se le harédn 4 pruebss de diagndéstico, en diferentes
tiempos:

Al primer lote 8 los 45 diss de dessparecer ls parasitemia, al 2do.

1ote & los 60 diss de desaparecer ls parssitemia, y al Jer. lote a
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los 75 de desapsrecer la parssitemia.
~Marcer a cada uno de los cobayos, psra diferenciasrlos, con solucidn

de dcido picrico al 1%,

3.3.6.1 XENODIAGNOSTICO,

-Tomer un cobayo y colocer su parte anterior sobre una tabla con
agujerc, y sujetar con un corddén sus 4 pates, de modo que Qquede
inmovilizade.

~Tomar 5 tristominos del 3er. estadio, sometidos a8 ayuno de 4
semanss, Yy colocerlas en un dispositivo para su alimentacién; tomar
un recipiente que contenga une cartulina plisada de la @altura del
recipiente, cubrir el recipiente con la malla de tul y sujetar 1la
mells con la tapedera hueca del recipiente, de modo que las chinches
puedan escalar la cartulina y fdcilmente ssomen su probosis por 1los
orificios de ls malla.

-Colocar la tabls donde se sujetd al cobayo, sobre el dispositivo de
slimentacidn de las chinches, de modo que la zons que descubre el
vientre del cobayc quede en contacto directo con los tristominos.
-Asegurarse .de que las chinches pueden alimenterse de la sangre .- del
cobayo; cuando se hayan alimentado hasta la replecidn se retiren del
recipiente y se colocan en un fresco limpio, con un circulo de pepel
en su base interna, y una cartulina plisada.

-Cerrar 8l frasco y etiquetar. Guardar 4 semanas.



3,3.6.2 SANGRADO DE COBAYOS PARA EL SERODIAGNOSTICO, LA INOCULACION

DE RAATONES Y EL ﬁElDCUlTIVO.

-Luego de alimentar a las chinches con la sangre del cobayo, desatar
al cobayo.

-Preperar drea estéril. Usar guantes.

-Dos personas sujetardn las petas y cabeza del cobasyo, mientras otra

persona, ¢on su mapo, localiza el corazdén; ya uvbicado, se limpia el
drea con un hisopo bafiado en alcohol yodado. Luego, con uns jeringa
de 10 ml, previamente bafisde en su interior con heperina, se procede

al sangrado intrecardieco; se requieren unos B ml de sangre para las

pruebss, de cada uno de los cobayos.

-Colocar el capuchdn a la aguja y mover la sangre obtenide en 1la

jeringa, para asegurar el efecto anticoagulante.

3.3.6.2.1 HEMOCULTIVOS

~Trabajar en drea estéril.

-Tomar 2 tubos con gelosa sangre al 4% con el medic dispuesto en
pico de flauta, y hasta el pico, lleno de salucidn salina estdril.
-En zona estéril, retirar el capuchdn (incluyendo la aguis) de 1la
jeringa. Inocular a wn tubo y taparlo bien,

-Repetir la operscidnm con un tubo mds.

-Poner el capuchdn a8 la punta de la jeringe. Colocar los

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

3.3.6.2.2 PREPARATIVOS PARA EL SERODIAGNOSTICO.

-Retirar el capuchdn (incluyendo la aguja) de la punta de la
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Jjerings, y vertir en 2 tubos de 13x100 limpios, » chdh uéu. é.s
de sangre de cobayo.

-Colocer el capuchén en 1a punte de la jeringa.

ml |

-Sellar con papel parafilm los tubos. Centrifugsr & 3000 r.p.m.,

hasts separar el svero del pasquete globular,

Mientras se centrifuga:

3.3.6.2.3 INOCULACION DE RATONES.

-Utilizar guantes.

-Por cada cobayo, se utilizardn 2 ratones.

-Marcar con solucién de écido picrico al 1%, a8 2 ratones.

-Con wuna mano, sujetar el ratén por el lomo y el cuello, y con
otra, de;infeccar el dres a inocular con alcohol yodado; retirar
capuchén (sin quitsar la sgujs) a la jeringa, e inoculer 0.5 ml
sangre de cobayo 8l retdén, intraperitonealmente.

-Tomar otro retén y repetir ls operacidn.

ls
al
de

-Sg¢ reviserdn los ratones a pertir de los 15 dias de la ineculacidn.

J3.3.6.2.4 SERODIAGNOSTICO.

-Previamente, se preparan los reactivos para el Chagatest, seg
indicaciones del fabricante del equipo.

-Seleccionar wuna policubeta con pocillos sin usar de fongo en U,

pasar un trapg hdimedo por la bese antes de usar.

I.- TITULACIGN SIN 2-MERCAPTOETANOL (2-Me):
1) Con microgotero de 25 ul, colocar 1 gota de diluyente de sueraos
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HAI en todos los pocillos a usar de ls policubeta.

2) Tomer une slicuocts de cada suero s ensayar con microdilutores de

25 pl (uno pars csda muestre) y colocar en los pocillos de 1a

columna 1. Se vutilizerdn tantes hileras horizontales comp sveros
deban procesarse.

3) Reslizar diluciones & partir de la columne 1 (dilucién 1:2}),
pasando los microdilutores a la columne 2 (dilucidén 1:4), y asi
sucesivamente hasts la columna 12 (diluveidn 1:4096).

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

(25 ul) de gldébulos Tojos no sensibilizados, pars
heterofilia.

control de

5) En el resto de los pocillos agregar 1 gota (25 ul) de
HAI.

antigeno

6) Agiter 1las policubeta golpeando con los dedos en les paredes
latereles, durante 30 segundos.

7) DOejar en reposo, al resguardo de las vibraciones por 80 min.

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

1I.- TITULACION CON 2-ME (Para casos de heterofilia).

1) Colocar una gotu de suero en cada uvno de los pocillos, utilizando

una pipeta descartable por cadas suero, en posicién vertical.

2) Agregar una gots de 2-Me 8l 1% a los pocillos, utilizando uns
pipeta descartable.

3} Seller 1los pocillos con cinte adhesiva y agitar 18 policubeta

golpesndo con los dedos en les paredes laterales.

4) Incubar por 30-60 min., s 37°C, o 90 min. » temperatura ambiente.
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§) Retirer 1s cinte sdhesive, pesser un trepo hymedo por la basse de
ls policubete, y con microgotero de 25 ul, colocar uns gota da
diluyente de sveros HAI en los pocillos restantes de 1es hilerss
utilizedss,

6) Realizar los pasos 3 s B manteriormente descritos en le titulecién

sin 2-Me.

3.3.7 VERIFICACION DEL XENODIAGNOSTICO.

A los 30 diss de haber sido alimentadas les chinches, se alimenten
nuevamente, perc con sangre de ratén no infectado:

-~ En uns tremps hechs de una red de plomo, introducir 8 un ratén
sano y cerrar la trampa,de modo que gquede inmdvil,

- Preparar en el dispositivo de nlimeqtacidn de chinches, a 1los
triatominos en estudio; colocar sobre ;1 dispositivo la trempa con
el ratdn inmovilizado.

- GCuando estén repletas, esperar 6 gue defequen; luege, tomar wuna
pipets Peasteur y adicionar uns gota muy pequeila de solucidn salina;
meszclar, y con la misma pipeta, tomar la mezels y colocarla en un
portacbjetos limpio. Cubrir con el cubrecbjetos.

- §i 1las chinches no defecan, tomar una chinche con las pinzas vy
oprimirle ligeremsntst para f;rznr 1s salida de las heces.

- Observar al microscopio 6ptico, a 10x, en busca de
tripomestigotes. Si es negetivo, repetir ls operecidn a los 10 dies
siguientes.

- Tento pipetss Pasteur, como porta y cubreosbjetos, colocarlos en un

recipiente con fenol al 3%; luego, esterilizar el material.
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- 5i el resultado es negstivo, esperar otros 20 dias, y precticar la

técnice de Meeckelt, modificada:

MODIFICACION DE LA TECNICA DE MAECKELT:

is técnica original consiste en colocar en una moledora mecdnica
(licuadors doméstica) 8 las chinches en estudio, y molerlas con
solucifn salina, pera luvego filtrar el liquido con una gess y hacer
una preparacidén en fresco, para buscar al microscopio los
tripomsstigotes.

Le técnica modificads a seguir es:

-Tomar los tristominos y colocarlos en un morterao,

-Adicionar 1 ml de solucidén sslins estéril y macerar.

-Tomar una gota del macerado, colocarla en portaobjetos (si es
necesario, agregar a le preparacidén mds solucién salina, psera
mejorar la visidn), tapar con cubreobjetos y observer al microscopio

éptico, en busca de tripomastigotes.

3.3.8 INTERPRETACION DE RESULTADOS DEL SERODIAGNOSTICO.
A psrtir de los 90 minutos, leer sobre un espejo.

No reactivo.- Presencia de un sedimento en forma de botdn o
pequeiio anillo de bordes reguleres.

S{ reactivo.- Formacitn de una pelicula o manto que cubre el 50%

o mds del fondo de los pocillos.

1.- Para la titulacidn sin 2-Me :

Se consideran presumiblemente parasitados agquellos individuos cuyos
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sueros son resctivos en diluciones meyores o igusles a 1:16 .

I11.-Para la titulecién con 2-Me :
Se presume parasitosis por T.cruzi en aquellos individuos cuyos

sueros son reactivos en dilvciones mayores o igusles a8 1:8 .

3.3.9 REVISION DE LOS HEMOCULTIVOS:

~-Revisar 8 partir de los 22 dias de inoculados.

-Anoter la fechs y lote del hemocultivo que se va a revisar.
-Trabsjar en zona estéril,

-Destapar un tubo y flamearlo. introducir el asa previamente
esterilizada & la flama, y tomer una asada del 1liquido; colocarle
sobre un porteobjetos limpio y volver a esterilizar e! asa,
repitiendo dos veces més ls operacidn sobre el mismo portaobjetos;
flamear 1s boce del tubo y cerrarlo.

~-0bservar 8l microscopio la preperacidn a 10x y 40x.

3.3.10 REVISION DE LOS RAVONES INOCULADOS.
-Verificar 1a feche de inoculacidén y el nimero de cobayo de cuys
sangre se inoculd en ese ratdn.
-Corter 1la punta de 18 cola del retdén con unas tijeras; apretar 1le
cola hasta que salga una gota de sangre, y colocarls en un
portaobjeios. sobre una pequeiia gots de solucidn salina; mezclar
con un palille y colocar encims un cubreobjetos.
-Observar &l microscopio optico & 10x y & 40x.
-Repetir la operscidn con cada ratdn.

“



-8i el resultado es negativeo, tontinuar &n otros diss la revisidn,

hasta los 30 diss despuds de haber sido inuculedd el rstén.



CAPITULO IV



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

4.1.1 CALCULO DEL INOCULO A COBAYOS.
A cada cobayo se inoculd ihtrnperitnnealmente una suspensién de 0.5
ml.de sangre infectada y solucidn salina fisinldgica.
En la cémare de Neubauer, la concentracién de tripsnesomas por mm?,
en dilueidn 1:2, fue de 350 tripanosomas / mm3,
Por tanto, la concentracidn de la suspensidn real fue:
700 tripanosomas/mm?

Expresando la concentracidén en cm?®, se tienen:

700 000 tripanosomas/cm?® = 700 000 tripanosnms§/m1
Y como se inoculd a cada cobayo 0.5 ml de esa suspensidn, entonces

el indculo por cobayo fue 350 000 tripanosomas/ml

4.1.2 REALIZACION DE CUATRO METODOS DE DYAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD
DE CHAGAS EXPERIMENTAL.

A cada per de cobayos en estudio se le denomind con un nuimero de
lote, mismo que se did progresivamente de acuerdo sl mayor tiempo
posterior a la deseparicidn de la parasitemisa,.

En el cuadro 1 se comparan los tiempos en que se obtuve un
diagnéstico positive en 1los cuatro métodos de diagndaficn en

estudio.,



CUADRO I

COMPARACION DE LOS TIEMPOS EN QUE SE 0BTUVO
UN DIAGNDSTICO POSITIVO EN LOS CUATRO METODOS EN ESTUDIO.

Método Identificecidn | 0ia posterior | Tiempo en | Dias que pro-

de del cubayb: a la pereasitg | diss pars | siguid el es-

disgndstico Lote N? mis en que se | que el dx | tudio de los

verificd el fuera -CES505

método de dx. | positiva. negativos.
!SEROLOGIA 1 1y2 .45 0 0
(HAI) 2 aya 60 0 0
3 §y6 75 1] [o]
XENO- 1 1 45 negativo 90
DIAGNOSIS 2 45 75 0
2 I ya 60 60 1}
3 Sy6B 75 45 5]
INOCULA- 1 1y2 45 ‘negativo 30
CION DE 2 3 60 negativo 52
ANIMALES 4 60 15 Q
3 5y6 75 12 o]
HEMD~ 1 1y2 45 negativo S0
CuLTIVO 2 3y 4 60 negativo 30
3 5y 6 75 negativo 90
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Les 'chinches vutilizadas pars el xenodiagnéstico, en su mayorfa,

dieron resvltados positivos por simple compresidn abdominal o bien
por . el estudio de las heces esponténeamente emitides., Sélo se
presentd un lote donde todas las chinches fueron negativas en el
xenodiagndstico, y por ello se les practicé les tdcnica de Maeckelt
modificeda, resultendo atn asi negativas.

€1 resuvltado del serodiagndstico se ohbtuvo & los 80 minutos de
realizar el método, siendo en todos los casos nitida ls lectura.

En la tabla II se resumen los resultados de diagndstico obtenidos
por 1la verificecidn de 1los cﬁaCru métodos en astudio psara la

enfermeded experimental de Chagas.

CUADRO IX
CONPARACIGN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN CUATRO
METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN COBAYODS.

Diss post-parasitemia:} 45 60 75

N? de cobayo: 1 2 3 4 5 6

Método de disgnostico

SEROLOGIA + + + + + R

titulo: T 1:16 1:32 1:64 1:128 | 1:256 ; 1:1024
XENODIAGNOSIS + - + + . + +
HEMOCULTIVO - - - - - -
INOGCULACION

OE ANIMALES - - - + + +
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4.2 DISCUSION DE RESULTADOS:
En el cuadro I1I1 se comparan los resultados obtenidos por el use de

cuatro diferentes métodos de diagndstico de la enfermedad de Chagas:

CUADRO III
COMPARACION DE RESULTADOS POSITIVOS EN EL EMPLEOD
DE CUATRO WETODOS DE DIAGNOSTICO PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Método de fre;1 % frec.| % frec) % % por método
dx. de dx.

SERDLOGIA 1 |100 | 1 [100 1 |100 100
XENODIAG-

NOSTICO ! 8.5 S0 1 100 1 100 83.3
INOCULA-

CION DE 0 0 0.5 50 1 100 S0
ANIMALES '

HEMOCUL - 0 0 0 0 0 [¢] 0

TIVO
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CUADRO 1V
COMPARACION DEL CONJUNTO DE LOS CUATRO METODOS EMPLEADOS
RESPECTO AL TIEMPO.

% de positividad % de positividad
en las cuatro respectb a todos
pruebas. los lotes.
Lote 1 37.5 - 21.4
Lote 2 62.95 35,7
Lote 3 75 . 42.8

Se evelud en cada lote le presencia de inmunoglobulinas clase 1IgG,
obtenigndose un diagndstico positivo y un comportemiento exponencial
del titulo de Ig6’s en todos los lotes., E1 gréfico de este tipo de
curva se obtuvo a pertir de una regresidn exponenciel, cuye ecuecidn

es la siguiente:

y= A e*B donde A= 0.183
B= 0.107
ver figure 1.

Para el diagnéstico serolégico, en la prdctica se utilize la tdcnica
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Figura 1

GRAFICA DE LA FUNCION OBTENIDA POR EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO
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que se ajuste més e las facilidades y disponibilidad de caoa
laboretorio. La técnica seroldgica squi utilizada, la
hemaglutinacidn indirecta (HAI), se considers tan sensible como 1lg
reaccidn de inmunofluorescencia (RIF). (23)

La HAI mostrd ser eficaz respecto a su resctividad especifica, es
decir, a 1ls capscidad de diagnosticar el mayor nimero de casos
reales de la enfermedad.

Las rescciones seroldégicas pars le demostracidn de anticuerpos enti
T.crvuzi son muy especificas, no se observan regularmente reacciones
cruzedas derivadas de otras infecciones o de otre naturaleza, con
excepcién de leishmaniesis, especialmente en RIF y en HA.(3,4)

El aumento exponenciel de los anticuerpos de memoris probablemente
se debs a las consecuenciss de la infeccidn crdnica, como son g
presencia de antigenos circulantes, estimulacidn antigénica
persistente y formacidn de complejos inmunes. (18, 21)

Los antigenos liberados por el pardsito interfieren en la respuesta
inmunitaris del huésﬁed, entre otras formes, por activacidn
policlonal, ya que muchos de esos antigenos son mitdgenos para los
linfocitos T y B, y las elevadas concentraciones de IgG cominmente
cenducen a trastorno de la funcidn de las células B, disminucidn
progresiva de leos linfocitos B raactivos para el antigeno, e
inmunosupresidn consiguiente. (21)

Por otra parte, hay que recordar que en la enfermedad créniecs, se
astablece wun equilibrio dindmico entre el pardsito y las defensas
del huésped, fijéndose aquél aspecialmente an los nichos

intracelulares. Se caracteriza por baja parssitemis o subpatente, en
k3



Mcdntraposicidn con un elevedo y persistente nivel de anticuerpos.
Las lesiones inflamatorias son minimas en esa fase, surgiendo a
largo pleazo mayores o menores grados de fibrosis en sustitucién de
tejidos nobles destruidos por la secvencia de ciclos del
tripanosoma. (23)

Durante l& fese crdnica, los anticuerpos pueden intensificar 1le
fagocitosis mediada por receptores pars Fc en los macréfagos.la
fagocitosis de los pardsitos, mediada por receptores para GC3,
aumenta . aun mds con la adicidn del Complemantc, El numero de
receptores pare Fc y para C3 eumenta & consecuencia de la activacidn
de los macréfagos. Estos mismos enticuerpos tambiém participan en la
citotoxicided dependiente del enticuerpo (ADCC).(21)

Asi, 1le serologia por HAI resultd ser un mdtode claramente ‘eficez
para el diagndstico de la fase crdénicea de la enfermedad de Chagass,
con un 100% de positividad en todos los tiempos de la fese ‘crénica
estudiados.

Segun Chieri (23}, €% uso principal del método seroldgico es: 1la
realizacidn de diagndsticos dindividusles, levantar niveles de
endemicidad, evaluar medidas de control de transmisidn, seleccionar
ﬁonadores de sangre, qvaluar aqtividades de drogas y comprobarvr
respuestas inmunoldgicas.

En este estudio, el xenodiagndstico probé ser un método bueno,
ademés de ser el mds sensible y especifico, siendo mds efectivo en
tiempos mediansmente lejanos de la desaparicidn de la parasitemia.
Esto spoys 18 opinidn de Fistein (13) sobre este método, quien dice

que sdélo detects 18 infeccién en 20 - 40% de los pacientes
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potencialmente infectados. Una inconveniencia es que el exdmen podra
dar resultados hasta las 3 2 6 semanac después de la primera
alimentacién de las chinches.

La sensibilidad del xenodiagndstico se ha descrito del i5 al 40%
para casos crdnicos. (23) Cerisola (7,22), hsce referencia a la
tondad de este método, - pero aplicando un nuimero elevado de
triatominos, y hay evidecies de que se acrecienta la positividad de
aste método casi en 10% con el uso de mdés de una especie de chinches
transmisoras.(1) La especie de uso preferente debe ser aguella
netural de las regiones donde se estd aplicando el
xenodiagndstico, (23)

Pereira (17) confirmd le veriacidn en sensibilidad del

xenodiagnéstico en pruebas reiteradamente practicadas.

.La SUCAM (Superinténdendia de Campanhas de Satde PUblics) de Brasil
{23), menciona que 8l menos 60% de los chsgdsicos crdnicos presentan
permanentemente al T.cruzi circulsndo en su sangre. De ahi 1a
preferencia de muchos para usar el hemocultive como método de
diagndstico de opcidn.

Brofen y. Chiari (B) reportaron datos de hemocultivos y
xenodiagnéstico con una muy elta incidencia de positividad, y en sus
estudios wutilizaron .30 ml de sangre para cada hemocultivo, y 40
ninfas de triatominos por paciente. Es claro que el presente trabajo
difiere en mucho respecto a esos nimeros, pero Minter y Goedbloed
(15), comparando xenodiagndstico y hemocultiva,obtienen una ventaja

mucho mayor para los cultivos in vitro, indicando que diferian de
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todos los ;rabajos,an:ériormqnte hechos ﬁon hemacultivos, en que 1la
cantidad dé';aqg;e inocplada fue menor, 0.1 s 0.2 ml de sengre por 5

ml de:,ﬁedio. y';biyiV&Ebhqué:z ml de sangre por cada sujeto @

prueba; . le:observacién de'éus cultivos se extendidé mds alld de 1los
seisr héseé pnscafiores a ‘la inoculecidn, y ademés se brindé mucha
mayor “atencidn a la- deteccidn de las fases amastigotes
{intracelulares, no mdviles) del T cruzi, que son las primeras en
aparecer, y las cuales permanecen por periodos prolongados en el
sedimento de los cultivos hechos en pacientes crénicos, en ausencia
de las formas mdviles.

En el presente trabajo, tento los medios de cultivo para el
diagnéstico, como los tiempos de observacidn, fueron distintos a los
de Minter y Goedbloed, espsrando observar formas mdviles y no
amastigotes. basado en el ciclo bioldgico del T.cruzi, en el cual.
el tripannsoms metacficlico pasa & amsestigote, pero lo hacen
praferentemente en cé&lules nucleadss, y si lo hicieran en células
sanguineas nuclesdes como los polimoerfonucleares, dstos contienen
enzimes que provocan un estallido oxidativo, y sus grénulos
secretores contienen proteinas altamente citotdxicas (21).

Si bien en 1972 Cerisola probd que los tripanosomas son viables en
sangre total almacenada por 8l menos 18 diss (19), hay que
considerar también gque algunos factores en la sangre, como las
inmunoglebulinas presentes en el suerc del paciente crdnico, pueden
aglutinar ~ formas circulantes del psrdsito, e incluso producir una
inhibicidn de su crecimiento en medio de cultivo, segun advirtieron

Minter y Goedbloed (15). Amado Neto, en 1966 (18) reportd que el
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plasmq es .la ‘fracciéh menos adecuada para 1la permanencia del
parésito,considerando 8 los paciehtes crénicos,

En . el presente trabajo, este método de diagnéstico fue del todo
negativo.

Por otro lado, le inoculacidn de animales, contrariamente a los
resultados reportados bibliogréficemente, fue medianamente sensible
(50%), siendo més eficez a meyor distancia de la inoculacién con
sangre infectads. L@ presencie de tripanosomas en ls sangre indica
que en los cobeyos, en fase crénica y cuando se halld el mayor
titvlo de IgG (1:560), existian formes senguineas de T. cruzi cn el
torrente sanguineo.

El SUCAM (23) seiiala que los animsles irradisdos suelen aumentar

bastante 1ls sensibilided del método de diagndstico.

En vista de estos resultados, puede decirse que se estudid el
diagnostico de la fese crdnica indeterminada (desde los 45 diss e
los 75 dias posteriores a ls desaparicidn de la parasitemia, es
decir, por debsjo del umbral microscdpico), donde la concentracidn
de &nticuerpos se increments y no hay signos de 1a enfermedad de
Chagas, caracteristicas todas de cardcter Jtil para el diagndstica
temprano y control de esta enfermedad.

Es claro, segin muestra la figura 2, gque el mayor porcentaje . de
positividad vtilizando cuatro métodos de dimgnéstico, es mucho mayor
a los 75 dias posteriores al alcance del vumbral microscdpico

(42.8%), que a los 60 dias (35.7%) y a los 45 dias (21.4%).
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Figura 2

GRAFICA DE SECTORES CIRCULARES

Comparacién del porcentaje de positividad de cada lote respecto s todos tos lotes.

Lote 2
36%




CAPITULD V



CONCLUSIONES.

~Para el diagnéstico de la enfermeded de Chagas experimental en
etaps crdnica, el mayor porcentaje de positivided lo presentd e}
estudic seroldgice, siendo positivo en todos los tiempos posteriores

al alcance de la etapa crénics agui estudiados: 45,60 y 75 diss.

~£1 xenodisgnéstico resultd ser un método eficaz para el diagndstice

de la misma enfermedad en fase crdnica, con una positividad de 83.3%

-La inoculacidn de animales fue un método de diagndstico también con
resultados positivos, aunque no con le frecuencis que se obtuvo por

xenodiagndstico.

~El xenodiagndstico y la inoculacidn de enimales presenten mayor
porcentaje de positividad a los 60 y 76 dies posteriores al alcance

de la etaps crénica.

-E1 hemocultivo resuylté ser un método de disgnéstico ineficaz en

teodos los tiempos posteriores a la etapa crdnica equi estudiados.

-El1 estudio serocldgico por hemaglutinecidn indirecta resultd ser el
més eficaz por su reactividad especifice, y el més répido para el

diagndstico de la enfermedad de Chagas experimental en fase crénica.



-Ls respuesta humoral del huésped experimentsl se manifestd con
inmunoglobulinss clase 1IgG, con wun comportamiento exponencial,
alcanzando como méximo'ticulo 1:540, @ los 75 dies posteriores & 1la

desaparicidn de la parasitemia.
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APENDICE

PREPARACION DE REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO.

-PARA EL SERODIAGNOSTICO (resctivaos incluidos en el equipo Chagatest
HAI):

Antigeno HAI.-  Preparar integrando el liofilizedo con 5.2 ml de
reconstituyente HAI. Esperar uns hora entes de usar, mezclando cads
20 minutos pare permitir yna corrects rehidratacién del reactivo.
Cade vez que se emplee, homogenizar mediante agitacién evitando 1la
formacién de espuma. Uns vez récunstituido, @5 estable durante 2

meses an refrigeracidn.

Glébulos rojos no sensibilizados.- Homogenizar mediante agitacidn

entes de usar, evitando la formacién de espuma.

Diluyente de sveros HAI.- Agragar 0.2 ml de solucidn proteice - por

cada 10 ml de buffer HAI. Mezclar, rotular y fechar. Sers estable en

refrigeracién 5 dias, desde su preparacién.

2-Mercaptoetanol ( 2-He).- Una vez sbierta la ampolleta, preparer
una dilucidn 1:100 con solucidn fisioldgica en cantidad
suficiente,de acuerdo 8l numero de pocillos que se utilican. \Ussr

inmediatemente después de prepararlo.

Nota: Los reactives son establee en refrigeracidn { 2- 10 2 C) hasta
1a fechs de vencimiento de la caja. No congelar.
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=PARA EL MANEJO DE ANINMALES.

Mezcla de aslcohol yodedo .- Colocar en un morters 0,5 g de cristales

de yodo y macerar poco a poco con elicuotas de 15 ml de etanol, para
un total de 500 ml hesta que se disuvelva. Vertir en un frasco &mbar,

teapar y etiquetar.
Fenol al 3%.- Colocar 3 g de fenol en un matraz veolumétrico de 100
ml y aforar hasta 1s marca con agua. Vertir en un fresco de vidrio

de boce ancha, tapar y etiquetar.

Solucidn fisioldgics smlina 8l 0.85% .- Pesar 0.85 g de NaCl

(quimicamenta puro), colocsrlo en un matraz volumétrico de 100 ml;
adicionar 30 ml de agus destilada y disolver; luego, aforar hasta la
marca de aforo con sguas destilada. Vertir en un frasco «de wvidrio,

tapar y etiquetar.

Solucidn de 8cido picrico sl 1% .- Tomar un matraz Erlenmeyer,

sdicioner 1 g de écido picrico y disolver (con alicuotas agregadas
poco 8 poco) con ague destilada. Si es necesario, ayudar 1la

disolucidn con 0.5 ml de sto4 concentrado.

~PARR EL HEMOCULTIVO.

Gelosa sangre al 5% .- En vune belanza granataris, pesar 4.8 g de
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bsse 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 hasts que la suspensidn ses uniforme. Ceslentar agitando con
frecuencia y hervir durante 1 minuto. )
Esterilizar 8 121 ® C (15 libras de presidn) durante 20 minutos.
Después de esterilizar, hzcer rotar el mstraz para asegursr una
bvena distribucidn.

Esperar a que la temperatura del medio en el matraz sea tolerads por
la mejilla, y vertir, en medio estéril, 6 ml de sangre completa con
anticoagulente, sin dejsr de mover el medio en el matraz para
asegurar una buena distribucidn.

Rdpidamente, instalar un pipetor estéril a la boca del matrsz (en
zona estéril) y bombeer el medio con 1a'sangre: tomar_un tqbo de 15
x 150 mm de rosca, estéril, y vertir 10 ml, tapar e inclinar pars
que solidifique en pico de flauta; repetir la operacién con 1los
otras 5 tubos de rosca. >Guarder a temperaturs ambiente.

Luego de 2 dias, verificer la esterilided del medio.

Si no hubo contaminacidn, en zona estéril vertir solucidn salina al
0.85% westéril a ceds tubo hastes que llegue 8l nivel del pico de
flauta. Tapar bien los tubos y mantenerles en refrigeracidn (4°C)

hasta que se utilicen.
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