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INTRODUCCION

Al ostudiar on genora! la fransnision do diversas paree
“gitogis por insecios loma o atencidn o espocilicided gue exis:
e onire ceda padecimionio ¥ les huéspedos vectores. En esa
forma se explican las dilicultades que o fuvieron para descu-
bilr esos ciclea ¥ ¢ mérito quoe se concede a quienes alortunc-
damente los delerminaren, Recordemes simplemente el rotraso
que tuvo lo demostracién de lu transmisidén del paludismo por
lea andleles, debido a que so emploabon mosguitos del género
culex, :

Pora el desorrolio de onta tesis, wivimos la idea de inves-
tigar un poco acerca del comporniemiento de varios agentes pa-
rasilarios en hudspodes inventebrodos ne espectlicos, es decir
que no intervienen en la Wwansmisién  de esos padecimientos,
aprovechando log distinlgs cepas que se manlienen vivas en
e! Instituto de Salubridad v Enlermedades Tmpmcx‘e.,. -

Adn cuando nuestros resultades no tienen nada impor-
tante, quizd indiquen algin interds en continuarlos, pues aun
que exiguos, parece dorivarse clguna uitlided como la que
sefidlamos de poder conszrvar unos dias las cepas de Barre-
Yias en Triatoma, lo cual podria aplicase @l diagnéstico del
radecimiento cuando va a transcurrir algiin tiempo entre la
toma de sangre y la inoculacidn do animales, o bien para evi-
tar al enfermo la molestia de la toma de sangre de kr vena ya
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. DIROFILARIA IMMITIS. —

Morfologia—Es una  filaria deilgada de  color blan-
<o, cuya extremidad anterior es redondeada y provista de seis
papilas pocs distintas. El mache mide do 6 a 12 cm. de largo
por | mm de ancho. La extremiduad posterior es alilada, tiene
dos pequenias a!: 3 laterales y once papilas caucdales. Las es-
plculas son desiguales. la hembra mide de 25 a 30 cm. de lar-
go por 1.5 mm do ancho. La extremided posterior es oblusa y
I vulva estd o una distancia  de res mm. de la extremidad
coldlica. Los Huéspeders delinitivos soh: ¢! perro, gato y otros
carnlvoros salvajes y los intermediarios culicideos.

Localizacién . —En ios cdullos se encuentra en el ven-
triculo durecho del corazén y arteria pulmonar, ccasionalmen-
te en la cavidad tordxica, bronquics y otros érganos. Las lar-
vas se encuentran en la sangre del huésped delinitivo y en los
tubos de Malphigi de! huésped intermediario. '

Ciclo Vital.—E! ciclo evolutivo de esta filaria  ha sido
bien estudiado por Noé. La hembra es vivipara y las larvas
que se escapan se distribuyen on la circulaciédn. general. Estas
larvas tienen la extremidad anterior lisct y la posterior terming
en una larga cola afilada; esién  desprovistas de vaina y son
generalmente numerosas en la sangre periférica. Parecen ser
md&s numerosas durante It noche que durante sl dia. Cucndo, ‘

— 11—
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“ .v”yimo se pueda ?Iegar o! m:smo (in cplimndo tno: o dozr !r‘a‘o- L
"_~_mcs "‘“YO Ntm@te cemo o subido es Indoloro. -

 Por otra parle la conservacién de las Rickotisicais en log
. omitedorcs ha femdo ya aplicacién por otra parle de ofros
sautotes, En la conservacién de las cepas en el laboratorio v

-en, tal sentido sefialomos en esta tosis el pape! de la. asa,ecxezf
.Oﬂﬁlhodom Dugesi la cual no se habla utilizado cmtea T
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CAFITULO 1.
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DIROFILARIA IMMITI5 —

Morlologia.--Es unz  ilaria dslgada de color blan-
co, cuya extremidad anterior es redondeada y provista de seis
papilas poco distinlas. El mache mide de € a 12 em. de large
cor | mm de ancho. Lo extremidad posierior es alilada, tiene
dos pequenas alas latercies v once papilas ecaqudales. Las es-
piculas son desiguales. La hembra mide de 25 a 30 em. de lac-
go por 1.5 mm do ancho. Lo extremidad posterior es obtusa v
o vulva estd « una distancic de ires mm. de la extremidad
celdlica. Los Huéspedes delinilivos son: el perro, gato v otros-
carnfvoros salvajes v loz intermediarios culicideos.

Localizacién . —En los cdulles sc encuentra en e ven-
tricule derecho del corazén y arteria pulmonar, ocasionalmen-
te en la cavidad tordxica, bronquios y ciros érganocs. Las lar-
vas se encuentran en ka sangre del huésped delinitivo y en los
tubos de Malphigi de! huéspnad inlermediario. ’

Ciclo Vital.—E! ciclo evolulivo de esia filarie ha side
bien estudiado por Noé. La hembra es vivipara y las larvas
que se escapan se distribuyen en la circulazidén general. Estas
larvas tienen la extremidad anterior lisa y la posterior termina
en una larga cola afilada; esién  desprovistas de vaina y son
generalmente numercsas en la sangre periférica. Porecen ser
mds numerosas durante la noche que durante el dia. Cuardo

— 1 =



les mosquitos pican a un perro infectado, absorben, con la son-
gro del animal, cierlo nimero de larvas que evolucionan en los
6rgcmoa del ingscto, hasta convertirse  en larves infectantes
dospués de pasar ol abdémen y ¢ la cabeza del mosquito, par:
Aicularmonte al labio y palpes maxilares. Cuando el mosquito
infectado pica a un perro sano, el {abio puede replegarse y las
larvas de lus fillarios son depositadas corca de la herida pro-
ducida por 1 piccdura del insecto.  Las larvas pueden tam-
hitn hacer un camino en la extremidad de la trompa al nivel
de la membrana de Dullen dende, por falta de quiting, tienen
meror resistencia. Pstas larvas, al penetrar per la piel llegan
al corozdn por via linf&licy ¢ songuinea y se translorman en
filarias adultes.

Patelogic.—Las larvas  couszan, per otra perte, obstruce
cién do les clveolos v una congestién pasive del pulmén.

Anatomia Patolégica:r—In v autopsia hay filarias adul-
as en el coranén derecho y rarn ven on e} irquierde; ze encuen-
' i ' ¢ en log orterios pulmonares vy lam-
hién en lz acrla c:bt‘ia::::in:u, fa lemoral v Er.l salena. El ndmero
2 pardsilos €3 muy variable, oncuentrtan de uno o
cincuenla. lLas !C‘QIC“Q" que producen son diversas y su asien-
lo se observa a monudo en ¢l ventriculo dereche, més raramen-
lo en el endocardio, siendo estos: endoenrditis, frombesis, con-
gostién pulmonar, ascitis, hipartrolic del bazo e higado, dege-
neracién granulo-grasosa del hiqc o, ale, ete.

3
o
¥}
B
3
2

Diagnéstico:—E! digandstizo podvé@ ser hacho por los sig-

nos clinicos, pero, sobre todo, aracias al exémen microsedpico

de la sangre donde se encuentran las lzrvos de Direfilaria
immitis,
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EXPERIMENTOS SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE LA DIROFI-
LARIA IMMITIS EN TRIATOMA PHYLOSOMA.

FPara probar  la supervivencia de Dirofilaria immitis en
¢! Trdatoma phylesoma se hizo uso de los siguientes témicas.

Material y Métodos:

Se tomaron veints larvas limpios, de primera muda, cria-
das en ol Institulo de Solubridad y Enfermedades Tropicales y
se les puso en un fresco en cuyo interior habfa un papel filtro
doblado en forma de acordeédn, para permitirles mayor movili-
dad. El Irasco se cubri® con gasa para que, a través de elld,
pudieran picar al perro infectado con Dirofilaria immitis,

Con anlerioridad  se habja  determinado el namero de
microfilarias en la songre del porro. Para esto se sangré de la
vena salerna, recibiéndose en la jeringa estéril con citrato de
sodio, para evitar {a coagulacién de la sungre del perro, Se mi-
dieron con pipola do hemoglobina 20 milimetros cObizos de
sangre, los cuales luvieron 10 microfilarias.

Los triatomas que picaron al perro infectado fueron ob-
servados diariamente, por diseccién. Se tomé el triatoma por
disecar y se fijé con alfileres en un corcho. En seguida se le
abrié el abdémen con las agujas de diseccién. Diluyendo la
sangre contenida en ésle, se colocd en una l&mina porta-obje-
tos y se observé al microscopio. '

- 13 —
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Al hacer  las obsarvaciones microscbpioaa da la scmg”ef
lngenda por los ingectos, se ob(uvhmn los siguientes resultados.

Primer din-: 21 microfilarics de mevimientos répldos.

Segundo dkr: 17 microfifarias de mevimientos rdpidos.

Tercer dic: 4 microliicnm de movimientos wpidos y 3
‘de lentos.

“Cuarto dia: 2 microfilarias de movimientos lenios y una
mueria. ‘

Quinto dia: No se observen microlikirias,

- Con el objetn de concror la supervivencia de Dirolilaria
immitis in vitro, se lilzo ef siguiente experimento:

Se sangréd al perro de kax vena salena y se pusieron 2
ce. en cxda uno de los diez tubos de ensaye, los que se pu
sieron a la congeladora a una tempoaratura de —26°C. Las ob-
< servacxores fueron bechcm en lo szguxervtes formas;

anrar dia:—Se tomé un tubo de la congmadom y se
‘pusgo o calentar a baho merkl, se contrifugd ¥ sa enco*xi'qmn »
“en-al sediméentoc microlilariies  vivas, en proporcidn aproximu-
. -dade 80% .y muertas en la proporuén restante.

Segundo dia, después de centrifugar I sangre cuato
veces con suero {isicldgico habla microfilarics vivas en ol sedi-
-~ menio, en proporcidn de 70%.

Tercer dic: Después de centrifugar ia sangre cuatro ve-
ces, se encontraron bastantes microfilarios de movhmientos nore

males y unas cuantas que se movian lentamente,

SRR ¥ R—




Se siguieren haciendo eston observacioues y se vi§6 que
cl nimero de microfilarias: con movimientos normales fué ba-
- jardo a medids que aumentaban las de movimientos lentos.

En los altimes dias se pudieron observar unas cuantas
de movimienics muy lentos on las extremidades, siendo el tiem-
£ do supervivencia  de édstas o lemperatura de -26°C. de 18-
¢lias.

Considoraciones:—

No vomo

s 28

1
2
g
3
2
o
3
!

al tos numéricos ya que
sequramente hubo variacionoes en el nimero de microfilarias
en los diferentes tubes, odemdés de que no fué siempre la mis-
e cantidad de sangte la que go observé. Lo mismo podria
desirce de los triciomas, en los que podria entrar en considera-
cidn su tameho, la cantidad de sangre que absorbieron vy la
cantidad  de sucrc lisiolégico con que se diluyd. Estos facto-

s puedon haber contribuildo  a las dilwrentes variaciones nu-
méricus que obsorvamos en nuestros resultados. Sin embargo,
ol hecho imporlante es que hubo una morlalidad  gradual de
tas microlilarias en los triatomideos !anto in vitre ast como in
vivo.

En la congeladora a - 26°C. duraron vivas las mxcrohlcx-
rice hasta 18 dias y en los artrépedos cuatro dias,

Estos resultados indicaron la enorme resistencia de las
microfilarias in vitro atn a temperaturas bajas, en los trictomi-
deos, por otra parte su falta de evolucién bicldgica serfa la

censecuencia de haber sido absorbides por un insecto que no 7

desempeiia ninglin papel en su transmisién, ademds su destruc-
cién relativamente répida serfia consecuencia de la falla de es- ', C
pecialidad entrs huésped y pardsito. ‘

S




CAPITULO .
Borelia Turicatae. —

Agente causa! de la Fiebre Recurrenle.

Definicién. —Las fiebres recurrentes son enlermedades.
infocciosas agudas, caracterizadas  por perlodos [ebriles alter-
nantes, causadas por espiroguetas vy lransmitidas por el piojo
Pediculus Humanus v por garrapatas  dai género ornitodoros.
La espiroqueta transmitida por el piojo se denomina  Borrelia
Recurrentis: las transmilidas por ornitodoros llevan otros nom-
bres espectlicos comoe Borrelia Dugesi, Borrelia Duttoni, Borre-
Jla venozuelensis, etc

Distribucién Googréfica—la fiebre recurrente transmiti-
" da por piojos se ha observado en todos los continentes, igual
que la tremsmitida por garrapatas,

Etiologia:—La espirequeta es un delicado filamente espi-
ral de extremos aliladoes, sus vuelias de espira sor. llexibles e
irregulares. La multiplicacidn se hace | or divisidn transversal.
Se tifien fdacilmerte por cualquier colorante. Las cepas se coh-
servan en Ios§huéspadas especificos por afios. '

Anatomia Patolégicai--Las alteraciones mds constantes
est4n en el higado y baze. En los casos mortales se presenta

la ictericict, Bl bazo y el higado se encuentran crecidos, encon-
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tréndose las células dentro del retfculo endotelial parasitadas
con capiroquetas, En los casos mortales se prosenta casl slem-
pre una complicacién con neumonia,

Diagnéstico:—Se puede confundir con el paludismo, el
dengue y el tifo. El cuadro clinico y la leucocitosis pueder
ayudar al diagnéstico de la liebre rocurrente, pero el diagnésti-
co delinitive se hace por la demostracién de las espiroquetas

en la sangre duranle el estado febril. Puede tumblén ser Gtil ©

la inoculacién de sangre en rclones blancos, encontréndoss
las espiroquetas a las 24 o 48 horas después de la inoculacién.
Lo reaccién de Wassermann es frocuentemente posmvg. durem-
te el perfodo agudo de la enfermedad.

Profilaxis:—Esia es muv  diffcil ya que las  garrepates
tienden a extenderse, escondiéndose en las rendijas de las cu-
sas ¢ chozas, pudiéndo destrufrse Unicomente por medio de la
obturacién de esas hendeduras o por aspersién con insectici-
das como e} D, D. T., gamaexano, elc.

- Lo profilaxis para e caso de transmisién por piojos, con-
sisle en evilar la adquisicién de éstes, ya que la infeccién no
se produce por las haces, sino por cxplczs.cxmente de los pxoxos

“sobre la superlicie del cuerpo. R C
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EXPERIMENTOS SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE LA BORHE-
LIA TURICATAE EN TRIATOMA PHYLOSOMA.

Para delerminar o supervivencia de Borreiia turicatae
an Trictoma phylosoma. se hizo uso de las siguientes técnicas.

Material y Método:

A un ratén infeciado con espiroquetas observadas al mi-
mroscopio, se lo pusieron  a picer treinta larvas de Triatoma
vhylosoma, de primera mude, criadas  en el Instituto de Salu-
bridad y Enlermedades Tropicalss. Con anterioridad se habion
puesio eslas arvas en un {rosco  de vidrio con papel liliro do-
blado en torma de qeordedn en su inlerior, para mayor movi-
lidad de leos trictomas. Este {rasco se cubrid con una gasa a
manera de cterre, a través de la cual pican los triatomas. El
ratén se sujetd de monos y palas o una tabla especial, para
gvitar movimientas acentuados. Esto se hizo con el fin de que
los triatomas picoron en wmayor nGmero y absorvieran la ma-
yor cantidad posible de sangre. Una vez que picaron los tria-
tomas, se guardé una parte de ellos a la temperatura ambien-
te, otra parte en ol refrigerador vy las restantes en la congela-
dora, haciéndose esto para ver la resistencia de la Borrelia
turicatae a las distinias temperaturas,

A las 24 horas de haber picado los trictomas, se tomé
uno de los guardados a la temperatura ambiente y se le hi-
cieron varios lavados con diferentes volimenes de suero fisio-

— 19 —



16gico estéril. Eslo tridtoma se triturd en un mortero estéril con
‘una pequena contidad de suoro lisiolégico para diluirlo. Con
" osta dilucion se lend una jeringa esiéril y se inocularon dos rar
tones blancos por via subculdnea

A las 48 hotcs, es decir, a los dos dias de haber picado

los triclomas, se tomé olro y se sujeld a los mismay operacie-

nos descritas anteriormente, siends inoculado igualkmente o dos
talones limpios.

¢

Se repiticion calas inoculaciones o _
160., vy 200. dia, siempre en lotes peraleles de dos ratones. Al
8o. dic de haber picado los trictemas, se jueron  inoculondo
ics de la congeladora y los del relrigerador, undndose on este
caso dos trictomas {riturades en meorters esténil, dilutdes igual-
menle en suers faiolégico, mura poder ser inoculudes.

Para observar .os resulladss de los mocuinciones en ios
ratonas en los siguientes dlos de incoulanid

por la cola ¥ so lo cortd con ung navaja de segurnidod lo pun-
ta de la cola para poder songrarie L gota de sanare so co-
locd en un cubre-objetos, ponidéndelo sobre ol poric-obictos.

Se procurd que la prevaracidn fuara muy delyada, para poder
observarla al campo obscure, siendo édste ¢! métede mas répi-

b

do y seguroc para peder observar los espiroquetas en fresco.

Resultados:

Al hacer las obervaciones microscépicas de los ratenes

inoculados: c¢on les trictomas conservedos a la temperatura
ambienta.

Se obtuvieron los siguientes resultadeos:

! —La inoculacién hecha o las 24 hosas de hakoer pleg-
do 7 - sriatomas, salid positiva @ los des diag

ok

2 elet i i 3
2. La inoculacién hecha 2 les dag di=s de haber pica-
do los triatemas fué positiva a los cin it

~
nCe Qo

ye
e
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g !&gicb estéril. Este triatoma se trituré en un mortero estéril con
“ung pequefia cantidad de suero lisiolégico para diluirle. Cor; ‘
“esta dilucién se lend una jeringa estéril y se inocularon ‘dos ra-

“tones blunces por via subcuténea.

A las 48 horas, os decir, a los dos dias de haber picado
los triciomas, se tomd ofro v so sujeté a las mismas operacie-
aes descritas anteriormente, siendo inoculado igualmente o dos
ratones limpics.

So repitieron estas inoculaciones ol der., 4a., 70, 120., l4o.,

50., ¥ 200. dia, siempre en lotes paraielos de dos ratones, Al

"fo. dia de haber picadoe los triatomas, se fueron  inoculando

los de la congeladora y los del relfrigerador, usdndese en este

caso dos triatomas triturades o5 mortere estéril, diluldos igual-
mente en sucro fisicldgice, para peder sor inoculades.

Para observar jos resuliades de las ineculaciones en les
ratones on los siguientes dias de incculacién, se tomd ol raton
por la cola v se le corld con una novajy de seguridad lx pun-
ta de la cola para poder sangrarlo. La gota de sancre se co-
locéd en un cubre-chietos, poniéndole sohre ol porla.objetos.
Se procurd que la preparacién fuera muy delgada, para peder
observarla al campo obscuro, siendo éste ol méledo mds rdapi-
do v seguro para poder observar las espircsuetas en fresco.

Rosuliados:

Al hacer las obervaciones microseépicas de los ratenes

inoculados: con los trictomas conservedos a la temperatura
amhiente, :

Se obtuviercn los siguicntes resultades:

l.—La-inoculacién hecha a las 24 horas de haber pica-
do los triatemas, salié pesitiva a los des dizs.

2.—La inoculacién hecha a les dos dizs de haber pica-
do los triatomas fud positive a los cinco dlas. '

—_ 2 —




J.~La inoculocién  clectuada a los ires dias de haber
picade los irigtomes, fue positiva o los 4 dias.

4.—La ineculacien clectucda a los sicle dias de haber
picade los inalomns, fué positiva & los sicle dias.

. ~-la inoculocién electuada @ los 10 dios de haber pi-
cado les tnatomas, fud positive < los 5 dias.

” .

& ~-la Gitima inoculacién que resultd pesitiva de los tria-
tomzs guardades ¢ la lemperatura ambionts, fué Ja de 14 dias,
presantonde o sangre espireguotas ol 5o, dia de la inocuiacion.

Las inoculociones de o congeledera y relrigerader fue-
ron posifivos Gnicamente hasio o Jécimo dia de haber picado

% riatomas.

Considoracinnes . —

En ostes exponmentos hemoes visto que o supervivencia
de Borralia turicatae on Trigtoma phylosoma o la temperalura
ambiente o3 moyer quo g supervivencia de ésta a fempera-
furas bajos. Teniende en cuenta que ol triotenma ne es el veo-
tor-de ja enlormedad, no cobe disculir que  tengo un papel
electivo on ia ondemicidad dol padecimiento. Sin embargo to-
mando en cuenla que hay rogiones del pais donde prevalece
kr fiebre recurrente  y en los cuales coexisten trictomideos y
arnilodercs, cabe suponer que en ciertas  circunsioncias accl-
dontales on irigtomideos que hava ingerido espirogquelas ayu-
de en lorme incidental y minima al montenimiento de la cepa
do espiroquetas. Ast per cjemplo sabemos que los ratones in-
gieren lriatomas espacialmente cuardo estdn llencs de sangre,
en cuyo case dichos roedores pedrian infectarse por la via bu-
cal con fiebre recurrente.

-3

La eonservacién  de las borrelias en los  trictomas con-
sorvados a la ten peratura  ambiente, nos  indicon que euiste
ia posibilidad de remitir cepas de csas es;.airoquefas por correo
ya sea para lines de investigacidn © de diagnéstico.
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CAPITULD 111

 TOXOPLASMA GONDI .-

Este organisme (ué descublerto por Nicolle y Manceaux
en un pequefic roeder o Clenodactylus Gondii del norte de
Alrice. Posteriormente se ha identificode ¢l misme toxoplasma
o diversas espesies de animoles, incluyondo al hombre.

Moriologia. -—Toxoplasma gondii —Es un organismo alar-
gado que liene comunmente una lorma de curva o crecientes.
En lan preparaciones tefiidos con Wrigt o Giemsa, ) citoplas-
ma aparece  azul con una mosa redondeads  lehida de rojo
quo es el nizleo. Se ven grurcas de estos parasites en los leu-
cocitos mononucieares ¥ en ks células ondoteliales.

Localizacidn. -Esta especie, coms  todas las ofn ue
se han deéscrilo, se presen'an como un pardsito de las eélulas
endotaliales, los leucocitos moncnucieares, los liquides organi-
cos vy las oblulas de los tejidos del huésped. Es transmisible
eyparimentalmente a los monos, perros, gales, ralones, cuyos
corriones y palomas. En los leucocitos mornonucleares y en las
células  ondoteliales el pardsito Uens casi completcmente el
citoplasma de laz mismas y parece encontrarse dentro de una
gran vacuola en el c.oplasmz. Tales células se observan fre-
cuentemente en el exudado periteneal de los animales parasi-
tados.

Ciclo vital. Modo de Reproduccién.—La reproduccién se
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realiza por lisién longitudinal: el micleo se divide primom ¥
luego sigue la divisidn del citeplasma. Algunas aulores opi-
non qua que existe también esguirogeonia,

Anatomia Patolégica en Animales.——E! Toxoplasma gon-
dii provoca una infeccién mortan,  caracterizada por exudados
n las cavidades pleural, peritoneal ¥ pericérdicar congestidn
» hepatizacién de les pulmones, ligere crecimiento del bazo y
el higado,

]

Toxoplasma en ol Hombro —Da lugar a cuzdros de me-
ningoencelalitis o encelclomieiitis on mifios, habiéndose pcdtdo
demostrarse la presencia deol pordsito En ciros cusos o sin
tomatelogic se ha conhundido  con la febre mancheda de las
montafias rocallosas

ahora 5o oo a2,
Epidemiolegia.—Ei nizerte couss! de jo enlermoedad es el

Toxoplasma gondii. E xpﬂv;.m’.ma‘mn it 5o hao podide transmitic
alimentande animales con materialss contominades v o "pmen por
via intranasal, intavencsa, intracuiGneda. intraperiioneal, sub-
cutdnea e iniracranecl S¢ ha sugerido la posible z\:m'mmé
per anrépodes, sin haberse r:omdo demeostrar

Anatomia paioclégica.—Sintomatologica
de lipo congénito usulomente se presentan como sintomas oa-
racteristicas: Calcilicacién cerebral, coriorretinitis, hidrocefalic,
microcellalia v disturbics psicomatores, En el case de las menin-

go—encelclitis, las lesiones no son marcadas y ticren que ser
examinadas cuidadosamente en varias secciones del cerebro v
médula. Consistan en granulomas microscépicos ¥ dreas necro-

ticas pudiendo demostrarse en ellas e! toveplosmae.

Prondstico.—Por 1o general,

1
Toxoplasma han side mortales, Ias infecc:iczzes ne jaiaies que
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hsny aido reporicdas no presentan sintomasg caracteristicos,

Diagnértico.~En log casos humanos se ha heche e) diag-
ndalico postomoriom por exdamen microscopico de material  tehi-
do. Clinipomente in toxoplasmesis puede ser diagnosticada si-
musltdneamonte por coleiicacidn cercbral y coriorretinitis, espe-
eaimonto on b rogidn maotlar, Como avidencia adicional tene-
mos to Widrocelalio o microcefalia, lo microftalmia, cambios en
e Howdo core’ reespingl, neumonitis, saplenomegalia y hepato-
muegdin, Ente los procedimientos de laboratorio se emplean.
B ooiiamients del organismo en iy sangre. de la médula de los
e, del Hguido wrrebro espinal, por biopsia del higade o ba-

i, ool come por incculxién de hamsters, ra-
g, relones o cobayes, e uwliliza tunbién la fijacién del comple:

. :
2

wenle pegan 13 jéomize de Sabin y Warren y la téenica de colo-
racidn mictogutmicns do Sabin y Fedman. También hay una
pruela antrodérmnea con toxoplasming,

Profilaxis, & vista de nueshra ignorancia con respecto al
mosin da transnisién ne pueden recomendarse medidas profi-
heticns olestivas. Se debse tomar en cuenty, sin embargo, la po-
aibiliind de travemisién por vig intranasal, digestiva y por pi-
ced e de artrépedes. Con rolerencia a este Gltimo hemes reali-
rado los axperimentcs.
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EXPERIMENTOS SOBRE LA SUFLRVIVENCIA DE TOXOPLASMA
GONDILEN TRIATOMA PHYLOSOMA,

So estudid  kn suporvivencia del Toxoplasma gendii en
Triatoma phylosoma y en Ornithodores coriaceus, para lo cual
se hiro uno Jdo los miguientes enicas:

Malerial y métodos,—

Se imyectaron en ia cavidod cellac ejemplares de Omito-
doros coricseos v furcoso con aguja del No. 26 vy jeringa estéri
ung susponsidn de lavade peritoneal de un ratén infectado con
Toxoplasma gendii, £l ratén habla sido sacrificado poco antes
en ¢l laboratorio. Esta misma operacién se eloctud con los ejem-
plrres do Trictema phylosoma. ‘

En los siguienies dins se lueron triturando un ejemplar
de coda especie por separado, e inoculado a un ratdén limpio.

Las ohservaciones microscdpicas se hicieron en frotis. te-
filde con Giemso, iguad que ! exudado peritoneal de los ra-

fones,
Resultados,—

Las inucuulaciones on los rattones con el triturado de Or-
nithodoroa furcosos, coriaseos y Triatoma phylosoma, fueron
como sigue:
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Resultades de la inoculacién in'racelic de Toxoplarmz
gondii on Triatoma Phylosoma Omilodoros coriageos y furcosos.

Dias después de  Resuliadoa del exnruen del exudado peritonenl Je
Ia Inoculacion ratones inyectados con tritursdo de.

del Axtropodo 0. corisecon 0. furcosoy T. phylogomn

1. —

L

h - by

TR N O R I O B A

1S O T O B O

o

owm:amus.a-w

]

Consideracionesg . ~—

Como puede apreciarse on el cuadro antetior el Toxo-
plasma Gondii no se conserva en ki cavidad general de les a:-
trépodos antes mencienados.

Los experimentos que se hablan hecho  anteriorments
cea ornitodores y trictomas por otres autores, haclendo picar
esc 3 artrépodos en rlones infectades, habian dado ignalmente

ret liados negativos. Es por elle que neosetros tuvimes la ided
dr ilizar la via celicca sin obtener mavyor venlaia,
]

Let conservacién méxima  que tuvimos fué de 24 horas

en log triatomas; quizd esto sugerirla cmpliar los oxperimentos
con esa {umilia de hemipteros
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CAPITULO iV,
RICKETTSIA PROWAZEK]. —
Agenie casual del TIFO (Tabardilln)

Dafinicién —ZIi Tilo o3 una infoccién  aguda provocada
Tor Rickettsic Prowazeki. Se manifiesta por fiebre que dura
dos semanas, Al quinte dia aparese una erupcién de manchas
rosadas que aparecen primero en el abddmen y que se repar-
ten on el tronco, posando por GMimo a las extremidades.

Historia.-—Es una do las enfermedades que ha causado
las mayores cpidemias en el mundo y es de creerse que inter-
vino en las grandes epidemias de la Edad Media. El primere
que la descubrid  fué Fracastoro en el siglo XVI. licolle en
el Norle de Alrica demesird que cra trasmitida por el piojo.

Distribucién Geogrdédica. —Europa ha sido el centro de
las epidemias, siendo en los Gltimos anos Rusit y Polonia los
pafses que con mayor frscuencia los sufren. También se han
presentado epidemias on el Sur de Africa, en México v otros
palses de América y en Asia Menor.

~ Transmisién.—Es transmitida por el piojo Pediculus Hu-
manus. la Rickotlsia Prowazeki no invade las gléandulas sa-
livales del piojo, sino que se encuentra en las materias fecales
infecténdose el hombre mismo al rascarse el piquete. El tiem-




po de supervivoncia  de la Rickettaia en las materias  fecales
on cuchdo menos de once dios a I toemporatura ambiente.

Patologla ~—Fraenkel observé la uparicién  de lesiones
espocilicas consintiendo en proliferacion del endotlio de las
arterias o arlericles v capilares. Dota dé legar a pequenas intla-
maciones, m:c! st fueran peguenes lubdéreulos.

Diagnéstico -S¢ tene que dilerenciar de la ficbre man-
chade tWoides, v hobre recurronte ."\ deman de log signos it
i W nemesullivo pare
cglutinactdén de

Weil Falix loa de desviacian de complomente v aglulinacién
de suspensitn de Rickelsins, delinen ol shagndstco.
Inmunidad Lenariimenle 5o presenta nmunidad por

an periode mds o manos

3

siague de inleccidn,

Prevencidn - -rocu
fas casas.

tmpiona por ;oz‘.cti v de
3 nsecticidas, r_,:? DoDOT. en polvo,
4. won voeseling para ke cabeza o en

ﬂuspe"*-m.u:; ayuda @ eiminar los pioios vy realizy una prohila.
xis electiva.

mara aplizor en {as o



EXPLRIMENTOS SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE LA RICKET-
TSIA PROWAZERI EN TRIATOMA PHYLOSOMA.

Para probar la supervivencia de la Rickettsia Prowazeki
en ¢l Trictoma Phylosoma se hizo ugo de la siguiente 1écnica.

Matorial y Método. —

Se lomaron 20 ninfas de la especie Triatoma Phylosoma
criadas  en el Institilo de Enfermedades Tropicales, v se les
puso en un lrascs de vidrio, en cuyo interior habla un papel
iltro doblado en {orma de acordedén para permitirles mayor
movilidad . El frasco se cubrié con una gasa en forma de ta-
wén, con el fin de que a través de ella pudieran picar los
trictemas.

Estos se pusieron a picar al paciente, en un costado del
térax, manteniendo el frasco lo mdés inmévil posible ya que
cen los movimientos los triatomas dejan de picar. El paciente
se encontraba en estcdo febril  y se le hablo diagnosticado
tifo. Al cabo de 30 minutos los triatomas hablan picado, lo
cual pudo comprobarse por el cumento de volimen de su
tbdémen y haber retirado su probocis de la piel.

Estos triatomas se conservarcen a la temperatura ambien-
le y cada dia se separd uno de los insectos, para inocularlo

a un cobayo macho.
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Resultados. —

El eskayo inoculado al tercer din de haber picado les
triclemas, no presentd elevacién de tempeiclura y ningun cltro
gintoma de inlecnién,

£l inevaledo « do. dic prescmin las siguientes caracte-
LIl

risticas: Tempoictura al 2o, dia L:ie 4000 descendiendo hasta
36 550 alevdndese al quinto din nuavaments hasta 40.3°C.

I incculade o 13 ave dia de saber pezdo dos triato
mas, con triturade  de fres de eiles, pregsentd  temperatura de
-’50 2eC. Al quinto dla, muntoradndese @ tevada durante S dias,

asta 41.
coz‘xx'*{os, con el tritwcads del cerebio.  que se encondraba sin

H
o cuondo fud saoribieade hanends ol pase aties

U’i

shteraciones oparentes. Eate paze se hize a dos cobayos lim-
pies, el tetcre @ uno que s

la prucha de inmunidad
de baze e higado an medis
tves.

hada, para haoer

aue se hiceran

i % Fandin
TeenirDn neas

Ll inoculac
reratura al segunde dia hasta
décimoquinto dig, mon 4*C otre ver.

Tonr i A I
alevacién de tem-

dose ésta hasiael

L.
i,
it
i

1y
al
3}
¢

f:

El de! décimosexico dia tuvo ! cuarto dia 40°C, la cual
2o mantuvo  entre 40 v 4] duranle cinco dias.  presentdndose
Zuvio espontdned

Las incculaciones del vigésime ol trigésimosegundo dia,
weron mds constanies presentdndose lo elevocidn de tempera-
tura del tercer dia en adelante, en uncs coses mientras que en
ctros aparecié hasta el quinto, sexto u octave dia.

En las observaciones de los cebayes ze vid que ningu-
no presentd orquitis marcada.

Las incculaciones pastericres  ne presentaron elevacidn



de %emparatu ¢ »n los cobayos i':npxos

Discusisn . o

, Por los datos anteriores es de considerar que la super-
vivencia de la Rickettsia Prowazeld en el Triatoma Phylosoma
o8 de treinta v deos dias.

Sia embargo se vid en estas infecciones sucesivas, que
ol primer cobayo ineculade ol tercer dia de haber picado los
triclomas noe prosentd eievacién de temperatura, pudiéndo ha-
berse debido ¢ una mener cantidad de indcuio ya que no pe
sames iog trintomas para ealeular el volimen de sangre que
hablan ingeride.  Quizé pude también intervenir alguna re-
sistericia natural del anima! inoculado. L!-wd'zdcse la eritica a
nueslro  tro ’rr..,a en una lorma ea. icla  debemos admilir que
ialté haser on 5\,...,\ delinida o} diogndstico del tifo, tanto por
desviacion de. complemenic en el raciente o per pruebas de
inmunidad cruzada en los cobayos una vez que dejaron de te-
ner fiebre,
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CAPITULO V.
-RICKETTSIA RICKETTSL—

Agente causal de la liebre mancheda de las  montadias
rocaiicsas. ‘

Definicién . —Es una infeccidn aguda provocada por Rie-
kettaia Rickeltsi Es transmitida por garrapatas.  Clinicomente
se varacteriza por calosirios y temperaturas muy altas  que
frecuentemente coasionan la muerte. Se presenta con dolores
articulares ¥y musculares, una erupcidn macular en la plel. que
aparece nnmere  en les tobilles, munecas y espalde. Repar-
libndese rapidamente por todo el cuerpo.

Historia. —%] primere  que o descubrié fué Wood. De-
mostrando después  Willson v Chowing que era transmitida
ror picadura de garrapata.

Distribucién Googrdfica. --Se encuentra muy extendida
en los estados de! Centro y Este de los E. UL AL

Etiologia —Ricketls reportd unas bacterias semejantes a
B. Influenzae de cromatina coloreada, describiéndolos como
cuorpos cortes y lancoolados  Violbach les puso el nombre de

Dormatodium Rickettsi.
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Transmisién.——Es transmitida per la garrapata Derma-
contor Andersoni, la cual pxwa la inleccidn  a sus huevecillos,
En el Este de los Estados Unidos, se transmite osta enfermedad
por olra variedad D. Variatilis, En Méxice, Ja transmisién se
hace principalmente por ol Rhipicephalus Sanguinous.

Patelegia.—in el hombre es muy lrecuonte que se pre-
sente hemorragia  y necrosis en el testiculo, ast  como en los
cldos, dedes de maonos ¥ pies. El bozo puede presentar aumen-
10 Yy casi siempre se pono de color obscure. La sangre presen.
ta los mismas carccteristicas  que la piel. La lesién vascular
consisle en una reaccién  de profieraeidn del ondotelio. Hay
lagositosis en los eritrocites,

Diagnéstico. —Esta enlermedad se tiene que diferenciar
especialmente de meningilis corebroespinal, tiebre  tifoidea y
sarampién, como también de otras enlermedades producidas
por rickettsias.  El diagnéstico en o! laboratoric se hace por

las pruebas de aglutinacién y desviacién de complemento, ast
ror incculacién de cabayoes y pruchas de inmunidad cruzada.

Prevencién —Esta consisle esencialmente en evitar las

picaduras de garrapatos rncxt:mdo éstas Gllimas con insectici-
das y usando repelentes.,




EXPERIMENTOS SOURE LA SUPERVIVENCIA DE RICEETTSIA
RICKETTSI EN OBNITHODOROS DUGES!.

Pora electuar esta prueba se hizo usc de las siguientes
téenicas:

Matorial y Métode, —

A un coboyo inlectado con liebre manchada de las mon-
taftas rocallosas, presentando orguitis inicial, se le pusieron a
moar ernitedores de la siguiente manera: .

Se sujetd al cobayo en una tablo especial amarrado de
manes y patas; la parte shdominal se rasurd  para que con
mavyor foeilidad pudieran picar log ornitodoros y éstos se colo-
cGron en un anille de metal, el cual se pegd con parafina al
cobaye, ruidande de que no hublera espacios abiertos para
avilar que por elles escoparan las garrapatas.

El ttempo que tardan en picar éstas es de media hora.
Después du este tiempo hay que esperar que todas las garra-
ptas de despeguen scias de la piel. Las garrapatas se colo-
can en seqguida en un frasco  especial, al abrigo de la luz y
con cierla cantidad de humedad. Estas garrapatas fueron ine-
culadas cada semana a distintos cobayes limpios, por via pe-
ritoneal.
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Resultados. —

Las incculaciones se hicieren sucesivamente cada sema-
na durante ur mes, Tedos los dics ge toméd la temperatura a
los cobayos, observandose si presentaban orquitis,

Bl primer cobaye uve 40°C al segundo dia de 1t inocu-
lectédn manteniéndosze ésta entre 40 y 41.5°C durante seis dias,
viniendo e} alivio espontdneo ol séplimo dia con un descenso
d;-\ temperatura.

El sogundo cobayo tuvo temperatura el primer dia, pe-
ro descendié a ia normal @ los tres dias siguientes para subir
de nuevo a cucrenta grades al gquinto dia.

El torcer cobayo tuvo 41°C desde ¢! segunde dia de la
inoculacién, manteniéndese  esta temporatura entre 40 y 41°C
cor siete dias,

El cuarto cobayo tuve 40°C desde el segundo dic y du-
rante los cinco dias siguientes.

En general pedemos decir que una vez elevada la tem-
peratura en los cobayos se maniuve alta durante una sema-
na. La elevacién de ésta después de la inoculacion se presan-
t6 al segundo o tercer dia. Mo se observé orquitis marcada
en nigin cobayo.

La elevacién de temperatura en todos !cs cobayos indi-
carla que el virus de la fiebre manchada se conserva en Orni-
thodoros Dugesi cuando merncs durante o) perlodo  estudiado
de 30 dias,

Considoraciones.—

A pesar de los resultados obtenidos sugeririamos rope.
lir esta prueba ya que e! perfodo do conservacién antes sena-
lado se llevsd a cabo sin dificultad alguna, lo cual indicarta

-
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que puede probablemonte hober una supervivencia de varios
moges comn sucode con otras  espacies de ornitedores en las
cuales nso lacuitad es yo conocida,

Ers ol caso del Omithodoros Dugeal os de mencionarse

gue no hablan publicodo  anleriormente experiencias de con-
ryacidn de Rickettsia Rickottsi como las que oqui informamos.
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CAPITULO VI

TRYPANOSOMA CRUZ. —

El Tripenosoma en un proteroario que en su estado adul-
oen g osangre ol mamiiore estd caracterizado por su cuer-
o clargade, uns
frronluste velum

) v subterminal, E! Trypanosoma Cruazi
mnide alrededor de 20 micras de lorgo ¥y es muy irdgil. Estos
ripcnosomas inleclan o animdles sensibles, penetrando enlas
células de diverses érgonos. Después de cierto tiempo de per-
manecgr  en o sangre, pasan o los masculos vy ofros tejidos
gonde evoluciona: bajo la lorma de nidos de Leishmanias pa-
ra eontinuar infeclando lag célulos  del organismo y empezar
de nuevo su eiclo.

Estudiando  e! ciclo ovolulivo de este flagelado, pode-
mos chservar que puede encontrarse baio la forma de tripa-
nosoma en la sangre  y de Leishmonia dentro de  las células
do dilerentes tejidos Se ha encontrado algunas veces en el li-
suido colalorraquides, en enfermos presentando la forma ner-
viesa. Estos pardsitos ne son abundantes en la sangre huma-
na y abn en infecciones agudas se encuentran como mdéximo
de une a dos por campe microsedpice. La forma de Leishma-
nict se encuentra en las fibras musculares especialmente ern el
miccardio, teniendo afinidad especial  en el sistema reticulo
endotelial. Al pasar la enfermedad al estado crénico los pard-
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CAPITULO VI

TRYPANOSOMA CRUZ...-

El Tripannasma 5 un protercario que en su estado adul-
o en la sangre dof mamblere estd caracterizado por su cuer-
2 alarhodo, une membrana ondulante poco delgada y un ble-
reroblesto voluminess v sublermingl. B Trypanosoma Cruzi
wide alrededior do 20 micras do dor w0y os muy Irdail. Estos

ripanosomas infetan o animales soensibles, penelrando en las
eblulas de diversos érgones Despuds de cierto tiempo de per-
manecer  en ki osanore, pasan o jos misculos v otros lejidos
wnde evolucionan bojo la lorma de nidos de Leishmanias pa-
ra conlinuar intectande las células  del organismo y empezar
de nuevo su cicle

Estudiande el cicle evolutive de este  flugelado, pode:
mos observar que puede encontrarse bajo la lorma de tripa-
nosoma en la sangre vy de Leishmania dentro de  las células
de diferentes tejidos . Sc ha encontrade algunas veces en el lf-
Fuido colalorraguides, en enlermos presontando o forma ner-
viosa. Estos pardsitos ne son abundantes en la sargre huma-
na y ain en inlecciones agudas se encuentran como mdéximo
de uno a dos por compo microssépico. Lo forma de Leishma-
nia se encuentra en las iibras musculares espscialmente. en el
mioccardio, teniendo afinidad especial  en el sistema reticule
endotelial. Al pasas la enfermedad al estade crénico los pard-
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sitos disminuyen a tal grado que no pueden ser puesios en
ovidencia sine por mengiicgnéstice. :

La virulencia del Trypasoma Cruzi s muy variable, de-
pendiendo esto de las cepas  pudiendo ser débil en su eostado
inicial y activarse «l pasar a los verlebrados superiores.

Estudiando la ovolucién de oste purdsito vemos que con
mucha lacilidad penetra on la mayor parte de lus células del
organismo, habiéndose demastrado  experimentalmente o in.
feccion congdnita en ol cobayo y perro. Por consecuencia lao
infeccién en los vertobrados puede ser hereditoria.

Los trianosomas adulios ingeridos por los huédspedes
vaclores evolucionan en la lorma sigulonte:  Primeramentie to-
man diverses aspectos  leishmantformes para convertirse  en
critidias las que a su ver se zonvierten  on lripanosomas me-
taciclicos, que son las lormes infectunies para los verlebradoes,
Eslos flagelados son arrojados  por millares con ks deyeccio-
nes de los tiatemas  y al ponerse  on contacte con  la plel,
atraviezan  rapidamente los  legumentos v las mucosas. Los
flagelados de tipo critidia no pueden ser infecciosos, mientras
que los tipo metaciclicos si lo son.

Transmisién.—Esta infeccidn es lransmitida al hombre
por diversos triatomas  al derositar sus deyecciones scbre la
piel.

Distribucién Geogréfica.—Se ha encontrade on todos los
pafses Latine Americanos.

Patologia. —FE! exdmen microtcdpico de los Srgancs de-

muestra que gran parte de la destruccidn  de éstos, se debe a
los pardsitos.

Diagnéstico.—En los cases agudes basta con el exdmen
airecto, encontréndese en la gota gruesa con mayor facilidad
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que en e indtis, Se puede tombién cilratar la sangre y cen-
trilugori: buscanide o rardsilo or a1 capa leucocitaria o bien
el ¢ U omdtede miédn electivo parece ser el xa-
: zmidn de desviacion de complemento y
gieas no han sido suliclentemente estu-
jontemoente su valor diagnéstico.

CITUS paohan ang

dlazios pare demostior sube

Profituxis - -Se roetize destruyendo los insectos vectores
: deserrods, para lo ceal pucde emplearse ingecti-
cidas o g hooh i

fioa estos mdiodos son dilficiles de levar a cabo.

uid de caxis g prucha de insscles. En la prée-



EXPERIMENTOS PARA ESTUDIAR LAS FORMAS DE EVOLU-
CION DEL TRYPANOSOMA CRUSI EN EL INVERTEBRADO Y
SU PODIR INFECTANTE PARA LOS MAMIFEROS

Fare estuding las vancoiones  de! poder inlectante del
Trypanosoma Cruzi, cn sus diversas laces de evolucidn en los

tiatomidens, alizgmes lon experimentes siguientes:

Material y Método . —

A un ratdn infectads mostrando tripancsomas en la san-

gre se le pusieron a picar 50 larves limpias de Triatoma Phy-
A
]

3
G
=

» 2 -
logoma, cricdas e¢n ! Insttute de Salubrided v Enfermedades
Tropicales. La alimentacion de los insectos ze realizd en el tér-
qunc de media hora aproximadamente. Después de este tiem-
£o se guardaron los triatomas al abrige de b luz

L odia siguiente, os decir « las 24 horas, sz tomaron diez
trictomas, los que se lavaron por lo menos cince veces en 30cc
de suero lisioldgico estéril. Después se cclocaron en un mor-
tero estéril y se trituraron con 10 ce de suero isioldgico, ino-
culdndose con | oo de esa suspensién por via subcuténea a

cada uno de ? ratones limpios.

Estas inoculaciones fuercn repetidas en nueves animales

. ¢ . i

les cuatro siguientes dias, bajo la misma técnica antes descri-
ta. A partir de! quinto dia después de la incculacién se exa-



minaren los ratores diariamente, tomdéndoles una muestra de
sangre y observandola al microscopio, :
Se obtuvieron los siguienles resultades:

Rogullados . —

Bl matdn inorulado con e! triturado de triatomas que ha-
blan picado 24 heras antes, jud positivo a los 14 dias, obser-
vandose dos iriponosemas  por campo del microscoplo, siende
ostos de fcrma lonoitudinal. Bl ratén ineculado con el triturs
do de trictomas que hablon pieodo 30 horas antos fud positi-
vo a les 13 diog despuds de lo inooulacidn ebservdndose v
rios tripanssomas en mada compe dol microscopio

El ratén incculado con el triturade de triciomas que ha-
plan picodo 45 horas antea fud positive 2 les 17 dias, pudién-
dose observar iguaiments los tripanosomas en la sangre.

Las  siguientes inosdlacionss  so hicleron cada  cualre
dics, encontrdndose que el ratdn inocuiade con trictomas que
hablian picado cuatro dios antes fué positive a los 14 dias. Las
inoculaciones de los ratores se continuaron hasta  llegar o
utilizar trigtomas que habion picado 14 dlas antes, animale
infectados. Siendo los resultades positivos en todos los experi-
mentos.

.
w

Estas mismas pruebas se hicieror con unos trictoma

guardados a la congeladora v se vid que a estas iemperatu-
ras ton bajas no se conserva e! tripancsoma.

v

Consideraciones . —

Tedricamente lu lace metacidica de! Trypanosoma Cruzi
en los invertebrados seria la Gnica infectante para el mamlilerc.

De acuerdo con nuestrog experimentos el Trypanosoma
Cruzi, una vez ingerido por o} nve

cruzl rebrado conserverfa su pael
cer infectante en todas

sus etapas evolutivas. Faltaria estudiar

3

4
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1



ety mias detalle tanto las variaclones morlolégiean dol pardsi- -
o para detorminar si hay algunos especimenes del pardsito
gue adelonlan o retrasan su evelucidn  manteniéndose asf su
vedor infectante, o bien st las formas evolutivas completan su

desariole on el organismo del mamifero al cual son inoculadas.

v 47 e




CAPITULO VII

Bibliografic . —

Brampt B, 1936 remis de Parsitologie, § eme ed. Parls—

Foust £ and Craiy C., 198%. Parasitology, 7 th ed. Phila-
aalphita-~Leg and Fabiger,

Maskie T §
Philadoiphia and Lenden W B, Saunders, Co.

3

Marce! V., 1852 Medecine Tropicale, | ere ed. Paris-Mé-
dicales Flammarion.

Stitt's and Strong., 1942, Diagnosis, Prevention and Treat-
ment of Tropica! Diseases. 6th ed. FPhiladelphia-Blackiston Co.

-

~— 48 —






