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DIAGNOSTICO BE LAS TRIPANOSOMOSIS MEDIANTE 1S
REACCIOf DE PIJACION DEL COMPLEMENT®e

Ios medios de que 8¢ vale el Medice Vetexinario para hacer el dlag-
néstico de las Tripanosomosis son muchos,y difamoslo ya,eon ninguno de
ellos el ¢lifico llega & la conclusién segura de una infeccidn. Ya que
la seguridad del dlagndstioco dede apoyarse en el heoho de haber encon-
trado tripanceomas en sangre,y sabemos lo difi¢cil que resulta en ocasio-
nes su hallasgo.

Como e¢on los métodos elinicos,no se llega a la ;eguridad definitiva
de ia afecoidn,em que me propongo con este trabajo,y apoyado en otrxos

realizados en ¢l pals y en el exterior,llegar al diagndatico segurc de
las Tripanosomosis oon un metodo seroldgico; 1la Desviacion del Comple-
monto.

Humerosos sutores han llegado a la conclusidn de que el mftodo es
excelente para desocudrir sn el sueroc de los animales enfermos los anti-
euerpos espeoificos.

Sa teonica ha sido iniciada poxr levaditid y Mutermuloh 1309.Estos
sutores demuesiran que una sensidilizatris se puede poner en evidenoia

en un sujeto infectado y mientras dure éata.-

A la misma ¢onolusidn llegan ,Watson 1925,Ciuca 1920-1932, Walde-
mann y Kmath 1920, Dahmenld22, Urdbaln 1927,

En guanto a los resultados obtenidos usando esta resocidén ocomo mé-
todo diagndstico y profilactioo ha sido coronado por el éxito,ya que en
el Candda,y en grandes zonas 8¢ E.E.U.U.se ha logrado la extincidn com-
pleta és las Tripanosomogis.

Petrowskala 1930, al efeotuar la reaccion en el suero de un sujeto
gupussto emfermo,dasts una sols resecidn positiva pPars asegurar l1a exis-
tencia ds la infeccidn,mientras que un resultado negatiwo Solo tiens ¥a~
loxr sl se confirma eon 4os exsmenes repetidos del Buero sangufneo.Ys que
20 debamos olvidax que en algunos eatados latentes de la enfermedad,los
anticuexrpos especificos qus se investigan pueden no hallarse en la san-

[0 4

Gurwitsch y Sudbotnik 1933, llegan & la conclusidén de que este prooe-
dimiento permite diagnosticar la enfermedad 4 § 5 meses antes que el exs
men olinico. Aungue en algunas ocasiones el resultado de la Fijacidn dal
Complemento fué diferents pana un mismo equino realiszada con &lgunos
dias de Aiferencia,segun los autores la reaccion no se produce en el pe-
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riodo de incubacione.

Segun Marcos 1933, el método de Desviacion del Complemento permite
establiecer el diagnostico de la Durina,doce a quince dias después de

la infeccion experimental.
Para Debonnera 1938, el metodo es enteramente satisfactorio a condi-

elion de que la teonica sea impecable y permite descubrir la infeccion
a los ocho dias de inoculado el animal/f

En lo gque reapecta a las yeguas prefladas no infectadas Wussang hsbia
observado que podiam dar reacoidn positiva,pero Debonnera posteriormente
ha obtenido siempre reaociones negativas,mientras que las yeguas infec-
tddas daban sismpre reaccion positiva.



Estudic 4s los Antigenos. Su preparacione.

Logs trgbajos realicsados son numexrveos.los primeros que itrabajaron
fueron levaditi y Mutermilch en el afio 1909,a los qus siguen traba~-
jos de Offexmann 1915,quse hace sus primsras experiencias en el Cong-
jo con Durinssen ese mismo afio ¥Watson fué el que en realidad llegé
8 fijax los detalles exsotos para la obtenoion del antigeno y el tf«
tulofie los diversos elementos.

La rata blanca inooculada experimentalmenie,es un medio Sptimo en el
que se desarrollan los Tripanosomas,la titulacién se hace frente a la
sangrs de oaballo infectado tambien experimentalmente} el suero & es-
tudiar e inactivado uns hora & %99 grados.

la precisifn Ge este método como elemsnto profAléctico permitié ha-
0er desapareceX la Durina del Cansdf.

Los antigencs utilizados son numerceosS. Bessemans 1922, comparando
los antigenos conocidos los divide;;desde el punto de vista de su mo-
do de odtencién y de su valor en;
l.~ Extracto acuosos u alooholioco ds organos de animales musertos de
infeccion de TIripanosomas;poder anti-gomplementario elevado,poder
antigénioo nulo o pobres
2.~ Extracto stéreo 4s sangre infecteda oor Iripancecmas;poder anti-
complementaric pohre,podexr antigénioco podbre.
de= Suezo ds ratas fuertemente infectadas experimsntalmente;poder an-

ti-eomplementaric fusrte,poder antigénieo poltre.

4.~ Emulsion de Tripancsomas separados por ecentrifugacidn,dilufdos
en soluoidén fisioldgioca,alechol o la mescls de Mohlexr- glicerina y
solucidn fisiolégica—;poder anti-somplementarié pobre,poder antigéni~
60 intensoj en el liquido de Watson -solucidén fisioldgica 90,gliceri-
na 10,formol 0.1 - se odtiensn los mejores xesultados.

59~ Emilaidn del culote de la centrifugacidn de sangre infectads por
Tripanosomas,alicionada de saponina al 0.5 poxr ciento,proocedimiento
de Mohlexr-Reynolds;poder anti-gompleméntario elsvado,poder antigenioo
intenso. Finalmente,Bessemans llega & 1la conclusidn de que los dos dl-
timos métodos son los més eficaces.
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Sani 1921, para remediar los diversos inconvenientes que presentan

1los métodos de obtencién del antigeno utiliza el perre al que infeots,
luego de comprobada la infeecidn procede a sangrarloe,la sangre es di-
lufda en la mitad de solucidn fisiolégieca y eentrifugads a pequefia ve-
looidad (T700) vueltas durante cineo o diez mimutos.Se decanta y wvuelve
& centrifugar esta vez a gran velocolidad de mansra que los Tripanosomas
¥ leucocitos que estaban en la parte superior del tubo se reunem con
los otxos en la parte inferiox del tubdo,se trata el el depésito diluf-
do en solucidén fisiologica por un suero hemolitico y el complemento,el
todo estando a 37 grados durante 20 mimutos; luego de esta operacién
una rueva centrifugacion no deja en el fondo del tubo mas que & los Pri
panosomas listos para la preparacion del antigeno.

Chu Jen Ku 1926, para evitar las causas de errox,deja de lado el ex-

tracto acuoso de pardsitos preoconizada por Offenbach y utiliza un ex-
tracto alcohdlico de Tripanosomas preparados siguiendo la técnioca de
Dahmen.

“Gon A dniea condicidn de emplear una tfcnica precisa,él ebtiens 16
reacociones negativas con el suero de 16 gsupjoy sormales §y &0t 2 reao-
eiones positivas eon la sangre de¢ oorsjes Snfeetados von 2riponosoma
squiperdum.

El método de Wa2son es sl qus tieme oon ¢l correr del tlempe mis adep
tos,pexo Mlle.Cordiexr y ¥enager 1933,en razon de las dificultades de ,
su preparacion,ensayan una técniocsa parecida a la utilizeda por Calmette

Narsol para la Tuberculosis.

Tres son los antigenos utilizados;dos preparados con conejos sacrifie
cados en el estado final de la enfermedsd,uno con el bazo y el otxro

con el higado y un tercero con el corazon de un asno muerto de Durina.
Ios resultados no fueron Bsilsiacturioss

Zottner 1934, usa un antigeno alcohélicos Pero todo antigeno debe reu
nir las siguientes cualidades valor antigénico elevado y poder anti-
complementario relativamente pequefio y segin Zottner un inconveniente

46l antigeno de Watson es su limitads duracion de eonservacion solamen~

te de 10 a 15 dfiss,lo que obliga & mantener un lote de animales y tith-
lacion para cada una de las rescoiones.
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R%as blancas inoculadas con Pripanosoma equiperdum son sangradas
*en el perfodo de infeccidén masiva,la sangre es recidlda en solucién
citratada y centriguda a moderada velociéad,el plasma Sobrenadante
se cenirifuga a gran velocidad pera decanter los tripanosomas,el 1i
qukdo es sacado y conservado en la heladera 24 horas para en una pos
terior centrifugacién poder mecupersr los tripansomas que escapsron
a las anteriores centrifugaciones.

El culot comteniendo los tripamsomas somn lavados,primero con agua
destilada para lisar los glébulos rojos y luegogcon solucidn fisilé-
gica. Se centrifuga nuevamente y posteriormente el culot es lavado econ
acetona,luego de su evaporacién,se la agrega alcohol.Por Wltimo el to-
do es puesto en suspensidn con alcohol absolutc a razonm: de un centi-
gramo de gntiigeno y 10cc.de alcohol,

Comparando este antizeno con los ya vistos,Zottner dice que e8 es-
pecificoy esteble y marca ung progreso en la técnkce de la reaccién
de Desviacién del Complemento en las Tripanosomosise

Kolomietz 1936, operando corn el Tripanososme equiperdum ensayd la ex

traccidn del antigeno a partir de tripamsomas desecados,efectud la
extraccién con alcohcl metflico y alcohol etflico,el primsro con mejor
recultsdo.

El antfgeno tiene mas poder cuando es preparado con agua adicionada
de formol,acido fénico o glicerxina.

Kelsexr 1936, Trabaja con Tripanssoma cruzi e introduce modificaciones

8 la téenica de preparacién del ant{geno.Como una infeocion ezmperimen

tal no permite obtener una gran centidad de tripanosomas,utiliza oculti-

vos en agar adiclonados de peptona (2.5 % ),de clorurc de sodio al

(0.7 #),después de sembrado se adiciona dextrosa( 5% de una soluci~
omal l% )y de sangre deafibrinada de cerdo al (5 4 ).

Este cultivo lmego de 1C dfas a 30 grados,es lavado con agua desti-
lada,centrifugado y vuelto a lavar con solucidn fisiocldgica y el culot
e conservado en una mezcla de agua salade y glicerina en partes igua-
lese.

Este antigeno en el momento del uso es dilufdo en 20 partes de solu-
ciém Bisioldgica.

Ios resultados obtenlidos con esie antigeno en la reaccién han sido

constantemente positivos con el suero de animales infectados,a la vez
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Pigoury 1937, Para poder priducir mas cantidad de antigeno utiliza

el perro y una gran cantidad de ratas. Inocula,un perro esplectenémi-
zado con Tripamosoma evansi y cuando la infeccién es grande sangra &
blanco,recoge la sangre en citrato y centrifuga a bdaja velocidad,el
plamma 88 guardado en heladera dando tiempo a que los tripanosomas ge-
dimenten,luego se centrifuga a gran velocidad. El culot es tratado se-
gin el método de Zottner, y se puede con este método obtener 1 a 2 cen~
tigramos de tripanosomas desescados por 50 cc. de sangre.

Pata obtenexr emulsiones puras de Tripanosomas Mannzszi-Torini 1938,
emplea la sigulente téonica: luego de una dilucidn de la sengre en dos
volumenes de so.lncién fisloldégica citratada,centrifuga a 1,800 revolu-
clones durante 4 minutos.

El 1{quido sobrenadante es desechado,adn as{ el sedimento,no estd
formado por los Tripanosmas puros,se prOcede a lavarlo con soluolon
fisloldgica y se centrifuga a 1.800 revoluciones.

Este procedimiento ha sido ya utilizado ya mtilizado en la investi-
gacién de la infecolon por Tripanosomas en el Dromodario por Schoening
en el &fio 1924,quien hs citado en ess oportunidad unaa aplicacién inte-
resante desde el punto de vista sanitario;sobre 15 dromedarios trafdos
& los E.E.U.U, ¢ investigados sus sueros se obtuvo los siguientes resul
tados 4 fijexron las alexinas de una manera neta,2 en forma dudosa y
9 dieron resultados negativos.

Siguiendo esta investigacidn el amtor inocula & partir de los 6 pri-
mexros faimales receptivos que resultaron 1n:feotade..l.as restantes re-~
sultaron negatisos.

Robinson 1927, Utilisa un antigeno a partir de Tripanosomas gongolen

Se y obtiens la reaocion con el suero de animales portadores de ese Tri
panogoma,pero no ¢on el Iripanosoma equiperdum ; el sutor remarca que
el empleo extendido del método choca con la dificultad de obtencidn de
cantidades grande de antfgenoc.

Posteriormente este autor 1930, ha efectuasdo la Desviacién del Comple
mento en una tropa constitufds por animales inooulados con diversas ce-
pas de Pripanosoma congolense,y en el curso del tratamiento. La reaccidn
e menos neta que en la Durina y ftiene ademds un tiempo muy limitado pe
ra poder efectuarla. En efecto un suero puede dar reaccion positiva de~

finitiva después de una media hora & 37 grados,pero puede hemolizax
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particularmente sl se espera una hora para efectuar la reaccida.

Robinson explica esta particularidad del Tripanocsoma ocongolense db-
ciendo que este Tripanosoms produciria menor ecantidad &e antigeno que
8]l Tripanosoma equiperdum ¢ bruceli;sin embargo & julcic de este antor
el uso de la reaccidn puede ser Util paras controlar sl tratamiento.Pa~
ra la Wnisqueds de animales infectados pusde ser también ditil ( Profi-
laxis),

Para la obtencidn del ant{genc de Tripanosoma congolense Robinson
utiliza diversos procedimientos;el obstéculo méds frecuente 28 que los
pequefioa animales no presentan uns infeccldn masive y que éstas es fugas
los resultados sth malos con el antigeno a giartixr de:.nf{gado,corazdn,
bazo de cabayes infectados.

Por ojra parte la centrifugacién de sangfe da pocos tripancsomas
probablemente en razén de an fendmeno de adhesidn,hecho sefialado por
otra parte por Van Saceghem en el afio 1922 y observado permanentemente
en el Tripanosmma congolense. Por tan€o Robinson prefiere limpiar a los
Pripanosomas d¢ glébulos destruyéndolos con formol qum e8 agregado en
la proporcidn de 1 por mil.

Se cemtrifuga y el culol es asdicionado de soluocidén fisiolégioca y
ruevamente centrifugado pars eliminar loa pocos gléhulos restantes.Se
conserva como 1o indicé Watson ( 1 parte de antigengén dos de una mez-
cla en partes iguales de glicerina y solucidn fisioldgica y sdiecions~
da de formol al 1 por mil ).

Se puede decir de una maners general que la Desviacidn del Comple-
mento da resultado positivo con Tripanosoma vivax,pogo eon el Pripano-
soma congolenss y d4a bien con el Tripanosoma brucel. Desgraciadamente
tal eomo lo sefiala Hornby,en los laboratorice tropicales los conejos
dan un suero hemolitico pobre y que la sangre de los cobayos es defi-
olente en complemento,de mansragque la reaccion es dificil de realizar
practicamente. -

Por otra parte Randall 1934,dice que las rescciones de Desvifieidn
del Complemento gue se obiienen en el Surra nces sspecifice y obilens
loe mismos resuliados qua los diversos antigencs a partir de extractos
de corazén de bovino,antigeno de aborto epizadtico,de miermo; el 50 %
de los sueros dan estas reacciones pobres después de una reaccidn fe-
bril de origen desconocido.




Estos sueros contiemen una sustancia antilf{tica termoestable que exis-
te a la vez en la fraccidn globulfnica y en la fracocion protefnicos.Se
eliminan esas seudos-reacciones aummetando el complemento.

Debonnera 1938,para la preparacidn de su antigeno parte de una cepa

africana y para obtener tripanosomns en gran santidad inocule a goba-
yos,ratas y raremente al perrojouando la infeccién es masiva,por pun~
eidn card{aca saca sangre y procede & gleborar su antigeno de acuerdo
al método de Watson (emulsién de Tripanosomas,luege lavados repetidos
eon solucidén fisioléglca y posteriormente conservadc en glicerina,so-
lucidn fisioldgica y formol.

El antigeno alcohdlico de Zottner,que est¢butor ha ensayado no le
ha dado resultados tan satisfactorios como con el de Watson.

El suero del animal sospechoso es celentadc uns hora & 60 grados.
Al respecto este sutor se plantea la siguiente pregunia: La reaccidén
del suero;puede cambier luego del calentamiento y guardado varios dfas
antes de examinarlo?.

Para oontestarse esta pregunts examina luego de varios dfas,el sue
ro de varios animales previamante calentados y sncuentra qus de los
180 sueros asfexaminados son todos positivos.

Algunos puntos son partioularmente importantes para Debonnera : ca
lentamiente del suero del caballo a 60 grados,titulo exactc de los ele
mentos y sobre tode del antigeno,t{tuloc elevado del sueroc hemol{tisé
y poder antigénic? Xelevado del ant{genc.



Preparacién de los elementos necesarios para efectuar la reaccidm
Experiencias realizadas.
Preparacidn y valoracidn del Antfgence

A part{: de unAa ocepa de Triparosoma suimam,8e iroculam 3 rgtitas
blancas (el 23X 1X/ 43 ) a los 4 &las se investiga en la sangre y &e
hallan 80lo un Tripanosoma por oampo.Al 6 dfa hadf{s 4 Pripancsomas por
campo,por muerte de 2 de las ratitas & partir de la Testante se hace
un nuevo repique y{el 4/X/49) luego de comprobar una infececién masiva
se procede a }a oviencidn del antigenc.

Be extrae,de una o0 varias lauchas blancas jovenes infectadas gon
Tripancsoma equinum,lgSangresSe Tecoge en una solucion de oitratc de
godio g8l 1 % ,y centrifugade a 2000 ¥evoluciones,durante 20 mirutos,
separads la parte superior y centrifugada nuevamentge,se sgregy Al de-
posito resnliants del sedimento de 1a primera centrifugaeili;se sfiade
8 la mezola une osntided e egua deptilads para producir ls hendlisis
lo gne requiere unos 20 mimmtos,se sentrifuga nuevamsnte para reunir
en el fondc del tube todos los Tripancsomas y estromas globulares.

Le parte 1fquide se redplaza oon sclucidn fislcldgica en el gue
los Sripanosomes quedan en suspensidn,se ugita y se vuslve a centrifu
gax+Finalmente 8l liquido ss reemplaza por una solucidén sonservedora
eompuesta por solmcidn fisloldgies y glicerina neutra en partes igua-
les. Esta mescla previa agitecidn se guarda en 1la heledera.

Como la cantidad de antigeno obtenida era muy pe§ueila,ss inoculan
(7/%/49) Goe ratas,a los 4 dfas se investigs en la sangre y nc se en~
cuentran Tripsnosomas, & los 11 dfas de inoculedas ys habib 4 Tripano
somas por campo del microscopho.h los 14 4ias de inoculados vale decir,
(el 21/X/49) me procedid a la obtencion de meyor cantidsd de ant{geno
con la tgonicz srriba mendionada.
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Titulacidn del Antfgenc.

Son necesarios los siguientes elementos.

a) Solucidn fisioldgica ( al 9 por mil)e
b) Suero Positivo.Ubtenido de una rata sangrada enm periodo masive
de infeccién

o) Sistema Hemolitico : Complememto de 1f U.H. (diluide 1 en 10 de
solnoidén fimioldgioca)s
Suero Antl-carnero 2U.Hes (como el titulo es
1/2000,68 diluye 0.2 en 99.8 de soluocidn fi-
sidddgicn)e
Giébulor xojos de amrnexe ( ol 5% ).

a) Antigenc : (1 en 25,ados Rizas de I1a sxperiencia se dlluye 0.1

de antigenc em 2.4 ec. Ge solucidn fisloldgica ).
o¢ Pura corntrolae prepnra suere negative que ird en la segunda fila.

Reacoidn. ler.fila de tubod.

[ o] [ el |
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5 | 95| O0.4ee| 3 | g 425 D5 Il eel O /ee, V4
6 | d5ce| O cr o 0.15e| 05 e, )—i\ O/ce| 2/, YA

L?' 0 ce| Ifec| R | 020 45| (s N0t | | AT
S | os.]gi.. J25| 082 [ glee| D Ve 4.7
9 | 05ecl O e, — | M., Alee.| 4/ £ 7
10 | psec| — — 45| |as..| 4z #.T

Por lo tanto surge de este protocolo que la Unidad Antigénica; vale

decir,la menor cantidad de Antfggno ospaz de¢ producir es la conte=
en el tubo B2 7.



Segunda fila de tubos.
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Sistema Hemolitico

a) Preparacidn de los glébulos rojos de cGRINETO.

Se obtiene sangre de carnero por extraccidn de la vena yugulafexter

ng,se recoge en una solucidn eitratada al 1 %,se llevan & tubos de
/

centr{fugza "gradusdos®,se centrifuga a velocidad moderada de manera q

que los gidbulos rojos vayan al fondo,se extrae le parte lfquida que

scbrenada (compuesta por suero y citrato) y se reemplaza por solucién
fisloléglica,se agita bien y se lleva s centrifugacion durante 20 mim
tos.5e repite esta operacidén una vez miaf y me prepara la suspensién
8l 5 %. Antes del uso ha de agitarse porque en repose los glébulos ro

Jjos8 tienden a sedimentarse,




b} Preparacidn del Uomplemento.

Se usa sweYo reunido de dos # ires oobayos ssnoS.grandes y blsn mu
tridos y en ayunsaf de 12 horas,se snestesian,se dlsscan las venas del
cusllo y se recoge la sangrs sn tubos 4e centrffuga por intermedio de
un emoudo granfde. Se cantrifugs durants 20 aimitossEl suere Sobrenaw
dsnte se recoge y se guarla.

En ] momento del usc de diluye al decimo,vale decir 1 de comple-
perto en 9 4s soluoifn fisloldégicas

fitulacién de)l Complemeniocs
Preparacion 49 1os elementos.
s) Suerc Hemcl{tioo :Como lo dehemos 8ilwir 1/1000 (ya que partimos
de un titule 1/2000 ).
b) @1ébulos rojos : AL 5 %
6) Complemsnto: 1o detsmos dilwir 1/10.(ussmos 1 ée complemento en 3
de solueidn fislolégicss)

Reaccidne
//if,if",,“ A/f7n nel | Sonveron
-ﬁjo J V/M(’J-/z]. 9’{/0. Coq’u‘»ﬂ'ﬂﬂ Fr4r040 G rcq
=
S | See | Se Doseel S5 -. | s
.Z ,/" /Cf. § d./“‘- /44 ce, i /l/o /A
‘9 //"' /¢t~ § d/‘fcc ’/J{“'. 3 /I/o .
4/ /cc //‘f, Ag 0.0? ¢f /‘30 ce, > ”/0 .
§ | Ao | fee 2 025 | J2 e PR | Mo v
[ /4‘._ /c‘.. ) 0,3:(. /-?0 e, | /4[ /
7 ” T
; %/ce _ f/cc. X ﬂj-’/' ’//’". / 7.
I | e | fee | | t0.c| Jr.. /r
7 | S | fo D45l Jof.. LT
/y /ec ) /:/c‘c_ ﬂ:-,’c:, / Ce, /él.f JI

QQlere decir que la Dosis Minima capaz de producir Hemdlicis es
la contenida en el tuboc K&


horas.se

Preparacién del suero & investigar.
Se recoge sangre Gel sujoto & investigar y se deja cosgulax.S5e ced-
trifuga,pars sativar la separscidn del suwero,durante 20 mimtos.Oe
reooge 6l suero y e lleva 8 un tubo de ensayc,Se DUNMBIAR DAYE luege
avitar confusiones, e .lo fenica(al % G/oc) y s 1o lleva 8 18 hela
dera hasta el momento del uLds

Antes de sfectuay las readciones e insotiva durante 30 mismtbos
a 57 gradons

Preparacidn y titulacidén de la Hemolizina ARt1l=@arnexo.

Se sdminietys a un oonejo {(oada 4 4fss) una finyeocidn ntravenoss
de dosisz crecientes de una suspensidn al 5 % de hexatiea de ¢armerc
levados, repitiendoc estas lnooulsgiones veriss veces{ 4 o 5 0.

A 108 10 - 12 4fas de la dltinma inyecoldn o8 sangra al snimal si
una titulacidn previa da poxr 1o menos una unidad en 0.5 co.de la
dilueién 1/4000.

Be separa el suexo,se inmctiva y ss conserva mexcléndclo & una sclu
01dn 1gual e glicerina neutra.5e mantiens en BSVers.

Pars poder tituler muestiros suercs solicitemos y nos fud oencedido,
por gentileza del Dxe Pirosky del Institutc Bacterioldgioco Nacionmal
Dry Malbrin,un suerc & tftulo eomogido 1/2000«
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Extraceidn 4sl susro de 3 caballos y posterior infeocidn con Trie
pANOSCES egquimn. |
E1l 26/X/49 se proceds a 18 extraccifn del esuerc 4s los oaballos
gue denominaremos eon los rmimercs 1 -~ 2 ~ 3.Qus Tasponden a lee ai-
gulenten carscteristicas wootdgnicas.
¥2 )} : Zaino “"Ealscara®,mscho,de 10 sfics de adad,l.6%m. de talla y
buen estado gemexal de gordurae
E: Z : Zainogmacho,de 12 afics de 0dsd,1.62 m, de talle y buen este
Emral de goxdurse
¥ 3 Zaino "Colorado® macho,de 8 afics de edad,y 1,62ms de talls
¢on buen estado genarsl de gorduras
Ene mieso dfa fueron inceulados con Tripanosoms squicum en 1ls proyp
porelon de 5 Tripanosomas por csmpo,de una gota de sengre examinais
el mioroscopigoon un mmento de 450 didmetros.

Extrecoidn de un susro positivo,cuye objete e servir de oontrol
en ¢l momento de efectuer 1a resecidn. o

Iuego de oomprobtadc la infeccion de ung lauche blsnos se sangra,
se 4¢a ls sangre en TYeproo de mMERmeTs qQuUe £0 SepeTe el fmercd Para
soelerar 1 ssparacion me centrifuge durente 80 minatos,ps extrae el
muero,se fenlea y &0 guarda on la heleders heais el momento del uso.
%e pumera pars eviter confumicnes.

.
Extraccién del suerc de lauchas infeetadas con Tripanosoma crusdi

pera efectuer pruebas de inmunided oruzeda.
8¢ sigue idéntior técrica queis sxpussta anteriormente en la exé
treccion de los otroé suercee

-

El 31/X/43,ee extrss el sueroc de los 3 eabellos inoculados y se
guardsn pars su poeterior examen,ms vuslve a regetir esta operseidn
el 3/E1/49,0) T/X0/49 y 211/ 11/49.Vale decix que oe han ide sscando
maestres d¢ 2uexo @ 1o2 § -« 8 - 12 - 1Y 4fas para efectuar la rTeao-
eidn y poder asf determinar en que momento @s posible,mediante As
Eeaccelidn &e Desvisoidn del Complemento,diegnosiicar la infeceidn.
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Preparacifn de los elemenkos mecesarios para efectuar la reaccién

a) Preparacidn del antfgeno :Se diluye el antigeno en solucida fismie
18gica 1/20 ( lece., de antigeno en 19 ce.
de soiunef{dn fisiolégica gque se agrega
gota & gota y sgitando contirmamente).
Se deja madurar durante 30 minutos.

b) Soluclon fisioldgica : Al 9 por mil (que serd paraf ¢l tudo testi

go,24a. fila ).

¢) Sistema Hemolftico Se prepara de acuerdo al mimeroc de reaccionss

qgus ge hagan( en este easo preparamos 40cc. que
aloansard perfectamente ).
En un Erlenmeyex c¢olocamos los gigulentes slementos ¢
38 ac. de solucidn fisloldgica
0«35 oc« de suero hemolftico(de tftule conocldo),
2 ce. de glébulos rojos de carnero (al 5 %).

4) Complement@ Se diluye 1/10 (lcce de complemnto em 9 co. de solu

cidn fisioldgica).

e) Suero del enfermo Inactkvado & 56 grados durante 30 minutes,y

cada suero con su pipeta gradumde,y con su mi
mero para evitar confusionss.
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Reaccidn
"Enfermo N& 1".ler fila de tubos.
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Reaccidn
"Enfermo N2 l.2da. fila de tubose.
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" Enfermo N2 2"2da.fila de tubos.
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Reaccidn'

*Enfermo N2 32.ler fila de tubdbospe
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* Enfermo N2 3".fila 2da.de tuboBe.
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Resultado e la prueba de fijacién efeotuada oon el suezo-de
una laucha®enferma con Tripanosoma erugll?

Fila HE8 1 Ge tubos.
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Qonolugiongg:

frabajando oon el antfigenc por mi utiligado y preperado

de la manera ya expuesta, y siguiendo las diferentes
téonicas utilizadas he llegado a las sigulentes oonolu~
siones:

10.- Que ol método a mi parecer es precisc y permite diagnosti
car las Tripanesomosis an animales infectados experimental
mente antes de la Jer. semans de infectados,en mi caso

17 afas.

2).- La reaccidén positiva que obtuve con el Tripaneso

ma cruzi frents al antigeno preparadc oon Tripanosoma
equinum dsmuestra que la especificidzad es relativa ,

desde que tambien es positiva frents al suero de lau-
chas infectades experimentalmente con un Tripancsoma
distinto.Be trats pues de¢ una®reacoidn de grupo®,lo

cual en realidad fué demostralo por otros sutores.

3)s=Por Yltimo y como las técnices emplesdas no re-
presentan ninguna dificultad er esu reelizacidn es

que se recomienda como elemente diesgndstico y pro-
r11dotico.
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Art.98.~ 1Ia facultsd no ss hace solidaris
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