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ESTUDIO DE UNA CEPA DE TRYPANOSOMA CRUZI
AISLADA DE TRIATOMIDEOS DE UNA LOCALIDAD
DEL SUR DEL PERU

Mararpa Rusio D.*

En Febrero del pressnte afio, fueron traidos a nuestira catedra algu-
nos reduvideos de la especie Triatoma infestans, capturados por Félix
vy Neptali N&quira, en una investigaciéon epidemioldgica sobre enferme-
dad de Chagas, en el Valle del Sama (Dpto. de Tacna).

Estos insectos, como yva fué descrito por esos autores!, presentaron
gran infeccidn por Trypanosoma cruzi. Especialmente positiva fué una
muestra tomada en la vecindad de un criadero de cuyes, en la locali-
dad de Putina. Por ello fué elegida para realizar experiencias tendien-
tes a estudiar la virulencia, tropismo y propiedades inmunoldgicas de
esta nueva cepa de Trypanosoma cruzi

Los resultados que aqui se relatan, en forma porcial y preliminar,
corresponden a los siguientes aspectos que hasta ahora se hon investi-
gado:

a) Observaciéon al fresco en microscopio de fases conirastadas y
en frotis fijados y teniidos de las formas enconiradas en las deposicio-
nes de triatomas, y posteriormente, en la sangre de animales inocula-
dos con ellas mismas. El objeto de este punio fué descartar la existen-
cia de formas parasitarias que no correspondieran o T. cruzi, a la vez
que comparar la nueva cepa, con la cepa Tulahuén”, que se mantiene
largos anos en este laboratorio?.

b) Para aislar la cepa se inocularon animales sensibles al T. cru-
zi, con deposiciones de triatomas positivos.

c¢) La virulencia y iropismo tisular de estos pardsitos se siguié me-
diante exdmenes de parasitemias, curvas de sobrevida e histologia de los
animales inoculados, en los sucesivos traspasos.

(*) Catedra de Parasitologia, Prof. A. Neghme R. Universidad de Chile.
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d) La cepa se iratd de estabilizar en su virulencia, mediante pasa-
jes repetidos cada cierto numero de dias: en ratones genéticamente ho-
mogéneos, baséndose en la experiencia que existia al respecto zn el De-
partamento, con la cepa Tulahuén?,

e) Para conocer la actividad antigénica de la nueva cepa aisla-
da, se estudié en forma szriada el titulo de anticuerpos circulantes en
Talones, cuyes v hamsters (Cricefus quratus).

1) Por el miotropismo demostrado por las cepas, a la vez que por
la alta virulencia alcanzada, se quiso conocer la influencia que pudiera
tener en el embarazo vy la posibilidad de transmisién irasplacentaria;
por esto, en una oportunidad, se inocularon ratones hembras en el co-
mienzo de la prefiez.

g) Para estudios citobioldgicos e inmunoldgicos, desde los prime-
ros traspasos se tratd de conszguir cultivos de la nueva cepa.

MATERIALES Y TECNICA

Pardsitos: Las primeras formas, con las cuales se hicieron obser-
vaciones al fresco y en frotes lijados, vy se inocularon ratones, fueron
tomadas de una mezcla de deposiciones de 10 vinchucas altamente
infestadas. Posteriormente, como la cepa prendid en ratones, se tomd
sangre de éstos para las inoculaciones en otros animales de experi-
mentacion vy para la obtencion de cultivos.

Animales: Los animales primeramente infectados fueron ratones de
czpa C3H, de una y medio meses de edad y de pesos enire 17 y 20
gramos. Esta eleccidn se hizo, porque se sabia de experiencias ante-
riores3-4, que eran altamente sensibles al T. cruzi y habian servido pa-
ra estabilizar la virulencia de la cepa Tulahuén?. Cuando ya se obtuvo
la estabilizacidén de la cepa, se emplearon hamslers, de pesos entre 70
vy 90 gramos, cuyes, d2 pesos entre 250 v 350 gramos, y perritos jove-
nes, de uno a uno y medio meses de edad. En una oporiunidad se ino-
cularon 5 ratones hembras, de 2 meses de edad y 23 gramos de peso,
que llevaban aproximadam=:=nte una semana de preniez. El total de ani-
males empleados hasta el momento actual ha sido de 800 ratones, 40
cuyes, 40 hamsters vy 18 perritos.

Observaciones microscopicas: Pardsitos lavados por cenirifuga-
cioén, obtenidos de las deposicionses de irictomas positivos y de sangre
de ratones en diferentes iraspasos, se observaron al fresco, bajo con-
irastes de {ases, y en frotis fijados en Bouin-Hollande durznte una y me-
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dia horas y teniidos con hematoxilina de Heidenhain (con la modifica-
cién de Holland)® vy con Giemsa.

Inoculaciones: Siempre se empled la via intraperitonzal. Los pri-
meros ratones inoculados recibieron 80.000 elementos parasitarios de
aeposiciones de triatomas, obtenidas mediants presién suave con una
pinza sobre el abdomen. Al prender la cepa en ratones, la sangre de
éstos sirvié para las inoculaciones sucesivas, calculdndose siemprs
una dosis de 300 mil a 500 mil por 100 gramos de animal.

Parasilemias: En todos los experimentos se realizaron exdmenes
cada 48 horas. La técnica usada fué la del cubre-objeto milimetrado, ya
habitual en ests laboratorio, y que ha sido descrita en numerosas opor-
tunidades?2-6-7-8,

Curvas de sobrevida: Con este objelo se separaron en cada tras-
paso grupos de 10 animales: S machos v 5 hembras, para descartar po-
sibles diferencias con relacion al sexo.

Estudio andtomo-patolégico: Se ha realizado en ratonzs, hamsters
y cuyes. En los ratones se siguid la evolucién histoldgica de los 8 pri-
meros traspasos, y posteriormente se ha incluido material del 12° y 15%
traspaso. En hamsters y cuyes se dispone solaments de material del
primer traspaso, pero ellos recibieron parésitos de virulencia estabiliza-
da. Los sacrificios se hicieron cada 48 horas. Se tomaron muestras de
omento vy tejido conjuntivo subcutdneo, que fueron extendidas en porta-
objetos, y de drganos tales como: piel, misculo esquelético, musculo
liso, miocardio, médula dsea, ganglios linfaticos, timo, pulmédn, higado,
bazo, pémcreas, rindn, cerebro y cerebelo. En las hembras prefiadas, se
incluyeron ademds trozos d= utero, placentas y fetos.

Como fijador se empled el Bouin-Hollande. que se hizo actuar tres
horas sobre los tejidos extendidos y 3 dias sobre los érganos. Las inclu-
siones se hicieron en Pelzrfi® v la tincidn de tejidos extendidos y cortes
de dérganos fué con hematoxilina-azul-eosina?®.

En ciertas oportunidades se pesd el bazo y algunos ganglios, cal-
culdndose la rzlacién de elles con el peso del animal iotal, expresada
en porcentaje.

Serologia: Se investigaron precipitinas y aglutininas en el raton
en el 19, 3° y 79 traspaso, vy en el hamstzr v el cuy, en el primer tras-
paso. Las muestras de sangre se tomaron cada 5 dias, por puncidén car-
diaca ,bajo anestesia etérica. En ambos cascs se trabajé con antigeno
de cepa Tulahuén, por no disponer entonces de cultivos homdlogos. Las
precipitlinas se determinaron con la técnica del anillo. El antigeno fué
la fraccidn polisacdrida de cultivos de cepa Tulahuén, preparada se
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gun la técnica de Muniz!l. Las aglutininas se investigaron en placa de
Huddleson. El antigeno estuvo constituido por cultivo vivo de cepa Tu-
lahuén o una concentracion de 350 millones de elementos parasitarios
por centimetro cubico.

Cultivos: Desde los primeros pasajes en ratones, se llevé sangre
de éslos, obtenida por puncién cardiaca en condiciones de mdaxima es-
terilidad, a matraces con medio de Senczkjie!2. La incubacidn se hizo «
27°C vy los repiques se efectuaron cada 10 dias.

RESULTADOS

Morfologia y movilidad de los pardsitos aislados de triatomas y de
sangre de ratones: En las deposiciones positivas se enconiré abundan-
le caniidad de elementos critidiformes y escasos trypanosomas metaci-
clicos. Si bien se observd grandes diferencias de tamano enire las for-
mas parasitarias, la movilidad y morfolegia correspondié plenamente
con las caracteristicas del T. cruzi. Se puede decir que las variaciones
no fusron mayores qus las habituales en los cultivos de T. cruzi de cepa
Tulahuén en los cuales hubo gran semejanza.

En la sangre circulante de ratones, se encontraron trypanosomas
gruesos v delgados; estos Ultimos se hicieron mds frecuentes a medida
que aumentd la virulencia de la cspa. Hubo entre las formas gruesas
numerosds variaciones en la longitud y grosor, pero las heamos conside-
rado sin importancia, porque no caen en limites exiremos, y la movili-
dad y morfologia, en cuanto a membranita ondulante, forma, tamatio
v ubicacion de los nucleos v aspecto citoplasmatico, correspondisron
plenamente a T. cruzi (ver figura N° 1).

Curso de la infeccidon en ratones C3H.
Estabilizacién de la virulencia de la cepa.

o) Parasitemias: En los primeros ratones inoculados aparecieron
formas gruesas circulantes a los 15 dias después de la inoculacion. Su
numero fué muy escaso. En los dias sucesivos aumsentaron lentamenie
hasta alcanzar, a los 26 dias, un valor promedio de 500 pardsitos por
milimetro ciubico. La curva de parasitemias se siquidé hasia los 47 dias,
fecha en que perecid el 100% de los animales. Se obs:rvd en el curso
de ella, que la muerte se producia generalmente con parasitemias sc-
bre 7.000 elementos por milimelro cibico. A los 26 dizs de enlerme-
dad, se sangré un grupoc de animales v se realizéd el segundo pasaje
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en ratones, recibiendo cada uno de ellos 100.000 pardsitos por via in-
traperitoneal. En este segundo traspaso se observaron parasitemias po-
sitivas, aunque bajas, desde las 24 horas. Valores promedios de 3 a 15
trypanosomas por milimetro cibico, se encontraron hasta los 10 dias.
A los 14 dias hubo un aumento brusco a 900 elementos por milimetro cu-
bico, el cual continud hasta el 20° cia, en que se encontré un promedio
de 2.000 elementos por milimetro cObico. Posteriormente hubo un leve
descenso que llegd a su maximo a los 26 dias, con un valor promedio
de parasitemias de 780 tryponosomas por milimetro cibico. En los dias
sucesivos, se produjo un nuevo ascenso en todos los animales, hasta su
muerte, ocurrida enire 30 y 45 dias. En esta opcertunidad, el traspaso se
realizé o los 20 dias. S= tuvo la precaucién de inocular los nuevos ani-
males ,de la misma edad y peso, también con 100.0000 elementos para-
sitarios por 20 gramos de peso. En el tercero, cuarto y quinto traspaso,
las curvas parasitémicas fueron muy similares a la descrita en el 2%
traspaso. En estos tres pasajes, el repicque de la cepa se hizo a los 20
dias, en todos ellos se eligieron animales de la condicidn ya enuncia-
da y se repitio la dosis de 100.000 pardsitos por 20 gramos de animal.
En el 6° traspaso se observé un precoz e intenso incremento de las pa-
rasitemias, por lo que se hizo el nuevo pasaje a los 16 dias. En esta
oportunidad, la muerte de todos los animales se produjo en un plczo
maximo de 20 dias.

Desde el 79 traspaso en adelante, se observaron ya al tercer dia
numerosas formas circulantes, obteniéndose un promedio de 500 paré-
sitos por milimetro ctibico, al 4° dia. El ascenso de las parasitemias con-
tinud hasta el 109 dia, en el que el promedio fué de 8.000 trypanosomas
por milimetro cibico. Este comportamientio d= la cepa ha continuado
igual hasta el 169 traspaso, el actual. Desde el 79 traspaso, la muerte
se ha producido entre 10 v 12 dias.

Los valores de las curvas descritas y la representacién grdafica dz
ellos se encuentra en la tabla N? 1 y el gréfico N¢ 1. En ellos también se
senala el comportamiento de las formas delgadas, las cuales aparscie-
ron soélo en forma tardia, y en escaso niimero, cuando las parasitemias
eran muy altas, hasta el 49 v 5° {raspaso; en cambio, se hicieron pre-
sentss en forma precoz, desde el 6° traspaso en adelante.

Sobrevida: Desds el primer pasaie, la infeccidn fué mortal para el
100% de los ratones, tanio machos como hembras.

En los primeros cinco traspasos, el tiempo dsz sobrevida fué de 30
a 47 dias. En el 6° repique, la muerte de todos los animales se observéd
entre 12 y 20 dias, vy en lo sucesivo, inoculando siempre 100 mil par&-
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sitos por 20 gramos de peso, =l {allecimiento de todos los animales ha
ocurrido entre 10 y 20 dias.

Estudio anatomopatoldgico: En los cinco primeros traspasos el as-
pecto de los ratones fué normal hasta el vigésimo dia. Desde este mo-
mento aparecié en ellos retardo de la curva pondzral, erizamienio del
pelo v rubicundez y descamacion de la piel. En los animales que so-
brepasaron los 30 dias se observaron ademas temblores y paresias de
las extremidades. En los pasajes posteriores los sintomas fueron mds
precoces, desde los 8 dias en adelant2, y no alcanzaron tanta intensi-
dad.

GRAFICO N° 1
(Esc. semilogaritmica)
Curvas de Parasitemias de Ratones Inoculados con “Cepa Peru” de
Trypanosoma cruzi.
(Valores obtenidos de grupos de 8 y 10 animales)
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————————— 29 traspaso. Dosis de inoc. 100.000 parasitos de sangre de rato-
nes C3H.

—-—————— 7% trasvaso. Dosis dec incc. 100.000 parasitos de sangre de ratones
C3H.

Grafico N? 1 : Accion del acetato de cortisona a “dosis alta” y de su vehiculo de
suspensidén sobre la curva de parasitemias de ratas infectadas experimentalmen-

te por Trypanosoma cruzi.
Escala semilogaritmica.

En la autopsia llamé la atencion una inilensa congestién del ieji-
do celular subcutdneo, ganglios y peritoneo, especialmente, v en los
animales de mayor sobrevida, el gran volumen alcanzado por el ba-
z0 v ganglios. En un animal sacrificado en el segundo traspaso, a los
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47 dias, el bazo fué el 6% del peso total, siendo en el animal normal
de la misma edad, igual a sélo un 0.3%. En este mismo animal, el gan-
glio inguinal representé un 0,7% del peso y en el control normal sélo
fué un 0,01% del peso corporal.

Histologia: Hubo grandes diferencias en el curso del parasitismo
celular v en la reaccién del organismo, en los diferentes traspasos. Pa-
ra hacer mas sencilla la narracién de los hechos, se describirdm ambos
aspectos por separado:

a) Parasitismo celular: En los cinco primeros pasajes se obser-
vé que, no obslante ser la inoculacién intraperitoneal, los pardsitos
no permanecieron en esla cavidad, y las células del omenio y mesen-
terio sélo fueron parasitadas en escaso numero cuando la infeccidn es-
taba muy avanzada y habia altas parasitemias. Lo mismo ocurrié con
el tejido conjuntivo subcutdneo, si bien en este sitio fué mds frecuente
el hallazgo de nidos de leishmaniodes desde los 6 6 7 dias en adelan-
te. En estos animales, el tejido parasitado de preferencia fué el muscu-
lar estriado. En él, desde los 9 dias se encontraron nidos cada vez mds
frecuentes a medida que avanzaba la infeccidn (var figura N 2). Mu-
chos de elles fueron invadidos por macrdéfagos, poliblastes y algunos
heterétilos, que fagocitaron cierto numero de elementos parasitarios.

El miocardio también fué invadido por los pardsitos, pero en menor
proporcién. Se observo en él una levemente mayer preferencia por las
auriculillas v la base.

En el bazo, ganglio, higado y timo {fué excepcional el hallazgo de
focos de multiplicacion parasitaria. Sdlo escasas células rsticulares o
histiocitarias aparecieron parasitadas.

Las células epiteliales de la piel y de los parénquimas renal, pul-
monar, cerebral, cerebelar vy glandulares no se han encontrado com-
prometidas. Tampoco lo fuzron los macrofagos fijos del pulmén, siste-
ma nervioso central, rifién vy médula dsea.

En el sexto traspaso hubo un manifiesto cambio en la distribucién
del parasitismo tisular: si bien los musculos fueron intensamente afec-
tados, tanto como en los pasajes anteriores en los dias correspondientes,
hubo, ademds, una intensa y precoz invasién del tejido conjuntivo, tan-
to del punto de inoculacién como de todo el resto de la economia. Las
células parasitadas de preferzncia fueron los histiocitos del celular sub-
cutdneo, de los musculos esqueléticos, miocardio v gldnaulas, como pdn-
creas y suprarrenal. En mucho menor grado se encontraron focos de
multiplicacién en histiocitos vy células reticulares ds! ganglio, bazo vy
timo v en células de Kupifer. No sz enconlraron pardsitos en los ma-
crofagos fijos del pulmén, sistema nervioso central v médula dsea.
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Desde el 79 repique en adelante, predomind el compromisc del te-
jido conjuntivo. Esta nusva modalidad de infeccidn fué causante de
altas parasitemias precoces, pues desde el tercer dia aparecieron for-
mas {rypanosémicas abundantes, liberadas por el estallido de histio-
citos v f{ibroblastos repletos de pardsitos. La muertz de los animales
se ha producido desde entonces entre 10 y 12 dias, cuando aun los ni-
dos de la fibra muscular estriada y miocdrdica son de escaso o regular
tamano.

b) Reaccién inflamatoriac del organismo: En todos los pasajes
se enconird una intensa reaccidn del organismo. Los hechos mdas so-
bresalientes de ella se pueden esquematizar en los siguientes puntos:

l. La presencia de abundantes macréfagos inflamatorios que in-
filtraron especialmente el peritoneo, tejido celular subcutdneo y muscu-
los esqueléticos. En mucho menor numero, se les enconird en el mio-
cardio vy en otros érganos. Estos macréfagos aparecieron difusamente
distribuidos en los tejidos, pero en algunas oportunidades formaron no-
dulos alrededor de nidos de leishmanioides, en conjunio con otras cé-
lulas, como poliblastos™, escasos heterdfilos vy linfocitos pequenos y
medianos. La tendencia nodular fué manifiesta en el higado, musculos
esquelético y celular subcutdneo. Cierto nimero de elementos leishma-
nioides fueron fagocitados y digeridos por estos macrofagos. Pero a
medida que aumentd la virulencia de la cepa, cada vez fué menor la
eficacia dz este mecanismo de defensa, vy se observé multiplicacion
normal de los pardsitos dentro de poliblastos y macréfagos.

Ademds de los macrdéfagos inflamatorios, se enconird en el infiltra-
do celular numerosos poliblastos, linfocitos pequefios, medianos y gran-
des, plasmazellen y algunos eritroblastos, v en el higado, fué frecuente
el hallazgo de megacariocitos desde los 16 dias en adelomte.

En cuanto al origen de estos macréfagos, se puede decir que deri-
varon principalmente de: 1°) movilizacidn y proliferacidn de histocitos
fijos del peritoneo, celular subcutdneo y tejido intersticial de musculo
y miocardio; 2°) dz movilizacidon y proliferacidn de las células litorales
de! higado, reticularss del bazo y litorales y reticulares de los ganglios;
3°) de la derivacion de linfocitos pequenocs, medicmos v grandes hacia
poliblastos y macréfagos inflamatorios. Esta fuente heteropldstica fué
aspecialments activa en el peritoneo, celular subcutdnea y musculo es-
triado; en el higado también se encontraron numerosos pequefios focos

(1) Las células inflamatorias estan designadas siguiendo la nomencla-
tura de Maximow.
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de proliferacién linfocitariar entre las trabéculas hepdticas y marginan-
do los vasos sanguineos v conductillos biliares.

2. Intensa participacion de los drganos linfoides, consistente en:
12) movilizacién de pequefios y medianos linfocitos desde los folicu-
los linfdticos del bazo, ganglio y timo, hacia los vasos sanguineos y lin-
t&ticos, claramente visible desde el tercer dia; 2°) proliferacién de linfo-
citos medianos vy grandes en los foliculos linfdticos del bazo, timo y es-
pecialmente del ganglio; 3°) transformacién de células reticulares en
linfocitos grandes; 4°) formacién de macrofagos inflamatorios a par-
tir de células reliculares y litorales de estos mismos drganos; 5°) desde
los 15 dias, en los cinco primeros traspasos, y desde el 69, en los vasa-
jes posteriores, hubo formacién de abundantes plasmazellen en el gan-
glio v bazo, llegando ellas a constituir la principal riqueza celular de
estos érganos; 62) en ¢l bazo se observd desde los 10 dias en adelante,
y mds precozmente desde el 72 traspaso, franca hiperplasia de la mé-
dula roja, obseivdndose en ella activa eritropoyesis que derivd hacia
la formacién de gran cantidad d= plasmazellen.

3. Activa participacidn del higado en el proceso inflamatorio.
Desde ¢l 6° dia se observaron focos inflamatorics de aspecto nodular,
de pequefio y regular tamano, formados por macréfagos, poliblastos,
linfocitos pequenos, medianos vy a veces grandes, y uno que otro hete-
réfilo. Cuando la cepa hubo alcanzade gran virulencia, {ué muy evi-
dente que esta reaccidon rodeaba leishmanioides de aspecto normal o
alterados, y que algunos de ellos eran fagocitados y digeridos por ma-
crofagos vy poliblastos.

Hubo una activa movilizacién de las células litorales, las cuales

evolucionzron hacia linfocitos grandes v macrdfagos inflamatorios. Es-
tos Ultimos abandonaron el drganc por los vasos suprahepdticos.

Formando pequefios grupos entre las trabéculas hepdticas, en las
mdrgenzs de los capilares sinuscides y alrededor de los vasos y de
los conductillos biliares, se observaron linfocitos medianos y grandes
en multiplicacién.

A veces se enconiraron megacariocitos, eriiroblastos y mielocitos
en las mdrgenes de los capilarss sinusoides, en escaso numero.

Todos estos fendmenos corresponden exactamente con los obteni-
dos al inocular cultivos virulentos de cepa Tulahuéng; solamente que su
intensidad, en este ultimo caso, fué mucho mayor.
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FIG. N9 | : Formas trinancsomicas liberadas de un histiocito del tejido cetular sub-

cutanco de raton, tomado a los cinco dias de enfermed:d.— FIG. N¢ 2 : Nidos pa-

rasitarics en fibra muscular estriada. Discreta infiltracidon inflamatoria en el co-

nectivo intersticial.— FIG. N? 3 : Formus leishmanioides en histiocito del tejido

conjuntivo de ratén a les cinco dias de enfermedad.— FIG. N 4 . Céluta gigante
de la placcenta de una hembra de ratéon, intensamente parasitzda.
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4. Llamé la atencidn la escasa o nula participacién en el proceso
inflamatorio, de los macréfagos fijos del pulmén, células septales, vy del
sistema nervioso central, microglia.

Curso de la infeccidn en otros animales de laboratorio: En este
punto no se relatardn los resultados del estudio histoldgico, por no es-
tar terminado adn el proceso técnico.

Parasitemias: Hubo una clara diferencia en el curso d= la infec-
cion sanguinea del hamster, del perrito joven y del cuy.

El hamster fué muy sensible. A dosis altas, de 2.000.000 de trip x
100 g. de peso, todos los animales preseniaron abundantes irypanoso-
mas circulantes desde los 4 dias en cdelanle, con numerosas formas del-
gadas. La muerle de los animales se produjo entrs 8 y 10 dias, con
valores sobre 5.000 elementos por mm3. Dosis menores de 500.000 pardsi-
tos per 100 gramos de peso, permitieron mayor sobrevida, hasta 14
dias, pero también fué mortal para la totalidad de los animales. En es-
te caso hubko crecidas parasitemias desdz los 8 dias en adelante. El
maycer porcentaie de formas delgadas, 35%, se encontrd o los 6 dias.

La sensibilidad de los perritos fué muy variable. En general, los
valores subieron répidamente, muriendo los animales entre 10 v 12
dias, con parasitemias scbre 6.000 elementos por milimetro cubico. Al-
gunos animales, sin embargo, los de mayor tamano y edad, presenta-
ron parasitemias bajas, con muerte entre 16 v 20 dics, o sobrevida in-
delinida. Otras veces se observd una curva alta hasta los 12 & 14 dias,
v luego, una cailda en crisis, seguida de un nuevo ascenso entre 22 y
25 dios. Casi siempre en esta segunda alza se produjo la muerte de los
animales.

El cuy, con dosis de 500.000 parasitos por 100 gramos de animal,
demind la enfermedad. Sus parasitemias {ueron irregulares vy bajas,
no superiores a 60 trypanosomas por mm3, y hasta ahora todos los ani-
males han sobrevivido mds de tres messs.

Sobrevida: Resumiendo lo dicho en el parrafo anterior, se puede
aecir que la inoculacién de la cepa estudiada de T. cruzi, en dosis de
500.000 o mds elementos por 100 gramos de peso, fué mortal para el
100% ds los hamsters; en los cuyes con una dosis de 500.000 trypano-
somas por 100 gramos de peso, hubo una infeccién muy atenuada con
sobrevida aparsntemente indefinida, y en el perrito joven, con dosis
similares, se produjo la muerte en plazos breves o pasaron a la croni-
cidad, dependiendo esto de su edad y tamario.
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Serologia™: En los primeros pasajes en ratones se encontraron a-
glutininas en bajo titulo, 1:10, después de los 30 dias de infeccién. Pos-
teriormente, al producirse la muerie entre 10 v 12 dias, no se han ds=tec-
tado anticuerpos.

En el cuy vy el hamster se enconiraron precipitinas y aglutininas
desde los 5 dias. Los resultados pueden ser vistos en la Tabla N9 2.

TABLA N° 2

DIAS e 5 10 14

Precip. Aglut. Precip. Aglut. Precip. Aglut.
Hamster -+ 1:160 + 1:1280 + 1:640

Cuy - 1:160 —+ 1: 320 —+ 1:640

Inoculacién de hembras prenadas.

Se realizé con irypanosomas del 79 traspaso, altamente virulen-
tos. Los animales fueron sacrificados a los 10 dias de enfermedad por
su mal estado general. Hasta ese momento no hubo aborto.

El estudio histolégico demostrd gran parasitismo de la {ibra muscu-
lar uterina y de las placentas materna y fetal. Especialmente intenso fué
este Ultimo, llamando la atencién los grandes nidos de leishmonioides
v iryponosomas de las células gigantes (vear figura N¢ 4). Sin embar-
go, al examen cuidadoso de los tejidos y vasos del embridn, realiza-
do en cortes seriados, no se encontraron pardsitos en él*.

Cultivos™ *.

Durante el 8° traspaso se sembrd sangre de ratdn intensamente
positiva enmedios de Senekje, sin que se produjera infecciéon agrega-
da, la que nhabia hecho frocasar intentos anteriores. Durante trss repi-
gues, realizades casa 10 dias, no se obs2rvo multiplicacion de los pa-
résitos. Pero a partir de un 42 traspaso aparecieron abundantes zlemen-
tos critidiformes en activa multiplicacién.

(2) Agradecemos la colaboracién prestada por la Srta. F. Knierim y el
Drv. F. Naquira, quienes realizaron las titulzciones de anticuerpos.

(3) Agradecemos la ayuda del Dr. Orlando Badinez en la interpretacion
de los cortes histologicos placentarios y fetales. -

(4) La siembra y los traspasos de estos cultivos fué realizada por el Sr.
Gilberto Cortés.
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Actualmente, estos cultivos se encuentran en el 79 traspaso y en
ellos hay gran cantidad de critidias, con numerosas figuras en divisién
y en roselas, algunos grupos de leishmanioides y muy numerosas for-
mas de trypanosomas metaciclicos.

DISCUSION

De los resuliados expuestos se desprende gue los irypanosomas
presentes en las deposiciones dsz triatomas capturados en una loca-
lidad del Sur dzl Peri, pertenecian a la especie Trypanosoma cruzi y
poseian capacidad paidgena para numerosos animales de laboratorio.

Especialmente grave es e! hecho de que los cuyes y perritos de
cierto tamano hagan una enfzrmedad atenuada, con larga sobrevida,
puzs estos animales, muy {recuentes en las viviendas rurales de esas
regiones, pueden servir de res:rvorios.

El aislamiento de la cepa, la estabilizacién de su virulencia en ra-
tones genéticamente homogéneos y la obtencién de cultives, permitirdn
continuar. el estudic de su capacidad patégena y su poder de adapta-
cién en los diferentes mesoneros.

Del estudio rzalizado hasla ahora al respeclo, se puede decir que
en las deposiciones de los readuvideos, que dieron origen a la nueva ce-
pa, existia, seguramente, una poblacién de formas con diferentes vi-
rulencia y tropismo. Asi, se vié en los primeros pasajes realizados, un
compromiso preferente de los musculos esquelélicos, y postsriormen-
te, del tejido conectiivo. Esle proceso corresponde, probablemente, a u-
na seleccién dz elementos parasitarios que estaban en muy escaso nu-
mero en un comienzo, Lero que, a través de los sucesivos pasajes, se han
visto favorecidos por la mavor velocidad del término del ciclo en los
nidos de leishmanioides que parasitan los histiocitos y fibroblastos. En
cambio, los focos de multiplicacién en la {ibra muscular pueden alcan-
zar gran tamzno, demorando en ello mucho mas tiempo, sin que se li-
veren al intersticio formas irypanosomicas. Ademds, se vid que la ca-
pacidad de fagocitar leishmanioides por parte de les macréfagos infla-
matorios, era mayor en los primeros traspasos. Actualmente, gun cuan-
do persiste la intensa reaccion del organismo, predomina francamente
la multiplicacidon normal de los pardsilos dentro de esas células. Apa-
rentemente, han ido desapareciendo los elementos susceptibles a la fa-
gocitosis. Es posible esperar que a medida que transcurran los pasajes
de la cepq, la reaccién inflamatoria llegue a ser menor, por seleccion
de aquellos pordsitos que se adapten mejor a las condiciones del or-
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ganismo del mesonero. Es decir, quz lleguen a pasar como “desaper-
cibidos” para el huésped, hecho que ocurre en cierto medo con la ce-
pa “Tulahuén’6-7,

Es interesante el hecho de que el ratdn, en los primeros traspasos,
y el hamster, a pesar de haber formado anticuerpos no liticos, no ha-
yan podido sobreponerse a la invasién parasiiaria. Si bien en el caso
del raldén se puede argumentar que el titulo alcanzado {fué muy bajo,
el hamster presenid tasas superiores al cuy, en el cual se produjo una
infeccién atenuada. Esto podria traducir la escasa importancia de es-
tos anticuerpos como factores favorecedores de la fagocitosis d= ele-
mentos leishmanioides, proceso éste que, segin se ha visto en estudios
con cepa ‘Tulahuén’'6-7-14, es el principal medio de defensa del orga-
nismo contra la infeccién chagdsica.

Una observacion que merece mayor estudio, es la falta de com-
promiso del embridn, a pesar de Ja infeccidn aguda y mortal que esta
sufriendo la madre. De la escasa experiencia actual no se puede aun
asegurar que no haya invasidn dzl feto, especialmente si se toma en
cuenta la calidad de placenta hemocorial del raién. Pero es evidenie
que no hay relacién entre el intenso parasitismo placentario vy la total
indemnidad ds las membranas y tejidos fetales, pues ni siquienra hay
sefiales de reaccién inflamatoria que pudiera hacer sospechar la pre-
sencia de pardsitos que no se han logrado enconirar. Aqui se plantea
inmediatamente el problema de dénde reside la barrera a estos flage-
lados y cudles son los mecanismos que protegen al germen.

CONCLUSIONES

1. Se ha obtenido una nueva cepa de Trypanosoma cruzi, a par-
tir de deposiciones de triatomas capturados en una localidad rural del
Sur del Pert.

2. Esta cepa, que se ha denominade “Cepa Peri” o “CP.’, se
mantiene por pasajes cada 10 dias, en ratones C3H y en cultivos =n me-
dio de Senekijie.

3. La virulencia de esta cepa se ha lograde mantener alta y cons-
tante durante 10 traspasos, repstidos cada 10 dias en ratones C3H, con
una dosis uniforme de 500.000 pardsitos por 100 gramos de peso. La
muerle de los animales se produce entre 10 v 12 dias, con parasitemias
promedios de 8.000 elemsntos por milimeiro ciibico.

4. Ademds del ratdn, ha sido muy sensible a esta cepa el hamster
y el perrito de uno a uno y medio meses, los que han muerto entre 10
vy 14 dias con altas parasitemias.
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5. El cuy y el perrito de mayor edad y tamafio, han sido mds re-
sisientes, observdndose en ellos un tlipo crénice de enfermedad, con
parasitemias bajas y sobrevida indefinida. Esto los hace especialmente
aplos para servir de reservorios parasitarios.

6. La localizacidn histoldgica de esia cepa fué estudiada en e,
raldn a iravés de los sucesivos pasajes. Se observd que en un comien-
zo el sitio de ubicacién preferenie de los nidos de leishmanioides fué
2] tejido muscular esiriaao. Posteriormente se produjo una precoz e in-
tensa invasion del tejido conjuntivo, que ha desencadenado precozmen-
te altas curvas de parasilzmias y muerte de los animales en plazos bre-
ves, 10 a 12 dias, cuando aun los nidos de la musculatura estén de pe-
quenc o regular tamano.

7. Ha llamado la alencion la intensa reaccién inflamatoria ob-
servada en el organismo del ratdn. Sus caracteristicas principales ham
sido: a) gran produccion de macréfagos inflamatorios, formados a par-
tir de macréfagos fijos v células linfoides, que han infilitrado en forma
difusa vy a veces formando nddulos, ¢l peritoneo, tejido celular subcu-
tdneo, musculos esqueléticos, miocardio y el conjuntivo de algunas
gléndulas como pdncreas y suprarrenal; b)) intensa participacién en
el proceso inflamatorio de los organos linfoides: bazo, ganglio y timo,
vy del higado.

8. Tanto el raidn, como el hamster y el cuy, formaron anticusr-
pos no liticos para esta cepa porasitaria. Pero no se observd ninguna
relacidn entre la resistencia a la infeccidn y las tasas de anticuerpos
circulantes.

9. En las h:mbras de ratonss prefiadas e inoculadas con esta ce-
pa, hubo un intenso parzsitismo del Otero y placentas materna vy fetal.
En el embrién, sin e¢mbzrgo, no se encontraron pardsilos ni reaccion
inflamatoria.

RESUMEN

En una localidad del sur del Per(, Puting, se encontraron reduvi-
deos dz la especie Triatoma infestans, parasitados por Trypanosoma
cruzi, En el presente trabajo se describe el aislamiento y estudio de la
cepa de T. cruzi, obtenida por inoculacion de las deposiciones de estos
inszctos .en animales de laboratorio.

Los objetivos enfocados en este primer informe fueron los siguien-
tes:

1. Susceptibilidad ds algunos animales de laboratorio, como ra-
1dn, hamster, cuy y perrito joven, a esta cepa parasitaria.
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2. Estabilizacién de la virulencia de la cepa.

3. Localizacidon tisular preferente y reaccién inflamatoria deter-
minada en el organismo de los huéspedes.

4. Produccién de anticuerpos no liticos circulantes.

Resultados:

El raién, el hamster y el psrrito muy joven fueron altamente sen-
sibles a esta cepa parasitaria. Presentaron parasitemias altas precoz-
mente vy, cuando la cepa estuvo estabilizada en su virulencia, murié el
100% de los animales enire 10 y 12 dias. El cuy y el perrito de mayor
edad y tamafio, presentaron enfermedades atenuadas que pasaron d
la cronicidad. Esto los hace especialmente aptos para servir de reser-
vorios parasitarios.

2. Después de 6 traspasos en ratones C3H de la misma edad y
peso, y empleando siempre la misma via y dosis de inoculacion, se ob-
tuvo una cepa de trypanosomas de alta virulencia que produjo la muer-
te en el 100% de los ratones entre 10 y 12 dias, en todos los pasajes pos-
teriores. n

3. En los primeros S traspasos hubo una clara preferencia por la
localizacién en el teiido muscular estriado, incluyendo al miocardio.
Posteriormente se observd un mayor parasitismo del tejido conectivo.
Conjuntamente con esta nueva modalidad, se produjo un incremento
precoz de las parasitemias y un notorio aumento de la virulencia. Esios
ultimos fendmenos se debieron, probablemente, a la existencia de una
poblacién de formas de diferente virulencia y tropismo, en las deposi-
ciones de triatomideos.

En las hembras gravidas se produjo un inienso parasitismo del
utero y placentas materna vy fetal. En los fetos no se encontraron pard-
sitos ni signos inflamatorios.

La presencia de nidos de leishmanioides se acompaifié de intensas
manifesiaciones inflamatorias. Llamd  especialmente la atencién, la
gran produccién de macrdfagos inflamatorios a partir de fuentes homo
y heteropldsticas.

4. En todas las especies inoculadas con la nueva cepa de T. cruzi
se pusieron en evidencia anticuerpos no liticos circulantes. Pero no
se enconird relacién entre la resistencia a la infeccién del mesonero y
la tasa dlcanzada por los anticuerpos en la sangre.
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SUMMARY

In the village of Putina, Southern Peru, some reduvidae of the spe-
cies Triatoma infestans were found, infested with Trypanosoma cruzi.
In this paper, the A. describes the isolation and subsequent study of the
T. cruzi strain, which was obtained by means of inoculating laboratory
animals with the faeces of the insect.

The following aims were pursued in this case:

1. Susczptibility of some laboratory animals, such as mouse,
hamster, guinea pig and young dogs to this parasitic strain.

2. Stabilization of the virulence of the strain.

3. Most frequent localization of the parasite in the tissues, and in-
flammatory reaction in the organism of the host.

4. Production of non-lytic circulating antibodies.

The following were the rzsults obtained:

1. Mice, hamsters, and very young dogs were found to be highly
sensilive o this parasitic strain. They readily showed high parasite-
mias, and as soon as the virulence of the strain was stabilized, they all
died between the 10th and 12th day after inoculation. Guinea pigs and
older and larger dogs suffered from a milder disease which later beca-
me chronical. Therefore, they are apt to serve as reservoirs for the pa-
rasite in nature.

2. After 6 passages in C3H mice of the same age and wzight, us-
ing always the same dose and method of inoculation, a highly virulent
strain of trypanosomes was obtained which in all passages carried out
produced death in 100% of the rats between the 10th and 12th day.

3. During the first 5 passages, most frequent localizations were ob-
served in the sfriated musculor tissue including myocardium. Later, pa-
rasitization was most intense in ths connective tissue. This change was
accompanied by an early rise in parasitemia and by an enhanced vi-
rulence. These facts were probably due to the presence of a population
of parasites with diffsrent tropism and virulence existing in the faeces
of triatomidae.

In pregnant females the uterus and maternal and foetal placentas
were intensely parasitized. In the foetuses, however, no parasites nor in-
flammatory reactions were detzcted.

The presence of leishmaniod nests was accompanied by intensive
inflczmmatory signs. The high production of inflammatory macrophages
derived from homoplastic and heteroplastic sources was particulary
noteworthy.
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4. In all species inoculated with the new T. cruzi strain, non-lytic
circulating antibodies appeared. But no correspondence was to be found
between the resisiance of the host and ihe ratz attained by the ant-
ibodies in the blood.

BIOLOGICA
ZUSAMMENFASSUNG

In der Ortschaft Putina, im stdlichen Pzru, wurden Reduvidae der
Spedies Triatoma infestans aufgzfunden, die mit Trypanosoma cruz
infizert waren. In der vorliegenden Arbeit wird die Isolierung und die
darauffolgende Untersuchung des T. cruzi-Stammes beschriebzn. Dieser
Stamm wurde durch Inokulierung von Laboratoriustieren mit Insekten-
kot gewonnen.

Bei dieser ersten Mitteilung wurden lolgende Punkte ins Auge
gefasst:

1. Suzzeptibilitat einiger Laboratoriumstiere, wie Maus, Hamster,
Meerschweinchen und junger Hunde, diesem Parasitenstamm gegeniiber.

2. Stabilisierung der Virulenz des Stammes.

3. Haufigste Lokalisierung in den Geweben und Entziindungsre-
aktion im Organismus des Wirlstieres.

4. Bildung nicht-lytischer zirkulierender Antikorper.

Die Ergebnisse waren die folgenden:

1. Maus, Hamster und junge Hunde waren diesem Stamm geg-
enliber sehr empianglich. Sie zeigien schon sehr {rih hohe Parasita-
mien und, sowie die Virulenz des Stammes stabilisiert wurde, starben sie
zu 100% zwischen dem 10. und 12. Tag. Meerschweinchen und altere
und grdssere Hunde zeigien einen mildern Krankheitsverlauf, der spater
chronisch wurde. Hierdurch werden sie besonders geeignet, um als
natlirliches Reservoir fur die Parasiten zu dienen.

2. Nach 6 Passagen bzi C3H Mdusen von gleichem Alter und Ge-
wicht, und unter Benutzung gleicher Inokulationsdosen und —arten,
wurden ein Trypanosomenstamm von hoher Virulenz erzielt, der bei
den darauffolgenden Passagen die Mduse zwischen dem 10. und 12 Tag
zu 100% totete.

3. Wdhrend der ersten 5 Passagen setzien sich die Parasiten haupt-
sachlich im quergestreiften Muskelgswebe, einsschliesslich Myocardium,
fest. Spater wurden ein starkerer Parasitenbefall des Bindegewsebes beo-
bachtet, Hierzu trat gleichzzitig ein frihzeitiges Zunehmen der Parasitd-
mie und eine auffallende Sieigerung der Virulenz. Diese Erscheinungen
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sind wahrscheinlich auf das Vorhandensein einer Population verschie-
denartiger Tropismen und Virulenz im Triatomidenkot zuriickzufithren.-

Bei trachtigen Weibchen waren der Uterus sowie dis miitterliche
und foetale Placenta stak von Parasiten befallen. Doch bei den Foeten
wurden wedsr Parasiten noch Zeichen der Entzindung aufgefunden.

Das Vorhandensein von Herden leishmanioider Formen fiel zusom-
men mit starken Entzundungserscheinungen. Autfallen war vor allem die
starke Anzohl an Inflammationsmakrophagen sowohl homo— wie heter-
oplastischen Ursprungs.

4, Bei sdmilichen mit dem neuen T. cruzi-Stamm inokulierten
Sdugetieren traten zirkulierende, nichi-lytische Antikorper auif. Es konnte
jedoch kein Zusammenhang zwischen dem Widerstand gegen Infektio-
nen des Wirtstieres und der Héhe der zirkulierenden Antikorper {estges-
telll werden.
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