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Sensibilidad de los sapos (Bufo arenarum)
a la inoculacion experimental del
Tripanosoma cruzi

Segunda comunicaciéon

Por ROBERTO L. DIOCS y HUMBERTO BONACCI

La posibilidad de infestacién natural y experimental de los ani-
males de sangre fria por los tripanosomas procedentes de los verte-
brados de sangre caliente, fué en su momento asunto de preocupa-
cién por parte de diversos investigadores.

Rouget en 1896 realiza ensayos de inoeulaciéon del Trypanosoma
equiperdum en animales de sangre fria, con resultados negativos,
que mas adelante daremos a conocer.

Laveran y Petit en 1909 realizan tentativag de infestacién con el
Trypanosoma evansi en Rana esculenta y otros batracios consi-
guiendo tan solo la aparicién fugaz de estos flagelados en la cir-
culacibén, para luego desaparecer totalmente.

En 1909 aparece el trabajo de Wendelstadt y Felmer, quienes
utilizando el T. brucei y T. lewisi, inoculados en el peritoneo de
ciertas culebras (viboras y tortugas), dijeron haberlos observado
luego en la ecirculacién: Experimentado con culebras de collar
(Tropinodotus natrix), sobre 16 ejemplares inoculados, 7 contraje-
ron infestacién a los 8 dias, apareciendo pequefios tripanosomas (la
mitad méas pequefios que los normales) en la sangre. Observaron en
algunos de estos parésitos la presencia de un blefaroplasto terminal,
rodeado por una vacuola y opinaron ademés, que se enquistaban ».
Dios, Werngren y Pérez. Rev. Soc. Arg. de Biol. Afio 1930 (Tomado
de Wendelstadt y Felmer). :

Las investigacioneé de Fraser en la regién de Ouganda, zona
endémica de tripanosomosis humana (T. gambiense y T. rhodesien-
se) demuestran que los batracios som refractarios a la infestacidn.
Biruce falla en sus tentativas de inoculacién del T. gambiense a los

Entregado para publicarse en diciembre de 1942.
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animales de sangre fria (Datos de los autores citados, tomados a
su vez, de Laveran y Mesnil).

Como vemos, todos los ensayos realizados con tripanosomas pa-
togenos y no patbgenos de los vertebrados de sangre caliente han
resultado negativos en .cuanto a la posibilidad de conseguir infes-
tacion en los vertebrados de sangre fria.

No seria aventurado pensar, que estos ensayos hayan sido guiados
en parte, por el conocido fenémeno denominado « eclectismo alimen-
ticio » de ciertos hematéfagos (Brumpt), que como sabemos son
capaces en ausencia de sus fuentes habituales de alimento, tomarlo
de distintas especies de vertebrados. « Asi Brumpt en 1927 sugiere
la posibilidad de que los animales de sangre fria puedan ser los
huéspedes naturales del Tripanosoma cruzi, no obstante reconocer
al mismo tiempo la probabilidad de que estos animales sean refrac-
tarios a la infeccién », E. Diaz. Brumpt afirma que: « Lies Lézards
et les Grenouilles sont réfractaires ».

En 1925, aparece la publicacion de Flavio Nifio: « Ensayos de
infeceién experimental del Bufo marinus (sapo) con Schizotrypa-
num eruzi». Las conclusiones de este trabajo son:

1° « El Schizotrypanum cruzi puede infectar experimentalmen-
te al Bufo marinus (sapo), causandole una afececién mortal.

2° En el organisme del sapo el parasito origina una verdadera
esquizogonia, siendo la forma leishmania la méas frecuente de en-
contrar, tanto en la sangre periférica como en los frotis de 6rganos.

3? Formas tripanosomas con todos sus caracteres y atributos
no han sido encontrados.

4° El ntimero de parésitos, es siempre poco NUMEroso,

5° La férmula leucocitaria, ecambia en parte su linfocitosis por
un aumento de los elementos de la serie neutréfila (Polinucleares,
metamielocitos y mielocitos neutréfilos)s.

« Este trabajo de Nifio, fué més tarde glosado y recopilado por su
autor en el capitulo IT, de su tesis: « Contribucién al estudio de,
la enfermedad de Chagas, etc., en la Republica Argentina s, publi-
cada por la Mision Universitaria de Estudios de Patologia Regional
y premiada por la Institucién Mitre, y posteriormente, por la Fa-
cultad de Medicina de Buenos Aires, como la mejor tesis del afio
1929 » (Dios y eol.).

El sensacional hallazgo de Nifio, no tardé en despertar la curio-
sidad de ciertos autores y asi, Bruni realiza la revisién de este
trabajo: « Bruni, en 1926, repite en el Instituto dirigido por el
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profesor Franchini, los interesantes ensayos de Nifio. Con este fin
emplea cepas virulentas del T. cruzi, que mataban en 2 6 3 dias a
los ratones blancos y mostrdbanse muy activos para las cavias. Lios
animales usados por Bruni fueron: ranas, var. esculenta y viridis,
y sapos Bufo vulgaris. Practic6 las inyecciones de material infes-
tante en el saco dorsal v en el peritoneo. Los resultados fueron
negativos, no obstante la prolongada observacién (varias semanas)».

« También fueron megativos los estudios histoldgicos de los 6rganos
de los batracios inoculados. A su vez comprobd la existencia de
hemogregarinas (Lankesterella ranarum) en la sangre de la rana
viridis, en sus diferentes fases evolutivas. Siendo de notar que este
autor pudo observar en algunos individuos infestaciones muy in
tensas por este protozoario, a pesar de que los animales no presen-
taban sintoma alguno de enfermedad. En cuanto a los numerosos
sapos utilizados en la experiencia, el investigador italiano dice 1o
haber comprobado tripanosomas en los preparados de control, con-
feccionados antes de los experimentos. Por tanto, llega a la conclu-
sion de que el T. cruzi no infesta experimentalmente a la rana, var.
esculenta y viridis, v al sapo (Bufo vulgaris) ». Dios, Werngren
y Pérez. (Tomado de Bruni).

La interpretacién que Nifio diera a las experiencias de Rouget
del afio 1896, en el sentido de que este investigador habia conse-
guido en sus experimentos la infestacién de animales de sangre fria,
utilizando el T.equiperdum, es absolutamente errénea, pues basta
transcribir las palabras del investigador francés para convencernos:
« Les animaux a sang froid (coulevres, lézards, grenouilles) ne
sont pas receptifs. Des grenouilles placées é Vétuve a 37°, ont été
inoculées a plusieurs reprises dans le sac lymphatique dorsal, ja-
mais le parasite ne s'est multiplié; on n’en rvetrouvait plus trace
aprés 36 heures». (Laveran y Mesnil).

En nuestro primera publicacién de eritica a los estudics de F.
Nifo, del afio 1930, basada en los experimentos sobre 64 sapos (Bl
arenarum) y 170 ratones, empleamos como material infestante, los
siguientes virus:

1¢ Contenido intestinal de triatomas infeétados, de diversas
procedencias,

2° Sangre de portadores humanos de Trypanosoma cruzi,

3¢ Sangre de corazén de ratones blancos conservadores del vi-
rus, del siguiente origen: a) Contenido intestinal de triatomas in-
fectados, b) portadores humanos y ¢) sangre de P.G.P., experi-
mentalmente infestada.
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Si se congidera el ntumero relativamente elevado de animales y
cepas empleados en esas experiencias en comparacién con los expe-
rimentos en que Nifio basé sus arriesgadas conclusiones: dos cepas
¥ seis sapos, se afianza y robustece el resultado absolutamente opues-
to entre ambas investigaciones.

E. Dias, en su tesis de Doctorado del afio 1933, se refiere a los
trabajos de Nifo, diciendo: « En 1925 K. Nino diz ter verificado
a sensibilidade de Batraquios (Bufo marinus) ao S.cruzi, mas seus
resultados ndo foram confirmados pelos autores que depois estuda-
ram a questdo: Bruni (1926) ndo conseguiu infectar ras e sapos
(Rana esculenta, Rana viridis, Bufo wvulgaris), observando-os por
longo tempo, e Dios, Werngren e Perez (1929), repetindo em grande
escala as experiencias de Nifio, obtiveram sempre resultados nega-
tivos. En suas pesquizas inocularam este autores numerosos sapos
(Bufo arenarum) com sangue de homen e de ratos brancos, e in-
testino de Triatomas, infectados pelo S. cruzi, controlando a nega-
tividade dos resultados pela inoculacéce de sangre e orgaos dos sapos
utilizados em ratos novoss.

Talice en el Uruguay, en 1929, no encuentra infestaciones en los
animales homeotermos en las zonas con Triatoma rubrovaria infec-
tados. Resultados negativos tuvieron sus emsayos de inoculacién del
tripanosoma a los lagartos y ranas. B Dias.

E. Dias resume sus experiencias en este sentido sobre reptiles y
batracios: Tropidurus, Ameiva y Bufo, Leptodactylus, diciendo
« que los tripanosomas inoculados en el peritoneo desaparecen en
pocas horas por lisis y fagocitosis; la presencia de flagelados en
la sangre de estos animales no fué observada en eximenes realiza-
dos desde las primeras horas hasta varios dias después de la ino-
culacién del Schizotrypanum. XEn conclusién es extremadamente
improbable que los animales de sangre fria puedan ser reservas de
S. cruzi en la naturaleza, no obstante haber sido una vez compro-
bada la capacidad del Triatoma megista de alimentarse sobre ellos ».

En el interesante y documentado trabajo de los doctores Sivori
y Lecler, « Le Surra American ou Mal de Caderass (*), una de
las contribuciones méas completas de la bibliografia y que honra a
nuestra ciencia nacional, en la pagina 53, al considerar los anima-
les sensibles a la inoculacién experimental del T.equinum, dice:
« Bactraciens: I/injection de 0,5 de ce de sang riche en parasites,

* Anales del Ministerio de Agricultura de la R. Argentina, Tomo I, Ne 1, afio
1902.
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dang le sac lymphatique dorsal des grenouilles et des crapauds, ne
determine pas mune infection trypanosomique du sang de ces ani-
maux. Pendant 24 heures on peut trouver des trypanosomes imo-
biles au point d’inoculation ».

Con la exposicién de las investigaciones que acabamos de realizar,
pareceria que el tema en aparente discusién (Wendelstadt y Fel-
mer, Nifio, son los Gmicos autores en la bibliografia que sostienen la
sensibilidad de los vertebrados homoetermos, a los tripanosomas de
animales de sangre caliente), se hubiera agotado, pero — por la res-
ponsabilidad particular que nos corresponde, en parte por ser de los
primeros impugnadores de los trabajos de F. Nifio y después de ter-
minada nuestra primera critica —, hemos continuado los estudios
con el dnimo de aumentar los elementos de oposicién a log resul-
tados positivos del trabajo del autor argentino.

La feliz oportunidad de disponer de un 6ptimo medio de cultivo
para el Trypanosoma cruzi, preparado por uno de nosotros (Bonac-
ci), formula cuya eficacia estd sélidamente probada por diversos
investigadores, entre ellos Kelser y comentada ampliamente por
Craig, nog indujo a proseguir estos trabajos, utilizando la ventajosa
sensibilidad de esa férmula de cultivo, que en esta comunicacién
hemos empleado preferentemente como testigo en los experimentos
que damos a conocer,

Hemos deseado extremar las precauciones aumentando considera-
blemente el ntimero de animales de experimentacién, tanto en lo
que se refiere a los sapos (B.arenarum) cuanto 4 los destinados a
servir de testigos, especialmente los ratones blancos y luego a pe-
rros jévenes, cuya sensibilidad es de todos comnocida.

A, su vez hemos usado un ndmero muy elevado de cultivos, em-
pleando ademés del medio de Bonacci, el de Noguchi.

Las cepas utilizadas procedian de dos fuentes de contaminacién
distintas: sangre de ratones blancos (origen caso humano) con
grande infestacién de tripanosomas (4--+) v sangre inoculada a
una P.G.P. (origen infec. cultivo), que a su vez originé indice
elevado de contaminacién (+4-+) y material de triatomas profusa-
mente parasitados (+-+-+-+-) con toda la escala de elementos in-
fectantes y especialmente tripanosomas metaciclicos.

Los triatomas empleados procedian de diversas zonas de nuestro
pals: Tucumén, Salta, Jujuy, Catamarca, Santiago del Hstero, La
Rioja, ete.

La duracién de estos estudios fué de més de cuatro afios, por
asi exigirlo la cantidad de materiales de estudio que empleamos
durante el curso de nuestras experiencias
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En los cuadros A y B que ilustran esta comunicacidén, puede
verse la marcha de los experimentos, con las dos distintas clases
de materiales. En A, la linea de inoculaciones corresponde a la
cepa origen caso humano, pasada primero por ratones blancos, luego
cultivos en medio Bonacci y de estos a P.G.P., positiva de tripa-
nosomas.

En B, las experiencias tienen por punto de partida triatomas
contaminadog naturalmente. En el primer cuadro (A) se emplea-
ron en total 1167 animales, distribuidos asi: 510 sapos, 656 ratones
blancos y 1 perre joven y una P.G.P. El cuadro segundo (B)
comprende los experimentos realizados sobre un total de 1214 ani-
males, de los cuales: 530 son mapos, 680 ratones blancos y ¢ perros
jévenes. En total se emplearon en las dos series de experiencias:
2381 animales y una P.G.P.

Los tubos de cultivo suman: 2385. Para el cuadro A, correspon-
den 1409, con la siguiente distribucién: M. de Noguchi, 85; M. de
Bonacei, 100. Las lineas de experimentacion del cuadro B, dan un
total de 1426 tubos, correspondiendo para M. de Noguchi, 55 y pa-
ra M. de Bonacei, 115.

Lios sapos que fueron inoculados en la primera experiencia (A)
se distribuyen de la siguiente manera: Con sangre de la P.G.P.:
20; con sangre de ratones blancos: 110; con sangre de perros jo-
venes: 20; con cultivos en M. Bonacci: 180; con cultivos en M.
Noguchi: 130; con la mezela de ambos medios: 50. En total 510
sapos.

Con respecto a los batracios usados en la segunda prueba (B), se
descomponen asi: con contenido intestinal de triatomas infectados,
50; con sangre de ratones blancos, 100; con sangre de perros jove-
nes, 40; con cultives en M. Bonacci, 200; con cultives en M. No-
guchi, 90; con la mezela de ambos medios, 50. En total 530 sapos.

Fl resumen correspondiente a las dos lineas de experimentos (A
v B), nos da con respecto al nimero de sapos inoculados, las si-
guientes cifras: con la P.G.P.: 20; con contenido intestinal de
triatomas: 50; con sangre de ratones blancos: 210; con sangre de
perros jévenes: 60; con cultivos en M. Bonacei: 330; con ecultivos
en M. Noguchi: 270 v con la mezela de ambos medios: 100, tota-
lizando: 1040 sapos.

Hemos adoptado mna particular disposicién en ambos cnadros
con respecto, tanto a los animales como a los cultivos, ubicando
siempre a los positivos en la misma columna y los negativos en
opuesta posicién, con el objeto de facilitar la lectura y consiguiente

interpretacidn.
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CUADRO A

ORIGEN HUMANO

REFERENCIAS
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Cada serie de sapos se subdivide a su vez en cineo series y cada
serie estd formada por dos sapos. Estos animales se sacrificaban
— previo examen de sangre en gota gruesa —, escalonadamente, al
comienzo cada 48 horas y los subsiguientes en intervalos varia-
bles de dias, hasta totalizar para cada lote, por lo menos treinta y
cinco dias de observacién. Las siembras en los medios indicados
més arriba, se realizaban en periodos variables correspondientes
al momento del sacrificio de los batracios y su observacién duraba
la misma cantidad de dias dedicada a estos animales.

La observacién de los lotes testigos de ratomes blancos, asi como
de los cultivos, se prolongaba durante treinta y cinco dfas, y en
cuanto a los animales de diversas especies, muertos naturalmente
o sacrificados, se realizaban frotis de 6rganos (extensién e impre-
sién) : corazén, higado, pulmén, rifién, bazo y musculatura de las
extremidades, que se coloreaban con las mezelas de Giemsa y May -
Griinwald y revisaban cuidadosamente.

Tanto para los ratones blancos como para los perros jévenes
y cultivos, destinados a contaminar los sapos, se utilizaban los que
presentaban intensas infecciones.

Lia paralitica general positiva a la inoculacién del T.cruzi, co-
rresponde al caso de infestacién experimental de T. eruzi por cultivos
en su medio especial, obtenido por Bonacci el afio 1930 y cuya
contaminacién parasitaria llegd a valorarse en - .

En todos los exémenes de gotags gruesas de sangre de los batra-
cios, como en log frotis de 6rganos y cultivos no pudimos compro-
bar tripanosomas, asi como ningtn otro protozoario de aquellos que
en determinadas zonas suelen ser parésitos habituales de los sapos:
Haemogregarinas, Lankesterella, etc. No deja de ser interesante
esta falta absoluta de infestaciones parasitarias en estos animales, si
se considera que tanto los sapos como las ranas, han suministrado
importante y numeroso material de protozoarios, cuyo estudio, es-
pecialmente el de los tripanosomas ha servido de base para realizar
interesantes investigaciones sobre morfologia y biologia de estos
flagelados.

La presencia de cualquier protozoario y con mayor razén la de
Trypanosomidae, hubiera complicado nuestra tarea, pues si bien las
formas de la circulacién tan caracteristicas nos hubiere impedido
su confusién con el T. Cruzi, en cambio los elementos de variada
morfologia de los tejidos: formas leshmaniformes, critidioformes,
ete., habria complicado nuestra tarea., En nuestra publicacién del
afio 1930, en colaboracién con Werngren y Pérez, hemos expuesto
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con particular detalle este inferesante capitulo, sobre el que no
insistiremos en esta comunicacién.

Los cuadro A v B que adjuntamos, demuestran claramente, que
en el total de 2381 animales empleados, sélo fueron positivos de
tripanosomas con variable intensidad de infestacién, pero, general-
mente muy marcada, aquellos que correspondian a las lineas deri-
vadas de animales: ratones blancos y perros jévenes sin pasajes
intermedios sobre sapos. Cuando estos ultimos se intercalaban en
las lineas de inoculacién, los resultados fueron siempre negativos.

Con los tubos de cultivo en los medios de Noguchi y Bonacei, que
totalizan 2385, se produce idéntico fendmeno: son positivos todos
aquellos que derivando de otros animales o del hombre no llevan
interpuestos en su trayectoria a los sapos. Los batracios se han
manifestado en todas nuestras numerosas experiencias, como anima-
les absolutamente refractarios a la contaminacién experimental por
el T.cruzi.

Tenemos la impresién que los cuadros que acompabamos, pueden
eximirnos de clertos detalles que alargarian considerablemente nues-
tro relato, asi ha sido nuestra intemecién, que esperamos haber lo-
grado por lo menos en cierta medida.

En las conclusiones del primer trabajo de critica a las observa-
ciones de Nifio, deciamos: « A nuestro modo de ver, las formas
descriptas por Nifio en los sapos inoculados con T.cruzi, han sido
confundidas con fases del eciclo biolégico de otros protozoarios, que
frecuentemente parasitan a estos batracios .

Para entonces — afic 1930 —, no disponiamos sino de los cono-
cimientos derivados de las investigaciones ya citadas al comienzo
de nuestra comunicacién, realizadas por: Rouget, Laveran y Petit,
Fraser, Bruce, etec., con otros tripanosomas de animales de san-
gre caliente, en sus infructuosas tentativas de infestacién a los
animales homoetermos. Ademés y con particular interés para no-
sotros, contamos con el trabajo de Bruni de Bologna, del afo 1926,
que refutaba completamente la tesis sostenida por Nifio desde su
publicacién de 1925.

La documentacién nuestra en contra de la posibilad de lograr
la infestacién en los sapos fué comentada favorablemente por B.
Dias, quien realizé experimentos en ese sentido, confirmando los
de Bruni y los nuestros.

Bste nuevo y definitivo estudio que hemos realizado sobre cuestién
de tanta importancia biolégica, con un ndmero casi diez veces ma-
yor de animales, 241 y 2381 respectivamente, y el valioso auxilio
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que como elemento de confrontacién nos han prestado los medios
de cultivo, empleados con tal profusién, 2835 tubos; asi como el
valor que asignamos al material empleado procedente de una P. G.
P. infestada, robustecen comsiderablemente nuestra opiniéon discor-
dante en todo momento eon lag afirmaciones de F'. Nifio.

No nos mueve y siempre hemos alimentado el justo deseo de acla-
rar la importante cuestién sobre el pasaje del T. cruzi a los sapos,
no sb6lo por lo que se vefiere a este flagelado, sino por la enorme
trascendencia que su comprobacién hubiere significado en el vasto
v complicado terreno de la biologia de los tripanomas. Desde el pri-
mer momento fuimos asaltados por la mas persistente duda, sitna-
cién que inspiré nuestro primer trabajo y nos dié nuevo dnimo para
repetir con mayor amplitud las pruebas experimentales que nueva-
mente y con caracter definitivo damos hoy a conocer.

Nuevamente se afianza en nosotros la certeza que los resultados
de F. Nific adolecen no solamente de fallas por el exiguo mimero
de animales empleados, sino del error que significa utilizar anima-
les, en su caso, sapos, a quienes previamente no se les haya revisado
la sangre en busca de parasitos, o en su defecto echando mano,
como en nuestros experimentos, no sélo de cantidades elevadas de
sujetos de experimentacién sino de elmentos destinados a extremar
la tarea de fiscalizacién.

Por conceptuarlos de reconocida valia y de oportunidad particu-
lar en el problema que hemos estudiado, daremos a conocer el res-
petado eriterio de Wenyon, sobre los cuidados que deben observarse
en la eleccion de sujetos destinados a la experimentaciéon. En el ca-
pitulo titulade « Importance of obtaining Clean Host for Hxperi-
mental Infectations», « Hs esencial wutilizar animales exentos de
infeceién. En el caso de vertebrados es a menudo muy dificil conse-
guirlo, y para este fin es necesario hacer repetidos analisis de sangre
v heces. .. El simple examen negativo directo puede ser insuficiente,
como lo demuestra la frecuencia con que los parasitos pueden cul-
tivarse de la sangre, no obstante no ser visibles en ella. También es
importante la posibilidad de obtener infeecién en otros animales
por la inoculacidn de sangre. Cita el caso de los tripanosomas de
bovinos y ovinos y leishmania en el hombre, en cuyos casos el cul-
tivo es el tinico medio capaz de revelarlos por las siembras de
sangre ».

Damos por terminada nuestra exposicién en la seguridad —exen-
ta de toda jactanecia —, que nuestras investigaciones desvirtdan ab-
solutamente la posibilidad de conseguir la infestacion de los sapos
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por el Trypanosoma cruzi, cualquiera sea la via que se emplee para
la inocculacién, €l origen del virus utilizado y las cantidades e in-
tensidad de infeccién de los materiales elegidos para la contami-
nacién experimental.

ResuMEN Y CONCLUSIONES

1° —- Se inocularon experimentalmente 1.040 sapos de la especie
Bufo arenarum con cepas de Trypanosoma crugi de distintos orige-
nes. casos humanocs de infeccién natural y experimental (P.G.P.);
triatomas contaminados de la naturaleza.

20 — Se¢ emplearon 1.336 ratones blancos y 5 perros jévenes.

39— Log tubos de cultivo utilizados como testigos alcanzaron a
2.835 (medios nutritivos de Noguchi y Bonacei).

4°— Todos los sapos inoculados con las distintas cepas de T.
crugs fueron negativos. En cambio tanto los animales sensibles, como
los cultivos utilizados como testigos, fueron constantemente positivos.

5° — KEstas experiencias en gran escala, prueban definitivamente
que el sapo (B. arenarum) es refractario a la inoculacién experi-
mental del T. cruze.

1%, — We inoculated experimentally 1040 toads of the speciesBu-
fo arenarum with strains of Trypamosoma cruzi of diverse origins:
human cases of natural and experimental infection (P.G.P.); na-
turally infected Triatoma infestans.

2¢ — We used 1.336 white mice and also 5 pups.

3* — The culture tubes used as checks amounted to 2835 (culture
media of Noguchi and Bonacei).

4° — Hvery toad inoculated with the different strains of T'. cruzi
remained negative. On the other hand, the sensitive amimals and
the cultures utilized as checks where constantly positive.

5¢ — These large scale experiments prove definitely that the toad
(B.aremarum) is not susceptible to the experimental inoculation of

T. cruet. i



