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SUMARIO: “A refratariedade das galinhas ao 7. (S.) cruzi, ocorre desde o0 nascimento e
nao é eliminada pela bursectomia hormonal. Noventa e oito pintos de 1 a 15 dias de vida
(normais ou tratados com testosterona) inoculados com o 7. (S.) cruzi foram negativos.
Deste modo, dificilmente a refratariedade poderia ser interpretada como decorréncia de
um “anticorpo natural”, uma vez que a bursectomia provoca uma queda na producao de
anticorpos e das gamaglobulinas. Em cerca de 50% de ovos embrionados (normais ou
tratados com o horménio) foram vistos flagelados do 4.° ao 12.° dia de inoculac¢ado, ob-
servando-se ninhos de amastigotos em alguns embrides. Os pintos nascidos dos mesmos
grupos dos ovos examinados e positivos, foram sistematicamente negativos pelo exame do
sangue. Um deles sacrificado horas depois de nascido, mostrou amastigotos no coracao,
mas esses parasitos pareciam degenerados. Provavelmente, se alguns chegam a evoluir

para tripomastigotos, estes sao destruidos & medida que as células hospedeiras se rompem,
€ assim jamais -sa0 encontrados no sangue circulante.

H A muito é sabido que as aves sao nao atingindo a corrente circulatoria.
refratarias ao T. (S.) cruzi, e isto Neste trabalho sao relatadas as ex-
fol confirmado exaustivamente no tra- periéncias que mostram que a refra-
balho anterior (Nery-Guimaraes, 1972- tariedade ocorre desde o nascimento
6), verificando-se que os parasitos sao e persiste apos a bursectomia, sendo
destruidos no ponto da inoculacio, dificil, portanto, atribui-la & existén-
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cia de um anticorpo natural. Nos ovos
embrionados foram observadas para-
sitemias de intensidade variavel nas
vésperas e até no dia do nascimento,
mas os pintos nascidos dos mesmos
grupos de ovos tém o sangue sistema-
ticamente negativo.

MATERIAL E METODOS

Os ovos usados nas experiéencias eram
de galinhas brancas Leghorn, e deles nas-
ceram os pintos utilizados.

Foram empregadas 2 amostras de “T.
(8.) cruei”: cultivos em meio de agar-san-
gue (NNN) das amostras Y e maf e tripo-
mastigotos metabolicos de sangue hepari-
nado de camundongos infectados com a
amostra Y. Os inoculos foram preparados
ccmo referido no trabalho anterior (6),
mas oS parasitos nao foram contados. AS
inoculacoes nos ovos (0,1 ml) foram feitas
na membrana corio-alantoide; e nos pin-
tos (0,3ml), sob a pele. A pesquisa da in-
feccao nos ovos foi feita pelo exame direto
do sangue, colhido de varios pontos, in-
clusive do coraciao, nos embrioes mortos
ou sacrificados. Em uma experiéncia fo-
ram feitas puncoes nos embridoes através
de perfuracao da casca (imediatamente
parafinada), mas, mesmo assim, 0S em-
brices geralmente morriam. A pesquisa de
infeccao nos pintos foi feita nao sé pelo
exame direto do sangue (3-4 vezes entre o
6. e 0 15.° dia da inoculacao) como tam-
bém, e principalmente, pela inoculacao do
sangue (da veia da asa ou do pesco¢o) em
grupos de 3-4 camundongos recém-nasci-
dos. Estes, por sua vez, tinham o seu san-
oue examinado 3-5 vezes, entre o 6° e o
20.°2 dia da inoculacao. De alguns embrioes
positivos, fol inoculado o0 sangue em gru-
pos de camundongos recém-nascidos, para
verificar g viabilidade dos parasitos depois
de rassados no organismo dos embrioes.
Como a finalidade deste trabalho nao era
demonstrar a adequacao dos ovos embrio-
nados como um meio de cultivo, nao fo-
ram feitas passagens de Ovo a 0vVoO.

Bursectomia — Foi feita pela injecao,
nos embrides, de 0,1 ml de suspensao oleosa
contendo 2,5mg de testosterona.*2 Dez
ovos foram injetados com 0,1 ml de oleo,
sem hormonio. Os o6Orgaos e membranas
corio-alantoides de 10 embrioes positivos
e os Orgaos de 10 pintos recém-nascidos
de ovos inoculados foram fixados em for-
mol a 10%, e os cortes (6y) Iforam cora-
dos pela hematoxilina-eosina (H-E), e
também pelo verde metila-pironina. NOS
embrides de ovos tratados com 0 hormonio
e mortos ou sacrificados, foram pesquisa-
dos resaquicios de bursas, do mesmo modo
que nos pintos recém-nascidos.

RESULTADOS

A — REFRATARIEDADE DE PINTOS
RECEM-NASCIDOS NORMAIS

Foram negativas as inoculacoes
com o0 T. cruzi em 16 grupos de 3-4 pin-
tos, com 4h de nascidos € com dias
sucessivos de vida de 1 a 15 (total de
54 pintos). Nas experiéncias anterio-
res ja tinham sido inoculados pintos
de 20 dias, que também foram nega-
tivos (Nery-Guimaraes, 1972-6).

B — PERSISTENCIA DA REFRATARIE-
DADE APOS BURSECTOMIA

Pintos bursectomizados — OS pintos
nascidos de ovos tratados com o hor-
moénio apresentam edema da cabeca,
rescoco e patas, o qual se absorve en-
tre o0 4.° e 0 6.° dia; eles tém a crista
bem desenvolvida € esboco de esporao.
Mostram-se muito ativos. Com o avan-
car dos dias, verifica-se que eles tém
deficiéncia de crescimento. Aos 25-30
dias, embora com grande desenvolvi-
mento da plumagem (principalmente
asas e cauda), eles tém pequeno porte.
Por exemplo, com 33 dias, 4 pintos

* Durateston “250” - (R) Laboratorio Or-
ganon do Brasil.
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QUADRO I
REFRATARIEDADE AO “T (S.) CRUZI” (AMOSTRAS Y E MAF) DE PINTOS
(DE 4 h DE NASCIDOS E DE 1 A 15 DIAS DE IDADE), NORMAIS (N) E
TRATADOS COM 2,5 MG DE TESTOSTERONA (T)
Inoculo (0,3 ml) Resultados
Numeros de pin-
Tripomas- \ Inoculacoes
tos inoculados Cultivos Cultivos tigotos Exame do sangue
direto do em camun-
maf Y Y ‘ sangue \ dongos
N — 54 9 | 17 25 Negativos Negativos
(180+)
—_ e ——————
T — 44 3 21 20 Negativos Negativos
(156+)
Totais — 98 12 38 45 Negativos Negativos
(336+)
S GO ) DOV U
+ N.os de camundongos inoculados.
QUADRO 1II
INFECCOES EM OVOS NORMAIS (N) E TRATADOS COM 2,5 MG DE
TESTOSTERONA (T) INOCULADOS COM “T. S. CRUZI”
(AMOSTRAS Y E MAF)
Inoculo (0,1 ml) Resultados
Numeros de ovos |
Cultivos Cultivos Tripomas- Exame do Inoculacoes
inoculados mai Y tigotos sangue do sangue
Y Neg. Pos. em camun-
dongos
N — 104 26 58 20 39 30 Negativos
\ (43,5%) (35/106)+
20 16 23 Negativos
(59,0%) (10/46)+
Totais — 153 35 78 40 | 55 5H3 Negativos
\ (49,1%) \ (45/152) --

P—ﬂ

Pos. — positivo. Neg. — negativo.
+ N.° de pintos nascidos/N.° de camundongos inoculados.
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pesaram, em mecdia, 190 g. Pinftos
normais com essa idade, pesam pra-
ticamente o dobro.

Nos grupos de embrioes tratados
com 0 hormoénio aos 6 dias de incuba-
cao a mortalidade € elevada; porém,
nos tratados aos 12 dias, o numero
de nascidos é comparavel ao de ovos
ncrmais. Nestes embrioes, quando
mortos nas vésperas do provavel dia
do nascimento (21 dias) e nos pintos
deles nascidos e mortos ou sacrifica-
dos, nao foi encontrado resquicio de
bursa. Nos embrioes normais de 18-
20 dias, a bursa ja ¢ bem desenvolvi-
da, embora, histologicamente ainda
nao ocorra uma perfeita definicao de
medular e cortical nos foliculos. Nos
pintos nascidos de embridoes normais,
a histologia da bursa é completa. Nos
pintos bursectomizados, nos cortes de
baco, cao raros os foliculos linféides.
A coloragao pelo Brachet mostra po-
breza de celulas pironindfilas nos
centros germinativos. Dos ovos que
receberam apenas 0,1 ml de O4leo
(sem hormonio) nasceram 9 pintos
ncrmais e todos tinham bursa).

Os pintos bursectomizados sao
muito suscetiveis a infscgOes e, em
geral, morrem precocemente.

Inoculacaoc do T. (S.) cruzi em pintos
bursectomizados

a) De 34 ovos de 12 dias de in-
cubacao tratados com o hormonio,
14 embrides morreram nas vésperas
ou no dia provavel do nascimento (21
dias). Dos 20 pintos nascidos, 9 mor-
reram ou foram sacrificados. Dos 11
restantes, 6 foram Inoculados com 1-2
dias de vida e 5, com 5-6 dias de vida;
destes ultimos, 2 foram reinoculados
5 dias depois. A pesquisa da infeccao
fol negativa em todos esses 11 pintos.

b) De 49 ovos que receberam o

hormoénio aos 6 dias de incubacao,

nasceram 24 pintos, dos quais, 2 fo-
ram sacrificados € 1 morreu. Foram
inoculados os 21 pintos restantes: 12
com 3-4 dias de vida; 3 com 7 dias;
3 com 10 dias e 3 com 15 dias. Em
tcdos esses 21 pintos a pesquisa da
infeccao foi negativa.

¢c) De 30 ovos que receberam o
hormonio aos 12 dias, nasceram 16
pintos e 1 fol sacrificado e 3 morre-
ram. Os 12 restantes foram inocula-
dos com 8-9 dias de vida; e em todos
eles, a pesquisa da infeccao fol nega-
tiva.

C — INFECCOES EM OVOS EMBRIONA-
DOS

1 — Inoculacoes do T. (S.) cruci em
OvVOoS normais

a) Foram inoculados 10 grupos
de 6-8 ovos com 6 a 15 dias sucessivos
de incubacao (total de 78 ovos). Cinco
a 8 dias depois da inoculacao, obser-
vou-se a morte dos embrioes na maio-
ria dos ovos, principalmente entre os
mais jovens. Em 1 a 4 ovos de cada
grupo, o exame de sangue dos em-
brioes foi positivo (total de 19). Tam-
bém foram positivos 6 embrioss vivos,
examinados aos 6-8 dias depois da
inoculacao (e com 14 a 18 dias de
incubacao). Nasceram 19 pintos e em
todos eles a pesquisa da infeccao foi
negativa.

b) Foram i1noculados 26 o0vos
com 16, 17 e 18 dias de incubacao.
Nos 3 dias seguintes morreram 8 em-
brioes e 3 deles foram positives. De 6
embrioes vivos examinados no 4.° dia,
2 foram positivos. Nasceram 12 pintos
e em todos a pesquisa da infeccao foi
negativa.
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2 — Inoculacao do T. (S.) cruzi em ovos
tratados com testosterona

a) Vinte ovos de 6 dias de in-
cubacao foram tratados com hormo-
nio, € inoculados no dia seguinte.
Morreram 10 embrioes do 4.° ao 10.°
dia da inoculacao, e 5 deles foram
positivos. Também foram positivos
dois embrioes sacrificados aos 18 dias
de incubacao. Nos 8 pintos nascidos,
a pesquisa da infeccdo foi negativa.

b) De 28 ovos tratados com o
hormonio aos 6 dias de incubacao,
morreram 19 nos 4 dias seguintes. Os
9 restantes, aos 11 dias de incubacao
foram inoculados. Do 4.° ao 6.° dia
da inoculacao morreram 4 e 2 deles
foram positivos. Também foram posi-
tivos 3 embrioes examinados aos 18
dias de incubacao. Nasceram 2 pintos
e neles a pesquisa da infeccao foil
negativa.

c) Vinte ovos de 11 dias foram
tratados com o hormoénio e, conco-
mitantemente, inoculados com T. (S§.)
cruzi. Entre o 4.° e o 6.° dia da inocu-
'lagé,o morreram 8 embrioes e 4 foram
positivos. Aos 18 dias de incubacao
foram examinados 4 embrioes vivos e
todos foram positivos. Ainda aos 18
dias de incubac¢ao foram puncionados
2 embrioes (atraves de perfuracao da
casca, imediatamente parafinada) e
ambos foram positivos. Ambos morre-
ram no dia seguinte e um deles ainda
se mostrou positivo (19 dias). Ainda
nesse dia, 2 novos embrioes foram
puncionadcs € ambos foram negativos.
Entretanto, examinados novamente
no dia seguinte (20 dias), um deles
foi positivo. Aos 21 dias, restavam 3
ovos, um deles examinado na véspera
e positivo. Pronto para nascer, esse
pinto morreu. Os 2 ultimos ovos fo-
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ram puncionados, mostrando-se um
deles positivo (21 dias). Nesse mesmo
dia, esse pinto nasceu, sendo nele ne-
gativa a pesquisa da infeccao,; o outro
morreu na casca.

Com apenas 3 excecoes (repre-
sentadas por 2 ovos inoculados com
cultivos e 1 com tripomastigotos da
amostra Y), os flagelados vistos nos
embrioes eram exclusivamente epi-
mastigotos. Em apenas 3 embrioes a
parasitemia era elevada (6 a 10 por
campo). De 10 embrioes positivos, o
sangue retirado diretamente do cora-
¢cao, sO foi positivo 2 vezes. A impres-
sao0 dominante era que na maioria
dos ovos o0s parasitos encontrados
eram remanescentes do inoculo, e
quando havia infeccao, esta ocorria
geralmente na membrana corio-alan-
toéide, com repercussao na rede vas-
cular vizinha, raramente tendo sido
invadido 0 embriao propriamente dito.
A coloracao pelo Giemsa, confirmou
que os flagelados eram geralmente
epimastigotos, e sua multiplicacao
ccorria fora das células, assim como
nos meios artificiais de cultivo.

No estudo histologico de 10 em-
brioes positivos, foram vistas colonias
de amastigotos tissulares em 2 deles,
principalmente no coracao e figado.
E nos cortes de 10 pintos negativos
(nascidos de ovos 1noculados) foram
vistas colonias de amastigotos no co-
racao de um deles, horas depois de
nascido. Esses parasitos davam a im-
pressao de estarem desgenerados. Em
1 membrana coério-alantdide, também
foram vistos ninhos de amastigotos;
mas, ‘todas as outras examinadas,
eram de aspecto normal.

De 5 embrioes positivos (de gru-
pos diferentes) foi feita inoculacao
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do sangue em 5 grupos de camun-
dongos recém-nascidos e em 3 deles
as inoculacoes foram positivas, quase
sempre em todos os roedores inocula-
dos, demonstrando que os parasitos
eram viaveis depois de passados no
organismo dos embrioes.

Discussao

Foi demonstrado que a refrata-
riedade das galinhas ao T. (S§.) cruz,
existe desde o nascimento. Com efei-
to, a inoculacao de 54 pintos recem-
nascidos foi negativa, inclusive pela
inoculacdo do sangue desses pintos
em camundongos recém-nascidos. No
trabalho anterior (Nery-Guimaraes,
1972) este método diagnodstico foi mais
eficiente que o xenodiagnostico e as
tentativas de cultivo em melos de
agar-sangue.

A refratariedade das galinhas ao
T. (S.) cruzi, nao foi abolida pela bur-
sectomia hormonal “in ovo”: injecao
nos embrioes de 2,6 mg de testoste-
rona. Esta técnica foi empregada pela
suspeita da existéncia de um anti-
corpo natural. Antes do emprego da
bursectomia, varias experiéncias de
inoculacdo de ovos e pintos recém-
nascidos foram feitas paralelamente
e os resultados positivos em varios
ovos € sistematicamente negativos
nos pintos, aparentemente pareciam
apoiar a idéia da presenca de um
anticorpo natural nos pintos, uma
vez que nos embrides nao existiriam
anticorpos. (Goedblced & Southgate,
1969) (¢4). E, por outro lado, Terry
(1957) (8) demonstrava que a refra-
tariedade do “cotton-rat” ao Trypano-
soma vivax era devida a existéncia de
um anticorpo natural. E Warren &

Borscs (1959) (19) concluem pela exis-
téncia, no soro das galinhas, de dois
fatores contra as critidias do T. (§.)
cruzi: UM termo-estivel, que seria um
anticorpo aglutinante e sensibilizan-
te e um termo-libil, que seria 0 com-
plemento.

Como se sabe, a bursectomia in-
terfere com o sistema imunitario
bursa-dependente das aves, determi-
nando, Inclusive, a queda da produ-
cao de anticorpos e gama-globuli-
nas (3°¢9), Entretanto, 44 pintos re-
cém-nascidos de embrioes bursecto-
mizados, foram negativos a inocula-
cao com o T. (S.) cruzi. Estes resulta-
dos nao apoiam a hipotese da exis-
téncia de um anticorpo natural.

Nos ovos embrionados, normais
ou tratados com o hormoénio e ino-
culados com o T. (S.) cruzi, foram en-
contrados flagelados em 435% e
09,0% respectivamente (do 4.° ao 12.°
dia de inoculacao). Observou-se maior
positividade nos embrioes tratados
com 0 hormonio.

De um total de 104 ovos normais,
69 foram examinados e foram encon-
trados flagelados em 30 embrioes (8
vivos e 22 mortos). Trinta e cinco
pintos nascidos dos mesmos gZrupos
de ovos inoculados, foram negativos.
De um total de 49 ovos embrionados
tratados com o hormoOnio e Inocula-
dos com o T. (S.) cruzi, foram exami-
nados 39 ovos e foram encontrados
flagelados em 11 embrioes mortos € em
12 vivos (do 3.° ao 10.° dia da ino-
culacao). Nasceram apenas 10 pintos
e neles a pesquisa da infeccao fol ne-
gativa.

Em alguns ovos inoculados € po-
sitivos (aos 3-4 dias da inoculacao)
o encontro dos parasitos fol interpre-
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tado como traduzindo apenas a per-
manéncia de formas vivas do ino-
culo. Pensou-se também que a infec-
cado seria, em geral, da membrana
corio-alantdide com repercussao nos
vasos vizinhos, que se mostram dila-
tados, conforme ja observara Gana-
pati (1948) (2). Os flagelados encon-
trados eram geralmente epimastigo-
tos. Os tripomastigotos eram raros.
Mas, em dois embrides de 10 examai-
nados histologicamente, a infeccao
foi indiscutivel, com invasao tissular
(principalmente no coracgao € figado)
com a formacao de colonias de amas-
tisotos. Em um pinto horas depois de
nascido, também foram encontrados
amastigotos no coracao, mas e€sses
parasitos pareciam degenerados. De
qualquer modo, nao foram vistos nos
pseudocistos nem epimastigotos e nem
tripomastigotcs, e estes também nao
foram vistos na unica membrana que
se mostrou parasitada. |

Mesmo dos dois embrioes com
invasao indiscutivel dos parasitos, O
cangue retirado diretamente do cora-
cao s6 foi positivo em um deles. Por
cutro lado, no unico pinto de horas
de vida com amastigotos no miocar-
dio, ndo foi constatada parasitemia.
Portanto, a presenca dos parasitos no
sangue dos embrioes, parecia resultar,
scbretudo, de mulitiplicacao extracelu-
lar, o que € corroborado pelo encon-
tro freqiiente de epimastigotos em
divisao binaria.

Todos os pintos nascidos de ovos
incculados, foram negativos. No en-
tanto, eles provinham dos mesmos
arupos de ovos que tinham mostrado
flagelados no sangue em cerca de
509% (inclusive 6 ovos com 18 dias de
incubacio, 2 com 19 dias, 2 com 20

dias e 1 com 21 dias, horas antes de
nascido). Infelizmente, mesmo usan-
do do recurso da puncao assetica, os
embrides quase sempre morriam. S0
foi conseguido o nascimento de um
pinto demonstrado positivo como em-
brido. Porém, é muito provavel que
tenha havido infeccdo em varios em-
brides daqueles nao examinados, (pa-
ra assegurar o hnhascimento, € que
foram negativos depois de nascidos.

Algo deve ocorrer no lumiar do
nascimento que torna o organismo
das aves, desfavcravel a permaneéncia
dos parasitos. Eles desaparecem do
sangue, onde podem ser vistos ate 12
dias da inoculacao. E aqueles que
conseguiram atingir a intimidade dos
6rgaos, transformam-se em amastigo-
tos e se multiplicam, mas aparente-
mente, sdo destruidos antes da com-
pleta evolucdo para tripomastigotos.
Se, excepcionalmente, alguns destes
chegam a ser formados, sao pro-
vavelmente destruidos a medida que
as células hospedeiras se rompem; €
csta seria a razdo por que ndo sao
encontrados no sangue circulante.

As tentativas de cultivo do T. (S.)
cruzi em ovos embrionados (1939-
1960), apresentam desde resultados
negativos até o éxito mais ou menos
completo. (Bibliografia em Pipkin,
1969) (7). Conejos (1948 (1) fol o que
teve maior sucesso. Inoculou embrioes
de 10 dias com culturas, e 4 dias de-
nois encontrou ninhos de amastigo-
tos nos o6rgaocs. Com a inoculacao de
embridoes de 5-6 dias, obteve flagela-
dos no sangue, a partir dos 10 dias
da inoculacdo. Nos pintos recém-nas-
cidos, o exame direto do sangue fol
negativo (intensivo exame a fresco e

em gota grossa) mas, um Xxenadiag-
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nostico de um pinto de 1 dia foi po-
sitivo. O exame histolégico de pintos
sacrificados em dias sucessivos mos-
trou colonias de amastigotos em VA-
rios orgaos, até o 7.° dia.

Em 1960, Pipkin () retomou o
assunto e conseguiu invasio tissular
€m um pequeno numero de embrioes,
mas nao obteve evidentes infecces
sanguineas. Judiciosamente desacon-
selha a inoculacao do T. (S.) cruzi em
ovos embrionados como um meio ade-
quado de cultivo.

Os nossos resultados estio em
desacordo parcial com os de Conejos
(1948) (!). Com efeito, ele ndo encon-
trou parasitemia nos pintos recém-
nascidos, mas observou amastigotos
tissulares em pintos de até 7 dias de
ldade. Como é referida a presenca de
“leishmanias, critidias ‘e tripanoso-
mas”, ao contrario de nés, esse autor

teria observado completa evolucio nos

ninhos de multiplicacdo. Por outro
lado, Conejos (1948 (}) diz ter conse-
guldo infeccao em um pinto recém-
nascido (ninhos de amastigotos no
baco) de um grupo inoculado. Como
vimos, nas nossas experiéncias, desde
horas de nascidos, os pintos ja sio re-
fratarios.

Conclusoes

Fol verificado que a refratarie-
dade das galinhas ao T.(S.) cruzi
ocorre desde o nascimento: a inocula-
cao de 54 pintos recém-nascidos, foi
negativa. Verificou-se também que a
refratariedade persiste apds a bursec-
tomia hormonal (injecio nos ovos
embrionados de 2,5 mg de testostero-
na): a inoculacao de 44 pintos bur-
sectomizados, também foi negativa.
Portanto, dificilmente a refratarieda-
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de poderia ser interpretada como re-

sultado da presenca de um “anticor-
po natural”, considerando que a bur-
sectomia determina uma queda na
producao de anticorpos e gamaglo-
bulinas.

Em 153 ovos embrionados (nor-
mais ou tratados com testosterona)
e Inoculados com o T.(S.) cruzi, foi
cbservada parasitemia do 4.° ao 12.°
dia da inoculacdo em cerca de 50%
deles. Entretanto, os pintos nascidos
dos mesmos grupos de ovos, foram
sistematicamente negativos. Como fo-
ram encontrados embrioes positivos
na veéspera e até no dia do nascimen-
to, € muito provavel que entre aque-
les nao examinados, e que deram nas-
cimento aos pintos negativos, tam-
bém existissem alguns positivos. Co-
mo nenhum pinto recém-nascido
apresentou parasitemia, algo deve
acontecer no limiar do nascimento,
que torna o organismo das aves, des-
favoravel & permanéncia dos para-
sitos.

A impressao dominante era que
em varios embriGes positivos, os para-
sitos eram remanescentes do indculo.
Pensou-se também, que a infeccao
ccorria principalmente na membrana
corio-alantdéide com repercussdo na
rede vascular vizinha, uma vez que o
sangue retirado diretamente do cora-
¢cao, raramente foi positivo. Porém,
histologicamente, apenas uma mem-
brana mostrou-se parasitada, com ra-
ros pseudocistos de amastigotos. Tam-
bém foram raros os embrides invadi-
dos, com multiplicacdo dos parasitos
nos orgaos internos, principalmente
coracao e figado. Esses amastigotos
tissulares podem permanecer por al-
gum tempo nos pintos recém-nasci-
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dos, mas, aparentemente, degeneram.
Se, excepcionalmente, eles chegam a
eveluir para tripomastigotcs, estes
sao provavelmente destruidos assim
que as celulas hospedeiras se rom-
pem; e esta seria a razao por que OS
flagelados nao aparecem no sangue
circulante. Uma vez que € rara a pre-
senca de amastigotos, quer na mem-
brana corio-alantdoide, quer nos or-
ga0s embrionarios, a maioria dos pa-
rasitos vistos no sangue dos embrioes
(e que nao eram remanescentes do
indculo) eram resultantes de multi-
plicacao extracelular. Foram vistos
epimastigotos em divisao binaria.

RESUME ET CONCLUSIONS

L’etat réfrataire des oiseaux au
Tripanosoma (Schizotrypanun) cruzi
I[I — Résistance des poulets juste
aprés la missance et persistance de
’etat réfrataire aprés la bursectomie.
Infections dans les oeufs embryonnés.

On a été verifié que la résistance
des poulets au T. (§.) cruzi existe juste
apres la naissance: I'inoculation de 54
pculets fut negative. On a été verifie
aussi que la résistance persiste apres
la. bursectomie hormonelle (injection
dans les ceufs embryonnés de 2,5 mg
de testosterone): l’inoculaticn de 44
poulets bursectomisés fut aussi nega-
tive. Pourtant, c’est tres difficile
d’expliquer la résistance comme le re-
sultat de la présence d'un “anticorp
naturelle”, on a considerant que la
bursectomie provogque une chute dans
la preduction d’anticorps.

En 153 oeufs embryonnés (nor-
males ou traités avec testosterone)
inoculés avec le T. (S.)cruzi furent

observées des infections de variable
intensité en environ 50% des em-
bryons. Cepandant, les poulets qui
ont été nés de les mémes groupes
d’oeufs furent negatives. Comme on
a été observé embryons positives jus-
q’aux 21 jours d’incubation, c’est
beaucoup probable que quelques unes
de celui-la non examines et qui don-
nent naissance a ces poulets on eté
positives. Et comme ces poulets ne
présentent pas de parasithemie, c’est
probable que dans le seuil de la nais-
sance quelque chose arrive qui fait
’organisme des oiseaux deéfavourable
3 ’existence des parasites.

L’impression dominant fut qui
dans le majeur numéro des embryons
positives les parasites proviennent de
I'inoculum et aussi d’infections dans
la membraine chorion-allantoide avec
répercussion dans le réseau vasculal-
re circundant. Mais, une membraine
seulement fut rencontrée infectée par
amastigotes tissulaires.

Il n’y a pas aucune doute que
plusieurs embryons ont été infectes
avec multiplication des parasites dans
les tissus. Cepandant, les amastigo-
tes résultants pouvent persister par
quelque temps dans les poulets nou-
velles-nés mais, apparenment, ils de-
cenérent et, exceptionellement, com-
pletent evolution par trypomastigo-
tes. Et quand celle-ci est accomplis
les flagellés sont détruits lorsque 'les
cellules parasitées se rompent, raison
pour l’aquelle les flagellés ne sont
pas rencontrés dans le sang circulant.
La parasithemie des embryons c’est
résultant principallement d’'une mul-
tiplication extracellulaire. Figures de
epimastigotes en division binaire sont
beaucoup fréquent.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

The refractory state of birds toward
the Trypanosoma (Schizotrypanum )
cruzi. 11 — The refractory state
begins at hatching and persists after
bursectomy. Infections of
embryonnated eggs.

It has already been shown that
the refractory state of chickens to-
ward “T. (S.) cruzi” appears early at
time of hatch. Fifty-four normal
newly hatched and inoculated chicks
were negative. It has also been veri-
fied that this refractory state per-
sists even after hormonal bursectomy
(eggs being injected with 2.5 mg of
testosterone). Forty-four bursecto-
mized and inoculated newly hatched
chicks were negative. If we consider
the fact that bursectomy causes a
deficiency in the production of anti-
bodies and gammaglobulins, the re-
fractory state seems not to occur on
account of a “natural antibody”.

Inoculations of “T. (§.) cruzz” made
in 1583 eggs (normal or
with testosterone) produced infect-
ions of variable intensity in about
00% of them. Although chicks newly
hatched from the same groups were
always negative.

As we have some embryos to be
positive until the 21st day of incubat-

treated .

ion it seems probable that some of
those not previously examined and
from which these chicks were hatched
might have been positive tco. Never-
theless, all of them have not parasi-
themia. So, something happens near
the time of hatch that turns the
organisms of birds an unfavorable
environment to the parasites.

The most impressive idea is that in
several of the positive embryos the
parasites found were remainders of
the inoculum and resulting of the
infection of the chorioallantoic mem-
brane and its surrounding blocd
vessels.

However there is no doubt that
in some embryos invasion of tissues
by the parasites definetely occured
with amastigote multiplication forms
specially in the heart and liver. These
amastigotes could persist for some-
time after hatching but it seems that
they degenerated and only excepcio-
nally could accomplish its evolution
to trypomastigote forms. And even
when this happened the flagellates
were destroyed as soon as the host
cells burst. Probably that is the rea-
son why they were not met in the
peripheral blood. Parasithemia of the
embryos results mainly of extracellu-
lar multiplication. Epimastigotes in
binary division are very frequent.
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