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RESUMEN

La Enfermedad de Chagas es una de las enfermedades parasitarias con mayor relevancia
en el continente americano, desde su descripcion a principios del siglo pasado ha sido motivo de
estudio de muchos investigadores a lo largo y ancho de América. Venezuela, ha contribuido de
forma importante con numerosos trabajos realizados en torno a este tema en diversas regiones del
pais. En el oriente, con excepcion de los estados Anzoategui y Monagas la informacion
concerniente a la enfermedad de Chagas es escasa, el estado Sucre no escapa de este grupo, por
esta razon, y tomando como referencia la evidencia de infeccion natural en mamiferos reservorios
aunado al aumento de casos de esta enfermedad en este estado, se plantea como objetivo de esta
investigacion la caracterizacion parasitologica de Trypanosoma cruzi obtenidos de Didelphys
marsupialis procedentes de tres comunidades rurales ubicadas en la poblacion de Cumanacoa al
sur de dicha entidad. Para el estudio se capturaron por medio de trampeo, siete D. marsupialis en
las comunidades de "San Juanillo", " Los Dos Rios", "Quebrada de Maurate", “Los Cedros” y
“Aricagua”, los cuales fueron trasladados al laboratorio del Centro de Medicina Tropical de la
Universidad de Oriente en el niicleo de Anzoategui, donde se les practicé andlisis parasitoldgico a
cada animal (examen de sangre al fresco, frotis de sangre periférica y xenodiagndstico natural),
determinandose la infeccion natural por T. cruzi en 42.85% de los rabipelados capturados (3/7).

Los tres aislados obtenidos de los D. marsupialis por medio de xenodiagnostico natural
utilizando ninfas en estadio III y IV de Rhodnius prolixus, previamente identificados, fueron
inoculados intraperitonealmente a un lote de cuatro ratones albinos cepa NMRI (por cada aislado
identificado) para su posterior caracterizacion parasitologica (periodo prepatente, curva de
parasitemia, mortalidad y tropismo celular). Para los tres aislados, se obtuvo un promedio de
parasitemia de 1.87 x 10° trip/ml (para un n = 12 ratones) y una media de 15.3 dias en cuanto a
periodo prepatente. El histotropismo exhibido fue de 40 % (8/20) para el aislado RAS, 30 %
(6/20) para el aislado LES y 60 % (12/20) para el aislado LER; observandose mayor niimero de
pseudoquistes en musculo cardiaco, musculo esquelético, estomago, intestino delgado y grueso,
pancreas e higado, entre otros tejidos. La mortalidad fue de 100 % para los animales de
experimentacion infectados con los aislados estudiados. Es importante destacar que después de
haber realizado una revision bibliografica exhaustiva no se encontraron trabajos de investigacion
similares en instituciones de esta entidad, so6lo se encontr6 informacion aportada por
Epidemiologia Regional de Sucre acerca de datos estadisticos serologicos de dicha patologia que
reflejaban seropositividad de al menos un caso de 2001 a 2005 y de un promedio de cuatro
muertes anuales durante el periodo 2001 a 2007. Por lo cual, cabe destacar, que esta serd la
primera caracterizacion de cepas de T. cruzi en reservorios mamiferos en el estado Sucre.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiosis Americana es una entidad causada por el
protozoario hemoflagelado del orden kinetoplastida conocido como Trypanosoma cruzi, descrita
en el afio 1909 en la poblacion de Minas Gerais (Brasil) por el Dr. Carlos Chagas, quien en 1911,
la describe como una enfermedad progresiva, cronica y debilitante que afecta la salud, bienestar
y productividad de un gran nimero de seres humanos y representa un problema de salud publica
en América Latina (Dias, 1993).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que existe entre 16 y 18 millones de
personas infectadas en el continente americano, desde el estado de Illinois (EEUU) hasta la
provincia de Chubut (Argentina) y que aproximadamente 90 millones de personas viven en zonas
de riesgo de sufrir la infeccion. Esta ocurre por el contacto de heces u orina de insectos
hemipteros hematdfagos (Reduviidae, Triatominae), pertenecientes a los géneros Rhodnius,
Triatoma y Panstrongylus, infectados con T. cruzi con la piel con soluciones de continuidad
(heridas o excoriaciones) o por exposicion de las mucosas tanto de humanos como de otros
mamiferos con estas heces (Afiez y col, 1999) (Fig. 1).

A través de estudios paleoparasitologicos se ha evidenciado la presencia de ADN de
tripanosomas en momias pre-colombinas en Chile y Pert, lo que demuestra la existencia de éste
parasito hace mas de 2000 afos, a partir de este periodo se dispers6 la enfermedad por todo el
continente americano, especificamente por medio de focos de enzootia silvestre y algunos focos
aislados del ciclo doméstico alcanzando el maximo durante el siglo XX. Los ecosistemas
primitivos de este pardsito son muy diversos, encontrandose en los desiertos norteamericanos,
selvas amazonicas y atlantica (Dias, 1993, Ramirez y col, 2004).
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Desde su descubrimiento a principios del siglo pasado, se caracterizd por ser una
enfermedad tropical propia del medio rural, sin embargo, en la actualidad se ha extendido hasta
poblaciones urbanas. Esta enfermedad, es una de las mas serias parasitosis en Latinoamérica,
debido a su gran impacto social y econdmico (Mosca y Bricefio, 1993).

T. cruzi es un pardsito unicelular que alterna su vida entre dos hospedadores, uno
invertebrado y otro vertebrado, presentando un ciclo de vida diheteroxeno. En relacion a la
posicion relativa entre el nucleo y el kinetoplasto, se definen las siguientes formas evolutivas para
los tripanosomatideos: el amastigote, forma esférica u ovalada, carece de flagelo libre; esta es la
forma replicativa en el mamifero y de localizacion intracelular, el epimastigote, forma elongada
en la que el flagelo se origina proximo y por delante del nucleo, emerge por un costado del
cuerpo arrastrando la membrana citoplasmdtica en un corto trayecto dando la imagen de una
membrana ondulante corta que se libera por el extremo anterior. El tripomastigote, forma
elongada con el kinetoplasto situado por detrds del nucleo; el flagelo nace en su proximidad y
emerge por un costado del cuerpo, se libera por el extremo anterior creando la imagen de una
membrana ondulante de importante extension; este estadio estd presente en la circulacion del
mamifero (tripomastigote circulante o sanguicola) y en la ampolla rectal del vector
(tripomastigote metaciclico). También se puede encontrar una forma llamada esferomastigote en
el estdmago del insecto vector y en determinadas situaciones experimentales in vitro (Rodriguez
y col, 2004).

El comportamiento del parésito puede estar influenciado por el microambiente celular del
hospedador o del reservorio, lo que ha incrementado la tendencia a realizar caracterizaciones de
las diferentes cepas de T. cruzi. Asi mismo, uno de los problemas planteados consiste en
investigar si existen diferencias significativas entre la presentacion de los cuadros clinicos y la
respuesta de los pacientes al tratamiento, debidas al comportamiento bioldgico de las cepas que
prevalecen en cada area geografica o a las diferencias genéticas entre las poblaciones humanas
susceptibles. Partiendo de lo anterior se describe la importancia de realizar la caracterizacion
biologica, bioquimica y molecular de este parasito, debido a la variabilidad existentes entre
cepas, con la finalidad de correlacionarlos con los hallazgos clinicos y epidemiologicos
(Andrade, 1985).

El ciclo de vida del T. cruzi en el hospedador invertebrado se inicia cuando el vector
ingiere la forma tripomastigote presente en la sangre de los mamiferos infectados,
transformandose a esferomastigote en y epimastigote en intestino medio (fases replicativas), y en
tripomastigote. Estos se adhieren al intestino medio y posterior, asi como a la capa cuticular del
epitelio de la glandula y el saco rectal, (lo que puede observarse ocho dias después de la
infeccion), las células intestinales se rompen producto de la multiplicacion liberandose todas las
formas, siendo el tripomastigote metaciclico la forma infectante para el hospedador mamifero. El
parasito en sus distintas fases es eliminado por el insecto en las heces, penetrando al hospedador
y en las células, se transforma en amastigote, otras formas flageladas intermedias y
tripomastigote, todas son liberadas al torrente circulatorio, llegando a sobrevivir sélo el
tripomastigote (De Scorza y col, 1984) (Fig. 5).
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El hombre adquiere la infeccion a través de las heces del vector, generalmente de las
especies: Rhodnius prolixus, Triatoma maculata y Panstrongylus geniculatus; el primero
considerado como el principal vector en Venezuela, por domiciliarse, el segundo peridomiciliar y
el tercero es un vector silvestre. Se han documentado otras formas de transmision por T. cruzi, a
través de transfusiones sanguineas, via oral, accidentes de laboratorio y por via transplacentaria.
La transmision vertical de la infeccion chagasica se produce en cualquier fase de la infeccion
materna y sostiene que el riesgo de transmision de T. cruzi es mayor en la fase aguda de la
enfermedad (Bittencurt, 2000, Feliciangeli y col, 2004).

La transmision via oral de la enfermedad de Chagas se produce a través de la ingestion de
triatominos infectados por animales silvestres (Dias, 1933; Dias, 1935). Por su parte Talice
(1944); Torrico (1950); y Diaz-Ungria (1965) confirmaron la posibilidad de transmision de T.
cruzi por via oral, en diferentes animales, a través de la ingestion de heces de triatominos,
mientras que Jansen y Deane (1985) relatan la infeccion por trypanosoma presente en glandulas
anales de Didelphys marsupialis, por lo que es considerado un vector del parasito, mediante la
ingestion de alimentos contaminados con las deyecciones de dichas gldndulas o cuando éstas
entran en contacto directo con las mucosas de otros animales o el hombre, lo que explica la
existencia de casos de tripanosomiasis en ausencia de especies de triatomineos (Deane y col,
1986); (Di Primio, 1965). Asi mismo en 1990, en un brote de enfermedad de Chagas en el estado
de Paraiba, se atribuyo a la transmision oral por el consumo de jugo de cafia contaminado
(Shikanai-Yasuda M y col, 1991). En el afio 2007 en Venezuela, se present6d un brote de Chagas
agudo, por contaminacion de alimentos (jugos de frutas) en una escuela del Municipio Chacao
(Martin, 2008).

Entre los reservorios vertebrados de esta enfermedad, el Didelphys marsupialis es de
suma importancia epidemiologica, por su amplia distribucion geografica en el neotrdpico, por su
elevada frecuencia de infeccion natural con T. cruzi, y por la comunicacion que establece entre
los focos domésticos y selvaticos de la enfermedad. Este es un animal frecuente en el
peridomicilio y que incluso penetra en las viviendas (Pifano, 1986), actuando tanto como
reservorio como transmisor directo de la enfermedad. Se ha encontrado un doble ciclo bioldgico
del parasito a nivel del lumen de las glandulas perianales de D. marsupialis infectados
experimentalmente. Las fases del parésito en dichas glandulas son similares a las que se producen
en el tracto intestinal de los triatomineos, en cuanto a su morfologia e infectividad para el
mamifero (Deane y col, 1986).

A través de técnicas histoquimicas y moleculares se ha demostrado la persistencia de
amastigote de T. cruzi en algunos tejidos, durante las fases aguda y crdonica de la enfermedad,
concluyendo que a nivel sanguineo existe baja parasitemia pero con la produccion de dafio a nivel
organico provocado por el parésito, tanto al inicio como en los periodos tardios de la enfermedad.
Los tejidos que con mayor frecuencia invade el T. cruzi. durante la enfermedad son: fibra
muscular cardiaca, esquelética y lisa del tracto digestivo, las placas neuromotoras y los drganos
del sistema fagocitico mononuclear como: higado, bazo, médula dsea y ganglios linfaticos; todo
ello varia de acuerdo a la cepa del parésito y su invasion preferencial (Afiez y col, 1999). De
igual forma se ha observado una marcada variabilidad en el tropismo tisular, como también en la
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patogenicidad provocada por algunas cepas de T. cruzi. lo que explica el fendémeno de
paninfectividad (Lenzi y col, 1996).

La enfermedad transcurre inicialmente con una elevada parasitemia correspondiente a la
fase aguda, la cual puede estar limitada por la respuesta inmune del hospedador o desencadenarse
aceleradamente; esta fase puede o no presentarse con sintomatologia, cuando ésta se hace
evidente, puede ser muy variada, con signos de entrada como el de Mazza-Romana o chagoma de
inoculacion, ademds de manifestaciones sistémicas comunes a otras enfermedades. En esta etapa
las manifestaciones clinicas son mas frecuentemente observadas en menores de edad, donde la
enfermedad puede ser mortal. En el adulto se pueden observar casos de mortalidad, pero con
mayor frecuencia puede pasar desapercibida o presentarse en forma moderada. Una vez superada
esta etapa los individuos infectados pasan por un periodo sin sintomatologia clinica, llamada fase
indeterminada o asintomatica con niveles de parasitemia baja. En la ultima etapa de la
enfermedad o fase cronica, los pacientes presentan niveles subpatentes de parasitemia, lo que
dificulta en gran medida el diagnostico parasitolégico con signos y sintomas de miocardiopatia
cronica (Afnezy col, 2001); (Rodriguez y col, 2004).

Al sur del continente, ademds de las alteraciones cardioldgicas se pueden observar un
sindrome de dilatacion de visceras siendo las mas frecuentes las dilataciones de colon y esofago,
conocidas por el desarrollo de megacolon y megaesdfago respectivamente, entre otros mega
sindromes (Rodriguez y col, 2005).

Segtin el Banco Mundial en 1993, la morbilidad por la enfermedad de Chagas ocupa el
cuarto lugar en orden de importancia después de las enfermedades respiratorias, las diarreas y la
infeccion por virus de inmunodeficiencia humana y el primer lugar en el grupo de las
enfermedades tropicales (Dias y Schofield, 1999). Actualmente, la tendencia a la urbanizacion de
endemias en virtud de movimientos migratorios que derivan del modelo urbano-industrial, en
progresion del empobrecimiento de areas rurales latinoamericanas, favorecen a que crezcan los
mecanismos de transmision del parasito (Felicangeli y col, 2004).

En Venezuela, esta patologia es endémica en las zonas rurales de la mayor parte del
territorio nacional, siendo especialmente importante en los estados Lara, Barinas, Monagas y
Portuguesa (Afiez y col, 1996). En la actualidad se mantiene endémica mayormente en zonas
cafetaleras después de casi cuatro décadas de control vectorial (Aché, 1993) (Fig. 2).

Se ha estudiado ampliamente en el pais el tropismo del T. cruzi, por diferentes tejidos del
hospedador experimental, ente los cuales, caben destacar; Camargos y col. (2000); Morocoima y
col. (2002); Avila y Hernandez (2006); Morocoima (2006) y Souki y Dommar (2007), quienes
concuerdan con el cardiotropismo marcado del parasito, asi como con la escasa presencia de
neurotropismo por los aislados de sus estudios.

Durante los afios 60’s a 80’s, Venezuela contribuy6 en la reduccion progresiva de la
infestacion mediante el uso de insecticidas, durante una época importante de la historia de la
enfermedad. Esto se tradujo en un impacto favorable en términos de la prevencion primaria y
secundaria de la enfermedad de Chagas (Aché y Sifontes, 1995). Sin embargo, en la actualidad
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estas medidas sanitarias no estdn siendo aplicadas por los entes gubernamentales, debido a
reducciones econdmicas y a politicas sanitarias no acordes con las necesidades de la poblacion, lo
que ha favorecido el proceso de colonizacion del ambiente doméstico por parte de los
triatomineos que suele iniciarse en el area peridomiciliar estrechamente ligados a la fuente de
ingesta sanguinea, como lo es el caso de cobertizos que albergan animales, entre estos se citan
gallineros, establos, gatos, roedores y marsupiales (Lugo, 1997).

Se han descrito los vectores del Chagas presentes en todos los estados del pais, de esta
forma se encuentran a las especies R. prolixus, T. maculata, P. geniculatus y Triatoma
nigromaculata como los existentes en el estado Sucre, implicados en la transmision de la
enfermedad en esta entidad. Se conoce que las viviendas rurales en el pais y por tanto en Sucre
son en gran parte construcciones con paredes de barro arcilloso y listones de madera seca, piso de
tierra y techo que puede ser de palma, hojas de arroz, carrizo, paja o cogollos de cafia o paredes
de bloque sin frisar con techo de zinc o techos prefabricados y barras de madera seca, que sirven
como albergues y criaderos para las especies ya citadas y para diferentes tipos de insectos (Otero
y col, 1975).

Seglin datos suministrados por Epidemiologia Regional del estado Sucre del afio 2007,
serologicamente se diagnostica al menos un caso de Enfermedad de Chagas por afio, desde el
2001 al 2007 se ha incrementado la mortalidad de ocho a catorce muertes sélo en el municipio
Montes, cabe destacar que muchos casos no son diagnosticados y por ende no tratados ni forman
parte de las estadisticas, contribuyendo a que exista un subregistro epidemiologico
(Epidemiologia Regional del estado Sucre, 2007)

Las caracteristicas epidemiologicas de la enfermedad de Chagas en el estado Sucre vienen
dadas por las condiciones geograficas y climatoldgicas de la zona, por la extensa distribucion de
vectores y la variedad de reservorios representados por animales domésticos, peridomésticos y
silvestres, ademas de las evidentes relaciones de la infeccion humana y animal con los reduvideos
naturalmente infectados, haciendo que ésta patologia adquiera relevancia en ambientes rurales.
Factores asociados como la disponibilidad y tipo de vivienda sin duda constituyen elementos
fundamentales en la prevalencia de esta enfermedad juntamente con la baja condicion
socioeconomica distribuida en la mayor parte de la poblacion sucrense, aunado al crecimiento de
estas poblaciones que extiende atin mas la construccion de hogares insalubres y las condiciones
de pobreza que hacen de este estado uno de los mas pobres de Venezuela, problematica a la cual
no escapa la comunidad de Cumanacoa.

Después de haber realizado una revision bibliografica exhaustiva, no se encontraron
trabajos de ésta indole en la entidad, de igual forma son escasos los aportes existentes acerca de
la enfermedad de Chagas, debido a que la informacion a la que se puede acceder es de tipo sero-
epidemioldgica. Por los motivos antes expuestos y sumados a los datos de mortalidad ya descritos
donde se evidencia el mayor incremento en las cifras de muertes a causa de esta patologia, se
considera al municipio Montes del estado Sucre como una zona de relevancia para realizar esta
investigacion orientada a caracterizar aislados de T. cruzi, obtenidos de reservorios procedentes
de la localidad y observar el comportamiento bioldgico en modelo murino para realizar el andlisis
comparativo con la evolucion de la enfermedad en el hospedador humano y de esta manera
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contribuir eficazmente al aporte cientifico y asistencial a través de los hallazgos obtenidos de esta
investigacion, de forma que brinde informacion epidemioldgica actualizada a estudiantes, entes
gubernamentales, profesores, médicos e investigadores del estado Sucre y de Venezuela como
contribucion a futuras investigaciones.
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Caracterizar parasitologicamente aislados de Trypanosoma cruzi, obtenidos de Didelphys
marsupialis (rabipelados) provenientes de Cumanacoa, municipio Montes, estado Sucre.

1.2 Objetivos Especificos

Determinar la infecciéon natural por T. cruzi en Didelphys marsupialis procedentes de
Cumanacoa, municipio Montes, estado Sucre.

Caracterizar parasitologicamente aislados de T. cruzi obtenidos de Didelphys marsupialis
provenientes de la localidad de Cumanacoa, municipio Montes del estado Sucre, en cuanto a
periodo prepatente, parasitemia, tropismo tisular y mortalidad.
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METODOLOGIA

2.1. Tipo de investigacion

Se trata de una investigaciéon de tipo exploratoria, puesto que se destacardn aspectos
fundamentales de Trypanosoma cruzi en el estado Sucre, como tropismo tisular y virulencia. Al
mismo tiempo pertenece al tipo experimental, debido a la manipulacion de wvariables
experimentales no comprobadas.

2.2. Materiales y equipos

Adhesivo

Acido picrico

Alcohol isopropilico 70% v/v
Alfileres

Algodoén

Anime

Aserrin

Bisturi nimero 15

Bolsas de plastico

Cémara fotografica digital
Cajas de carton y plasticas
Cartulina

Cassetes para biopsias

Cebo universal

Coloracion hematoxilina-eosina
Cilindro graduado 100ml
Formalina al 10%

Frascos de vidrio

Gasa

Guantes

Giemsa

Heparina sodica

Inyectadotas de 1ml
Inyectadotas de Sml

Hisopos

Laminas cubreobjetos
Laminas portaobjetos
Microscopio binocular Olympus
Micrétomo marca Slee
Parafina
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Pinzas de diseccion
Ratones cepa NMRI
Solucion fisioldgica 0,9%
Tijeras de diseccion
Trampa jaula Tomahawk

2.3. Area de estudio

El estado Sucre se encuentra ubicado en la region nororiental de Venezuela, limitando por
el norte con el Mar Caribe, al sur con los estados Monagas y Anzoategui, al este con el Mar
Caribe y al oeste con el Mar Caribe. Geograficamente esta localizado a: 10° 38’ 44" de latitud
Norte y 63°2'20” de longitud Oeste, posee una superficie de 11.800 Km?, representando el 1,29
% del territorio nacional, décimo segundo estado con menor superficie del pais. Cuenta con una
poblacion estimada de 902.703; habitantes 3,34 % del total nacional, siendo el décimo estado con
mayor poblacion del pais y su densidad de poblacion es de 76,50 hab/km® (Instituto Nacional de
Estadistica 2006) (Fig.3 y 4).

El estado Sucre presenta varios tipos de relieve, un relieve montafioso compuesto por el
sistema del Turimiquire, paisaje muy abrupto con fuertes pendientes y alturas que alcanzan los
2500 m, y el sistema montafioso de la peninsula de Paria, formado por colinas mas suaves y
menos elevadas, y entre estos dos sistemas se ubica un conjunto de valles aprovechados para el
asentamiento humano y las actividades agricolas. El Litoral se caracteriza por una costa de
hundimiento, muy profunda con algunos sectores de fuertes acantilados y otros de costa arenosa,
la costa de las peninsulas de Araya y Paria es rocosa y rectilinea, con una extension de 370 km, al
sur de las peninsulas, se abren los golfos de Cariaco y de Paria los cuales conforman una especie
de mares interiores; al sureste del estado, las tierras son planas, de escasa pendiente y con drenaje
insuficiente, lo cual las ha convertido en llanuras cenagosas. El estado Sucre presenta un clima
tropical con una temperatura media anual de 26,8°C y la precipitacion es de 360 mm, esos valores
tienen variaciones importantes determinadas por la altura, la proximidad al mar, la accion de los
vientos y las perturbaciones atmosféricas. La vegetacion se puede clasificar en tres tipos: la zona
costera presenta vegetacion de corteza gruesa y espirales; la zona de Paria y la Serrania de
Turimiquire muestra cobertura vegetal boscosa; en tanto que al sureste se desarrollan especies
vegetales conocidas como manglares al igual que en areas de desembocadura de rios, a lo largo
del litoral, desde Arapo hasta la Peninsula de Araya, encontramos un area de bosque xerdfilo.
(Instituto Nacional de Estadistica, 2006).

El estudio se realizd con especimenes capturados en el municipio Montes del estado
Sucre, ubicado en un valle al suroeste del estado, cuya capital es Cumanacoa, localidad situada a
55 km de la capital Cumana, tiene una superficie de 1080 km? y estd emplazadaa 10° 14° de
latitud Norte, 63° 55’ de longitud Oeste a 245 metros sobre el nivel del mar y posee una
poblacion estimada de 54.962 habitantes. Entre los principales centros poblados se encuentran
Arenas, Aricagua, Cocollar, Las Piedras, San Fernando, Los Dos Rios y San Lorenzo. La
principal actividad econdmica es la agricultura, con especial énfasis en la produccion de cafia de
azucar, café y el cultivo de hortalizas. Es un area predominantemente montafiosa compuesta por
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rocas sedimentarias de tipo areniscas, arcillas, calizas y lutitas, en la parte sur del municipio se
encuentra la Serrania de Turimiquire donde estd el punto mas alto del Estado Sucre el Cerro La
Virgen que se eleva a 2600 metros, en el centro y norte se encuentra la fosa tectonica de
Cumanacoa que produce un valle por donde recorre el rio Manzanares. La temperatura promedio
es de unos 20°C, en las zonas donde la elevacion es inferior a los 1500 metros se caracteriza por
poseer un clima calido subhimedo con temperaturas que varian entre los 21°C y los 27°C con
precipitaciones anuales entre los 900 y 1500 mm, en las zonas que se elevan entre 1500 y 2500
metros se presenta un clima templado hiumedo tropical de altura con temperaturas promedio de
15°C y con precipitaciones promedio anual de 2000 mm, mientras que en la zona sur que se eleva
sobre los 2500 metros el clima es templado humedo tropical de altura nublado con una
temperatura de 12°C y precipitaciones de 1700 mm. La vegetacion es de bosque deciduo,
conforme la altura es superior el bosque se transforma en semideciduo, y a mayor altura se
pueden encontrar gramineas y campos de musgos. (Instituto Nacional de Estadistica 2006)

(Fig.4).

2.4. Método
Se realiz6 un muestreo aleatorio de Didelphys marsupialis, resaltando:

Captura: Se emplearon trampa-jaulas de malla metélica, tipo nacional (Tomahawk live traps.
Co. Tomahawk, Wisconsin. USA) con las siguientes dimensiones: mod. 201 (40,6 x 12,7 x
12,7cm) y mod. 204 (50,8 x 17,9 x 17,9cm), para animales de mediano y gran tamafo, en las
cuales se us6 “cebo universal” realizado con una mezcla de harina de maiz, sardina, cambur y
vainilla, estas fueron colocadas a la entrada de las madrigueras a las 6 PM y retiradas a las 6 AM
de la mafiana siguiente. (Fig. 7).

Una vez capturados los Didelphys marsupialis (rabipelados), fueron trasladados al Laboratorio
del Centro de Medicina Tropical de Oriente, en nucleo de Anzoategui para su posterior estudio,
luego liberados en su hébitat natural en las comunidades donde fueron capturados. Se estudiaron
siete D. marsupialis entre jovenes y adultos, de ambos sexos, con un peso aproximado de 1 a 3
Kg., a los cuales se le registraron los siguientes datos: fecha de captura, area de trampeo y sexo
(Tabla 1).

Examen directo de sangre: se tomaron muestras de sangre a partir de la vena de cola y se
examinaron al fresco a 40X y en frotis delgados tefiidos con Giemsa a 100X, para establecer la
presencia y morfologia de los tripanosomas, basados en (Hoare, 1972), asi como para realizar el
contaje de éstos segiin Brener (1962) (Fig.13).

Xenodiagnostico Natural: a cada uno de los D. marsupialis, positivos o no al examen directo de
sangre, se le practico xenodiagndstico natural segun Pertowagora-Szulewics, A. y Moreira, J.
(1994), empleandose 10 ninfas de Rhodnius prolixus en estadio III y IV, previamente
comprobadas sanas criadas en el laboratorio del Centro de Medicina Tropical de Oriente,
Universidad de Oriente Nucleo Anzoategui segin protocolo de Goémez-Nufiez y Fernandez
(1963) (Fig. 8).
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Examen de heces de los triatomineos: tres a cuatro semanas después a la realizacion del
xenodiagndstico, se colectaron de cada lote de ninfas de R. prolixus muestras de heces
expulsadas espontdneamente, las cuales fueron diluidas en solucion salina al 0.9 %, y examinadas
en fresco en microscopio con aumento de 40X, con el objetivo de determinar la presencia de
estadios polimorficos de tripanosomas (Fig.10).

Las muestras fecales que mostraron flagelados de tripanosomatideos, sirvieron para preparar
frotis delgados que se dejaron secar durante 24 horas y se tifieron con solucion de Giemsa para la
identificacion de las formas flageladas, la cual se realiz6 al microscopio con aumento de 100X.

Diseccion de los triatomineos: a los lotes de insectos vectores que arrojaron xenodiagnéstico
positivo, se les realizd diseccion completa del intestino de las ninfas de R. prolixus, cuyo
contenido fue mezclado con solucion salina 0,9% y éste preparado se inoculod
intraperitonealmente a un lote de 4 ratones albinos, cepa NMRI con un peso promedio de 12gr a
razon de 200 tripomastigotas metaciclicos/gr. de peso de raton, (Jensen y col, 1997).

Se seleccionaron ratones blancos NMRI jovenes con un peso aproximado de 12 g; ya que por su
pequeno tamafio, facilidad de obtencion y de mantenimiento, ha sido la especie mas empleada
para el estudio de la infeccion chagésica aguda y crdnica, incluyendo mecanismos patogénicos,
electrocardiograficos, evolucion de la respuesta inmunoldgica y ensayos quimioterapicos
(Languens y col, 1980); (Cossio y col, 1983); (Miles y col, 1984); (Andrade y col, 1991). Estos
ratones son mas susceptibles a la infeccion por T. cruzi que los ratones adultos o ratas (Brener y
col, 1990).

Al tercer dia post-inoculacion, y luego tres veces por semana se examinaron las muestras de
sangre de los ratones inoculados, determinando la presencia del pardsito en su forma
tripomastigota sanguicola e identificandolos, basados en los criterios de Barreto (1972);
Albuquerque y Barreto (1971), al observarlos en frotis delgados tefiidos con Giemsa al
microscopio optico con objetivo de inmersion de 100X.

Caracteristicas parasitoldgicas de los aislados: la caracterizacion de los aislados en estudio, se

realiz6 mediante la determinacion de los siguientes pardmetros parasitologicos, recomendados
por Barreto, (1964) y W.H.O. (1986):

Periodo prepatente: se determindé empleando el examen microscopico (40X) al fresco de
muestras de sangre periférica, tomadas en la vena de la cola de los ratones infectados. Los ratones
de cada lote se examinaron 3 veces por semana a partir del tercer dia post-inoculacion hasta
detectar la presencia de flagelados. Se prepararon frotis tefiidos con Giemsa, los cuales se
examinaron al microscopio con aumento de 100X, para identificar los parasitos, basados en los
criterios de Barreto (1964), Hoare (1972), Albuqueque y Barreto (1971) (Tabla 3).

Nivel de parasitemia: la cuantificacion de los niveles de parasitemia se llevo a cabo cada 3 dias
a partir del inicio del periodo patente, el nimero de tripomastigotas/ml de sangre se obtuvo
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mediante el método de Brener (1962) para obtener el nimero promedio de tripomastigotas/ml de
sangre, utilizando el microscopio con aumento de 40X (Tabla 3) (Fig. 11).

El conteo se llevd a cabo para todos los ratones infectados con cada aislado y se obtuvo el
promedio del valor de la parasitemia, esta cuantificacion se realizo hasta la muerte de los
animales. Una vez determinada la infeccion por T. cruzi, se procedid a completar la
caracterizacion biologica del flagelado mediante el estudio de los siguientes parametros:

Mortalidad: la mortalidad provocada por cada uno de los aislados en los animales
experimentales, fue registrada diariamente desde el inicio del experimento. (Tabla 5).

Tropismo: el parasitismo intracelular y el tropismo tisular causados en los animales de
experimentacion, se determind durante el periodo de maxima parasitemia. Para esto se tomo al
raton con la mdxima parasitemia para ese momento de cada aislado, el cual fue sacrificado
mediante dislocacion cervical con el fin de extraer muestras de corazén, musculo esquelético,
esternon, lengua, diafragma, ojo, estdmago, intestino delgado, intestino grueso, vejiga, rifion,
glandulas suprarrenales, pancreas, pulmon, higado, bazo, cerebro, médula espinal, piel, genitales
y tejido adiposo (Tabla 4). Las muestras fueron fijadas inmediatamente en formol neutro
amortiguado al 10 % y luego embebidas en parafina, para realizar cortes seriados (3micras de
espesor) y tefiidas con Hematoxilina-Eosina, estos cortes se examinaron luego al microscopio con
aumento de 40X y 100X para precisar la presencia y ubicacion de los pseudoquistes. Se hizo
énfasis en la determinacion de los tejidos infectados en cada 6rgano, caracterizando asi a cada
aislado segun su tropismo de acuerdo con Andrade (1985). Estos cortes fueron fotografiados con
camara digital de resolucion de 8.1 megapixeles.

2.5. Procesamiento estadistico para el analisis de los datos:

Se ordenaron y tabularon los datos obtenidos y esta informacion se analizo empleando la
estadistica descriptiva para cada variable, a través de andlisis de frecuencia y porcentaje. Los
resultados se presentaron en graficos de dispersion con conclusiones segun cada caso, ademas se
utilizé el programa SPSS 13 para el calculo de la desviacion estdndar y valores promedio de la
parasitemia.
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RESULTADOS

3.1 Determinacion de Trypanosoma cruzi en Didelphys marsupiales.

En noviembre del 2007 se capturaron siete D. marsupialis en tres comunidades de Cumanacoa, de
los cuales dos fueron encontrados en la localidad de “Los Dos Rios” (28.6 %), dos en “Quebrada
de Maurate” (28.6 %), uno en “San Juanillo” (14.3 %), uno en “Los Cedros” (14.3 %) y otro en
Aricagua (14.3 %) (Tabla 1). Resultaron positivos a la infeccion por T. cruzi 3/7 (42,85%) de los
animales capturados, uno proveniente de “San Juanillo”, uno de “Los Dos Rios” y uno de
“Quebrada de Maurate” (Tabla 1y 2) (Fig. 6 y 7).

3.2 Caracterizacion Parasitologica de los aislados estudiados.

3.2.1 Periodo Prepatente.

Los animales inoculados intraperitonealmente cursaron con formas metaciclicas
de los distintos tipos de aislados de T. cruzi que se utilizaron, permitiendo observar infecciones
patentes a los ocho dias post- inoculacion en los aislados RAS y LER procedentes de “ San
Juanillo” y “Quebrada de Maurate”, respectivamente, y a los once dias para el aislado LES,
procedente de “Los Dos Rios”. Se observo que los aislados RAS, LES y LER tuvieron un periodo
prepatente corto en relacion con el aislado LES.

3.2.2. Parasitemia.

La evolucion de la parasitemia tuvo un comportamiento creciente, alcanzando niveles
maximos a los diez dias post- inoculacion para el aislado RAS y de dieciocho dias para los
aislados LER y LES, con valores de 16.93 x 10’ trip/ml, 5.5 x 10° trip/ml y 1.34 x 10’ trip/ml
respectivamente. En el aislado RAS se observd descenso de la parasitemia a partir del dia trece
con valores comprendidos entre 0.93 a 0.28 x 10° trip/ml. Para el aislado LES se observo
comportamiento bifasico con pico en el dia dieciocho y veintitrés, a partir del cual descendi6 de
4.6 a 0.81 x 10° trip/ml hasta desaparecer. En cuanto el aislado LER, tuvo un descenso de la
parasitemia entre los dias veintiuno y veintidos de 1.23 a 0.23 x 10’ trip/ml para luego presentar
un alza de 0.40 a 0.48 x 10’ trip/ml entre los dias veintitrés y veinticinco, a partir del cual no se
observaron mas parasitos (Tabla 3) (Fig. 11).
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3.2.3 Histotropismo.

De los veinte tejidos examinados, se observaron pseudoquistes en: musculo cardiaco,
musculo esquelético, esternon, lengua, o0jo, estdbmago, intestino delgado, intestino grueso, vejiga,
rifidn, pancreas, higado, bazo, piel, genitales y tejido adiposo (Tabla 4).

Se determino el nimero de pseudoquistes presentes en las muestras tisulares estudiadas y
se observo la presencia de formas amastigotas, intermedias y tripomastigotas en éstos. Los tres
aislados mostraron tropismo importante en musculo cardiaco. El aislado RAS present6 tropismo
en ocho de los veinte tejidos, representando el 40 %, con marcada presencia de pseudoquistes en
corazdn, estomago, vejiga, pancreas e higado. El aislado LES exhibi6 tropismo en seis tejidos,
para un 30 % con histotropismo importante en musculo liso de intestino delgado y grueso. El
aislado LER present6 tropismo en doce de los tejidos estudiados representando el 60 %, siendo
éste el aislado con mayor numero de pseudoquistes observados ubicados en mayor proporcion en
musculo cardiaco y esquelético. En promedio, se observo la presencia de pseudoquistes de los
aislados en nueve de los veinte tejidos lo que corresponde a 45% de los muestras estudiados. No
se observaron pseudoquistes en diafragma, glandulas suprarrenales, pulmén, cerebro y médula
espinal (Tabla 4).

3.2.4 Mortalidad.

La mortalidad de los ratones estudiados infectados por los tres aislados fue de 100 %
(Tabla 5).
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DISCUSION

De acuerdo con las caracteristicas en la infeccion experimental observadas, los resultados
de esta investigacion indican que los aislados obtenidos de los Didelphys marsupialis empleados
pertenecen a la especie Trypanosoma cruzi, por cuanto responden a los criterios utilizados por
Barreto, 1979; Deane y col., 1986; Hoare, 1972 y por la Organizaciéon Mundial de la Salud 1986.
Estos parametros son los siguientes:

- Las formas sanguicolas encontradas en los mamiferos infectados en forma natural, mostraron
caracteristicas morfologicas y de movimiento correspondiente a los Tripanosomas de T. cruzi.

- Las ninfas de R. prolixus alimentadas mediante xenodiagnostico natural, de estos reservorios,
resultaron infectadas, mostrando las formas tipicas del T. cruzi que se desarrolla en el tracto
digestivo de sus vectores.

- Las heces de estos chipos infectaron a ratones de laboratorio en los cuales se evidenciaron
periodos pre-patentes de la infeccion que fueron sucedidos por el desarrollo de curvas de
parasitemia tipicas de la especie T. cruzi.

- Las formas sanguicolas observadas en estos animales de experimentacion correspondieron
morfoldgicamente a los estadios pleomorficos de T. cruzi (Urdaneta, 1983).

Es importante destacar que para realizar la caracterizacion completa de T. cruzi junto con la
caracterizacion biologica debe determinarse la caracterizacion bioquimica y molecular, sin
embargo, en estudio tomamos en cuenta los pardmetros arriba sefialados para caracterizar los
aislados estudiados.

Se observo positividad para infeccién por este pardsito de 28.6 % en “Quebrada de
Maurate” y “Los Dos Rios” y de 14.3 % en “San Juanillo” (Tabla 2). La similitud encontrada
podria relacionarse a que el Didelphys marsupialis comparte su habitat con diferentes vectores
(Barreto, 1979), sin encontrarse variabilidad entre los ecosistemas de donde provienen los
reservorios. Schweigman y col, en 1999, incluyeron en una revision bibliografica 41 estudios
sobre la prevalencia de la infeccion por T. cruzi en tres especies del género Didelphys
registrandose positividad de 30.8%, en donde el 42.6% era para los D. marsupialis Asi, se
establece a este reservorio de importancia en la permanencia de la enfermedad de Chagas, al ser
responsable de un doble ciclo en la transmision de la misma; por cuanto actua como hospedador
que rebasa frecuentemente los limites de las areas endémicas y tiene habitos omnivoros que lo
mantienen entre el habitat selvatico y el doméstico (Deane y col, 1986).

La mortalidad fue de 100 % para los tres aislados estudiados, esto se contrapone a los
estudios realizados por Herrera y col, (1997) quienes evidenciaron que las infecciones
experimentales en los animales de laboratorio son casi siempre leves de larga duracion, cronica y
no mortales. Este hallazgo es similar a los resultados obtenidos por Morocoima (2002), donde
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hace referencia a la virulencia observada en tres aislados de T. cruzi provenientes de caserios
rurales del estado Anzoategui obtenidos de humanos, vectores y animales reservorios, donde se
observé mortalidad de 100% para los tres aislados estudiados (Tabla 5).

El histotropismo de algunas poblaciones de T. cruzi, ha sido ampliamente documentado
desde los primeros trabajos experimentales Taliaierro y col, (1955), Pizzi, T. (1957), Pizzi, T. y
Prager, R. (1952), Galliard, H. (1965) y ha sido confirmado posteriormente por diversos
investigadores, De Scorza, C. y col, (1989), Nunes y col, (1992). La determinacion del tropismo
de una cepa de T. cruzi es un parametro biolodgico que requiere de condiciones estrictamente
controladas y que puede o no tener relacion con las caracteristicas de la enfermedad en las zonas
geograficas de donde proviene seglin Olivera, E. y col, (1993), Watkins, R. (1966). El T. cruzi es
capaz de invadir practicamente cualquier 6rgano o tejido, sin embargo, es ampliamente
reconocido que algunas cepas presentan una mayor tendencia a ubicarse preferentemente en
algunas localizaciones como tejido muscular cardiaco, esquelético y musculatura lisa (Wallace y
col, 2001).El estudio del histotropismo en modelo murino nos ayuda a entender la patogenia de la
enfermedad de Chagas. Tomando en cuenta el presente estudio, destacan los resultados obtenidos
con el aislado RAS, que presentd invasion tisular alta en relacion a los otros aislados, con un
tropismo de moderado a intenso en corazon, estdmago, vejiga, pancreas e higado. Por otra parte,
el aislado LES, mostr6 tropismo abundante tanto en intestino delgado como grueso y moderado
en corazon, musculo esquelético, estdmago y ojo, es importante destacar que el rango de invasion
tisular de este aislado fue de moderado a abundante y sélo presentd tropismo escaso en ojo, hecho
que destaca el estudio realizado por Morocoima y col, (2008), cuando hallaron pseudoquistes de
T. cruzi en sistema nervioso central y tejido ocular de ratones NMRI inoculados
experimentalmente con aislados de vectores. En cuanto al aislado LER, exhibid tropismo escaso
ha moderado en rasgos generales, destacando la invasion a corazoén y musculo esquelético, con
escasa invasion a esterndn, lengua, pancreas, intestinos, higado, genitales, piel y tejido adiposo.
Resultados similares fueron obtenidos por Moreno (1996), al infectar ratas Wistar con algunos
aislados de T. cruzi, donde se destaco una marcada predileccién por los tejidos musculares en
estos animales. En estudios realizados por Rivera y col, (2000) en cuatro aislados de T. cruzi,
mostraron una marcada afinidad por el tejido muscular, principalmente por las células del
musculo cardiaco y esquelético y discretamente por la musculatura del eséfago y la vejiga (Tabla
4).

La mortalidad de los ratones experimentales fue de 100 %, por lo que es importante
destacar que la virulencia constituye una propiedad intrinseca de cada cepa (Kagan y col, 1996) ;
(Barbosa y col, 1998). En diversos estudios, se aprecia que el tiempo, esquema de
mantenimiento, tamafio del inoculo, via de inoculacion, estadio y especies del animal inoculado,
son variables que deben considerarse y de las cuales va a depender el grado de virulencia de una
cepa determinada (Melo y Brener, 1978) y (Brener, 1985). Por consiguiente se afirma que la
patogenicidad no es relativa a la parasitemia, asi la capacidad de infectividad de células de
mamiferos no podria ser considerada como el grado de patogenicidad de una cepa determinada
(Atienza, 1994). En nuestro estudio se observo un comportamiento diverso en los tres aislados,
donde RAS tuvo un periodo prepatente de diez dias, alcanzando niveles mas altos de parasitemia
en menor tiempo con relacion a los dos aislados restantes, con penetracion moderada en tejidos y
gran numero de pseudoquistes en musculo cardiaco, vejiga, pancreas e higado; en cuanto al
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aislado LES, tuvo un periodo prepatente de dieciocho dias igual que el aislado LER, sin embargo,
el parasitismo celular de LES fue el menor de los tres aislados, alcanzando tropismo sélo en seis
de los veinte tejidos con el mayor numero de pseudoquistes en intestino delgado y grueso. El
aislado LER a pesar de tener un periodo prepatente de dieciocho dias, invadié doce de los veinte
tejidos, observandose mayor nimero de pseudoquistes en musculo cardiaco y esquelético, siendo
el aislado que presentd los niveles mas bajos de parasitemia con respecto a los otros aislados
estudiados (Tabla 3 y 4). Es importante sefalar lo expuesto por Cover y col, (1978), quienes
afirmaron que la predileccion por un tejido en particular varia durante la infeccion y que las
elevadas parasitemias no siempre significan la presencia de una alta tasa de invasion tisular. Lo
anterior queda demostrado con el comportamiento de los aislados estudiados, donde las altas
parasitemias no resultaron directamente proporcionales a la invasion de tejidos.

Los hallazgos histotropicos exhibidos por los tres aislados fueron similares a trabajos
publicados por Morocoima, A. y col, (2002), Camargos, E. y col, (2000) y Martinez, R. y col,
(2001), en donde se demostré que los aislados estudiados eran esencialmente cardiotrdpicos. En
estudios realizados en el estado Anzoategui por Ariza y Cannistra en el 2006 y por Donmar y
Souki también en el 2006, se obtuvo intenso parasitismo por T. cruzi en musculatura cardiaca y
esqulética, estbmago y vejiga, relacionandose con el comportamiento de los aislados estudiados,
los cuales mostraron tropismo considerable en estos tejidos. Es importante destacar los hallazgos
obtenidos por Morocoima y col, en 2008, cuando evidenciaron la presencia de pseudoquistes de
T. cruzi en sistema nervioso central y tejido ocular de ratones blancos NMRI inoculados
experimentalmente con aislados de vectores, hecho similar se encontr6é en nuestro estudio, donde
el aislado LES present6 tropismo escaso en 0jo.

Esta investigacion representa la primera caracterizacion de aislados de T. cruzi obtenidos
de D. marsupialis en el estado Sucre, donde se demuestra el comportamiento bioldgico del
mismo. Ademas se demuestra la distribucién de la enfermedad de Chagas en ambientes rurales,
relacionado directamente a la presencia de hospedadores y vectores de la enfermedad donde el D.
marsupialis actiia como reservorio importante para la dispersion de esta patologia, contribuyendo
asi al aumento de la probabilidad de la infeccion humana, tal como ocurre en nuestro pais.
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CONCLUSIONES

Sé determind la infeccion natural de Didelphys marsupialis (rabipelado) en el 42,85% de los
especimenes capturados en la localidad de Cumanacoa, estado Sucre.

Se determin6 que los aislados estudiados pertenecen a la especie Trypanosoma (Schizotrypanum)
cruzi, debido a su morfologia e invasion tisular demostrada experimentalmente en ratones NMRI.

Los resultados de este trabajo demuestran que el grado de parasitemia es independiente al grado
de invasion y de mortalidad en ratones experimentales.

La mortalidad de los ratones estudiados infectados por los tres aislados fue de 100%.
El tropismo provocado por los diferentes aislados fue confirmado por la presencia de

pseudoquistes en los diferentes tejidos, con marcada predileccion por musculo cardiaco,
esquelético, intestino delgado y grueso, pancreas, higado, vejiga, rifion y estomago.
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RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones orientadas a estudiar el comportamiento de aislados de Trypanosoma
cruzi en reservorios, vectores y personas tanto del estado Sucre, como de diferentes regiones del
pais.

Fomentar planes educativos y cientificos que contribuyan al estudio y control de la enfermedad
de Chagas en el estado Sucre.

Estudiar a los animales infectados con parasitemia en la fase inicial, media y maxima, para
realizar cortes histologicos y comparar los hallazgos producidos por el T. cruzi en las diferentes
fases de parasitemia.

Promover informacion de la situacion actual de esta enfermedad en el estado al personal de
salud de las comunidades rurales, con la finalidad de fomentar la prevencion de la misma y su
diagnostico temprano.
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RESUMEN (ABSTRACT)

La Enfermedad de Chagas es una de las enfermedades parasitarias con mayor relevancia en el
continente americano, desde su descripcion a principios del siglo pasado ha sido motivo de
estudio de muchos investigadores a lo largo y ancho de América. Venezuela, ha contribuido de
forma importante con numerosos trabajos realizados en torno a este tema en diversas regiones
del pais. En el oriente, con excepcion de los estados Anzoategui y Monagas la informacion
concerniente a la enfermedad de Chagas es escasa, el estado Sucre no escapa de este grupo, por
esta razon, y tomando como referencia la evidencia de infeccidon natural en mamiferos
reservorios aunado al aumento de casos de esta enfermedad en este estado, se plantea como
objetivo de esta investigacion la caracterizacion parasitologica de Trypanosoma cruzi obtenidos
de Didelphys marsupialis_procedentes de tres comunidades rurales ubicadas en la poblacion de
Cumanacoa al sur de dicha entidad. Para el estudio se capturaron por medio de trampeo, siete D.
marsupialis_en las comunidades de "San Juanillo", " Los Dos Rios", "Quebrada de Maurate",
“Los Cedros” y “Aricagua”, los cuales fueron trasladados al laboratorio del Centro de Medicina
Tropical de la Universidad de Oriente en el nucleo de Anzoategui, donde se les practico analisis
parasitoldgico a cada animal. Los tres aislados obtenidos de los D. marsupialis_por medio de
xenodiagndstico natural utilizando ninfas en estadio Il y IV de Rhodnius prolixus, previamente
identificados, fueron inoculados intraperitonealmente a un lote de doce ratones albinos cepa
NMRI. Para los tres aislados, se obtuvo un promedio de parasitemia de 1.87 x 10> trip/ml (para
un n = 12 ratones) y una media de 15.3 dias en cuanto a periodo prepatente. El histotropismo
exhibido fue de 40 % (8/20) para el aislado RAS, 30 % (6/20) para el aislado LES y 60 %
(12/20) para el aislado LER; observandose mayor niumero de pseudoquistes en musculo cardiaco,
musculo esquelético, estomago, intestino delgado y grueso, pancreas e higado, entre otros
tejidos. La mortalidad fue de 100 % para los animales de experimentaciéon infectados con los
aislados estudiados.
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