Rev Col Cienc Pec Vol. 13: 1, 2000

ARTICULOS ORIGINALES

Prevalencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en
reservorios domeésticos y silvestres en Amalfi, Antioquia.

John J Arboleda’. MV, MS: Marta [ Wollt.”, Biol, PhD: Diana Castillo” Biol.: Jaime H Uribe’ Est Zoot. ! Facultad de Medicina

Veterinaria v de Zootecnia, © Grupo Interdisciplinario de Estudios Moleculares, GIEM.
Universidad de Antioguia. Medellin, Colombia. ALA 1226, jjarbol @catios.udea.edu.co

(Recibido 20 enero, 2000: aprobado 15 marzo. 2000)

Resumen

Se realizo un muestreo mensual durante un ano, en nueve veredas del Municipio de Amalfi, Antioquia
en reservorios domésticos y silvestres de Trypanosoma cruzi (T. Cruzi), con el fin de determinar el
porcentaje de infeccion natural por los métodos de hemocultivo, xenodiagnostico y gota gruesa; y la
presencia de anticuerpos contra el pardsito mediante pruebas seroligicas en cada una de las especies
evaluadas. En este Municipio ya se habia reportado, desde 1994, la presencia de vectores llegando a
las casas, los cuales fueron encontrados infectados con T. cruzi Para el presente trabajo se procesaron
63 muestras de perros y 33 de varias especies de animales silvestres como Didelphis marsupialis,
Proechymis semiespinosus, Phylander spp., entre otros. El porcentaje de animales con anticuerpos
contra el pardsito, medidos por la técnica de ELISA, fue de 50% y 20% para animales domésticos y
silvestres respectivamente. De las pruebas parasitoligicas realizadas se obtuvo solamente la muestra
de un perro positiva por hemocultivo, del cual se aislaron pardsitos que se determinaron por morfolo-
giay se probo la presencia de anticuerpos en el suero por las téenicas de ELISA e IFI. Se discuten los
resultados y se proponen nuevos estudios.
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Americana.

Introduccion

La enfermedad de Chagas es una entidad parasita-
ria que solo existe en el continente Americano. Se ha
estimado que 16 — 18 millones de personas estan in-
fectadas por el T cruzi, pardsito que causa la enfer-
medad, y que 121 millones de personas (25% de la
poblacién de Latinoamérica) estdn en riesgo de adqui-
rir la infeccion.

Existen tres estados de la enfermedad en los huma-
nos:

Fase aguda, la cual aparece por un periodo corto
de tiempo después de la infeccion; posteriormente una
etapa indeterminada y finalmente la enfermedad cré-
nica, que se presenta varios anos después y afecta irre-

versiblemente algunos érganos internos como el cora-
zom, esofago. colon y el sistema nervioso periférico (19).
Para Colombia las estadisticas senalan que cerca de
1.6 millones de personas pueden estar infectadas y 3,6
millones habitan en zonas de riesgo: lo que estaria re-
presentando una pérdida anual calculada de US 150
millones para el pais (20, 21, 28).

La enfermedad es endémica en algunas regiones
del pais y la principal forma de transmision es por in-
sectos vectores de la familia Triatominae (5). Exis-
ten otros medios de transmision como transfusiones
de sangre infectada, transplantes de drganos, via
transplacentaria y por accidentes de laboratorio du-
rante la manipulacion de estos pardsitos (12). Me-
diante la realizacion de estudios entomoldgicos y
seroepidemioldgicos, Chile ha implementado progra-
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mas de erradicacion logrando eliminar la transmision
de la infeccion, convirtiéndose asi. en el segundo pais
del cono sur en conseguir este proposito de salud pu-
blica, después de Uruguay (19).

Es esencial para la aplicacion de medidas tendientes
a disminuir o eliminar la incidencia de la infeccion en
humanos y animales, conocer la dindmica de la transmi-
sion del T cruzi en sus ciclos doméstico y silvestre (15).

Estudios previos realizados en Brasil y Argentina,
han reportado elevadas parasitemias en perros, e igual-
mente se ha detectado una alta proporcion de protei-
nas derivadas de sangre canina en el tracto digestivo
de insectos vectores, también se ha evidenciado la pre-
sencia de T. cruzi en las glindulas adanales de
Didelphis spp., lo cual es una prueba del importante
papel que juegan estos animales en la transmision de
este pardsito (15, 16, 23).

En Colombia los estudios sobre Tripanosomiasis
Americana se iniciaron en 1929 con el doctor Uribe
Piedrahita (26). Posteriormente Ucros en 1960 (24), pre-
sentd nuevos registros sobre la distribucion de
triatomineos en Colombia. Luego se sucedieron una
serie de estudios, tendientes casi todos a la distribucion
espacial e infeccion natural de los vectores implicados,
sobresaliendo el Rhodnius prolixus como una especie
muy importante para la transmision de la infeccion a los
humanos debido a su alta domiciliacién (7. 8,9, 27).

En Antioquia las investigaciones se han orientado
hacia el entendimiento del comportamiento y la distri-
bucién de los triatomineos, destacindose al Triatoma
dimidiata, Rhodnius pallescens vy Panstrongylus
geniculatus por su presencia cerca de los domicilios
humanos (18, 30). En el municipio de Amalfi, Antioquia
en 1994 Wolff et al. demostraron la presencia en los
domicilios humanos de P. geniculatus, con una
infectividad por 7. cruzi del 37%. en ese estudio se
encontraron niveles altos de anticuerpos contra este
pardsito en el suero de perros, lo cual evidencio la po-
sible transmision de la infeccion en su ciclo doméstico
a través de esta especie animal, y animé a los investi-
gadores a realizar estudios de mayor duracion y am-
plia cobertura en este municipio.

El propésito de este estudio fue el de conocer los
porcentajes de infeccion natural por 7. cruzi en la po-
blacién canina y en la de pequefios mamiferos silves-
tres del municipio de Amalfi, Antioquia, para tratar de
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establecer la participacion real de ellos como fuente

de infeccion para los vectores,
Materiales y Métodos

Zona de estudio: El trabajo se desarrolld en 9 vere-
das del municipio de Amalfi (Antioquia). el cual estd
localizado al nordeste del departamento. a una altura de
1600 msnm en la cabecera municipal (Figura 1). Se
realizaron muestreos mensuales con una duracion de
una semana cada vez, a partir de enero de 1998 hasta
enero de 1999, tomando muestras de sangre de la po-
blicion canina y de pequenos mamiferos silvestres para
determinar en ellos infeccion natural por el agente cau-
sante de la Enfermedad de Chagas. Para la evaluacion
de los perros se hizo una historia clinica individual que
incluia la edad, raza, sexo y su participacion en activida-
des de caceria, vigilancia o compania. Se les tom6 una
muestra de sangre para deteccion de anticuerpos con-
tra 7. cruzi y para hemocultivo, ademds se les hizo
xenodiagnéstico con R. prolivus de 1l y 1V estadio
ninfal, provenientes del insectario del luboratorio de
Chagas de la Universidad de Antioquia. y gota gruesa
para evaluacion directa al microscopio de luz.

Para la captura de los mamiferos silvestres se utili-
zaron S0 trampas Tomeahawk cebadas con plitano y
mantequilla de mani, ubicadas estratégicamente en el
bosque., rastrojos y en los alrededores de los cultivos
presentes en cada vereda. Adicionalmente para aque-
llos animales de dificil captura por esta técnica como
los armadillos (Dasypus spp.). se realizaron cacerias
nocturnas con la ayuda de pobladores de la zona y
perros entrenados para esta labor. Después de deter-
minar su especie empleando las claves de Emmons y
Mendez (10, 17), a los animales silvestres capturados
se les tomo muestra de sungre para hemocultivo, gota
gruesa y obtencion de suero para deteccion de
anticuerpos contra el pardsito y se les hizo
xenodiagndstico: posteriormente los animales fueron
liberados en el mismo sitio de captura.

Todas las muestras fueron conservadas en refrige-
racion entre 4 y 8 "C en neveras portitiles y transpor-
tadas al Laboratorio de Chagas de la Universidad de
Antioquia para su procesamiento.

Las técnicas utilizadas para la medicién de
anticuerpos (1gG), fueron la técnica de ELISA (antigeno
sonicado de T. cruzi, de cultivo masivo en medio LIT.
Cepa Gal 52 del laboratorio de Chagas, Universidad
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Ubicacion de Colombia

en Suramérica

Figura 1. Zona de estudio

de Antioquia) usando como conjugado proteina A
Peroxidasa SIGMA® P8651, y la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta, LEL, (antigeno 7. cruzi,
en crecimiento exponencial fijado en formol al 4%, cepa
OV1 del laboratorio de Chagas. Universidad de
Antioquia), usando como conjugado anticuerpo monoclonal
Anti-perro (SIGMA® F4012 anti-dog, whole molecule,
FITC conjugate, developed in rabbit) tanto para ani-
males domésticos como para los silvestres (1, 6).

Para los hemocultivos se utilizé medio enriquecido de
Tobie difdsico (14), los cuales se revisaron cada 15 dias
durante tres meses y luego de este tiempo se descarta-
ban como negativos. Los insectos utilizados en el
xenodiagndstico se alimentaron sobre ratén (Mus
musculus) en tres oportunidades cada 20 dias, para revi-
sar microscopicamente sus heces en busca de parasitos.

Ubicacion de Antioguia
en Colombia
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Ubicacién de Amalfi
en Antioquia

Los pardsitos aislados en el hemocultivo se pasa-
ron a medio de cultivo LIT (Liver Infusion Tryptose)
donde se repicaron cada 15 dias. Para su identifica-
cion se inocularon dos ratones intraperitonealmente con
100ml de los parasitos en el medio de cultivo y poste-
riormente se revisaron estos a los 8 y 15 dias para
determinar la existencia de parasitemia; luego de com-
probada esta se hizo un extendido de sangre de la cola
de los ratones parasitados y se colorearon con
GIEMSA para su identificacién por parametros
morfolégicos como el largo total, ancho maximo a ni-
vel del niicleo, largo del flagelo libre y kinetoplasto (2).

Resultados
En total se tomaron 64 muestras de animales domés-

ticos y 33 de silvestres, las especies muestreadas con las
respectivas pruebas realizadas se observan en la tabla 1.

Tabla 1 Resultados de pruebas parasitologicas realizadas para determinacién de infeccion por trypanosoma cruzi en

mamiferos domésticos y silvestres

Especie Nimero Prueba Realizada
Hemocultivo Gota Gruesa Xenodiagndéstico
Canis lupus 63 62 Neg. 1Pos Neg Neg
Felis catus 1 Neg Neg Neg
Didelphis marsupialis 8 Neg Neg Neg
Proechimys sp.. 13 Neg Neg Neg
Philander opossum 3 Neg Neg Neg
Oryzomys sp. 3 Neg Neg Neg
Hoplomys gymnurus 3 Neg Neg Neg
Marmosa robinsoni 1 eg Neg Neg
Dasypus novemcincties 2 eg Neg Neg
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En la tabla 2 se resumen los resultados de la pre-
sencia de anticuerpos por la técnica de ELISA e IFI
realizada a 60 muestras de suero de caninos y 10 mues-
tras de diferentes especies de animales silvestres, en
las diferentes veredas del estudio.

Los titulos de anticuerpos de las muestras positivas
de los perros evaluadas por IFI variaron desde 1:128
hasta 1:256, el titulo de anticuerpos en el perro que fue
encontrado positivo por hemocultivo fue de 1:128.

En cuanto a la prevalencia de anticuerpos en los 33
animales silvestres capturados. tenemos que un 20%
de los 10 procesados, resultaron positivos con presen-
cia de anticuerpos contra 7. cruzi, mediante la técnica
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de ELISA, pero ninguno se midio por IFI debido a la
insuficiencia de muestra para probarlos por esta técnica.
[.a medicion de anticuerpos en las 60 muestras de perro
procesadas arrojo como resultado 30 positivas por la prue-
ba de ELISA. lo cual representa el 50% de las procesa-
das y por la prueba de IFI sélo se procesaron las mues-
tras que dieron resultado positivo por la prueba de ELISA:
es decir que se procesaron 30 muestras por IFl y se ob-
wvieron 3 positivas, lo cual representa el 10% de preva-
lencia general de infeccion, pero el 27.7% para la vereda
Montebello. Cabe destacar la alta prevalencia de
anticuerpos en Dasvpus novemeinctus (100%) a pesar
del poco mimero de individuos muestreados y de los re-
sultados negativos de las otras pruebas usadas:
Xenodiagndstico, hemocultivo y gota gruesa, ver Tabla 3.

Tabla 2 Resultados de pruebas seroligicas para deteccidn de infeccion por Trypanosoma cruzi en suero sanguineo de las

especies muestreadas en las veredas de estudio.

Vereda ELISA 1FI
Procesados Positivos G Procesados Positivos %
D S D S D S
Montebello 18 5 11 | 61.1 10 11 *3 17
La Gardenia 17 () 12 0 70.5 0 12 () 0
Arenas Blancas 3 () 0 () () 0 0 4] 0
La Maria 6 0 3 0 50 0 3 0] 0
La Manguita 2 | 0 | () 100 0 () 0
Maria Teresa | | 1 0 100 0 | 0 0
Salazar i 0 2 0 28.5 0 2 0 0
La Clara 6 0 | 0 16.6 0 | 0 0
San Miguel 0 3 0 §] 0 () 0 0 0
Total &0 10 30 2 50 20 30 3 10

D: Doméstico

S: Silvestre

*: Titulos de anticuerpos: 1:256-1:128

Positividad Prueba: 1:32

Tabla 3 Preferencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi detectadoys por pruebas seroligicas en las especies

animales domésticas y silvestres.

Vereda ELISA 1FI

Procesados Positivos % Procesados Positivos %

Canis lupus 60 30 50 30 3 10
Dasypus novemcincius 2 2 100 0 0 0
Didelphis marsupialis 4 0 0 0 0 0
Philander opossum | 0 0 0 0 0
Oryzomis sp 2 0 0 0 0 0
Hoplomys gymnurus | 0 0 0 0 0
Total 70 32 35.7% 30 3 10%
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Tres animales domésticos presentaron resultado po-
sitivo por las dos técnicas usadas: estas muestras perte-
necian a tres perros. dos machos y una hembra adultos,
de raza criolla, utilizados para las labores de vigilancia del
hogar en horas nocturnas y que acompanaban a sus amos
a las labores de siembra y caza. Los tres animales perte-
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necian a la misma vereda, Montebello, y las casas de sus
propietarios eran vecinas. Uno de los perros resulté po-
sitivo por hemocultivo, del cual se aislé 7. cruzi, que fue
identificado morfolégicamente, y posteriormente confir-
mado por la presencia de anticuerpos en su suero, me-
diante la utilizacion de las técnicas de ELISA e IFL

Figura 1.

Discusion

Este estudio realza la importancia de continuar con
la investigacion y de implementar medidas de control
de esta importante enfermedad en la zona de estudio.
Especificamente en la vereda Montebello, donde al pa-
recer se tienen mas elementos que contribuyen a in-
crementar las posibilidades de presentacién de casos
clinicos en humanos, pues se estin conjugando todos
los elementos necesarios para el evento, como es pre-
sencia de insectos en los domicilios, perros infectados
y creciente destruccion del hédbitat natural.

Nuestros resultados difieren de los hallazgos en-
contrados por Lauricella et al. en 1989 (15) en Argen-
tina, en un estudio hecho solamente en perros, ya que
el porcentaje de infeccién en ellos fue de 36.4% para
los perros guardianes, pero de un 59.7% para perros
del domicilio. en ambos estudios se resalta la impor-
tancia del perro como fuente importante de alimento y
pardsitos para los vectores.

Trypanosoma cruzi coloreado con GIHEMSA, ndtese posicion subterminal del kinetoplasto,

No es posible inferir con los resultados de este es-
tudio si la infectividad por 7. cruzi en triatomineos in-
fluye en la prevalencia de infeccién en perros o vice-
versa. Sin embargo es innegable la influencia del pe-
rro como reservorio del pardsito en el ciclo doméstico
de la enfermedad, evidenciado en nuestro estudio por
la presencia de anticuerpos en personas jovenes habi-
tantes de la regién que viven en estrecho contacto con
estos animales, (datos no mostrados) los cuales pasan
la mayor parte de su vida en las viviendas, convirtién-
dose probablemente en una muy buena y permanente
fuente de alimento y de infeccién para el insecto vector
ocasional o domiciliado.

Cabe destacar la alta prevalencia de anticuerpos

contra el pardsito en los perros de la Vereda Montebello

(61.1%) y La Gardenia (70%), pues se corrobora la
alta tasa de infeccion encontrada en un estudio preli-
minar realizado en 1994 en la vereda Montebello (30).
Lo anterior justifica la realizacion de estudios especifi-
COSs en este reservorio, con seguimiento y monitoreo
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mis estrecho, y de esta manera tratar de esclarecer
los mecanismos de infeccion en esta especie. En los
mismos se debe evaluar la incidencia de la infeccion
por contaminacion y transmision perinatal, dado que
en otros estudios se hun sugerido estas posibilidades
de infeccion en zonas donde no se ha reportado la pre-
sencia de insectos vectores (23).

La confirmacion de que los perros como reservorio
doméstico, contribuyen como fuente de alimento y pa-
risitos a la poblacion de triatomineos, los elevados ti-
tulos de anticuerpos encontrados en los perros positi-
vos, como el hecho de la vecindad de los domicilios de
los mismos, sumado a la presencia de insectos vectores
visitando las casas de esta zona, representa un grave
riesgo de infeccién humana y soporta la implementacion
de medidas tendientes a bloquear este ciclo. por medio
de vacunas o el uso de quimioterapia en estos anima-
les (13), al igual que programas de fumigacion de vi-
viendas para el control de vectores y de vigilancia
epidemioldgica permanente.

En cuanto a los resultados de las muestras de anima-
les silvestres cabe resaltar la baja prevalencia de infec-
cion en ellos. lo cual estd de acuerdo con los resultados
encontrados por Bar y cols. (2) en un estudio sobre
reservorios realizado en Argentinaen 1999, en donde solo
se encontraron algunos primates infectados: esto suma-
doa ladificultad, dado el método de muestreo utilizado. y
en algunos casos el tamano del animal. para obtener una
buena cantidad de sangre de cada animal sin que éste
fuera sacrificado, y poder realizar la baterfa de pruebas
diagnosticas; sin embargo creemos que dadas las carac-
teristicas de las técnicas utilizadas. los resultados
seroldgicos del ELISA de estos especimenes son
confiables y reflejan el estatus infeccioso de los mismos,

En nuestro estudio solo logramos capturar 8
Didelphis marsupialis, de los cuales ninguno resulto
positivo, contrario a lo encontrado en diversos estudios
realizados en otros paises donde se reporta la infec-
cion natural de Didelphis marsupialis por T. cruzi,
considerdndolo como el principal reservorio silvestre
del pardsito, en cada ecosistema donde ha sido estu-
diado, seguido por otros marsupiales, participando asi
en la transmision de la enfermedad de Chagas en sus
ciclos doméstico y silvestre (4, 11,22, 23, 25, 29). De
igual forma contrasta con lo hallado por Fernindez y
col.. en un estudio realizado en Brasilen 1991 (11), en
el cual el nimero de Didelphis albiventris captura-
dos fue de 116, de los cuales 44 (37.9%) resultaron
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positivos a la infeccion por Leruzi. Ademds se ha
encontrado repetidamente sangre de Didelphis spp.
en el intestino de triatomineos colectados en ecotopos
naturales de varios paises, lo que confirma la asocia-
cion trofica de insecto-mamifero. mostrando a este Gl-
timo como fuente de infeccion (11, 22, 29). No obstan-
te, la sola presencia de Didelphis marsupialis en la
zona de estudio. representa un factor de alto riesgo
para la transmision de la infeccion teniendo en cuenta
su tendencia a llegar a los ambientes domésticos y
peridomésticos y su susceptibilidad al pardsito (2).

El alto porcentaje de infeccion por el pardsito en
Dasvpus novemeinctus, a pesar de solamente tener dos
ejemplares capturados, justificaria estudios de seguimiento
por radiotelemetria, dado lo dificil de las capturas por los
métodos de trampeo y caza. sumado al consumo del ani-
mal por parte de los habitantes: y basados en esta herra-
mienta, tratar de determinar por seguimiento constante y
perminente, los sitios de reposo, apareamiento y mori-
da, que se presumen son un buen lugar para ¢l desarrollo
de los vectores. lo cual aclararia muchos de los
interrogantes que aun persisten sobre el ciclo natural de
la infeccion. La recomendacion anterior estd soportada
por los estudios en New Orleans, EU. de Yaegeren 1988
(31). en donde la prevalencia de infeccion en esta espe-
cie fue del 28.75%, va que al procesar las muestras de
80 animales capturados, encontraron que 23 de ellos re-
sultaron positivos por la téenica de Aglutinacion directa,
evidenciando asi un elevado porcentaje de infeccion na-
tural en la especie, ademads el autor concluye en su estu-
dio que el armadillo es un reservorio de esta importante
zoonosis. En contraste, en un estudio posterior, realizado
por Barry col. en 1991 (3). enel sur de Louisiana, EU. en
donde de 98 individuos capturados solo uno de ellos re-
sulté positivo a la infeccion por 7. Cruzi. los autores con-
cluyen que el Didelphis virginiana, con 33.33% de in-
feccion natural, es un reservorio importante del pardsito
y que los armadillos tienen una relativa poca importancia
como tales.

En términos generales. es posible inferir de los re-
sultados de nuestro estudio, en su mayoria negativos,
de las pruebas directas para observacion y/o aislamiento
del pardsito, que la infeccion por 10 cruzi en los anima-
les domésticos y pequeios mamiferos silvestres del
municipio de Amalfi es incipiente y el ciclo domestico
de la enfermedad apenas se estd empezando a esta-
blecer: posiblemente desplazado desde su sitio natural
en el ciclo silvestre por la destruccion del hibitat bos-
coso original, haciendo que los mamiferos reservorios
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y los vectores infectados lleguen a los alrededores de
los domicilios humanos. poniendo en grave riesgo la
salud humana y evidenciando dramaticamente el inicio
de la domesticacion del ciclo de 7. cruzi en la vereda
Montebello del Municipio de Amalfi.

De acuerdo a los resultados de infeccion en los in-
dividuos de D. marsupialis infectados con T. cruzi,
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creemos que se deben intensificar los estudios en esta
misma zona con esta especie animal, que de alguna
manera, dada su adaptacién a ambientes intervenidos
por el hombre, debe tener un papel protagénico en la
epidemiologia de la enfermedad y su monitoreo debe
ser el sensor que permitan dilucidar el avance de la
infeccion e implementar oportuna v eficazmente los
programas de prevencion y control.
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Summary

Antibody prevalence againts Trypanosoma cruzi in domestic and wild reservoirs in Amalfi,

antioquia

The prevalence of Trypanosoma cruzi in domestic and wild reservoirs in nine localities
of the Amalfi town,(Antioguia, Colombia), was determined. Blood samples were tested by
hemoculture, xenodiagnosis and thick smears to determine the percentage of Trypanosoma
infection and to evaluate the presence of antibodies against the parasite in these species.
Vector activity was previously reported in households of this municipality in 1994, followed
by the confirmation of presence of the parasite in the vectors. Sixty-three samples from
canines and 33 of several other wild animal species like Didelphis marsupialis, Proechymis
semiespinosus and Phylander spp. among others were collected. The percentage of animals
with antibodies against the parasite, measured by ELISA, was 47.6% for dogs and 20% for
the other wild animals. The parasite was isolated once from a canine blood sample and the
identification confirmed by morphology and IF1. In this paper we discuss the results and we
suggest the realization of additional studies regarding this aspects.

Key words: American Trypanosomiasis. Chaga's disease, Didelphis marsupialis, wild

rodents.
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