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Alteraciones histopatoldgicas y microorganismos hallados en
Rattus norvegicus infectadas con Angiostrongylus cantonensis

HISTOPATHOLOGICAL ALTERATIONS AND MICROORGANISM PRESENTS IN RATTUS NORVEGICUS
INFECTED WITH ANGIOSTRONGYLUS CANTONENSIS

Luis Solorzano-Alava!, Yolanda Narvaez!, Francisco Sanchez-Amador'?, Julio Ortiz?

RESUMEN

Las ratas (Rattus sp) son los hospederos definitivos del nematodo Angiostrongylus
cantonensis. El objetivo de este estudio fue identificar los 6rganos afectados por la
presencia de A. cantonensis (adultos) y el tipo de dafio causado, asi como establecer la
presencia de microorganismos (bacterias y hongos) que podrian encontrarse en dichas
lesiones. El estudio se realiz6 en 2014-2016 con 65 especimenes (60 infectadas en el
laboratorio, que presentaron la larva L1 en sus deposiciones y 5 no infectadas como
grupo control). Las muestras de tejido pulmonar y cardiaco fueron obtenidas en diferen-
tes dias pos-infeccion (dpi), tefiidas con Gram y sembradas en agar sangre de caballo,
agar MacConkey, medio Tioglicolato y medio Cistina Tripteina Agar (CTA). Se observa-
ron alteraciones macro y microscépicas en tejido pulmonar y cardiaco, asi como
microorganismos en lesiones pulmonares tanto en el Gram como en los cultivos
bacteriologicos. Se observo tejido pulmonar endurecido, células polinucleares, pus, cam-
bios de color en el pericardio y alteraciones en el peso de los 6rganos. En conclusion, las
ratas infectadas con Angiostrongylus cantonensis presentaron diversas alteraciones
histologicas en sus 6rganos internos, con relacion al grupo control, asi como bacterias
que podrian complicar el cuadro clinico.

Palabras clave: Angiostrongylus cantonensis; angiostrongilosis; bacterias; lesiones
cardiacas

Rats (Rattus sp) are the definitive hosts of the nematode Angiostrongylus
cantonensis. The objective of this study was to identify the organs affected by the
presence of A. cantonensis (adults) and the type of damage caused, as well as to establish
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the presence of microorganisms (bacteria and fungi) that could be found in these lesions.
The study was conducted in 2014-2016 with 65 specimens (60 infected in the laboratory,
which presented the larva L1 in their stools and 5 uninfected as a control group). Pulmonary
and cardiac tissue samples were obtained on different post-infection days (dpi), stained
with Gram and cultured on horse blood agar, MacConkey agar, Thioglycolate medium,
Cystin medium Triptein Agar (CTA). Macro and microscopic alterations in pulmonary
and cardiac tissue were observed, as well as microorganisms in lung lesions in both Gram
and bacteriological cultures. Hardened lung tissue, polynuclear cells, pus, color changes
in the pericardium and alterations in the weight of the organs were observed. In conclusion,
the rats infected with Angiostrongylus cantonensis presented a variety of histological
alterations in their internal organs, in relation to the control group, as well as bacteria that
could complicate the clinical picture.
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INTRODUCCION

Angiostrongylus cantonensis fue des-
crito por primera vez en China afectando los
pulmones de Rattus rattus y Rattus
norvegicus, siendo reportado como
Pulmonema cantonensis (Chen, 1935). El
nematodo adulto de Angiostrongylus
cantonensis vive habitualmente en las arte-
rias pulmonares de las ratas (R. rattus y R.
norvegicus). Las larvas L1 son eliminadas
con las heces y son ingeridas por un huésped
intermediario, los caracoles Achatina fulica
0 Pomacea spp, donde se convierte en larva
L2-L3, que es posteriormente ingerida por los
roedores. En estos, llega al cerebro como L4-
L5 alos 30-33 dias pos-infeccion, para des-
cender al corazén y pulmones, particularmen-
te en la arteria pulmonar donde alcanza su
estado adulto (a los 45-48 dias pos-infeccion
[dpi]), cerrandose el ciclo biologico (Alicata,
1991; Martini et al., 2013).

El primer registro del parasito en
Latinoamérica fue en 12 de 20 ratas (Rattus
norvegicus) capturadas en seis comunida-
des de la provincia de La Habana, Cuba
(Aguiar et al., 1981). Posteriormente fue re-
portado en Rattus norvegicus atrapadas en
Nueva Orleans, EUU (Campbel y Little,
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1988), asi como en animales silvestres (Kim
et al., 2002) y domésticos (Costa et al.,
2000), incluyendo primates no humanos en
EEUU (Duffy ef al., 2004). Paralelamente,
se han reportado roedores con
angiostrongilosis en Puerto Rico (Andersen
etal., 1986), Republica Dominicana (Vargas,
1992; Wang et al., 2008), Jamaica (Lindo et
al.,2002), Haiti (Raccurt et al., 2003), Brasil
(Caldeira et al., 2007) y Ecuador (Martini et
al.,2013).

En estudios previos se habia encontra-
do que Rattus spp (ratas pardas silvestres y
ratas blancas) se encontraban infectadas de
manera natural con 4. cantonensis y se ha-
bia logrado reproducir el ciclo biologico en
forma experimental. El presente estudio tuvo
como objetivo determinar el tipo de altera-
ciones y lesiones anatopatologicas causadas
por A. cantonensis, asi como identificar
microorganismos presentes en dichas lesio-
nes.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el Instituto
Nacional de Salud Publica e Investigacion
(INSPI), Guayaquil, Ecuador. El estudio se
desarroll6 entre octubre de 2014 y enero de
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2016, y conto6 con los permisos para el uso
de roedores en trabajos de investigacion del
Bioterio del INSPI-Veterinaria, Guayaquil;
asimismo, se siguid la «Guia de manejo y
cuidado de animales de laboratorio» del Mi-
nisterio de Salud de Peru (2008).

Animales Experimentales

Se utilizaron 65 ejemplares de ratas
adultas albinas Rattus norvegicus, de 34
dias, obtenidos en el bioterio del INSPI. De
estas, 60 conformaron el grupo experimental
(infectadas) y 5 fueron usadas como contro-
les (no infectadas).

Las ratas fueron experimentalmente
infectadas seglin el método de Morassutti et
al. (2012) y Soloérzano et al. (2013), via oral,
con larvas L3 de 4. cantonensis (aprox. 300-
548) a partir de Achatina fulica que fueron
previamente recolectados en La Troncal (pro-
vincia de Cafiar) y en Guayaquil e inocula-
dos en el laboratorio, siguiendo los protoco-
los de experimentacion sobre A. cantonensis
en roedores del Centro de Referencia Na-
cional de Parasitologia, INSPI (Martini et al.,
2013). Los cambios morfolégicos que pre-
sentd A. cantonensis durante el ciclo de vida
fueron identificados seglin los trabajos descrip-
tivos de Martini ef al. (2013) y Caldeira et al.
(2007) y comparados con el grupo control.

Durante el experimento, se proporcio-
noé alimentos y agua ad libitum a las ratas y
se les mantuvo en un ciclo de luz/oscuridad
de 12 horas, a 23-24 °C en el bioterio
(Caldeira et al., 2007; Martini et al., 2013).
Las ratas fueron observadas todos los dias
laborables de la investigacion entre 08:00 y
09:00 y entre 15:00 y 16:00 horas, anotando
posibles cambios de comportamiento. La pre-
sencia de A. cantonensis en los roedores fue
corroborada mediante la eliminacion de lar-
vas L1 en las heces. Se sacrificaron 12 roe-
dores infectados y uno del grupo control en
cinco periodos: >48,>96,>144,>170 y >528
dias dpi. El sacrificio se hizo por inhalacion
de cloroformo.
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Se disecciond la cavidad toracica, exa-
minando el corazon, arterias pulmonares y
pulmones. Se colectaron y contabilizaron los
A. cantonensis adultos (Martini et al., 2013).
Asimismo, los 16bulos pulmonares y los cora-
zones fueron pesados, con y sin la presencia
del parasito, en una balanza analitica MET
AB54-S/FACT de 220 g de capacidad y 0.1
mg de precision. Una vez extraidos los para-
sitos, se remitieron muestras de tejido
pulmonar y cardiaco al Centro de Referen-
cia Nacional de Bacteriologia, INSPI-Gua-
yaquil y el resto de los corazones al Departa-
mento de Histo-diagndstico Veterinario en
Quito.

Analisis Microbiolégico

Las muestras de tejido cardiaco y
pulmonar fueron sembradas en medio de cul-
tivo enriquecido (agar sangre de caballo),
medio de cultivo especifico (Agar
MacConkey), medio Tioglicolato y Cistina
Tripteina Agar (CTA). Se us6 la tincion Gram
en las cepas aisladas y fueron observadas
bajo el microscopio ocular.

Analisis Cito e Histopatolégico

Los corazones fueron fijados y conser-
vados en formalina al 10%, y sometidos a
procedimientos de rutina para la evaluacion
histologica. Se tifieron con hematoxilina
eosina para su observacion. Para el estudio
citologico, las muestras fueron conservadas
en solucion salina 0.9% y tefiidas con Wright-
Diff Quick para su observacion al microsco-

pio.

RESULTADOS

Todos los roedores inoculados presen-
taron el pardsito. Se recuperaron 527
nematodos adultos (machos y hembras), equi-
valente al 20% de larvas L3 ingeridas por los
roedores. Todos los roedores infectados eli-
minaron larvas L1 en sus heces en los dias
>48,>96,>144,>170y >528 dpi; asi mismo,
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Cuadro 1. Pesos promedio (g) de 6rganos de
Rattus norvegicus

No
Infectados infectados
L6bulos 2.33+2.58 1.24
pulmonares
Corazon 1.07 £1.38 1.06

todos presentaron signos clinicos de insufi-
ciencia respiratoria (retraccion intercostal,
aumento de la frecuencia respiratoria) ¢ in-
actividad.

El peso promedio de las 60 corazones y
pulmones con parasitos A. cantonensis, fue
de 20.2 g con un promedio de 49 nematodos
por individuo. El peso promedio de los 6rga-
nos se muestra en el Cuadro 1.

En la evaluacion macroscopica de los
ejemplares infectados (44/60 ratas R.
norvegicus) se observo fusion de lobulos
pulmonares, los cuales presentaban tejido
endurecido, punteado hemorragico, y el teji-
do con coloracion anaranjada a pardo oscu-
ro. En el pericardio se encontrdé pequenas
zonas de tonalidad oscura. Microsco-
picamente se encontraron leucocitos (célu-
las polinucleares, macrofagos, eosinéfilos), pus
y larvas L1 de Angiostrongylus cantonensis.

En el cultivo de los tejidos pulmonares
se encontrd crecimiento en 4 de los 60 roe-
dores. Asi, en el dia 528 dpi se encontraron
cocos Gram positivos en un ejemplar que se
identificaron como Staphylococcus coagulasa
negativos. En el dia 96 dpi se encontraron
bacilos Gram negativos en otro ejemplar que
se identificaron como Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae, y en el dia en el dia
144 dpi en dos ejemplares se encontraron
bacilos Gram positivos esporulados, posible-
mente anaerobios, ya que no crecieron en las
condiciones de aerobiosis. En el estudio mi-
crobioldgico del tejido cardiaco no se obser-
varon bacterias.
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En el analisis histologico de los corazo-
nes con angiostrongilosis se observo
epicarditis linfoplasmocitica e histiocitica,
miositis intersticial linfoplasmocitica cronica
y cardiomiocitos hipertroficos. Se encontra-
ron cardiomiocitos hipertréficos compatibles
con un evento de adaptacion a estimulos no-
civos, como el exceso de trabajo (asociado a
hipertension pulmonar por la parasitosis), que
generalmente progresa a una insuficiencia
cardiaca cronica. Macroscopicamente, estas
lesiones se correlacionan con una discreta
alteracion en la relacion del grosor ventricular
(1:2), siendo lo normal de 1:2-1:4. Los hallaz-
gos inflamatorios observados son compatibles
con un proceso cronico e inespecifico, que
en este caso pueden asociarse a la parasitosis
regional.

En el analisis citologico se encontrd evi-
dencia moderada de anisocitosis y
anisocariosis, hiperplasia reactiva, moderada
cantidad de polimorfonucleados, neutréfilos
no degenerados y eosin6filos; ademas de una
cantidad moderada de macrofagos
vacuolados y linfocitos reactivos, evidencia-
dos por la basofilia intensa cerca de la peri-
feria de la membrana citoplasmica, nucleos
redondos, alargados o irregulares y cromatina
dispuesta en forma mas dispersa, tifiéndose
de manera mas clara que la cromatina de un
linfocito en reposo.

Se evidencia un aumento marcado de
la poblacién celular miocardica (miocitos) de
morfologia fusiforme de nicleos redondos a
ovalados, formando agregados acinares (no
compactos) evidenciando grandes espacios
intercelulares en un fondo proteinaceo leve
eosinofilico.

Se pueden apreciar bandas o fibras
musculares lisas que aparecen agrupadas u
organizadas en capas concéntricas con in-
clusiones leucocitarias que indican hiperplasia
reactiva. Al ser medidos, los miocitos pre-
sentan un didmetro entre 1.5 y 2.5 del tama-
fio del eritrocito (hipertrofia/miocitos) en vez
de un didametro de 1 a 1.5 del tamatfio del eri-
trocito (normal).
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Figura 1. (1) Tejido del miocardio de Rattus norvegicus infectados con Angiostrongylus
cantonensis. Se observan macrofagos vacuolados, polimorfonucleados y linfocitos
reactivos. (2) Tejido del micocardio de. R. norvegicus sano con escasos macrofagos,
células polimorfonucleadas y presencia de linfocitos no reactivos

En los ejemplares no infectados no se
encontraron signos clinicos anormales ni pre-
sencia de microrganismos. En la evaluacion
microscopica se observaron escasos
polimorfonucleares, neutrofilos no degenera-
dos, escasos macrofagos y linfocitos no
reactivos. Asimismo, se evidencia redes de
capilares que incluyen miocitos fusiformes no
displasicos (Figura 1).

Las alteraciones en el corazén y pul-
mones estan en relacion directa con el nu-
mero de parasitos hallados. Ademas, es pro-
bable que la presencia del 4. cantonensis en
el corazon, arterias pulmonares y 16bulos
pulmonares en R. norvegicus condicione un
habitat ideal para la sobreinfeccion bacteriana
a partir de flora habitual.

DiscusioN

Las larvas L3 de A. cantonensis, obte-
nidas de huéspedes intermediarios
gasteropodos, fueron ingeridas por ratas en
el laboratorio. Se alcanz6 a recuperar 527
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parasitos a partir de 45-48 dpi; ademas, se
constatd la presencia de larvas L1 en heces.
En este sentido, Morassuti et al. (2012) re-
cuperaron 300 A. cantonensis adultos des-
pués de 42 dpi y Kwong y Dobson (1982)
recuperaron el 35% de adultos a los 90 dpi, lo
cual demuestra que la técnica de ingestion
oral sin sonda resulta adecuada para la recu-
peracion de parasitos adultos. No obstante,
en este estudio solo se recupero el 20% en
45-48 dpi.

Garcia et al. (2014) afirman que «los
cambios histopatologicos en el parénquima
pulmonar que demuestran los roedores con
angiostrongilosis revelan la ocurrencia de
necrosis y fibrosis extensa, siendo directa-
mente relacionada con el desarrollo de hipoxia
celular y cambios en las enzimas cardiacasy.
En el presente estudio se observo un aumen-
to en el peso de los pulmones y en los cora-
zones, fusion de 16bulos pulmonares, los cua-
les presentaban tejidos endurecidos, puntea-
do hemorragico, tejidos de tonos anaranjados
a pardos oscuros en los cinco lébulos
pulmonares y pequefias zonas de tonalidad
oscura en el pericardio.
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En el estudio de Caldeira et al. (2007) se
encontro en dos ratas sacrificadas a los 57 dpi
gusanos adultos hembras en el lumen de la ar-
teria pulmonar y los pulmones con abundante
reaccion granulomatosa, asi como A.
cantonensis adultos con gran numero de hue-
vos con larvogenesis. En forma similar, en este
estudio se encontraron machos y hembras, tanto
en el lumen de la arteria pulmonar como en los
pulmones, presencia de L1 y huevos, ademas
de alteraciones malformaciones pulmonares en
roedores con >48, >96, >144 y >528 dpi.

CONCLUSIONES

Las ratas infectadas con Angiostrongy-
lus cantonensis presentaron alteraciones
histologicas en corazon y pulmones, no pre-
sentes en el grupo control; ademas de signos
de insuficiencia respiratoria y astenia, y pre-
sencia de bacterias que podrian complicar el
cuadro clinico.
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