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RESUMEN

Las zoonosis son enfermedades transmitidas naturalmente desde animales al ser humano.
Giardia spp. y Cryptosporidium spp. son agentes parasitarios protozoarios zoonéticos
capaces de infectar a humanos, animales domesticos y silvestres a nivel mundial. Ambos
parasitos tienen como principal via de transmisién el agua y es en este contexto, en donde el
castor americano (Castor canadensis) ha sido vinculado a su transmisioén en Norteamerica,
al habitar en cursos de agua que suelen ser utilizados por el humano para actividades
recreativas o como fuente de agua potable. C. canadensis es una especie exotica invasora en
Chile, con poblaciones por sobre los cien mil individuos y en la actualidad, no existe
informacion acerca de la presencia de estos agentes. El presente estudio tuvo como objetivo
identificar la presencia de Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en heces de Castor
canadensis de Tierra del Fuego, Chile. Para esto, se recolectaron 105 muestras totales, las
que fueron analizadas a través de un examen coproparasitario de concentracion utilizando las
técnicas de Telemann modificado y Ziehl-Neelsen modificado. De esas 105 muestras fecales,
18 resultaron positivas a algun parasito (17,14%) y de ellas, 15 fueron positivas a Giardia
spp. (14,28%) y 3 a Cryptosporidium spp. (2,87%). Se puede concluir la presencia de estos
parasitos en la especie C. canadensis, siendo la primera descripcion de estos protozoos en
castores en Chile. Este un resultado importante dado el potencial riesgo zoonotico que
implica; recomendandose implementar programas de control y prevencion de enfermedades

zoonoticas transmitidas a través del agua.

Palabras claves: Zoonosis, castores, Giardia spp., Cryptosporidium spp., Telemann

modificado, Ziehl-Neelsen modificado, fauna silvestre.



ABSTRACT

Zoonoses are diseases naturally transmitted from animals to humans. Giardia spp. and
Cryptosporidium spp. are zoonotic protozoan parasites, capable of infecting humans,
domestic and wildlife worldwide. Both parasites use water as their main route of transmission
and, in this context, the American beaver (Castor canadensis) has been linked to its presence
in North America, since they live in waterways that are usually used by humans for
recreational activities or as a source of drinking water. C. canadensis is an invasive exotic
species in Chile, with populations over one hundred thousand individuals in Patagonia and
at present, there is no information about the presence of these agents. The present study aimed
to identify the existence of Giardia spp. and Cryptosporidium spp. in feces of C. canadensis
in Tierra del Fuego, Chile. By which, a total of 105 individuals were sampled and analyzed
through a coproparasitic concentration test, using Telemann and acid-fast stains. Of the 105
analyzed faecal samples, 18 were positive for some parasite (17.14%), 15 of those were
positive for Giardia spp. (14.28%) and 3 positive for Cryptosporidium spp. (2.87%). The
presence of these parasites in the species C. Canadensis is conclusive, being the first
description of these protozoa in beavers in Chile. It is an important given the zoonotic risk
involved; It is recommended to implement programs for the control and prevention of

zoonotic diseases transmitted through water.

Key words: Zoonoses, beavers, Giardia spp., Cryptosporidium spp., Telemann stain, acid-

fast stain, wildlife.



INTRODUCCION

Actualmente, una proporcion significativa de las enfermedades humanas emergentes
causadas por diversos agentes infecciosos tienen origen en animales domésticos o silvestres.
Son las llamadas zoonosis (del griego zoon: animal), enfermedades transmitidas
naturalmente desde animales al ser humano. De los aproximadamente 1.500 agentes de
enfermedades transmisibles humanas actualmente conocidos, se estima que del 65% al 75%
son de origen zoondtico. Estas enfermedades emergen por la mayor interaccion entre los
seres humanos, los animales domésticos y la fauna silvestre (Chhabra y Muraleedharan,
2016). Diversos factores, en su mayoria antropogénicos, como la expansién de la poblacién
humana, la sobreexplotacion, la deforestacion, la contaminacién ambiental y el turismo,

aumentan el riesgo de contacto con estos agentes zoonéticos (Thompson, 2013).

En cuanto a la fauna silvestre, muchas especies no pueden adaptarse a los factores
anteriormente mencionados y son atraidas por los hébitats periurbanos y urbanos
(Mackenstedt et al., 2015), situacion que representa una amenaza para la vida silvestre,
porque, ademas de verse expuesta a nuevos patdgenos, también pueden actuar como
reservorio y/o amplificador de enfermedades emergentes y exdticas para los animales

domeésticos y los seres humanos (Thompson et al., 2009).

Un ejemplo de una especie silvestre asociada a la transmision de enfermedades zoondticas
es el castor americano (Castor canadensis). Este roedor tiene un estilo de vida semiacuatico,
realiza actividades de excavacion y elaboracion de madrigueras en cursos de agua y posee
conductas alimentarias que incluyen la coprofagia (Dunlap y Thies, 2002). Debido a lo
anterior, ha sido involucrado en numerosos casos en Norteamérica COmo reservorio
zoondtico de patégenos humanos, incluyendo a Cryptosporidium spp. y Giardia spp., ambos
agentes parasitarios transmitidos por agua y con relevancia para la salud publica a nivel
mundial (Fayer et al., 2006; Feng y Xiao, 2011; Marti et al., 2013).

Este mamifero fue introducido por el Gobierno argentino en la Isla Grande de Tierra del
Fuego en 1946 y en la década del 60’ la poblacion ya se habia expandido a través del Canal
Beagle hacia Chile (Anderson et. al., 2009; Soto y Soza-Amigo, 2014). Recientemente se ha
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descrito su presencia en las cercanias a Puerto Natales, confirmando su propagacién hacia
Patagonia continental (Pietrek y Fasola, 2014). El castor tiene una gran capacidad adaptativa
en el medio ambiente, lo que le ha permitido colonizar casi todos los arroyos y rios de laisla,
recursos que son utilizados por el ser humano para recreacién o fuente de agua, lo que
implicaria a este roedor como una posible fuente de enfermedades zoonoticas (Appelbee et
al., 2005; Fayer et al., 2006; Feng y Xiao, 2011; Li et al., 2014; MMA, 2018a). Por lo tanto,
las cuencas hidrograficas son vulnerables a la contaminacion con agentes zoondticos de la
fauna silvestre y su deteccion ademéas de una correcta identificacion es esencial para la

gestion de las fuentes de agua y la evaluacion de riesgos (Li et al., 2014).

Dentro de esta invasion territorial, se encuentra el Parque Natural Karukinka, parque privado
propiedad de Wildlife Conservation Society (WCS), organizacién no gubernamental
internacional que desde el afio 2006 ha realizado capturas experimentales de esta especie y
hace un par de afios comenz6 a participar del proyecto “Fortalecimiento y Desarrollo de
Instrumentos para el Manejo, Prevencion y Control del Castor (Castor canadensis), una
Especie Exotica Invasora en la Patagonia Chilena”, con el fin de implementar acciones que
ayuden a evitar el avance de la especie y preservar los bosques y otros ecosistemas nativos
que hoy se ven afectados (MMA, 2018a). Este proyecto contempla la labor de guardaparques
del Parque Natural Karukinka y de técnicos en control de especies exoticas, quienes estan en
contacto directo con los castores. Sin embargo, hasta la fecha no existen estudios en Chile
que entreguen prevalencias de los agentes zoonoticos anteriormente mencionados, por lo que
el objetivo de esta investigacion fue determinar su presencia, para asi establecer medidas de

bioseguridad ante los diferentes manejos relacionados a esta especie.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Castor americano (Castor canadensis)

El castor americano es un roedor perteneciente a la familia Castoridae, originario de
Norteamérica, que habita en zonas donde existan rios y arboles de hojas caducas. Poseen la
capacidad de cortar arboles maduros para alimentarse y construir diques, estos ultimos
cambian el curso de los rios, disminuyendo la velocidad de las corrientes y aumentando la
retencion de sedimentos y materia organica (Baldini et. al., 2008). Es por esto que son
considerados ingenieros ecosistémicos, es decir, poseen la capacidad de modular la
disponibilidad de recursos, modificando el estado fisico de factores bi6ticos y abidticos en

los ecosistemas que habita (Wallem et. al., 2007).

Situacion en Chile: Una especie éxotica invasora

El castor fue introducido por el Gobierno argentino en la Isla Grande de Tierra del Fuego
durante el afio 1946, con el fin de enriquecer la fauna nativa y fomentar el comercio de pieles
(Pietrek y Fasola, 2014). Esta industria nunca prosper6, a diferencia de los 20 castores
introducidos, los cuales se reprodujeron y expandieron a lagunas, rios y turberas de la
peninsula austral, llegando a Chile en los afios ‘60 y cruzando a otras islas como Navarino,
Dawson y Hoste (Anderson et. al., 2009; Pietrek y Fasola, 2014), inclusive encontrandose en
Chile continental (Peninsula de Brunswick) donde recientemente se captur6 un castor a 200
km al norte del registro anterior, cerca de Puerto Natales, confirmando la propagacion de

castores al norte en el territorio continental de la Patagonia (Pietrek y Fasola, 2014).

Siendo el castor una especie introducida, no posee depredadores naturales en la Patagonia
(Tadich et al., 2018), en dénde encontré un ambiente propicio para colonizar y establecerse,
convirtiéndose en una amenaza para los ecosistemas australes y comunidades bioldgicas del
lugar; causando destruccion e inundacién de bosques nativos, turberas y pastizales,

modificando los cursos de agua, afectando el ciclo hidrolégico y quimico en las cuencas



afectadas y provocando incapacidad de retencion de carbono por parte de bosques y turberas
(MMA, 2018a).

Debido a lo anterior, el castor es considerado una especie invasora en la Region de
Magallanes y Antartica Chilena, se le considera como especie dafiina a nivel nacional segun
laley N°19.473/96 y el reglamento D.S 05 del Ministerio de Agricultura (Chile, 1998). Esta
categoria se establece segun los dafios y perjuicios causados en los bosques magallanicos,
donde se incluyen especies como el coiglie de Magallanes (Nothofagus betuloides), lenga
(Nothofagus pumilio) y fiirre (Nothofagus antartica) (Soto y Soza-Amigo, 2014; Graells et.
al,. 2015).

Se ha estimado que la abundancia de castores en Chile podria estar entre 70.000 y 110.000
individuos, los cuales han colonizado casi todos los arroyos y rios de la isla, tanto en territorio
argentino como el chileno. Incluso se ha reportado que sélo el 28% de los predios ganaderos
de la Isla de Tierra del Fuego no tendrian presencia de castores (MMA, 2018b). El contacto
entre los habitantes de la Patagonia y estos roedores aumenta cada dia; C. canadensis al ser
una especie invasora, amplia rapidamente su rango de distribucién y densidad poblacional
hacia lagunas, canales y rios. Estos recursos que son utilizados a diario por las personas de
la isla, pudiesen ser fuente de infeccion de parésitos como Giardia spp. y Cryptosporidium
spp., ambos descritos en C. canadensis en Norteamérica como agentes zoonOticos

transmisibles a través del agua (Fayer et al., 2006).

Parasitos y zoonosis

Giardia spp.

Giardia es un protozoo de la familia Hexamitidae (Sarcomastigophora, Diplomonadida), en
el que se describen diferentes especies, entre ellas Giardia duodenalis, Giardia muris y
Giardia agilis. Es un parésito intestinal frecuente en humanos, mamiferos domésticos y
silvestres en todo el mundo. Las manifestaciones clinicas de la giardiosis son muy variables
y van desde la ausencia de sintomas a diarrea aguda o cronica, deshidratacion, dolor

abdominal, nduseas, vomitos y pérdida de peso (Feng y Xiao, 2011; Ryan y Caccio, 2013).
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El ciclo de vida de Giardia spp. es directo e involucra dos etapas principales; el trofozoito,
que es la forma replicativa parésita, y el quiste, que es la forma ambiental infectante (Feng y
Xiao, 2011). Tanto los trofozoitos como los quistes salen con las deposiciones del hospedero,
pero son estos Ultimos los que permanecen viables durante meses en areas frias y himedas,
acumulandose rapidamente en el ambiente siendo inmediatamente infectantes (Feng y Xiao,
2011; Noemi y Atias, 2011). Al ser ingeridos los quistes, sus envolturas se disuelven por la

accion de los jugos digestivos, liberando los trofozoitos (Noemi y Atias, 2011).

Dentro de las diferentes especies de Giardia spp., G. duodenalis tiene el rango de
hospedadores mas amplio, afectando a humanos y la mayoria de los mamiferos domésticos
y silvestres a nivel mundial (Thompson, 2004; Feng y Xiao, 2011). Hasta la fecha se han
identificado ocho genotipos principales en G. duodenalis, denominados de la A a la H, dos
de los cuales (A 'y B) se encuentran tanto en humanos como en animales domesticos, ademas
de varias especies de vida silvestre (Ryan y Caccio, 2013; Chhabra y Muraleedharan, 2016).
El genotipo A se localiza frecuentemente en ganado y animales de compafiia, mientras que
el genotipo B se notifica con menos frecuencia en animales domésticos. El tipo A'y en menor
medida, el tipo B se encuentran comunmente en animales silvestres, a excepcion de los
castores y las ratas almizcleras (Ondatra zybethicus) que tienen una alta frecuencia de G.

duodenalis tipo B (Feng y Xiao, 2011).

La aparicion de Giardia spp. en la fauna silvestre acuatica, en particular de aislamientos que
son morfolégicamente idénticos a la especie G. duodenalis, ha sido la evidencia mas
importante que implica a Giardia como agente zoon6tico. De hecho, se ha demostrado la
ocurrencia comun de G. duodenalis tipo B en castores y ratas almizcleras. Fue la asociacion
entre los animales infectados, como los castores y los brotes transmitidos por el agua en las
personas, lo que llevo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1979 a clasificar a
Giardia como un parasito zoondético (Thompson, 2004). Sin embargo, hay poca evidencia
que implique a estos animales como la fuente contaminante original en los brotes
transmitidos por el agua. Se ha sugerido que estos animales tienen mas probabilidades de
infectarse con agua contaminada con material fecal humano, es decir, una antropozoonosis,

en donde el origen del contagio proviene del humano (Feng y Xiao, 2011).



Por lo tanto, los castores que contraen la infeccion al ingerir accidentalmente Giardia spp.
de origen humano o animales domésticos, son capaces de mantener y amplificar este agente
zoonotico, aumentando el nimero de quistes en las cuencas hidrograficas en donde habita
(Thompson et al., 2010; Thompson, 2013).

Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium es un protozoo de la familia Cryptosporiidae (Apicomplexa,
Eucoccidiorida). En la actualidad se describen varias especies de Cryptosporidium, donde las
mejores caracterizadas son Cryptosporidium baileyi, Cryptosporidium meleagridis,
Cryptosporidium muris y Cryptosporidium parvum. Al igual que Giardia spp., es un parasito
asociado a enfermedades entéricas en personas y animales en todo el mundo. El ciclo de vida
de Cryptosporidium incluye fases asexuales de proliferacion y una fase sexual de
reproduccion. Los ooquistes se liberan en las heces inmediatamente infectantes y pueden
sobrevivir de forma prolongada en el medio ambiente (Hunter y Thompson, 2005). La
reinfeccién se logra, ya sea cuando se ingieren los ooquistes desde el medio ambiente o
también es posible cuando los ooquistes de pared delgada se rompen dentro del tracto

intestinal, fendmeno conocido como autoinfeccion (Jenkins et al., 2013).

Después de ingerir ooquistes a traves del consumo de agua, alimentos contaminados o por
medio del contacto directo con personas o animales infectados, se liberan esporozoitos en el
intestino delgado e invaden las células epiteliales. Dos ciclos asexuales producen de cuatro a
ocho merozoitos. Los merozoitos de la segunda etapa se convierten en estadios sexuales
masculinos o femeninos y la fertilizacion da lugar a la formacién de ooquistes (Fayer y Xiao,
2008). La infeccion tiene caracteristicas que lo hacen facilmente difundible como es el
pequefio tamafio de los ooquistes, la baja dosis infectante, el prolongado tiempo de excrecion
de los ooquistes luego del cuadro diarreico, la alta resistencia a condiciones climéticas y a la

mayoria de los desinfectantes (Zanaro y Garbossa, 2008; Weitz y Tassara, 2011).

La criptosporidiosis es la enfermedad gastrointestinal informada con mas frecuencia en
brotes asociados con el agua recreativa tratada en los EE. UU. Esto se puede atribuir en parte

a una dosis infectante inusualmente baja; la ingestion de tan solo ooquiste de
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Cryptosporidium spp. podria ser suficiente para causar enfermedad, sobretodo en individuos
inmunocomprometidos (Efstratiou et al., 2017). Ademaés, los eventos climaticos severos, que
incluyen fuertes lluvias e inundaciones en los rios, estan en aumento en todo el mundo y es
probable que causen epidemias de gastroenteritis transmitida por el agua (Gertler et al.,
2015).

En la fauna silvestre la criptosporidiosis se considera importante si la salud publica y
veterinaria se ven afectadas directamente por la contaminacion del agua o los pastos. La
contaminacion ambiental con heces de origen humano se postula como una via potencial para
las infecciones de fauna silvestre con parasitos zoondticos como Cryptosporidium spp., lo
que amplifica la contaminacion ambiental y pone a las poblaciones de la vida silvestre en un
riesgo potencial (Appelbee et al., 2005). Una especie recientemente descrita es
Cryptosporidium ubiquitum, parésito zoondtico emergente con amplia distribucion
geografica y amplio rango de hospedadores. De todas las especies de Cryptosporidium, es la
que infecta a una mayor variedad de hospedadores y dentro de éstos, se encuentran tanto

humanos como castores (Li et al., 2014).

En Chile se llevo a cabo el proyecto “Fortalecimiento y Desarrollo de Instrumentos para el
Manejo, Prevencion y Control del Castor (Castor canadensis), una Especie Exdtica Invasora
en la Patagonia Chilena” financiado por el Global Environment Facility (GEF), en donde se
contempld la labor de guardaparques del Parque Natural Karukinka y técnicos en control de
especies exoticas, los cuales trampearon y monitorearon constantemente diferentes zonas en
Tierra del Fuego manteniendo contacto directo con los castores. Sin embargo, en la
actualidad no existen reportes ni estudios con respecto a los dos parasitos zoondticos
anteriormente mencionados para C. canadensis en nuestro pais. Es por lo anterior, que es
fundamental recopilar informacién y determinar la presencia de estos agentes en castores,
para asi establecer medidas de bioseguridad frente a los diferentes manejos a realizar, ademas
de hacer énfasis en el potencial riesgo de contaminacién de cuencas y cursos de agua en la

Region de Magallanes y Antértica Chilena.



OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar Giardia spp. y Cryptosporidium spp. en heces de Castor canadensis en el Parque
Natural Karukinka, Tierra del Fuego, Chile.

Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de Giardia spp. en heces de castores.

2. Determinar la presencia de Cryptosporidium spp. en heces de castores.



MATERIALES Y METODOS

Esta memoria de titulo se enmarcarco dentro del convenio de cooperacion entre la Wildlife
Conservation Society y FAVET (2013), con el fin de aportar al “Proyecto de Fortalecimiento
y desarrollo de instrumentos para el manejo, prevencion y control del castor (Castor
canadensis), una especie exotica invasora en Patagonia Chilena”, programa financiado por
el Global Environment Facility (GEF), ejecutado por el Ministerio del Medio Ambiente
(MMA) y SEREMI del Medio Ambiente de la Region de Magallanes y Antartica Chilena e
implementado por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), con la colaboracion del Servicio Agricola Ganadero (SAG), la
Corporacion Nacional Forestal (CONAF) y la Wildlife Conservation Society (WCS).

El presente estudio fue certificado por el Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Anexo 1) y por el Comité Institucional
de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile (Anexo 2).

Area de estudio

En este estudio se utilizaron muestras de heces de castores capturados con trampas Conibear
#330 en areas pilotos del proyecto GEF, correspondientes al sector Valle La Paciencia 'y Rio
Marazzi. Sin embargo, este Gltimo punto no se encuentra dentro del Parque Natural
Karukinka y corresponde a un area ubicada en la zona centro-norte de Tierra del Fuego. Otro

punto que se tramped es el sector Vicufia, entrada principal al parque (Anexo 3).

Toma de muestras

La captura y toma de muestras de heces de los roedores fueron realizadas durante los meses
de primavera-verano desde 2017 a 2019. Las muestras se obtuvieron desde los cadaveres,
directamente desde el segmento terminal del intestino grueso o recto. Aunque si bien, se
trampearon y monitorearon constantemente estas areas, no todos los castores capturados

fueron sometidos a muestreo. La actividad fue realizada por personal de WCS,



principalmente guardaparques del Parque Natural Karukinka y estudiantes de la Facultad de

Ciencias Veterinarias y Pecuarias, de la Universidad de Chile.

Las trampas Conibear #330 son trampas letales aprobadas por la International Humane
Trapping Standards (Canada), las cuales matan por golpe inmediatamente al animal,
generando menor sufrimiento (Mann, 2008). Las trampas fueron ubicadas por guardaparques
del Parque Natural Karukinka y por técnicos en control de especies exdticas, en lugares
estratégicos cercanos a sus areas de influencia, zonas llamadas cominmente “castoreras” o
madrigueras activas, en donde se observan construcciones de diques o0 movimientos recientes
en el terreno (huellas, rastros, arboles cortados, etc) (Skewes et al., 1999). Una vez que el
animal era atrapado, debia ser retirado por guardaparques, para luego realizar el

procedimiento descrito en el Protocolo Simplificado Muestreo C. canadensis (Anexo 4).

Para la toma de muestras se utilizo: bisturi, pinzas, tijeras, cuchillos, tubos cénicos de 50 mL
y 15 mL (tipo Falcon®) previamente rotulados, guantes, mascarillas, etanol 70% y bolsas de
basura. Una vez que localizada la parte abdominal del animal, se procedidia a ubicar el
intestino grueso en su porcion terminal (colon descendente), para sacar un bolo de heces de
2 cmz, para luego ser colocado en un tubo Falcon® de 50 mL con etanol a 70%. Las muestras
se almacenaron a temperatura de refrigeracion hasta que fueron transportadas a la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, especificamente al
Laboratorio de Parasitologia. En cada tubo se rotul6 la identificacién del individuo y ademaés
se completd una ficha con datos del castor (peso, tamafio, coordenadas GPS, fecha trampeo,

fecha captura, descripcion inspeccién interna y externa; Anexo 5).

Andlisis de laboratorio

Todas las muestras se analizaron a través de un examen coproparasitario de concentracion,
utilizando Telemann modificado y posterior tincion con lugol para pesquisar quistes de
Giardia spp. En tanto que para identificar los ooquistes Cryptosporidium spp. se utiliz6
posterior a la concentracion, la tincion Ziehl-Neelsen modificado. Para el procesamiento y

analisis se utilizaron: guantes desechables talla S, frascos plasticos, coladores, bandejas,
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tubos Falcon® 15 mL, porta y cubre objetos, bandejas metélicas, pinzas, etanol al 70%, éter
al 99,9%, fuscina, azul de metileno, alcohol &cido, lugol, muestras de heces, centrifuga y

microscopio.

Técnica de Telemann modificado

Esta técnica se utiliz6 para detectar la presencia de quistes de Giardia spp. Para empezar, las
muestras se tamizaron a través de una malla metalica, dejando un total de 10 mL de muestra
dentro del tubo Falcon® de 15 mL, luego se agregaron 2 mL de éter etilico (99,9%),
obteniendo 12 mL totales. Se procedié a centrifugar a 1.500 rpm por 10 minutos. A
continuacion, se elimind el sobrenadante y se recolectaron 100 pL del sedimento para
depositarlos sobre el portaobjetos adicionando 50 uL de lugol. Finalmente, se colocd un
cubreobjetos sobre la muestra para examinarla con un microscopio Optico, usando el objetivo
de 40x (Mercado et al., 2011).

Para la identificacion de Giardia spp. se utilizé un criterio basado en 3 parametros: tamafio
(8 a 12 um de largo por 7 a 10 um de ancho), forma (ovalada) y estructura (doble membrana
quistica, cuatro nucleos y filamentos correspondientes a restos flagelares) (Attilio De Carli,
2001; Noemi y Atias, 2011). Las muestras se consideraron positivas si cumplian con estos 3

criterios simultdneamente.

Técnica de Ziehl-Neelsen modificada

Para la identificacion de ooquistes de Cryptosporidium spp. se utilizo la tincion de Ziehl-
Neelsen. Esta tincion se realizo luego del procesamiento de la muestra por la técnica de
Telemann modificada. Con una térula, se obtuvo desde el sedimento una cantidad de muestra
para hacer un extendido de 1 cmz sobre un portaobjeto, se dejé secar por 20 minutos para
luego ser tefiido. Para la tincion se cubrié cada portaobjeto con fucsina y se calenté pasando
por debajo de los portaobjetos un algodén con alcohol encendido, hasta que emitié vapor. La
fucsina se dejé actuar por 20 minutos, posteriormente las muestras se lavaron con agua
corriente para eliminar todo exceso de colorante. A continuacion, se decoloraron con alcohol

acido por 30 segundos, y nuevamente fueron lavadas para eliminar el excedente. Después se
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aplico la solucion de azul de metileno por 1 minuto y nuevamente se eliminé el exceso de
colorante con agua. Para terminar, los portaobjetos se dejaron secar a temperatura ambiente,
para ser observados al microscopio Optico con objetivo de 100x utilizando aceite de

inmersion (Mercado et al., 2011).

Para la identificacion de Cryptosporidium spp. también se utilizé un criterio basado en 3
parametros: color (fucsia), tamafio (3 a 8,5 um) y forma (esférica u ovalada) (Fayer y Xiao,
2008). Las muestras se consideraron positivas si cumplian con estos 3 criterios

simultaneamente.

Analisis estadistico

Para el andlisis de los resultados obtenidos a través de los métodos Telemann modificado, tincion
con lugol y Ziehl-Neelsen modificado se utilizo estadistica descriptiva. Se analiz6 la proporcién

de positivos y negativos con una tabla de frecuencias.
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RESULTADOS

En el presente estudio se obtuvo un total de 105 muestras, de las cuales 18 (17,14%)
resultaron positivas a algun parésito en estudio y de ellas, 15 (14,28%) fueron positivas a
quistes de Giardia spp. analizadas a través de la técnica Telemann modificado y tincion con
lugol, asi como 3 (2,87%) resultaron positivas a ooquistes Cryptosporidium spp. utilizando

la tincion Ziehl-Neelsen modificado (Tabla 1) (Figura 1).

Tabla 1. Numero de muestras positivas y negativas a estructuras compatibles con Giardia

spp. y Cryptosporidium spp. en Castor canadensis de Tierra del Fuego.

CASTOR MUESTRAS POSITIVOS NEGATIVOS %
(Castor POSITIVIDAD
TOTAL
canadensis)
Giardia spp. 105 15 90 14,28%
Cryptosporidium 105 3 102 2,87%
spp.

Figura 1. Ay B: Imagenes de muestras de heces de Castor canadensis de Tierra del Fuego,
Chile. A: Quiste de Giardia spp. al microscopio optico con objetivo 40x. B: Ooquiste de

Cryptosporidium spp. al microscopio 6ptico con objetivo 100x.
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DISCUSION

La presente memoria de titulo permitio pesquisar y detectar la presencia de los parésitos
Cryptosporidium spp. y Giardia spp. en castores en Parque Natural Karukinka y Rio Marazzi
en Tierra del Fuego, Region de Magallanes y Antartica Chilena, siendo la primera

descripcion para estos agentes en C. canadensis en Chile.

En este estudio un 14,2% de las muestras resultaron positivas a Giardia spp. y un 2,8% a
Cryptosporidium spp. El bajo porcentaje de positividad para Cryptosporidium spp. revelaria
que este agente presenta una baja prevalencia en C. canadensis en Tierra del Fuego,
resultados que se correlacionan con los porcentajes descritos, que estan en un rango 2-18%
de positividad para castores (Feng et al., 2007; Ziegler et al., 2007; Feng, 2010). Sin
embargo, los métodos de diagnostico utilizados en las publicaciones anteriores corresponden
principalmente a técnicas inmunoldgicas, las que difieren a la utilizada en esta memoria, la
que posiblemente puede no detectar a todos los individuos positivos por la menor sensibilidad
de la prueba y los resultados obtenidos pueden no reflejar correctamente la realidad (Fayer y
Xiao, 2008).

El porcentaje de positividad para Giardia spp. en este estudio es menor al 23-30% reportado
en C. canadensis en Norteamérica (Dunlap y Thies, 2002; Fayer et al., 2006). Es probable
que los castores de Tierra del Fuego tengan una menor positividad, puesto que se describe
que la principal fuente de infeccion para estos roedores es la contaminacion ambiental con
Giardia de origen humano y/o animales domésticos (Thompson, 2013) y los lugares
muestreados en esta memoria son generalmente areas alejadas de la urbanizacion. Por otro
lado y al igual que con Cryptosporidium, las técnicas de andlisis utilizadas difieren de la
bibliografia revisada, en las cuales se usan pruebas diagnosticas mas sensibles como por

ejemplo la microscopia de inmunofluorescencia (Dunlap y Thies, 2002).

Debido a su impacto significativo en la salud publica Cryptosporidium spp. y Giardia spp.,
han sido monitoreados en aguas superficiales para evaluar la calidad microbiana de los
cuerpos de agua utilizados para la produccion de agua potable y/o con fines recreativos
(Burnet et al., 2014). Por lo anterior seria importante incluir la deteccion de estos protozoos

zoonoticos como indicadores de calidad de agua en Chile, ya que ambos organismos se
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transmiten a través de la ingestion directa de las heces o por la ingestion de alimentos o agua
contaminados (Monis y Thompson, 2003). Ademas, ambos agentes resisten prolongados
periodos en el medio ambiente (Weitz y Tassara, 2011; Ryan y Caccio, 2013). La
contaminacion ambiental con materia fecal humana y de animales domésticos se reconoce
como via de infeccion en fauna silvestre y una de las especies silvestres actualmente
considerada reservorio y amplificador de enfermedades zoondticas es el castor (Appelbee et
al., 2005; Thompson, 2013). Por otro lado, en diversos estudios en donde se buscaba conocer
el potencial zoonético de los castores, se recolectaban muestras directamente del animal
como también del medio ambiente, especialmente en cuencas hidrograficas donde habita este
roedor y los resultados detectaron que si existia contaminacion fecal por Giardia spp. y
Cryptosporidium spp. (Feng y Xiao, 2011; Marti et al., 2013; Li et al., 2014). Sin embargo,
la deteccidn de estos paréasitos en el agua no es facil y no es un procedimiento de rutina,
puesto que implica métodos de diagnostico complejos y costosos (Smith y Nichols, 2010).
En el caso de Cryptosporidium spp. los ooquistes se encuentran en bajos niveles de
concentracion en el agua, por lo que es necesario implementar protocolos capaces de

recuperarlos y concentrarlos eficientemente (Fredes, 2015).

En cuanto al analisis de resultados, si bien la microscopia ha sido Gtil para identificar muchos
organismos a niveles genéricos o de taxonomia superior, ni las caracteristicas morfologicas
ni la aplicacién de reactivos de inmunofluorescencia han demostrado ser suficientes para la
identificacion o diferenciacién de las multiples especies de Giardia spp. y Cryptosporidium
spp. (Fayer et al., 2006). Solo a través de la integracién de herramientas diagnoésticas
moleculares y epidemioldgicas se puede mejorar la comprension de la importancia de la
transmision zoondtica en la epidemiologia de Giardia y Cryptosporidium en humanos (Feng
y Xiao, 2011). Los métodos moleculares altamente sensibles y especificos han demostrado
ser Utiles para la deteccion de parasitos de dos maneras: cuando el nimero de paréasitos es tan
bajo que los métodos microscépicos no los detectan, y cuando los organismos
morfologicamente idénticos pueden distinguirse solo mediante la identificacion de
diferencias genética (Fayer et al., 2006). Por lo tanto, ademas de los métodos microscopicos
clasicos y mas utilizados, y debido a la importancia potencial de los castores como fuentes

de patodgenos transmitidos por el agua, seria fundamental realizar estudios moleculares para
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determinar la identidad de cualquier especie de Giardia spp. y Cryptosporidium spp.

excretados por estos roedores en Tierra del Fuego.

Como ya ha sido senialado, los castores en Norteamérica son animales comunmente
relacionados a la transmision zoondtica de agentes transmitidos por agua (Fayer et al., 2006;
Feng y Xiao, 2011). Sin embargo, la principal fuente de infeccion para estos roedores es
producto de actividades humanas y de animales domésticos, y estos roedores actian como
reservorios y amplificadores de patdgenos zoonéticos (Thompson et al., 2010; Thompson,
2013). Durante mucho tiempo se ha especulado que los animales silvestres que habitan en
cuencas hidrograficas de fuente potable, especialmente los roedores acuaticos como castores
y ratas almizcleras, pueden tener un papel en la transmision por agua de Cryptosporidium
spp. y Giardia spp. a humanos, ganado, o mascotas domésticas (Appelbee et al., 2005; Feng,
2010), por lo que seria interesante analizar lo que ocurre en Patagonia, dado que en la
actualidad habitan tres especies invasoras que coexisten en un mismo habitat acuatico: castor
(Castor canadensis), rata almizclera (Ondatra zibethicus) y visén (Neovison vison), las
cuales interactGan y potencian sus impactos negativos en los ecosistemas locales (Crego et
al., 2016). Dentro de las especies anteriormente mencionadas, el castor y la rata almirzclera
han sido involucradas en transmisiones zoondticas en Norteamérica (Appelbee et al., 2005;
Feng, 2010; Feng y Xiao, 2011) y al convivir en el mismo ambiente se dan las condiciones
necesarias para seguir actuando como reservorios y amplificadores zoondticos. Ademas, es
probable que estos agentes se encuentren en otras especies silvestres que habiten en cercanias
de lagunas, madrigueras y diques utilizados por C. canadensis. Esta informacion debiera
tomarse en cuenta en futuras investigaciones y a partir de esto tomar decisiones preventivas
con el fin de proteger la salud de las personas y también de la fauna nativa y endémica de la

region.

Si bien esta memoria tenia como objetivo determinar presencia de Giardia spp. y
Cryptosporidium spp. en heces de castores, al agrupar los resultados y analizar ciertas
variables como: edad, lugar de muestreo y sexo, se observaron ciertas tendencias. Por
ejemplo al comparar los resultados positivos para ambos patégenos con respecto a la variable
edad (juveniles y adultos), se observo casi un doble de positividad en individuos juveniles,

sin embargo, esta tendencia ya ha sido descrita previamente en los EE. UU por Dunlap y

16



Thies (2002) para Giardia spp. y por Ziegler et al., (2007) para Cryptosporidium spp en C.
canadensis. En cuanto a la zona de muestreo, se observé mayor positividad para Giardia spp.
en el Sector Rio Marazzi, esta zona en su mayoria corresponde a propiedad privada gue tiene
como principal actividad la ganaderia (MMA, 2018a). Thompson (2013) describe que las
fuentes de infeccion zoondtica de Giardia en la vida silvestre se consideran el resultado de
la contaminacion ambiental con Giardia de humano o animales domésticos, principalmente
del ganado, por lo que en base a esto podrian explicarse los resultados. Por altimo, las
muestras se organizaron seglin sexo y para ambos protozoos se observo un mayor porcentaje
de positividad en castores hembras, sin embargo, no hay bibliografia que describa asociacion
entre sexo y probabilidad de infeccion, tanto para Giardia spp. como para Cryptosporidium
spp. En base a lo anterior, es importante seguir investigando, recopilando y analizando
muestras de heces de C. canadensis, para asi comprobar si existe asociacion entre diferentes

variables.

Finalmente los resultados del presente estudio permitieron la deteccion de 15 muestras
positivas a quistes de Giardia spp. y 3 a ooquistes de Cryptosporidium spp. en 105 muestras
extraidas directamente desde castores de Tierra del Fuego y confirman la presencia de estos
agentes zoonoticos en C. canadensis de la Region de Magallanes y Antartica Chilena, con

un nivel de infeccion total de 17,14% para ambos agentes parasitarios.
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CONCLUSIONES

1. Existe presencia tanto de Cryptosporidium spp. como de Giardia spp. en castores de
Tierra del Fuego, obteniendo un mayor porcentaje de positividad el dltimo agente
mencionado. Lo anterior corresponde a la primera descripcion de estos parasitos para
esta especie en Chile.

2. Las cargas parasitarias de las muestras analizadas fueron bajas para ambos agentes
zoonoticos (menos de 5 elementos por campo microscépico). Sin embargo, esto no
deja de ser menos importante epidemiolégicamente, dado que ambos protozoos
poseen una baja dosis infectante con gran resistencia a las condiciones ambientales
(Feng et al., 2007; Ryan y Caccio, 2013).

3. Esnecesario identificar a qué especie/genotipo corresponden los agentes encontrados,
a través de técnicas moleculares para asi dilucidar cual es su posible fuente de origen
e implementar programas de control y prevencién mas efectivos en la transmision de
enfermedades zoonéticas en Tierra del Fuego.

4. Es fundamental continuar investigando a esta especie exdtica invasora, como también
realizar monitoreos ambientales en las zonas de mayor confluencia castor-humana.
Las cuencas hidrograficas son vulnerables a la contaminacién con patdgenos
zoondticos y no zoonoticos de la vida silvestre, por lo que la deteccion sensible de
quistes de Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp. en el agua y su
identificacion son esenciales para la gestion de las fuentes de agua y la evaluacion de
riesgos.

5. Esimportante informar y educar a las personas que se encuentren en contacto (directo
o indirecto) con los castores, respecto a enfermedades zoondticas, vias de

transmision, prevencion y control.
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ANEXOS

Anexo 1: Certificado Comité Bioseguridad FAVET

/j}fa\“\ Universidad de Chile

Eifavet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO N° 142
Santiago, 23 mayo, 2019

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, ha revisado el proyecto de memoria de titulo, "PESQUISA DE
Giardia spp. Y Cryptosporidium spp. EN CASTORES (Castor canadensis) DEL PARQUE
NATURAL KARUKINKA, TIERRA DEL FUEGO, CHILE.” De la alumna Srta. Gabriela
Contreras B, cuyo Profesor Guia es el Dr. Cristobal Bricefio, académico de FAVET.

El proyecto de memoria de titulo cumple las normas de bioseguridad que se
encuentran descritas en el mismo y en el formulario de solicitud de certificados de
bioseguridad de FAVET, y que son las adecuadas seg(n las especificaciones contenidas
en el “Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, de la Organizacién Mundial de la
Salud (versién 2005)” y en el “Manual de Bioseguridad de Conicyt” (versién 2008), que
previenen los riesgos para las personas, los animales y el medioambiente.

/
DRA. LIS LAPIERREA. % = ﬁ,}
\; mosicomoap 3
Coordinadora 4
Comité de Bioseguridad
FAVET
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Anexo 2: Certificado Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA).

e Investigacién y Desarrollo COMITE INSTITUCIONAL DE
NIVERSIDAD DE CHILE CUIDADO Y USO DE ANIMALES

Santiago, 10 de julio de 2019

Certificado N2: 19290-VET-UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el Protocolo 14-2019, del Proyecto de Investigacidn titulado: “Estudio sanitario en castores
(Castor canadensis) introducidos en Tierra del Fuego, Chile”, del Investigador Responsable
Cristébal Bricefio Urzta, Profesor Asistente, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile, no se plantean acciones en sus procedimientos que contravengan las normas
de Bioética de manejo y cuidado de animales, asi mismo la metodologia experimental planteada
satisface lo estipulado en el Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad
de Chile.

El académico se ha comprometido a la ejecucién de este proyecto dentro de las especificaciones
sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los procedimientos
experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacion sin previa aprobacidn por parte de
este Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de un total de 210 castores (Castor canadensis),
animales de vida libre que se mantienen como especie introducida en Tierra del Fuego, Chile, desde
julio de 2019 a abril de 2021, tiempo estimado de ejecucidn del estudio, el cual sera financiado por
Convenio Wildlife Conservation Society — Chile y FAVET.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacién y Desarrollo, y estd
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9
miembros no asociados a la academia o investigacion, y que cuentan con experiencia en bioética relacionada
a mantencion y uso de animales. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacion del “Protocolo
de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de la acogida de los investigadores de

las observaciones exigidas por el Comité.

Guidado Yu
&7 CICUA v "VJ\)
$ . "
E V‘P fa '@,L* ;
: g
Ronald Vargas Casanova ; E Dr’E m|I|o Herrera Videla
Director % _,.a Presidente
CICUA-VID *, .’\_ CICUA - VID
Universidad de Chile ””erg,dad 4o Universidad de Chile

Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA)
Vicerrectoria de Investigacidn y Desarrollo (VID) — Universidad de Chile
www.uchile/cicua.cl  email: coordinador.cicua@uchile.cl
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Anexo 3: Puntos geograficos pilotos correspondientes GEF Castor.

XIl Regién

‘Punta Arenas

‘Rio Marazzi

Sector Vicufia

‘Vallc La Paciencia

Dept of Sfate-Geographer

e ey Google Earth

Data SIO;NOAA, U.S: Navy, NGA, GEBCO

54°1810.61"S 68°43'13.67" 0 elevacién 566 m  alt. ojo 547.04 km
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Anexo 4: Protocolo Simplificado Muestreo C. canadensis

KA
¥ Universidad de Chile
RU

Bfavet (NSRS WG

PROTOCOLO SIMPLIFICADO MUESTREO
CASTOR CANADENSIS
PARQUE NATURAL KARUKINKA 2018-2019

El objetivo principal de este muestreo, &5 obtener una de heces
desde recto del castor capturado por trampas Conibear.

1. MATERIALES

» Ficha Musstreo Castor ganadensis « Etanol 70%

« Plumon permanents punts fina « Guantes de l3tex
+ Huincha métrica « Overol o delantal.
» Balanza « Bolsz de basura.
e GPS

« Tubo Falcon estéril 50 mi

Para la proteccion personal se debe usar como minimo guantes de ldtex.
Opcionalmente se puede utilizar un overol o delantal, para una mayor proteccion.

2. REGISTRO DEL ANIMAL

Se l= otorgar3 un nimero de identificacion 3 cada animal el cual se establecerd segin
Ias inicisles de I3 especie 3 inspsccionar sumado 3 un3 numeracion correlativa.
Ejemplo: Casfor ganadensis: CCO001. Adicionaimente se debe completar I Ficha
Musstreo Castor ganadensis, con los datos especificados.

Importante: registrar &l punto de captura con GFS.

3. PARAMETROS MORFOMETRICOS

El animal debe estar en una superficie plana, de espalds y
completamente estirado. Se debe medir con una huincha de medir
desde Iz punta de I3 narz hasta I3 punta de I3 colz, ademas de
medir &l ancho en la zona mas ancha del animal; para la medicion
de la cola, se debe medir desde Is base de Ia cola hasta I zona
mas extrema de £sta, misntras que 3 medicion del ancho, se
obtiene de ls zons mas ancha de la cola. Estos datos deben ser
registrados en “Centimetros™ en la Ficha Musstreo Castor
canadensis,

Para Iz obtencion del peso, el animal se debe colgar, amarrado
desde Iz base de I3 cola y puesto en I3 balanza. Este dato debe
ser registrado en “Kilogramos™ en Iz Ficha Musstreo Casfor
canadensis,

4. TOMA DE MUESTRA Y ROTULACION
Para Iz toma de muestra se debe iniciar con &l animal de espaldas, realzando

un corte longitudinal, a nivel de esto Se debe ubicar inos &
13 porcion terminal de intestino grueso (colon descendents). En esta zona se
el fzcal bolos por o que se debe

realzar un corte con tijleras, extraer una musstra del bolo y depositar en un
tubo Falcon 50 ml, preservada en etanol 70%.

El tubo serd rotulado con las iniciales “He', seguido de I3 identificacion del
3nimal y I3 fecha de obtencion de las heces (DD-MM-A4).

Lusgo de asegurarse que el tubo quade bien cerrado, se deposita en un gopler,
en lo posible con bolsas de gel fio o “ice pack”, para mantener las muestras 3

5. LIMPIEZA Y BIOSEGURIDAD

Unz vez finalizado &l musstreo, Jos restos del animal se depositaran en una fosa
comun, para de evitar que sea consumido por otro animal, ya sea domestico o
silvestre.

Lz vestimenta utilzada, como delantales desechables y guantss deben ser colocados
en una bolsa de basura bien cerrada.

Finalmente se realzard una fimpieza tanto de la superficie, como de los elementos
utilzados que sean reutilzables como pinzas, con etanol 70%.
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Anexo 5: Ficha Muestreo Castor canadensis

Lfavet CANSERLAB W

Ficha Muestreo Casfor canadensis
PARQUE NATURAL KARUKINKA 2018

IDENTIFICACION:
Lugar de captura y coordenadas GPS:
Fecha trampeo: Fecha captura: Fecha necropsia:

Necropsia realizada por:

MEDIDAS

Largo total: Largo cola:
Ancho total: Ancho cola:
Peso:

INSPECCION EXTERNA (Estado general, pelaje, piel, subcutdneo)

INSPECCION INTERNA (Tdrax, abdomen)

SEXO (Marcar con X): Macho [ ) Hembra [ )
MUESTRAS (Marcar con X y anotar en qué medio se almacena la muestra)
Higado | ): Bazo [ ):

Rifign ( ): Heces [ ):

OBSERVACIONES|
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