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RESUMEN.

Cryptosporidium sp. y Salmonella enterica son dos agentes zoonéticos que producen infeccion
intestinal, siendo transmitidos por la via fecal-oral, donde tanto el agua como los alimentos
juegan un rol epidemiolédgico importante. Ambos patdgenos, han sido detectados en aguas
marinas y se ha determinado que infectan a mamiferos marinos en distintas partes del mundo, no
existiendo antecedentes nacionales relacionados. Con el objetivo de detectar estos patdgenos en
pinnipedos de Chile, en este estudio se tomaron muestras a partir de torulas rectales y heces
frescas de animales provenientes de distintas regiones del pais, albergados en el centro de
rehabilitacion de Buin Marino. En dos de las muestras obtenidas a partir de lobos marinos
comunes (Otaria flavescens) se aislo S. enterica, lo que constituye la primera evidencia de su
presencia en pinnipedos de nuestras costas. No se detectd Cryptosporidium sp. en ninguna de las
muestras analizadas, requiriéndose nuevos estudios para dilucidar la presencia de este agente en

animales marinos de nuestro pais.

Palabras claves: Cryptosporidium sp., Salmonella enterica, pinnipedos, Chile.

ABSTRACT.

Cryptosporidium sp. and Salmonella enterica are both zoonotic agents that cause intestinal
infection. They have a fecal-oral transmission, with water and food playing an important
epidemiological role. Both pathogens have been detected in marine environments and it has been
reported that they infect marine mammals in different world regions, being pinnipeds among
them. However, there aren’t any records of these agents infecting marine mammals in Chile. In
this study, Chilean pinnipeds were sampled to detect infection with these pathogens. Two
samples were positive for S. enterica, confirming the presence of this agent in pinnipeds off the
Chilean coast. Cryptosporidium sp. was not detected in any sample, however we cannot discard

the presence of this protozoa and new studies are required in Chilean marine mammals.
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INTRODUCCION.

Actualmente las enfermedades zoonoticas constituyen una preocupacion a nivel mundial. La
relacion que existe entre los agentes patdgenos zoonoéticos y los animales silvestres, tanto
terrestres como marinos, cobra relevancia debido a que éstos pueden actuar como reservorios
para algunos de estos agentes. El inadecuado tratamiento y eliminacion de aguas residuales, asi
como de otros efluentes de las actividades agricolas ha producido la contaminacion del ambiente
marino (Fayer, 2004). Diversos agentes bioldgicos son constantemente liberados en diferentes
concentraciones al mar por humanos, mascotas, ganado y animales silvestres. Factores
ambientales como salinidad, temperatura, nutrientes y luz, influyen en la supervivencia y a veces
proliferacion de estos patdgenos, habiéndose detectado diferentes bacterias, virus, hongos y
protozoos en el ambiente marino y en un amplia variedad de mamiferos marinos, incluyendo

pinnipedos, delfines y cetaceos, entre otros (Steward et al., 2008).

Algunos de los patégenos zoondticos, que se han encontrado en pinnipedos alrededor del mundo,
son Cryptosporidium sp. y Salmonella enterica. Ambos agentes causan diarrea y su hébitat
natural es el hospedero animal y humano. Estos patdgenos son transmitidos a través de la ruta
fecal-oral donde tanto el agua como los alimentos constituyen una posible via de transmision
(Kosec et al., 2003).

Cryptosporidium sp. es un parasito protozoario de distribucion mundial con mas de 20 especies,
que tienen la capacidad de infectar anfibios, peces, reptiles, aves y mamiferos (Fayer, 2004).
Puede causar infeccion gastrointestinal en una amplia variedad de mamiferos, incluido el ser
humano (Del Coco et al., 2009). C. parvum es la especie mas prevalente en los animales,
informandose méas de 150 mamiferos hospedadores distintos (Fayer, 2004). EI ooquiste, su
estadio infectivo de alta resistencia al medio ambiente, posee forma esférica con un tamafio
aproximado de 4 a 6 um de didmetro. Los ooquistes pueden ser eliminados en grandes cantidades
por las heces (Fayer, 2004; Del Coco et al., 2009) y tienen la capacidad de sobrevivir por largos

periodos de tiempo en agua marinas, manteniendose viables hasta por seis meses (Fayer, 2004).

La transmision de este patdégeno se ha relacionado con la ingestion de agua y alimentos
contaminados con material fecal. La diseminacion de la infeccién entre mamiferos acuaticos,

puede ser facilitada por factores relacionados con la intensidad de la contaminacion ambiental y



la supervivencia de los ooquistes en el agua, segun las condiciones del medio (Gomes et al.,
2007).

Poco es lo que se sabe de la presencia de Cryptosporidium sp. en mamiferos marinos. EI primer
registro de infeccidn que existe en un mamifero acuatico es en un dugongo (Dugong dugon) (Hill
et al., 1997). El primer registro de este parasito en pinnipedos es un estudio realizado por Deng et
al. (2000), en lobos marinos californianos (Zalophus californianus), en que se detect6 C. parvum
en muestras de heces. Posteriormente, Hughes-Hanks et al. (2005), detectaron este parésito en
focas anilladas (Phoca hispida). Recientemente también se ha descrito Cryptosporidium sp. en
otros mamiferos acuaticos como el manati antillano (Trichechus manatus manatus), manati
amazonico (Trichechus inunguis) (Gomes et al., 2007), en la ballena boreal (Balaena mysticetus)
y en la ballena franca (Eubalaena glaciales) (Hughes-Hanks et al., 2005).

Por otra parte, Salmonella sp. pertenece a la familia Enterobacteriaceae, y corresponde a una
bacteria anaerdbica facultativa, gram negativa, para la que se describen tres especies: S. enterica,
S. bongori y S. subterranea. De ellas, S. enterica es la que genera enfermedad tanto en humanos
como en animales (Sanchez y Cardona, 2003). Dentro de esta especie se han descrito mas de
2.500 serotipos, algunos de los cuales son especie especificos y otros tienen un amplio rango de
hospederos, causando enfermedad en una gran diversidad de especies. Este patdgeno entérico se
puede transmitir por muchas vias, sin embargo, la mayoria de las infecciones se presentan por la
ingestion de agua o alimentos contaminados (Sanchez y Cardona, 2003), ya que las heces tanto
humanas como animales son la principal fuente de diseminacion de S. enterica. La habilidad de
este agente para ser transmitido por cualquiera de estas rutas depende fundamentalmente de su
resistencia a factores medio ambientales, que controlan su supervivencia y de su capacidad de ser

transportado por el agua, cuando se encuentra en la naturaleza (Baudart et al., 2000).

Es comdn encontrar Salmonella en aguas residuales y aguas provenientes de granjas. Esto
constituye una importante fuente de contaminacion para las aguas naturales y puede contribuir a
la transmision de la infeccion, siendo una amenaza para la salud humana y animal (Polo et al.,
1999).

Muchos serotipos de Salmonella han sido identificados en mamiferos marinos. Los primeros

aislamientos de los cuales se tiene registro en estos animales son de una beluga (Delphinapterus



leucas), una ballena hocico de botella (Hyperoodon rostrarum), un lobo marino californiano (Z.
californianus) y un oso marino artico (Callorhinus ursinus). Gilmartin et al. (1979) obtuvieron
muestras de torulas rectales desde lobos marinos californianos y 0sos marinos articos sanos del

sur de California. Los resultados mostraron la presencia de tres serotipos de Salmonella:

S. Newport, S. Oranienburg y S. Heidelberg, los que fueron encontradas en el 40% de los lobos

marinos y en un 33% de los 0sos marinos.

En otro estudio, realizado por Stoddard et al. (2005), se tomaron muestras rectales con torulas de
195 elefantes marinos del norte (Mirounga angustirostris) que vararon en las costas de
California. 72 de estos elefantes marinos, equivalente al 36,9%, presentaron Salmonella spp.,
siendo S. Newport el serotipo mas comun. En una publicacion posterior de estos mismos autores
se describi6 la presencia de 5 serotipos de Salmonella en dos especies de pinnipedos, lobos
marinos californianos y elefantes marinos del norte, en las Islas del Canal, California. Los
serotipos encontrados fueron: S. Enteritidis, S. Montevideo, S. Newport, S. Reading y S. Saint
Paul (Stoddard et al., 2008).

Por altimo, también existen antecedentes de la presencia de diferentes serotipos de Salmonella en

lobos marinos de Nueva Zelanda (Phocartus hookeri) (Fenwick et al, 2004).

En Chile son escasos los antecedentes que existen sobre el estatus sanitario de los mamiferos
marinos, y nunca se ha informado de la presencia de Cryptosporidium sp. y S. enterica en este
grupo de animales. Por lo mismo, el objetivo de este trabajo fue detectar ambos enteropatdgenos
en pinnipedos que habitan las costas de nuestro pais.



MATERIALES Y METODOS.
1. Muestras.

Se recolectaron muestras de heces de pinnipedos silvestres que llegaron al Centro de
Rehabilitacion de Buin Marino, entre los meses de Agosto y Diciembre del afio 2010. Se tomaron
muestras a partir de torulas rectales en lobos marinos anestesiados con isofluorano o
inmovilizados mecanicamente desde la columna por parte del personal médico del Centro. A
continuacion las térulas fueron depositadas en medio de transporte Cary-Blair. Asimismo se
tomaron muestras de heces frescas recogidas directamente del suelo en tubos estériles que
contenian etanol 70%. En total se tomaron 23 muestras.

Las muestras tomadas fueron:

e 7 muestras de heces frescas: 2 lobos marinos comunes (Otaria flavescens)
3 “pools” de lobos marinos comunes
1 lobo marino subantartico (Arctocephalus tropicalis)
1 foca leopardo (Hydrurga leptonyx).

e 16 muestras de torulas rectales: 12 de lobos marinos comunes

4 de elefantes marinos del sur (Mirounga leonina)

Con respecto a las 4 muestras de elefantes marinos del sur, éstas fueron tomadas después de
inyectar a los animales con un sedante (Zoletil®), una combinacion de clorhidrato de Tiletamina
y clorhidrato de Zolazepam. Fueron enviadas gentilmente por la Dra. Catherine Dougnac, y
obtenidas en la expedicion cientifica al Seno Almirantazgo, Tierra del Fuego, liderada y
financiada por Wildlife Conservation Society (WCS) Chile, con el apoyo del Programa Global de
Salud (GHP) y el Programa Marino de WCS.

Las muestras fueron llevadas en una caja hermética a la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias (FAVET) de la Universidad de Chile, donde fueron procesadas en los laboratorios de

Enfermedades Infecciosas, de Parasitologia, de Inocuidad de los Alimentos y de Microbiologia.



2. ldentificacién de Cryptosporidium sp.

Se tomaron 50 g de la muestra que fueron fijados con formalina 10% por 30 min, y después de
una centrifugacion a 3000xg por 30 min, se elimind el sobrenadante para luego hacer un
extendido en un portaobjetos que fue tefiido mediante la tincion de Ziehl-Neelsen modificada
(Fredes et al., 2007). Mediante microscopia Optica con objetivo 100X se intent6 la identificacion

de los ooquistes.
3. Identificacion de Salmonella enterica

La torula de muestra fue introducida en 5 mL de agua peptonada tamponada (ATP) (pre-
enriquecimiento no-selectivo) y este indculo fue incubado a 42°C por 24 h. Luego, a partir de
esta suspension se sembré una placa de agar de Selenito-Lisina-Desoxicolato (XLD) (Difco®), y
el resto del cultivo fue transferido a un tubo con 5 mL de caldo Selenito Cistina doble
concentracion SCDC (Difco®), incubandose a 42 °C por 24 h. A continuacion, 100 puL fueron
transferidos desde el SCDC a una placa de agar XLD que fue incubada posteriormente a 42°C
por 24-48 h.

A partir de estos cultivos se obtuvieron colonias sospechosas, caracterizadas por poseer el mismo
color del medio y ser trasldcidas, pudiendo presentar en ocasiones un centro negro. Estas colonias
fueron confirmadas por pruebas bioquimicas: Agar Triple Azlcar Hierro (TSI), Agar Hierro
Lisina (L1A), Agar Urea, Reaccion de Voges-Proskauer (RM-VP), deteccion de p-galactosidasa,
reaccion Indol y Agar Motilidad-Indol-Ornitina (MIO). Estos procedimientos se realizaron segun
la Norma Chilena Oficial NCh. 2675 Of2002.

Las colonias positivas fueron serotipificadas de acuerdo al protocolo de Kauffmann-White
(Grimont y Weill, 2007) en el laboratorio de Bacteriologia del Instituto de Salud Pablica (ISP), a

cargo de la Sra. Alda Fernandez.



RESULTADOS.

Los resultados estan presentados en la Tabla 1, indicando identificacion, especie, sexo, edad,
procedencia y resultados tanto para Salmonella enterica como para Cryptosporidium sp. de cada

muestra.

Se encontraron 2 muestras positivas en 2 lobos marinos comunes para Salmonella, las que fueron
indentificadas como S. Havana y S. Newport. No se obtuvieron muestras positivas para

Cryptosporidium sp.

Tabla 1. Identificacion de muestras y resultados para Salmonella enterica y Cryptosporidium sp.

ID Especie Sexo Edad Procedencia Resultado*
Muestra S C
P070810 Otaria flavescens Hembra Juvenil N.D - -
P170810 Hydrurga leptonyx ~ Hembra Juvenil N.D - -
P240810 Otaria flavescens Hembra Juvenil Los Vilos - N.D.
P260810 Otaria flavescens Hembra Juvenil Los Vilos - -
P090910-1 Otaria flavescens Macho  Cachorro Antofagasta S. Havana N.D.
P090910-2 Otaria flavescens Hembra Cachorro Antofagasta - N.D.
P140910 Otaria flavescens Macho  Cachorro Antofagasta S. Newport N.D.
P021110 Arctocephalus Hembra Cachorro Algarrobo - -
tropicales

P011210-1 Otaria flavescens Hembra Cachorro Antofagasta - N.D.
P011210-2 Otaria flavescens Hembra Cachorro Antofagasta - N.D.
P011210-3 Otaria flavescens Hembra Cachorro Antofagasta - N.D.
P011210-4 Otaria flavescens Hembra Cachorro Antofagasta - N.D.
P011210-5 Otaria flavescens Hembra Cachorro Antofagasta - N.D.
P011210-6 Otaria flavescens Hembra Cachorro Antofagasta - N.D.
P011210-7 Otaria flavescens Hembra Cachorro Antofagasta - N.D.
P221210-1 Mirounga leonina Macho  Juvenil Tierra del Fuego - N.D.
P221210-2 Mirounga leonina Macho  Juvenil Tierra del Fuego - N.D.
P221210-3 Mirounga leonina Macho  Juvenil Tierra del Fuego - N.D.
P221210-4 Mirounga leonina Macho  Juvenil Tierra del Fuego - N.D.
Pool A Otaria flavescens Cachorro Antofagasta N.D. -
Pool B Otaria flavescens Cachorro Antofagasta N.D. -
Pool C Otaria flavescens Cachorro Antofagasta N.D. -

*S: Salmonella enterica; C: Cryptosporidium sp.

N.D: no determinado



DISCUSION.

Las actividades humanas tienen un impacto importante sobre la salud de los mamiferos marinos,
quienes pueden ser considerados como especies centinelas ambientales, con parasitos acuaticos y
bacterias como las estudiadas en este trabajo. En este sentido, se han detectado tanto S. enterica
como ooquistes de Cryptosporidium en muestras de aguas marinas de &reas en que se disponen
desechos tratados o descargas rurales (Catalao et al., 2000; Payment et al., 2001). Moluscos, tales
como ostras y mejillones, también han demostrado la presencia de estos patdgenos (Fayer et al.,
2003; Fayer et al., 2004; Martinez-Urtaza et al., 2004). La clave para determinar si las
actividades humanas, tales como las crianzas de animales y la disposiciéon de aguas residuales,
son fuentes posibles de contaminacion que a su vez, constituyen un riesgo para la infeccion de
mamiferos marinos, es determinar las especies y serotipos que naturalmente infectan a estos
animales. Por ejemplo, como la mayoria de las especies y subtipos de Cryptosporidium sp. son
especie especificos, la identificacion de lineas adaptadas a un hospedero terrestre en mamiferos
marinos, como C. hominis, podria indicar que los desechos efectivamente constituyen una
probable causa de contaminacion e infeccién (Appelbee et al., 2005). En el caso de Salmonella,
se sabe de la presencia de diferentes serotipos en aguas marinas, aunque en Chile no existen
estudios al respecto. Por este motivo, es dificil determinar si la infeccion de los dos ejemplares

positivos en este trabajo, es consecuencia de la descarga de desechos humanos.

La deteccion de S. enterica en dos de las muestras confirma la presencia de este patdégeno en
lobos marinos comunes, siendo la primera vez que se reporta el agente en mamiferos marinos que
habitan las costas de Chile. Llama la atencion que ambos animales positivos procedan de
Antofagasta, zona norte de Chile, y que ambos sean machos juveniles que se encontraban en un
buen estado de salud. Este hallazgo contrasta con otro estudio realizado en el sur del pais
(Valdivia), en que se buscaron especies de la familia Enterobacteriaceae en lobos marinos
comunes y no se detectd S. enterica (Gonzalez-Fuentes et al., 2010). La explicaciéon de esta
diferencia, puede relacionarse a factores geogréaficos en la distribucién del agente, a que la carga
de contaminacion de las aguas o de los mamiferos en el norte difiera con la del sur, a que el
numero de muestras analizadas no haya sido suficiente para detectar el agente en el sur, o bien a
diferencias en la toma y procesamiento de las muestras, ya que las detecciones en este estudio se
obtuvieron a través de torulas rectales, a diferencia de lo realizado en Valdivia, en que se

recogieron las heces directamente del suelo.



Los serotipos de Salmonella aislados en diversos estudios corresponden a S. Newport, S.
Oranienburg, S. Heidelberg, S. Saint Paul, S. Montevideo, S. Typhimurium, S. Reading, S. Cerro,
S. Havana y S. Enteritidis (Gilmartin et al.,1979; Palmgren et al., 2000; Fenwick et al., 2004;
Stoddard et al., 2005; Stoddard et al., 2008). De estos, S. Newport parece ser el mas comun de
encontrar en lobos marinos, ya que se describe en los distintos estudios. Este trabajo no fue la
excepcion, puesto que uno de los serotipos identificados fue S. Newport, lo que sugiere su amplia
distribucion en pinnipedos alrededor del mundo. El otro serotipo asilado, S. Havana, solo ha sido

previamente aislado en lobos marinos antarticos (Arctocephalus gazella) (Palmgren et al., 2000).

Las dos muestras positivas provenian de animales asintomaticos. Una posibilidad es que los
serotipos aislados no produzcan enfermedad o bien, la produzcan cuando existen otros factores
predisponentes. Otra posibilidad es que los animales, ya sea por anticuerpos maternos adquiridos
pasivamente o por competencia inmune temprana, no experimenten la enfermedad si no que sean

portadores transitorios asintomaticos.

Se sabe que Salmonella es capaz de subsistir en el ambiente marino y se ha observado que puede
sobrevivir sin dificultades por 8 semanas en aguas marinas, siendo favorecida por temperaturas
bajas (Hernroth et al., 2010), ademéas de soportar salinidades tan altas como 3,5% (Minette,
1986). En un estudio realizado en Espafa, se aislaron 42 serotipos de Salmonella de aguas
marinas, algunos de los cuales se han observado en casos clinicos en humanos, lo que sugiere que
la contaminacidn con aguas residuales de origen antropogénico puede ser un riesgo de infeccién
para diversos animales marinos, habiéndose incluso detectado en moluscos (Polo et al., 1999;
Martinez-Urtaza et al., 2004). Debido al hallazgo realizado en este trabajo con animales
proveniente de la zona norte de Chile, existen ahora antecedentes para promover estudios
dirigidos a determinar las caracteristicas epidemioldgicas de la infeccion en las aguas y fauna

marina de esta zona del pais.

Por otra parte, probablemente debido al pequefio tamafio muestral utilizado para la deteccion de
Cryptosporidium sp., su aparente ausencia sugiere la necesidad de continuar con los esfuerzos en
el diagnoéstico, considerando las condiciones Optimas para la obtencion, transporte y
manipulacion de las muestras. Lo ideal es que las heces se colecten en el momento
inmediatamente posterior a la defecacion del animal, y que se privilegien aquellos individuos

sintomaticos, es decir, con cuadros diarreicos o signos clinicos sugerentes de criptosporidiasis



(Medina et al., 1988; Alcaino et al., 1989). Es muy probable que este agente se encuentre en
mamiferos marinos, ya que en la literatura se ha descrito la presencia de ooquistes de
Cryptosporidium sp. en lobos marinos californianos, dugongo, ballenas boreales, ballenas
francas, manati antillano, manati amazonico y focas anilladas, y ademas, porque se ha descrito en
humanos (Neira, 1988) y animales domésticos de nuestro pais (Alcaino et al, 1989; Gorman et
al., 1990)

Es importante que se siga investigando con respecto a la presencia de los dos patdgenos
estudiados en este trabajo en pinnipedos de nuestro pais, ya que se trata de agentes zoondticos
que pueden poner en riesgo la salud humana. Ademas no existe mucha informacion sobre como
estos agentes pudieran afectar la salud de estos animales y si pueden jugar un rol relevante en
términos de su conservacion. La confirmacion de que existen lobos marinos en Chile infectados
con S. enterica, debiera ser un incentivo para seguir estudiando este agente en mamifero marinos,
tomando muestras en distintas regiones del pais para establecer si existen diferencias geogréficas,
asi como en animales de diferentes edades y en distintas temporadas. Ademas es fundamental
indicar que las personas que trabajan con frecuencia con este tipo de animales, tomen las

precauciones necesarias al manipularlos para no exponerse a una zoonosis.

CONCLUSIONES.

La deteccion en este trabajo de Salmonella enterica en dos lobos marinos, confirma la presencia
de este patdgeno en pinnipedos de Chile. La importancia del hallazgo radica en ser la primera
evidencia de la infeccidn en este tipo de animales en el pais, y que a su vez, se trata de un agente
zoonotico, por lo que constituye un riesgo potencial para la salud humana. A pesar de no
identificarse ooquistes de Cryptosporidium sp. en este estudio, no se puede concluir su ausencia
en pinnipedos de nuestro pais, ya que el tamafio muestral fue muy reducido. Finalmente, se

sugiere continuar con el desarrollo de investigaciones en esta area.
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