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Editorial

De macro y microparasitos

La interaccion entre el hombre y el medio ambiente bidtico puede dar origen a una serie de relaciones
interespecificas que van desde el mutualismo al parasitismo y la depredacién. Esta interaccién puede ser tan
simple como la interaccién entre dos especies: el hombre y un agente infeccioso; o involucrar un gran nimero
de especies constituyéndose en un problema de comunidades biologicas. Cuando en esta interaccion el hombre
sufre un dafo agudo o crénico y la relacion es de parasitismo hablamos de una enfermedad infecciosa (o
parasitaria). En este contexto, desde la perspectiva ecologica la enfermedad infecciosa constituye una relacion
entre el hombre y otra especie, el agente, inserta en un medio ambiente particular. Esto es lo que constituye la
conocida triada ecoldgica de la enfermedad: Hospedero-Agente- Ambiente.

Desde la perspectiva médica, tal vez por tradicion o por razones practicas, existe una separacion entre
la parasitologia y la infectologia, preocupandose la primera en general de las enfermedades causadas por
animales, incluyendo protozoos, y la segunda por bacterias, virus y hongos. Sin embargo existen evidentes
interfaces entre estas dos especialidades médicas especialmente en algunos grupos cuya naturaleza es o era
incierta como por ejemplo Prneumocystis jiroveci y los microsporidios.

En términos ecoldgicos, esta separacion desaparece, constituyendo las enfermedades infecciosas una relacion
de parasitismo donde la poblacién de parasitos recibe un beneficio y el hospedero, individuo o poblacién,
recibe un dafio. Es por tanto, una interaccién positivo-negativa. Y entre éstas, donde una especie es beneficiada
y la otra perjudicada, existen claras diferencias de comportamiento, a nivel de la dinamica poblacional y del
dafo individual. A pesar que el parasitismo constituye un solo tipo de relacion ecoldgica, una clara divisién se
produce entre los denominados Microparasitos y Macroparasitos. Los primeros incluyendo a virus, bacterias y
protozoos y los segundos a nematodos, platelmintos y artrépodos.

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes subgrupos ecoldgicos de parasitos.

Caracteristica Microparasito Macroparasito Parasitoide Depredador
Razoén entre las <<1 <1 ~1 >1
esperanzas de vida
Razon entre los Mucho menor que | Menor que el Estados maduros Mayor que la presa
tamaios corporales | el hospedero hospedero similares
Tasa de Mucho mayor que | Mayor que la del Comparable a la Menor que la del
crecimiento la del hospedero hospedero del hospedero hospedero
intrinseco
Efecto en el Mediana o Variable o Letal Letal
hospedero altamente deletérea | intermedia
Razon entre el Muchas especies ¢ | Mediana cantidad Varios hospederos | Varias presas por
numero de especies | individuos en cada | de especies con por parasitoide depredador

hospedero pocos individuos

en cada hospedero

Los micropardsitos son en general muy pequefos en relacion al hospedero, se reproducen directamente
en el hospedero con tasas reproductivas (r) muy elevadas, tiempos generacionales (G) cortos y sin hospederos
intermediarios. En cambio los macroparasitos son mas grandes, con menores tasas reproductivas, mayores
tiempos generacionales y en general con hospederos intermediarios. Estas diferencias ecoldgicas tienen
consecuencias en los aspectos médicos, como la generaciéon de inmunidad, la naturaleza transitoria de
la enfermedad, la unidad de analisis, y también consecuencias a nivel de la dindmica poblacional de las
enfermedades micro y macroparasitarias.

Mauricio Canals Lambarri (M.D., PhD.)
Editor
Parasitologia Latinoamericana
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Biliary ascariasis: Role of images.

Summary: Objetive

The objetive of this article was to review the literature on the presentation of bile duct ascariasis and imagig
findings. Ascaris Lumbricoides is a parasite of worldwise distribution, found mainly in developing countries.
Both as larva and adult, Ascaris Lumbricoides may have erratic migration within bile duct, gallbladder and liver
having different clinical manifestations. Currently, advances in imaging techniques have optimized diagnosis

using ultrasound and MRIL

Key words: Ascaris lumbricoides, ascariasis

Introduccion

Ascaris Lumbricoides es un pardsito nematodo
que tipicamente mide 15-45 cms de longitud, siendo
la hembra de mayor tamaio, el cual es transmitido
por via fecal-oral (Sinha et al. 2012, Ortega et al.
2010, Zavala et al. 2011). Esta parasitosis tiene
enorme importancia epidemioldgica, pues las zonas
donde se presenta con mayor frecuencia son las de
gran pobreza. Afecta de 25 a 35% de la poblacién
mundial (Zavala et al. 2011), siendo mds frecuente
en paises tropicales (Sinha et al. 2012, Ortega et
al. 2010). Este pardasito es altamente prevalente en
la mayoria de los paises en desarrollo, siendo los
hospederos usualmente infestados por numerosos
ejemplares (Boland 2014).

El humano actia como hospedero de Ascaris
Lumbricoides. Elsitio de establecimiento preferencial
y definitivo del pardsito es el intestino delgado.
Macho y hembra copulan en el lumen intestinal y
después de varios dias la hembra deposita sus huevos;
éstos caen al lumen intestinal y son arrojados hacia
el exterior junto con las deposiciones. Los huevos
no son infectivos en esos momentos; requieren 15
a 21 dias para que se larve en su interior con las
condiciones adecuadas. En la tierra el huevo forma
en su interior una larva de primer estadio; 5 a 10 dias
después la larva muda y se transforma en larva de
segundo estadio. En ese momento se adquiere la fase
infectante para el humano (Zavala et al. 2011).

Una vez ingerido el huevo se libera una larva
que penetra la pared duodenal, entra al torrente
sanguineo, es transportado hasta el higado y corazén
para luego pasar a la circulacién pulmonar. Las
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larvas quedan libres en los alveolos pulmonares,
donde crecen y experimentan mudas, lo que se
conoce como ciclo de Loos. Al cabo de unas 3
semanas son expulsadas del sistema respiratorio con
la tos y deglutidas para regresar de nuevo al intestino
delgado (Murray et al. 2007).

Ascaris  Lumbricoides produce alteraciones
anatomopatoldgicas en su fase de migracion (larvas),
en la fase de estado (adulto) y como resultado
de migraciones errdticas (Zavala et al. 2011).
Clinicamente se puede manifestar con sintomas
digestivos (ej. ictericia, dolor abdominal, diarrea),
sintomas respiratorios (ej. sindrome de LOffler),
baja de peso, entre otros (Sinha et al. 2012, Zavala
et al. 2011). Dado que tiene una alta prevalencia, las
complicaciones y mortalidad son frecuentes (Ortega
et al. 2010).

El diagnostico se puede realizar con la
visualizacién del parasito eliminado o mediante el
examen coproparasitologico seriado que revela la
presencia de huevos fecundados o no fecundados
(Murray et al. 2007, Zavala et al. 2011). Sin embargo,
los hallazgos en imagenes son altamente especificos
y pueden apuntar hacia el diagnéstico de ascariasis
(Ortega et al. 2010). El radidlogo puede visualizar
también estos pardsitos en el intestino y via biliar
(Murray et al. 2007).

Ascariasis en via biliar

La ascariasis de via biliar es mds comun en zonas
endémicas y existe un predominio en las mujeres,
con una relaciéon de mujeres y hombres de 3:1. Se ha
visto comunmente en la tercera década de vida, con

Parasitologia Latinoamericana. (2015); 64 (2): 9- 14
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un rango que va desde los 4 — 70 afios (Das 2014). Es
menos comun en nifios debido a que poseen una via
biliar de calibre mds pequerio.

Ascaris Lumbricoides es un organismo muy
movil que tiende a explorar y penetrar todos los
orificios posibles (Catalano et al. 2009). Dada su
naturaleza delgada, pueden introducirse a la via
biliar a través de la ampolla de Vater, pudiéndose
alojar posteriormente en el conducto colédoco, la
ampolla misma, ductos hepaticos o en cualquier sitio
del arbol biliar, pudiendo causar obstruccion biliar y
pancreatitis. En ocasiones, un Ascaris puede dirigirse
hacia proximal desde el conducto hepatico e incluso
llegar a nivel de la vesicula biliar (Boland 2014),
siendo esto dltimo bastante raro dada la tortuosidad
y menor didmetro del conducto cistico (Slesak et al.
2007, Das 2014). Un solo parésito puede causar cdlico
biliar; pudiendo tener complicaciones relacionadas
a esto como formacion de litiasis biliar, colecistitis,
colangitis, abscesos hepdticos y pancreatitis (Sinha et
al. 2012, Ortega et al. 2010). La colangitis recurrente
piogénica es atribuida a ascariasis en areas de alta
prevalencia (Ortega et al. 2010).

Aquellos pacientes que han tenido cirugia biliar
previa como colecistectomia, coledocolitotomia,
esfinteroplastia 6 esfinterotomia) se cuentan como
pacientes de riesgo de desarrollar ascariasis en via
biliar (Das 2014). El 30% de los pacientes afectados
por ascariasis de via biliar tienen el antecedente
de colecistectomia, la cual lleva a largo plazo a la
dilatacién del conducto biliar comun, lo que podria
promover el paso del parasito a lo largo del arbol
biliar (Chan et al. 2012). Se podria decir que en
general, pacientes que han tenido exploraciones o
cirugfas a nivel biliar los hace mds propensos a que
estos pardsitos se establezcan en via biliar (Catalano
et al. 2009).

Se ha comparado la prevalencia de mujeres
embarazadas frente a las no embarazadas, estando
las primeras con un mayor riesgo, probablemente
debido a la relajacion del esfinter atribuida a los altos
niveles de progesterona (Chan etal. 2012, Das 2014).

El diagnéstico depende de la demostraciéon del
pardsito en el arbol biliar en un paciente con clinica
compatible, especialmente en zonas endémicas. Esto
no es siempre posible dado que frecuentemente la
mayoria de los ascaris se trasladan dentro y fuera
de los ductos biliares dentro de un periodo de 7 dias
(Das 2014).

Parasitologia Latinoamericana. (2015); 64 (2): 9- 14

Rol de las imdgenes

um rastreamento do parasito em curto periodo
de Las imagenes medicas tienen un rol relevante en
al menos un 50% de las parasitosis, participando
practicamente en todas las etapas diagndsticas como
en la hidatidosis, neurocisticercosis y fasciolasis y
otras en las que practicamente no tiene ningtn rol. El
rol fundamental se encuentra en el apoyo diagndstico,
la extensién y complicaciones y prondstico. En el
caso de la Ascariasis, el rol de las imagenes ha sido
considerado como secundario (Canals 2012).

Hallazgos en US

La ecografia ha demostrado que tiene una alta
precision diagndstica como un procedimiento no
invasivo en el diagnoéstico de la ascariasis biliar
(Mukhopadhyay et al. 2009). La apariencia de la
ascariasis biliar depende del numero de parésitos al
momento del estudio. Lo mds frecuente es encontrar
un parasito solitario que se muestra como un tubo ¢
lineas ecogénicas paralelas dentro del conducto biliar
sin sombra actstica posterior (Das 2014, Khalili et al.
2011) asociado 6 no a una dilatacién de la via biliar
(Slesak et al. 2007). La pared del cuerpo del parasito
y el tracto alimentario forman una apariencia
trilaminar (Sinha et al. 2012). La apariencia es similar
a un stent biliar, el cual puede ser excluido dentro de
las posibilidades diagndsticas por la historia clinica
(Khalili et al. 2011).

En la vista transversal, este gusano redondo
rodeado por las paredes del conducto biliar le da la
apariencia de una diana (Slesak et al. 2007, Khalili et
al. 2011).

Puede estar doblado sobre si mismo u ocupar
cualquier posicién del sistema biliar, incluyendo el
parénquima hepatico, cercano a la capsula o dentro
de la vesicula. El movimiento del ascaris durante
el estudio facilita el diagnostico (Sinha et al. 2012,
Slesak etal. 2007, Das 2014, Khalili etal. 2011), siendo
estos lentos, pendulares y sin direccién. Sin embargo,
en pacientes en que han sido tratados médicamente,
al realizar una ecotomografia abdominal de control
es posible observar ejemplares a nivel de la via biliar
inmoviles (Slesak et al. 2007), y en caso de que este no
cambie de posicion después de 10 dias en el sistema
biliar, se trata usualmente de un ejemplar muerto o
macerado (Das 2014).
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Cuando la infestacion es grande, multiples
gusanos pueden estar adyacentes entre si, asemejando
spaghettis. Ocasionalmente, estos parasitos se
pueden mostrar como un defecto de llene amorfo y
ecogénico, haciendo el diagnéstico mas dificultoso
(Khalili et al. 2011).

Esta modalidad diagndstica tiene algunas
limitaciones, como puede ser la interposicion de gas
abdominal que oscurece el drbol biliar, relacionado
con una mayor dificultad para demostrar el parasito
en segmentos medios y distales del conducto biliar
comun (Ding et al. 2011). Otro inconveniente
es que en la mayoria de los casos no se visualizan
estos parasitos en duodeno o en el orificio ampular,
reportandose una falla en el diagnédstico de un 50%
de los casos de ascariasis hepatobiliar (Das 2014).

Hallazgos en TC

En la vista transversal, este gusano redondo
rodeado por las paredes del conducto biliar le da la
apariencia de una diana (Slesak et al. 2007, Khalili et
al. 2011).

Puede estar doblado sobre si mismo u ocupar
cualquier posicién del sistema biliar, incluyendo el
parénquima hepatico, cercano a la capsula o dentro
de la vesicula. El movimiento del dscaris durante
el estudio facilita el diagnostico (Sinha et al. 2012,
Slesak etal. 2007, Das 2014, Khalili et al. 2011), siendo
estos lentos, pendulares y sin direccién. Sin embargo,
en pacientes en que han sido tratados médicamente,
al realizar una ecotomografia abdominal de control
es posible observar ejemplares a nivel de la via biliar
inmoviles (Slesak et al. 2007), y en caso de que este no
cambie de posicion después de 10 dias en el sistema
biliar, se trata usualmente de un ejemplar muerto o
macerado (Das 2014).

Cuando la infestacion es grande, multiples
gusanos pueden estar adyacentes entre si, asemejando
spaghettis. Ocasionalmente, estos parasitos se
pueden mostrar como un defecto de llene amorfo y
ecogénico, haciendo el diagndstico mas dificultoso
(Khalili et al. 2011).

Esta modalidad diagnostica tiene algunas
limitaciones, como puede ser la interposicion de gas
abdominal que oscurece el 4rbol biliar, relacionado
con una mayor dificultad para demostrar el parasito
en segmentos medios y distales del conducto biliar
comun (Ding et al. 2011). Otro inconveniente
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es que en la mayoria de los casos no se visualizan
estos parasitos en duodeno o en el orificio ampular,
reportandose una falla en el diagndstico de un 50%
de los casos de ascariasis hepatobiliar (Das 2014).

Hallazgos en RM

La colangiopancreatografia por resonancia
magnética (MRCP o RMCP) es una excelente técnica
no invasiva para delinear el sistema biliar. Avances
en la tecnologia de adquisicién y procesamiento de
la RMCP y la disponibilidad rutinaria de secuencias
tridimiensionales han facilitado la exploracién en
detalle de la anatomia del sistema biliar (Prabhakar
et al. 2010)

La colangio RM es un método para evaluar la via
biliar que ha reemplazado al ERCP como herramienta
diagndstica en muchos casos. Diversos autores han
reportado que la ascariasis biliar se presenta como
un defecto de llene hipointenso de forma lineal en
el conducto biliar en resonadores de 1.5 TESLA
6 menos. En cortes delgados en colangio RM de 3
TESLA, la ascariasis biliar muestra una apariencia
distintiva (Figuras 1y 2).

Imagen 1

Parasitologia Latinoamericana. (2015); 64 (2): 9- 14
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Imagen 2

Figuras1y2

Colangio RM, corte coronal. Se observa leve dilatacién de la
via biliar intrahepatica y via biliar principal. Hepatocolédoco
mide 13 mm. Se observa imagen alargada hipointensa que
ocupa el hepatocolédoco y llega hasta el colédoco distal.
Presenta una imagen hiperintensa alargada en su interior.

Figura 3

Colangio RM, corte axial. A nivel de colédoco distal se
visualiza defecto redondo que mide 7 mm de didmetro con
imagen hiperintensa central. El colédoco mide 11 mm a este
nivel.

Parasitologia Latinoamericana. (2015); 64 (2): 9- 14

El fluido presente en el interior del intestino del
gusano aparece como un linea de alta intensidad.
Esta linea de alta intensidad de sefial separa el cuerpo
tubular del gusano en dos porciones, tomando una
apariencia de 3 lineas. En cortes de mayor grosor no
se observa este signo de forma clara, sin embargo,
cortes gruesos son superiores al momento de evaluar
de forma tridimensional la via biliar. Por otro lado,
los cortes gruesos pueden revelar otros posibles
hallazgos extrabiliares que no son visualizables en
los cortes finos (Ding et al. 2011).

Hallazgos en ERCP

La  Colangiopancreatografia ~ endoscépica
retrograda (ERCP) es ttil tanto en diagndstico como
en tratamiento (Das 2014). Usualmente muestra los
pardsitos como un largo defecto de llenado. ERCP
debe ser considerado como intervencidn terapéutica
si falla la respuesta a un tratamiento conservador,
persistencia del parasito (en ecografias seriadas) o
si éste ha muerto dentro del arbol pancreaticobiliar.
Se ha reportado en la literatura la extraccion exitosa
del parasito por via endoscopica, pero el uso de
ERCP debe ser balanceado con las potenciales
complicaciones del procedimiento. Por otra parte,
la esfinterotomia realizada durante el ERCP para la
extraccion del Ascaris predispone a infestaciones
recurrentes (Mukhopadhyay et al. 2009). Por altimo,
considerar que este procedimiento eleva los costos
de tratamiento.

Conclusion

Ascaris Lumbricoides es un parasito que se
presenta en zonas endémicas, rurales, con altos
niveles de pobreza y mal saneamiento ambiental.
Para el diagndstico de esta parasitosis se debe tener
un alto indice de sospecha ya que tiene variadas
manifestaciones clinicas poco especificas y que
obligan al tratante a descartar muchos diagndsticos
diferenciales, ya que no se considera frecuentemente
como hipdtesis diagndstica. Es por esto que el
conocimiento de las presentaciones en examenes
de imagenologia puede ser de gran ayuda al clinico
para una aproximacion al diagndstico de ascariasis,
debido a que los hallazgos son altamente sugerentes
de la presencia de este parasito.

13
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Summary

The dynamics of endoparasite infections in ruminants in Cruz das Almas, in Bahia’s Reconcavo region,
was studied based on fecal monitoring of cattle, sheep and goats selected randomly and monthly according
to different age groups. A total of 1,245 fecal samples were evaluated. The overall findings suggest that goats
are more susceptible to infection by endoparasites because they present higher levels of parasite burden
than other species, or because young and adult goats show a tendency for similar behavior. The age factor
significantly influenced the average egg count in cattle and oocyst count in sheep, and these counts showed
declining numbers with increasing age. Haemonchus spp. was the most prevalent genus found in coproculture.
In addition, cattle parasites showed evidence of ivermectin resistance. The data obtained in this study reinforce
that goats are more susceptible to infection by endoparasites than other ruminants. The influence of different

aspects in the frequency of endoparasites in ruminants is discussed.

Keywords: Cattle, goats, sheep, endoparasites, EPG, OPG.

Introduction

Livestock breeding is considered one of the main
economic activities in Brazil, which today has the
largest commercial cattle herd in the world, with
approximately 200 million animals (Ibge 2012). The
production of small ruminants is also significant, i.e.,
about 8.6 million goats and 16.7 million sheep. More
than 90.7% of the national goat herd and more than
half (55.7%) of the national sheep herd are located
in the northeast region. One of the most significant
problems in ruminant production is endoparasites,
which can have a severely economic impact (Grisi et
al. 2014).

Helminths and coccidia are distributed
worldwide and the expression of most infections
follows a chronic and subclinical course, making
their diagnosis difficult without adequate laboratory
support. Thus, the real impact on herd health and
efficiency is, for the most part, unknown to the
producer (Silva et al. 2011). The simplest in vivo
diagnostic technique of helminths and coccidiosis in
ruminants is the egg and oocyst count per gram of
feces (EPG and OPG, respectively).

In field conditions, it is not difficult to imagine
that the vast majority of ruminants harbor some kind
of endoparasite. However, this relationship does not
necessarily mean a condition of morbidity, because
the animal host has immunological mechanisms
that control the parasite population. Endoparasitic
infections become especially pathogenic when an
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imbalance in the host-parasite relationship occurs.
This relationship can be influenced by several factors,
including the animal’s age and breed, intensity and
parasite species involved, weather conditions, and
the nutritional and physiological status of the host
(Pinto et al. 2008, Riet-Correa et al. 2013).

Another problem that has affected global
ruminant production is anthelmintic resistance,
which is the ability of a parasite population to
survive doses of anthelmintics that are lethal to
susceptible populations (Torres-Acosta & Hoste
2008). Anthelmintics have been used effectively
for decades to control gastrointestinal nematodes.
However, the natural consequence of the intensive
and indiscriminate use of these chemicals is the rapid
development of anthelmintic resistance (Hoste et al.
2005). Thus, the evaluation of anthelmintic efficacy is
crucial for the development of appropriate chemical
methods to manage and control helminths. To
establish a knowledge base of parasite epidemiology
for future rational parasite control programs in the
region, this study evaluated the infection dynamics
of the main endoparasites of ruminants in Cruz das
Almas, in Bahia’s Recdncavo region, by monitoring
the annual elimination of fecal eggs and oocysts of
parasites.

Materials and methods

Experimental Groups

The present research adhered to the Principles
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of Laboratory Animal Care (NIH publication #85-
23, revised in 1985). Ruminants of both sexes from
the Zootechnical Sector of the Federal University of
Reconcavo of Bahia (UFRB) were selected randomly
and monthly between September 2011 and August
2012, according to age: Cattle - Group B1: <1 year
(n=15), Group B2: 1-2 years (n=15) and Group B3:
>2 years (n=15); Goats — Group Cl1: <1 year (n=15)
and Group C2: >1 year (n=15); Sheep - Group O1l:
<1 year (n=15) and Group O2: >1 year (n=15).

The nelore-crossbred herd was kept in an
extensive production system on Brachiaria
decumbens pasture supplemented with mineral salt.
The type of exploitation of small ruminants (Parda
Alpina mixed breed goats and Santa Ines mixed breed
sheep) was a semi-extensive production, with all the
animals housed in slatted folds at night, separated
only by species, and released in the morning to graze
on Brachiaria decumbens, B. humidicola and Coast
Cross grass.

Collection and Processing of Fecal Samples

All the stool samples were collected directly from
the rectum, using disposable plastic bags, always at the
same time during the morning. After identification
and proper storage in refrigerated Styrofoam boxes,
the samples were processed within 24 hours at
the Laboratory of Microbiology and Parasitology
of UFRB. The EPG and OPG techniques were
performed according to Gordon & Whitlock (1939),
with modifications. The coproculture technique
was performed according to Roberts & O'Sullivan
(1950). The EPG and OPG counts were recorded
individually. The infective larvae (L3) recovered from
fecal culture were identified generically, as described
by Ueno & Gongalves (1998). Additionally, the
production characteristics of the herd and weather
information were documented throughout the
period of evaluation, based on information provided
by the Bahia Agricultural Development Company
(BADC).

Fecal Egg Count Reduction Test (FECRT)

The efficiency of the FECRT (n=15/group) was
calculated based on the following formula: % efficacy
=1 - [(EPG medium post-treatment/average EPG
pre-treatment)] x 100. The results were analyzed
as recommended by the World Association for the
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Advancement of Veterinary Parasitology (Coles et
al. 1992), which considers a FECRT result of < 90%
as indicative of resistance, between 90% and 95%
as suspected resistance, and > 95% as anthelmintic
efficiency.

Statistical analysis

According to the Kolmogorov-Smirnov test,
the experimental data did not show a normal
distribution. Consequently, comparisons were made
of the mean values of EPG and OPG between age
groups, using the Kruskal-Wallis test, followed by
Dunn’s multiple comparison. The evaluation of the
proportion of animals with EPG and OPG counts
above the recommended limit was analyzed based on
Fischer’s Exact Test. For this calculation, we adopted
an EPG of 500 and OPG of 1,000 as the maximum
recommended limits for bovines, and an EPG of 800
and OPG of 2,000 as the upper limits suggested for
small ruminants. All the statistical analyses were
performed using GraphPad® 5 (GraphPad Software
Inc. USA), at a 95% level of significance.

Results and discussion
General Analysis

A total of 1,245 fecal samples were analyzed, 539
of which belonged to cattle, 368 to goats and 338 to
sheep. Out of the 539 cattle fecal samples evaluated,
32.8% (177/539) were from group Bl (<1 year),
32.8% (177/539) from group B2 (between 1-2 years),
and 34.4% (185/539) from group B3 (> 2 years). Of
the 368 fecal samples from goats, 49.7% (183/368)
corresponded to group Cl (<1 year) and 50.3%
(185/368) to group C2 (> 1 year). Of the 338 fecal
samples from sheep, 45.5% (154/338) belonged to
group O1 (<1 year) and 55.5% (184/338) to group
02 (> 1 year).

In general, none of the fecal samples showed
significant changes in color, odor or consistency. The
presence of adult parasites and/or foreign bodies was
also not observed macroscopically.

Gastrointestinal helminths

Irrespective of age groups, the results revealed
a prevalence of helminth infection in ruminants
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(presence of eggs in feces) of 78.1% (973/1245) over
the entire period of this study. Goats presented the
highest values: 94.8% (349/368), followed by cattle:
74.9% (404/539) and sheep: 65% (220/338). The
fact that more than % of the ruminants eliminated
helminth eggs in feces confirms that helminths
are the most common cause of parasitic diseases
in animal production. The literature considers the
presence of gastrointestinal parasites in livestock
a common occurrence, and the parasite burden
an extremely important point (Correa et al
2013). Junior et al. (2008) reported fecal eggs of
gastrointestinal helminths in 53.1% (196/369) of
dairy cows evaluated in Caparad, Espirito Santo. In
a study conducted in Pindamonhangaba, Sdo Paulo,
the prevalence of helminth infection in cattle was
found to be approximately 50.7% (358/706) (Pereira,
2011).
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Figura 1 Cattle: n=45/month; Goats: n=30/month; Sheep:
n=30/month.

Figure 1 shows the monthly average of EPG
throughout the period of this study. Goats were
found to show higher counts than other ruminants in
almost all the months. The annual average of EPG in
goats (1,586 OPG/goat; counts ranging from 0-8,700
OPG), was significantly higher (p<0.0004, Kruskal-
Wallis) than that found in the other ruminant
species, which showed statistically similar counts,
with an average EPG of 849/sheep (scores ranging
0-7,350 EPG) and 266/cattle (scores ranging 0-2,850
EPG). The discrepancies recorded in the elimination
of EPG between sheep and goats reared in the same
production system can be explained, in part, by
differences in their immune response to infection.
Over time, goats and sheep have developed different
eating habits. While sheep evolved preferentially by
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grazing, goats (known as browsers) prioritize leaves
and shrubs often found at the tops of plants, which
are higher off the ground (Riet-Correa et al. 2013).
This natural difference between these two species is
the key to their resistance to parasites in pastures.
Thus, sheep have developed greater immunity against
parasites found in pastures than goats, because they
have evolved in close contact with them (Riet-Correa
et al. 2013). Another factor to consider is that the
Santa Inés breed is genetically more resistant to
nematode infections than other breeds (Rocha et al.
2004), which would naturally result in lower counts
in the crossbred sheep evaluated in this study.
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Figura 2 Cattle - Group Bl: <1 year (n=177), Group B2:
between 1-2 years (n=177) and Group B3: >2 years (n=185);
Goats — Group Cl: <1 year (n=184) and Group C2: >1 year
(n=184); Sheep — Group Ol: <1 year (n=169) and Group
02: >1 year (n=169).

*p< 0.0001 (Kruskal-Wallis, followed by Dunn’s multiple
comparison).

Figure 2 shows the average EPG counts for
different age groups of ruminants in Cruz das Almas,
Reconcavo da Bahia. With the exception of goats,
it was found that the mean EPG decreased with
increasing age. A statistically significant difference
(p<0.0001, Kruskal-Wallis) was found in cattle (B1 =
460 EPG, EPG B2 = 201; B3 = 137 EPG), suggesting
a low parasite load in the herd. The zebu breeds
or crossbred Nelore, which are the object of this
study, are considered more resistant to disease, high
temperature and other stressors present in tropical
regions than taurine breeds (Kumar et al. 2005).
This resistance is attributed to endemic stability,
since Zebu cattle have long been in contact with a
large number of parasites. Therefore, the selection
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of breeds that are more resistant to endoparasites is
an important tool to combat helminths in livestock
production.

The age groups showed a statistically significant
difference (p<0.01, Fisher’s Exact Test) in the
percentage of animals with high OPG counts (Figure
3).

Il Count Higher than Limit Adopted
[ Count Low er than Limit Adopted

Percentage of Animals (%)

0
Bl B2 B3 C1 C 01 O

Figure 3. Percentage of animals in different age groups, in
Cruz das Almas, Reconcavo region of Bahia, Brazil, during
the period of September 2011 to June 2012, with individual
counts of eggs per gram of feces (EPG) higher than the limit
adopted+.

Among the cattle and sheep, a significantly
higher proportion of animals subjected to treatment
were concentrated in the groups younger than
12 months (Bl and Ol). The higher demand
for anthelmintic treatments in young animals,
irrespective of the time of year, is once again a result
of their immune response to parasites. Susceptibility
to parasitism is inversely proportional to age, and
the largest ruminants acquire resistance upon
reaching adulthood (Ahid et al. 2008). However,
goats revealed no statistical difference between the
age groups, which can be attributed to the fact that
the immune response of this species takes longer to
develop (approx. 12 months) than that of the other
ruminants. Thus, young and adult goats normally
show no difference in susceptibility (Riet-Correa et
al. 2013). In contrast, sheep take less time (about 6
months) to develop an effective immune response,
with significant differences between young (more
susceptible) and (more resistant) adult animals
(Hoste et al. 2006).

Among cattle, age also influences susceptibility
to helminth infections. Repossi Junior et al. (2006)
concluded that animals in the age group of one to 18
months have a higher frequency of gastrointestinal
parasite infections. In another study, cattle younger
than one year old were more susceptible to helminth
infection than adult cattle older than two years
(Junior et al. 2008).
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Climate (temperature/rainfall) was not found
to have a significant influence on the elimination
of helminth eggs in any of the ruminant
species. In addition to eggs of the superfamily
Trichostrongyloidea, all the ruminant species of
this study also had eggs from other gastrointestinal
helminths, albeit with irregular occurrence and low
overall prevalence, including embryonated eggs of
the genus Strongyloides, bioperculate eggs of the
genus Trichuris, and eggs of Moniezia sp.

The mean annual coproculture revealed the
following percentages: Haemonchus (85% cattle, 64%
goats and 70% sheep), Trichostrongylus (7.5% cattle,
21% goats and 13% sheep) and Oesophagostomum
(6.7% cattle, 15% goats and 16.8% sheep), which
were the most prevalent genera of Trichostrongylus.
Cooperia (0.1% bovine) and Strongyloides papillosus
(0.7% cattle and 0.2 sheep) were also recorded, but not
in all the host species. These results are in agreement
with similar data reported by other authors (Costa et
al. 2011) who considered Haemonchus spp. the most
prevalent genus in larvae cultures in northeastern
Brazil.

Anthelmintic Resistance

The ruminants were subjected to anthelmintic
treatment, ivermectin (0.2 mg/kg) in the case of
cattle and levamisole (6 mg/kg) for small ruminants.
The results of anthelmintic efficacy in cattle (53.5%
for B1, 64.3% for B2 and 60.1% for B3) revealed the
existence of parasitic resistance to ivermectin. Souza
et al. (2008) observed this phenomenon in 82.1% of
farms evaluated in the state of Santa Catarina. Other
study conducted in northeastern Brazil has found a
similar percentage efficacy as that observed in this
study (Costa et al. 2011).

Interestingly, after levamisole-based treatment,
the results suggested parasitic resistance in goats
(- 4.13% in C1 and 54.3% in C2) and anthelmintic
efficacy in sheep (92.9% in O1 and 98.6% in O2).
This apparently contradictory result can be explained
by the fact that goats metabolize anthelmintics
faster than sheep and should therefore be treated
with higher doses (Torres-Acosta & Hoste, 2008).
The dose of levamisole used on goats in this study
(6 mg/kg) accounted for only 50% of the optimal
dose proposed (12 mg/kg) by other authors (Riet-
Correa et al. 2013), which probably influenced the
results of the fecal egg count reduction test (FECRT).
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Although the products currently marketed in Brazil
do not specify dosage sizes for small ruminant
species, their pharmacological and pharmacokinetic
properties differ (Riet-Correa et al. 2013), and the
use of low doses increases the spread of resistance in
goat populations (Costa et al. 2011).

Before anthelmintic treatment, 92% of the L3
identified belonged to the genus Haemonchus, 5% to
Trichostrongylus and about 3% to Oesophagostomum.
In general, the proportion of genera of parasites
recovered did not express a significant change
after treatment, i.e., 96% of Haemonchus and 4% of
Trichostrongylus. Our results are supported by other
study (Melo et al. 2013). According to Blackhall et al.
(1998), Haemonchus spp. acquires resistance faster
than other parasites due to its high biotic potential
and wide genetic variability. The anthelmintic
resistance recorded in this study may have been
promoted, among other factors, by the selective
pressure induced by antiparasitic treatment on the
farms involved in this study, which showed a slow
turnover of drugs, and the use of chemicals as the
main source of worm control.

Coccidiosis

The prevalence of coccidial infection in ruminants
(presence of oocysts in fecal matter) was 71.6%
(891/1,245) throughout the period of this study.
The highest prevalence was found in goats (90.5%),
followed by sheep (73.1%) and cattle (57.6%).
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Figura 4 Monthly mean oocysts count per gram of feces

(OPG) of coccidia in ruminants in Cruz das Almas,

Reconcavo region of Bahia, Brazil, during the period of

September 2011 to June 2012.

Figure 4 shows the mean annual values of OPG
throughout the study period. It was found that goats
showed higher counts than other ruminants in
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almost every month. A statistical analysis revealed
that the average annual OPG count in goats (5,609
OPG/; ranging from 0-27,600 OPG) was significantly
higher (p<0.0001, Kruskal-Wallis) than in sheep
(875 OPG/; counts ranging from 0-18,800 OPG) and
cattle (187 OPG; counts ranging from 0-5,650 OPG).

The age factor had a significant influence
(p<0.034, Kruskal-Wallis) on the OPG only in sheep
(O1 = 1,403 OoPG; OPG O2 = 361) (Figure 5).
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Figure 5. Mean values of oocysts counts per gram of feces
(OPG) in different age groups of ruminants in Cruz das
Almas, Reconcavo region of Bahia, Brazil, during the period
of September 2011 to June 2012.

However, when considering the proportion of
animals with OPG higher than the limit adopted
(1000 OPG for cattle and 2000 OPG for small
ruminants), the difference between the age groups
of all the ruminant species proved to be statistically
significant (p<0.05, Fisher’s Exact Test), with the
highest percentage in the younger age groups (Figure
6).
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Figure 6. Percentage of animals in different age groups, in
Cruz das Almas, Reconcavo region of Bahia, Brazil, during
the period of September 2011 to June 2012, with individual
counts of oocysts per gram of feces (OPG) higher than the
limit adopted+.

This difference was greater in the rainy season
(March to July).
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Overall, the results suggest that Eimeria infection
is frequent and that age influences the elimination of
the forms of parasite resistance, especially in the rainy
season. According to Silva et al. (2014), coccidiosis
is more common in young animals, particularly
when confined, spreading rapidly due to their low
immunity. After the initial months of life, when the
first contact with coccidia occurs, ruminants act as
reservoirs, eliminating small numbers of parasites
in feces, which nevertheless serve as a source of
infection for other susceptible hosts (Pinto et al.
2008). The rainy season favors oocyst sporulation
and viability, which facilitates infection of non-
immune hosts (Fayer et al. 1980). In fact, the practice
of crowding small ruminants together at nighttime,
regardless of age, also favors the infection of young
animals.

The results also revealed the occurrence of
simultaneous infections of helminth and coccidia in
about 62.3% (776/1,245) of the ruminants evaluated,
with mean values of 88.3% (325/368) in goats, 54.4%
(184/338) in sheep, and 44.1% (238/539) in cattle.
It is noteworthy that coinfection in ruminants
is considered common, usually exacerbating the
deleterious effects to the host (Hasslinger et al. 1993).

Conclusion

The data obtained in this study reinforce that goats
are more susceptible to infection by endoparasites
because they present higher levels of parasite burden
than other species, or because young and adult goats
show a tendency for similar behavior. In addition,
this work contributes to the formulation of future
programs designed for parasite control under local
conditions.
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Summary

Goats are part of the zoonotic cycle of Trypanosoma cruzi and constitute an important income sources
in the Coquimbo region of Chile, endemic zone of Chagas disease. With a 54% of participation in the total
goa existance, in recent years major advances in its marketing has been obtained. In Chile, previous studies
performed in goats, have demonstrated percentages of 6,5% and 35,7% of serologic prevalence and parasitemia
by PCR T. cruzi, respectively. In this descriptive exploratory study, the infection of T. cruzi was investigated in
100 goats proceeding of rurals localities of the Combarbald commune and the economic loss was determined.
The blood samples and xenodiagnosis (XD) were performed with informed consent of the goat breeders. 35%
of the goats serologycally studied by Indirect Immunofluorescence IgG, were infected with T. cruzi and in
88,6% of them the specific band of 330 bp by T. cruzi PCR was detected the. Pprojecting the percentage of
serologic prevalence of T. cruzi to the goat existance in the Coquimbo Region reaches 435.236 heads. It is
estimated that the damage would reach a loss of US$.6.6.659.110, corresponding to 152.332 infected goats.
Rising information is required in the endemic area of Chagas disease in Chile on the presence of triatomine
vectors (specially Mepraia spinolai) in the perodomicile, corrals and feeding goats sites, including open system.
Governement standards are required to prevent animal oral transmission for lack of control of T. cruzi enzootic
cycles, through the consumption of biological waste from slaughtered goats. No regulation exists in relation
to T. cruzi infection of goat meat, for eventual export processes, but even in this case the parasitosis is not

considered.

Keywords: Goats, Trypanosoma cruzi, economic loss, oral infection

Introduccion
Trypanosoma  cruzi, agente etiolégico de
la enfermedad de Chagas (ECh), parasita

aproximadamente a 100 especies de reservorios
silvestres y domeésticos. Sus vectores bioldgicos se
distribuyen desde el sur de los Estados Unidos hasta
la Patagonia en Argentina, donde existen alrededor
de 6-7 millones de personas infectadas (WHO 2015).
El caprino forma parte del ciclo zoonético silvestre
o peri-domiciliario de T. cruzi y s6lo en la Region
de Coquimbo habitan aproximadamente 500.000
ejemplares en una superficie de mas de 3 millones
de hectdreas. Esta especie constituye una de las
principales fuentes de ingreso econdémico en esta
regién, con una participacion del 54% del total de
existencias caprinas a nivel pais (ODEPA 2014). En
Chile, estudios previos realizados en caprinos, han
evidenciado porcentajes de infeccién seroldgica
por T. cruzi del 6,5% y parasitemia determinada
mediante PCR del 35,7%. El objetivo de este estudio
es conocer la prevalencia seroldgica y parasitemia
circulante por T. cruzi en caprinos procedentes
de cuatro localidades endémicas de la comuna
de Combarbala IV Region Chile y determinar las
pérdidas econdémicas que representa dicha infeccion
para la region y crianceros locales.
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Material y Métodos

Diseiio y poblacion en estudio

Estudio de tipo descriptivo exploratorio. En
base a la informacién disponible en literatura sobre
infeccién de T. cruzi en caprinos (Alcaino et al.1995,
Rozas et al. 2007), se estimé un tamano de muestra
minimo de 100 caprinos machos o hembras de las
localidades de El Huacho, Pama, Chipel y El Parral,
comuna de Combarbald, IV Regién de Coquimbo,
seleccionados al azar.

Consentimiento Informado

El consentimiento informado fue aprobado por
el Comité de Etica de Investigacién en animales
de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile (Protocolo CBA N° 0657-2014). Una copia
del documento fue entregada a los crianceros
participantes.

Muestras biolégicas

Sangre periférica: se realiz6 una pequena incisiéon
(0.5 mm) con bisturi estéril, en la zona auricular
del caprino, previa limpieza con alcohol de 700,
lo que permitié el flujo de gotas de sangre que
fueron absorvidas en dos papeles filtro Wathman
Nel previamente rotulados, secados a temperatura
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ambiente y protegidos en envases individuales. Los
papeles filtros fueron mantenidos a 4°C hasta la
elucion del suero.

Xenodiagnéstico (XD): a cada uno de los caprinos
en estudio se aplico, segiin técnica descrita por
Schenone (1999), una caja de XD que contenia siete
ninfas de tercer estadio de Triatoma infestans, las que
fueron alimentadas durante 30 minutos en la zona
exterior del cuello del caprino. Posteriormente, las
cajas fueron mantenidas a 27°C y 75% de humedad,
hasta la obtencién de las deyecciones.

Reaccion de Inmunofluorescencia IgG

(IFI-IgG)

Segun recomendaciones descritas en Contreras
et al (1984), se marc6 una superficie de 2 cm? en
el papel filtro que contenia la muestra de sangre y
se cortd en pequefios trozos que fueron introducidos
en un tubo Eppendorf que contenia 300 pl de
buffer fosfato pH 7,2. Con el fin de lograr maxima
elucion, los tubos fueron incubados a 4°C durante
24 horas. Posteriormente, se extrajo 200 pl de eluido
por muestra, considerando que dos centimetros
cuadrados absorben 100 pl de solucién. Los eluidos
fueron congelados a ~ -20°C hasta su uso. Como
controles positivos se seleccionaron casos con XD y
PCR positivo (tripomastigotes moviles observados
al microscopio Optico y presencia de la banda de
330 pb en el gel de electroforesis, respectivamente).
Como controles negativos fueron utilizados sueros
de caprinos de areas rurales donde no se encuentra
el vector bioldgico de la ECh. Para determinar el
titulo diagndstico, se realizaron ensayos en que se
combinaron diluciones crecientes de sueros negativos
y positivos (1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 y 1/160) y
conjugado anti-IgG de cabra (Anti-Goat IgG whole
molecule-FITC antibody produced in rabbit, F7367
Sigma-Aldrich Co.) (1/100, 1/200, 1/400 y 1/800). La
lectura se realiz6 con microscopio Nikon AlphaPhot
2 YS2. El criterio de positividad se establecié al
observar fluorescencia color verde en los controles
positivos y ausencia de fluorescencia en los controles
negativos

Obtencion de las muestras de deyecciones de
triatominos

Mediante presion abdominal ejercida con ayuda
de pinza metdlica en campana de bioseguridad, se
obtuvo el pool de deyecciones (heces-orina) de cada
uno de los siete insectos contenidos en las cajas de
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XD. Las deyecciones fueron recibidas en un tubo
Eppendorf que contenia 500 pl de buffer fosfato
pH 7,2. Posteriormente, la solucién fue incubada
a 98°C en Bafio Maria con el fin de destruir las
formas infectantes del pardsito y deconcatenar los
minicirculos del kinetoplasto. Luego de hervidas,
las muestras fueron mantenidas a -20°C hasta la
extraccion de ADN (Saavedra et al. 2013).

Extraccion y purificacion de ADN de Trypanosoma
cruzi

Laextraccion de ADN de los pools de deyecciones
de triatominos, contenidos en las cajas de XD
alimentados sobre los 100 caprinos, se realiz6 segun
describe Saavedra et al (2013) con el kit Favorgen
(Biotech. Corp. Australia). El proceso se realizé en
serie de 6 muestras, para evitar contaminacion.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se aplicéd segun técnica descrita por Zulantay
et al (2004). La mezcla de reaccién estuvo
compuesta por 5 ul de la muestra de ADN
problema, 1 ul de cada uno de los oligonucleétidos
kinetoplastidicos 121 (5-AAATAATGTACGGG
(T/G) GAGATGCATGA3) y 122
(5GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’) a
una concentracion de 0,5 uM, del Sistema Gotaq®
Flexi ADN Polimerase (Promega) se utilizaron 4 pl
de buffer Taq polimerasa 10x con buffer de carga
incorporado, 2 ul de MgCl2 (25 mM), 0,4 pl (1 mM)
de los cuatro dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,2
ul de Taq polimerasa (5 U) y 6,4 ul de agua destilada
estéril libre de nucleasas para un volumen final de
20 pl. La reaccion de PCR se llevo a cabo en un
termociclador TC-412 (Techne) y comprendié 2
ciclos de 98°C por 1 minuto y 64°C por 2 minutos,
seguido por 33 ciclos de 94°C por 1 minuto, 64°C
por 1 minuto y 72°C por 1 minuto; para finalmente
un ciclo de extension de 72°C por 10 minutos.
Una vez terminado el proceso, las muestras fueron
mantenidas a 4°C. De los amplificados se tomaron
5 ul, que se sometieron a electroforesis durante
aproximadamente 90 min, a 100 volts en gel de
agarosa al 2% en buffer Tris Borato EDTA 1x tenido
con 15 pl de red gel. En cada reaccién se incluy6 un
control negativo (ADN caprino no chagésico), un
control positivo (kADN-T. cruzi de caprino XD vy
PCR positivo), un tubo sin ADN y un marcador de
100pb (Blench Top 100bp ADN Ladder). Finalmente
cada gel fue fotografiado. Una reaccién de PCR fue
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considerada positiva cuando fue visible una banda de
330 pb, comparable al control positivo, sin sefiales de
contaminacion en los controles negativos y control
mix.

Determinacion del precio de venta de carne
caprina y calculo de pérdidas econémicas a causa
de la infeccion por Trypanosoma cruzi

Para estimar las pérdidas econdmicas, se
recolecté informacién de diversos agentes que
actuan en la comercializacion de carne caprina, como
crianceros del mercado informal, establecimientos
del mercado interno (pequeinas carnicerias de la
comuna) e INDAP. El precio de venta por animal
entero y faenado se obtuvo a partir del monto actual
que pagan compradores externos a crianceros de la
comuna de Combarbald, con intervencién de INDAP
como gestor de la comercializacién, correspondiente
a un precio Gnico y mayorista de $1.800 por kilo de
carne en vara para un peso aproximado de 17 kg por
animal faenado siendo el precio de comercializacion
al consumidor de $4.398 por kilo de carne. Por
tanto, el precio de comercializacién de caprino que
se utilizo en este estudio fue de $30.600 por animal
entero y faenado. No se consideraron precios de
comercializacién del mercado informal y mercado
interno debido a que caprinos nuevos, cabritillos,
cabrillonas y chivatos, son adquiridos a diferentes
precios por intermediarios, pero ofrecidos al
mismo precio al consumidor. El cdlculo de pérdida
econdmica para la comuna de Combarbala se realizd
para cada una de las localidades encuestadas a partir
del precio de carne de caprino en vara. La proyeccion
de pérdida econdmica global se determiné segin
el procentaje de infeccion por T. cruzi en los 100
animales encuestados, precio de venta del animal
entero faenado y existencias de ganado caprino de
la comuna de Combarbald y Region de Coquimbo
correspondientes a 47.986 y 435.236 cabezas de
ganado, respectivamente.

Resultados

Titulo diagnéstico para Trypanosoma cruzi en
caprinos

Los sueros de caprinos utilizados como controles
positivos en la estandarizacion, corresponden a casos
con XD y PCR positivo (parasitemia confirmada),
mientras que los controles negativos corresponden a
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sueros de caprinos procedentes de zona no endémica
para ECh, es decir, libres de la presencia del vector
biolégico. Todos los sueros controles, positivos
y negativos, fueron enfrentados en diluciones
crecientes de los sueros y diluciones crecientes del
conjugado anti-IgG de cabra (Sigma-Aldrich Co.).
El titulo diagndstico fue establecido en dilucion de
suero 1/40 y dilucion de conjugado 1/400.

Prevalencia serolégica de
Trypanosoma cruzi

En la Tabla 1 se observan los casos de caprinos
serologicamente positivos para T. cruzi, segiin sector
rural de procedencia de la comuna de Combarbala.
En un 35% de los casos investigados, se detectaron
anticuerpos especificos de tipo IgG contra T. cruzi.
El mayor y menor porcentaje de casos, fue detectado
en los corrales de Parral y Pama, con el 50% y 20% de
positividad seroldgica, respectivamente.

infeccion por

Procedencia Total de casos Casos
del corral diad: positivos Yo
El Huacho 1 18 4 22%
El Huacho 2 17 5 29%
Chipel 19 9 47%
Parral 26 13 50%
Pama 20 4 20%
Total 100 35 35%

Tablal. Seropositividad para Trypanosoma Cruzi en
caprinos procedentes de diversas localidades rurales de la
comuna de Combarbald, IV Region, Chile. Reaccién de
Inmunofluorescencia Indirecta IgG. Titulo Diagndstico
1/40. Conjugado anti-IgD cabra 1/400 (Sigma - Aldrich Co.)

Deteccion de Trypanosoma cruzi circulante

En los casos seropositivos y seronegativos para
T. cruzi, se investigd la presencia de parasitemia
mediante PCR convencional aplicado en las
deyecciones de triatominos alimentados sobre los
animales mediante la aplicacién del XD. En 31 de
los 35 casos IFI IgG positiva, se observé la banda
especifica de 330 pb de T. cruzi, es decir, el 88,6%
de los casos evidencié parasitemia mediante esta
técnica. De los casos serologicamente negativos,
ninguno tuvo PCR positivo (Tabla 2).
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PCR
IFI IgG Positivo Negativo Total %
PCR positivos
Positivo 31 4 35 88.6
Negativo 0 65 65 0.0

Tabla2. Parasistemia por Trypanosoma cruzi, determinada
mediante PCR en caprinos procedentes de corrales de la
comuna de COnbarbald, IV Regién, Chile

Pérdidas econdmicas estimadas para los crianceros
sujetos a estudio y proyeccion de la pérdida
economica en la comuna de Combarbala y Region
de Coquimbo segun sus existencias, a causa de la
infeccion de ganado caprino por Trypanosoma
cruzi

En la Tabla 3 se puede observar las pérdidas
econdmicas estimadas para cada una de las
localidades, teniendo en cuenta la cantidad de
animales infectados, precio de caprinos en mercado
formal mayorista ($1.800 por kilo de carne en
vara), y peso que demanda la empresa compradora
correspondiente a 17 kg/peso vivo. Es decir, animales
que posean este peso son comercializados a través de
INDAP a un valor de $30.600.

Localidad Animales Animales Infec- | Total capital Pérdidas esti-
tados caprino madas
$ $

El Huacho 1 18 4 550.800 122.400
El Huacho 2 17 5 520.200 153.000
Chipel 19 9 581.400 275.400
Parral 26 13 795.600 397.800
Pama 20 4 612.000 122.400

Total 100 35 3.060.000 1.071.000

Tabla 3. Pérdidas econdémicas para los crianceros sujetos a
estudio de la comuna de Combarbald, Chile, a causa de la
infeccién del ganado caprino por Trypanosoma cruzi.

En la Tabla 4 se aprecia la proyeccién de pérdidas
economicas a causa de la infeccion por T.cruzi en 100
caprinos para la comuna de Combarbald y Region
de Coquimbo, considerando un porcentaje de
prevalencia seroldgica por T. cruzi del 35% y un valor
de $30.600, que corresponde al precio mayorista por
animal vivo.

Ganado caprino | Proyeccion ganado in- Pérdidas esti-
fectado por T. cruzi madas
Lugar Existencias
n $
n
Comuna Combarbala 47.986 16.795 513.930.060
Region de Coquimbo 435.236 152.332 4.661.377.560

Tabla 4. Pérdidas economicas estimadas y proyectadas para
la comuna de Combarbald y Region de Coquimbo, a causa
de la infeccion del ganado caprino por Trypanosoma cruzi.
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Discusion

En la actualidad, la produccién caprina se ha
convertido en una actividad rentable y conservadora
del medio ambiente, cuando se generan productos
sanos de buena calidad (leche, carne, pelo y piel)
y se hace manejo adecuado del ganado y recursos
forrajeros (Azdcar 2011). Las ventajas comparativas
del rubro caprino, segin  Arbiza (1986) son:
adaptablidad a diferentes situaciones como
condiciones extremas de clima, aridez y elevacién
del terreno; adaptacion a diversas condiciones de
manejo, pues se adaptan con facilidad a condiciones
de nomadismo y trashumancia, consumen y digieren
alimentos toscos y de baja aceptacién para otras
especies; adaptabilidad para consumir gran variedad
de alimentos ampliando su ecosistema y habitat,
incluida su capacidad para aprovechar los desechos
de la agricultura; capacidad para producir leche,
carne, pelo y pieles de primera calidad en zonas
inhdspitas; mantiene el equilibrio ecolégico, pues
ha mostrado ser la especie que mejor aprovecha
la vegetacién herbdcea y matorrales y, presenta
importantes beneficios econdmicos, demostrando
ser un rubro rentable y sustentable para diversas
zonas del mundo representando mayor bienestar
para comunidades rurales en que miles de ganaderos
dependen de los productos de la especie caprina.
No obstante, en Chile y especificamente region de
Coquimbo, donde se concentra la mayor cantidad de
existencias de ganado caprino del pais, estas ventajas
no han logrado constituir desarrollo sustentable
para la Region y a la fecha las exportaciones de la
carne caprina y sus derivados son practicamente
nulas (INDAP Combarbald 2015). La encuesta de
ganado Caprino 2010, evidencia que se ha producido
un incremento en la masa caprina desde la Region
de Atacama a la Regiéon de Araucania. Las ocho
regiones consideradas totalizan 667.052 cabezas, lo
que representa un aumento de un 10,3% respecto
al VII Censo Nacional Agropecuario y Forestal de
2007 (INE 2007). Dentro de las regiones estudiadas
destaca claramente la Regién de Coquimbo con
435.236 cabezas, con un 9,7% de incremento respecto
a 2007. En el otro extremo se aprecia la Region
Metropolitana con so6lo un 2,1% de las existencias
(13.917 cabezas) y un incremento de un 30,6%, entre
el afio 2007 y 2010. En la comuna de Combarbala, las
existencias de ganado caprino corresponden a 47.986
cabezas, siendo ésta la mayor cifra de las comunas de
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la Provincia de Limari (INE 2010).

En relacién a la presencia de vectores bioldgicos
de T. cruzi en la IV Region de Coquimbo, se describe
Mepraia spinolai (Frias-Laserre 2010), vector silvestre
y T. infestans que si bien es de habitos escencialmente
domiciliarios, refiere procesos de “asilvestracion”
(Bacigalupo et al. 2006). El caprino constituye una
importante fuente de alimento para los triatominos
silvestres y peri-domicilairios, proceso que ocurre sin
control de los crianceros, puesto que rutinariamente,
los animales pastan a campo abierto durante el
transcurso del dia (sistema extensivo) (Azdcar 2011).
A M. spinolai en Chile, se suman otras especies en
el continente latinoamericano, tales como Triatoma
brasiliensis en Brasil (Fernandez et al. 1994);
Triatoma infestans en Argentina (Gorla et al. 2011),
Triatoma maculata en Venezuela (Rojas et al. 2008),
o Rhodnius ecuadoriensis en Ecuador (Grijalva et
al. 2014). En relacién a la infeccién por T. cruzi en
caprinos en Chile, Schenone et al (1985) y Apt et al
(1986), compilan una serie de trabajos que suman
597 y 1325 caprinos, respectivamente, estudiados
en sectores rurales y urbanos de las siete primeras
regiones del pais entre los afos 1981 y 1984 (Alcaino
et al, 1981, Alcaino et al. 1982, Villarroel et al. 1984,
Correa et al. 1982, Martinez et al. 1983, Flores et
al. 1984, Venegas et al. 1984, Correa et al. 1984,
Burchard et al. 1984, Bertoglia et al. 1984, Ulloa et al.
1989). Los porcentajes de prevalencia seroldgica de
T. cruzi descritos por Schenone y Apt, corresponden
a 7,0y 7,8%, respectivamente, determinados a través
de aplicacion de XD o Reaccién de Hemaglutinacion
Indirecta (HAI). Posteriormente, Alcaino et al
(1995), aplican IFI y ELISA en la determinacién
del 6,5% de infeccion por T. cruzi en 55 de 841
caprinos procedentes de las comunas de San José de
Maipo, Colina y Til-Til (Regiéon Metropolitana). Los
estudios de Correa et al (1982) y Correa et al (1984),
realizados en caprinos de la IV Regién aplicando
HAI, evidencian porcentajes de infeccion entre el
7,8% y 9,4%, inferiores 35% obtenido en el presente
estudio en la misma region. Alcaino et al (1995),
estudian la infeccién por T. cruzi en 841 caprinos
mediante IFI y ELISA, resultando 55 positivos
(6,5%), el mayor nimero de casos detectados en
estudios realizados entre los afos 1981-1995. A
diferencia de este estudio, todos procedian de zonas
de baja endemia (Regién Metropolitana, comunas de
San José de Maipo, Colina y Til-Til).

Si el porcentaje de infeccion por T. cruzi obtenido

28

en este estudio se proyecta a la poblacion caprina de
la Region de Coquimbo, cuya existencia corresponde
a 435.236 cabezas (INE 2010) y considerando que
toda el area rural de la zona es endémica para ECh,
un total de 152.332 cabezas estarian infectadas con
T. cruzi. Estos resultados permiten proyectar que
la pérdida econdémica para la Region de Coquimbo
corresponderia a $4.661.377.560, lo que tendria alto
impacto en la economia regional. Por otra parte,
para los crianceros de la comuna de Combarbald
la pérdida econdémica proyectada a causa de la
infeccion por T. cruzi alcanzaria a 514 millones de
pesos, un valor significativo sabiendo que este rubro
estd poco desarrollado, y mds que un recurso que
genera grandes utilidades, constituye un elemento de
subsistencia.

En esta actividad ganadera, se observa que
existe dependencia de intermediarios, puesto que
la infraestructura, herramientas y conocimiento
en la comercializacion de productos caprinos,
es precaria. Mds adn, un criancero que posea 20
cabezas de ganado caprino, podria obtener por venta
directa al mercado mayorista alrededor de $600.000
por carne faenada, mientras que el intermediario
que comercializa en el mercado externo nacional
obtiene por el mismo producto, cerca de $1.530.000,
considerando un precio de venta en mercado externo
de $4.500/Kg de carne.

En relacion a estudios previos de parasitemia por
T. cruzi en caprinos, Rozas et al (2007) describen,
en una poblacién de 42 caprinos, un total de 11
(26,1%) y 15 (35,7%) caprinos positivos, mediante
ensayos de PCR e hibridacion, respectivamente. En
dicho estudio no se realizé serologia convencional
previa para determinar el porcentaje de infeccion
por T. cruzi en la poblacién estudiada. Estudios
relacionados realizados en Chile y otros paises,
aplicando s6lo PCR han evidenciado en roedores
silvestres, perros y gatos, porcentajes de infeccién
del 22,9% (Campos et al. 2007), 20-100% (Araujo et
al. 2002; Eloy et al. 2012) y 20% (Eloy et al. 2012),
respectivamente. En nuestro estudio se evidenci6
mediante PCR, que del 35% de los caprinos cuya
infeccién por T. cruzi fue detectada mediante IFI,
el 88,6% tiene pardsitos circulantes. Este resultado
es semejante al obtenido mediante PCR en estudios
de parasitemia por T. cruzi en individuos con ECh
crénica aparentemente sanos, con porcentajes que
varfan entre el 33,3% y el 96,5%, (Brener et al. 2000;
Zulantay et al. 2004; Reda et al.2013).
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En relacién al impacto que tendria el porcentaje
de parasitemia obtenido en la poblacidén caprina
estudiada, causando graves pérdidas econdmicas
proyectadas para los productores y crianceros, es
posible abordar la discusiéon desde dos perspectivas:
Por una parte, riesgo de eventual infeccién por T.
cruzi a través del mecanismo de transmision oral,
principalmente por ingestiéon de carne de caprino
insuficientemente cocida. La infeccién oral por T.
cruzi producida por la ingestion de triatominos
infectados o sus deyecciones, consumo de carne
insuficientemente cocida de animales infectados
Tosso et al (2011), sugieren que este mecanismo de
transmision podria ser considerado en el futuro en
el marco de las medidas de control. Por otra parte,
la mantencién del ciclo silvestre de T. cruzi, a través
de la infeccién de otros animales domésticos (perro,
gato) y silvestres (roedores), por infeccién oral a
través del consumo de restos bioldgicos de caprino
infectados y faenados en condiciones deficientes y
riesgo de infeccién por accidente por las precarias
instalaciones para el faenamiento en el mercado
informal, debe ser tomado en cuenta.

El caprino es reconocido desde siglos, una especie
domesticada que acompana al hombre (Azdcar
2011), estd en contacto permanente con diferentes
especies animales, especialmente perros, gatos,
roedores y otros mamiferos silvestres. En el drea
endémica de ECh en América Latina, esta especie
estd en contacto con diferentes especies de mamiferos
y triatominos vectores, tanto en los corrales como en
su area de alimentacion o transhumancia (Chagas
en Latinoamérica 2009, Herrera 2010). La infeccion
entre vectores y mamiferos silvestres, ocurre por
los habitos alimenticios de las diferentes especies
(hematofagia en los insectos, contaminacién de la
piel y mucosas con las deyecciones de triatominos que
contienen tripomastigotes metaciclicos infectantes y
que penetran por las lesiones microscopicas dejadas
por la picadura, carnivorismo de mamiferos y
coprofagia en especies silvestres, como los roedores)
y, por la accién del hombre, al faenar, en ausencia
de mataderos y sistemas adecuados en el drea rural
a caprinos infectados con T. cruzi cuyos restos
biologicos expuestos y libres son aprovechados
como alimento, especialmente por perros, gatos y
roedores. Existen por tanto, muchas posibilidades
de transmision oral entre las diferentes especies
del habitat peridomiciliario y silvestre, incluida la
ingestion de deyecciones de triatominos, directa
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o a través de alimentos y pasto contaminado, lo
que a su vez se traduce en una mayor infeccion del
ganado caprino y esto a su vez, en mayores pérdidas
econdmicas para los crianceros.

El presente estudio permite concluir que:

- La wvaloracion econdémica de caprinos
infectados con T. cruzi procedentes de la IV Regién
de Coquimbo, permite proyectar una importante
pérdida econémica del rubro, en eventuales procesos
de exportacién que requieran control sanitario.

- Para evitar el daino econdémico por T. cruzi
en la ganaderia caprina es necesario mejorar los
sistemas de alojamiento, produccién, alimentacion
y faenamiento caprino, especialmente aquellos
relacionados con la presencia del vector silvestre o
peridomiciliario.

- Se requiere capacitacién para la adecuada
comercializacion de productos caprinos, pues
se observa un rubro precario e informal. Dichas
acciones podrian tener impacto positivo en la
economia regional y permitiria al mismo tiempo,
implementar normas sanitarias para el control de la
enfermedad de Chagas en la region.
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Summary

Rabies is an important zoonosis and a major public health concern. Latin American countries have adopted
rabies control strategies but these are often only partially successful and are rarely sustained over time. Human,
canine and bovine cases of rabies are still reported. This paper aims to apply mathematical modeling to the
transmission of rabies in canines and simulate the behavior of the disease under various scenarios to find the
best control strategy. Monte Carlo simulations enable us to represent well an epidemic outbreak of rabies. We
modeled an epidemic that started quickly in a susceptible unvaccinated population and reached a high level of
prevalence. The canine population declined drastically but the original population level was later recovered. We
incorporated different rates of vaccination (sustained campaign) into the model. The epidemic magnitude was
lower at higher vaccination rates. When a single large-scale vaccination campaign (once-off) was introduced,
the magnitude of the epidemic was reduced in proportion to the number of susceptible individuals that were
vaccinated. A higher level of security for eradication of rabies epidemics is achieved considering the 95
percentile for eradication: 42% of coverage was obtained for a realistic value Ry = 1.58. Our results suggest i)
that both strategies may be equally eflicient to eradicate rabies epidemics, being constant rates of vaccination
more applicable for dog population in cities and massive campaigns for wild reservoir; ii) that the 70% coverage
proposed by WHO is considerably greater than the coverage necessary to interrupt the transmission chain
for the Ry level reported today and iii) that birth rate (a), transmission coefficient (p) and reservoir immunity
coverage (¢ or P) are the key factors for rabies control.

Key words: Monte Carlo method - Rabies - Vaccination

Introduction epidemic which started in the red fox (Vulpes vulpes)
in Poland (1940) spread across much of the European
continent and is still active today. Rabies remains
associated with the gray fox Pseudoalopex griseus
in South America. In southern Chile, 58 foxes were
captured and their brains were studied with direct
immunofluorescence and mouse inoculation; 8.6%
were found to be positive for Rabies (Duran & Favi
1989). Hematophagous and non-hematophagous
bats of South America provide another example
of Rabies circulation in wild populations (Acha &

Rabies continues to be a zoonosis of major
public health importance, with a worldwide
distribution and an increasing wild reservoir (Favi
& Duran 1991, Plotkin 2000). Its impact can be
distressing: there were 217 human deaths in America
in 1993 in, 45% of whom were of children less than
one year of age (Knobel et al. 2005). Since 2010, 111
cases of human Rabies transmitted by dogs or bats
have been reported in Latin America and Caribbean

(Vigilato et al. 2013). Human infection that is often
lethal can result by accidental dispersion from
animal reservoirs (Smith & Seidel 1993, Favi et al.
2011,Favi & Durdn 1991, Ribas et al. 2013) and there
are 55000 human deaths/year in the world (Knobel
et al. 2005). All mammals are potential hosts of the
disease (Acha & Szyfres 2003), although few species
are able to maintain endemic cycles independently
(Clark 1988). In Brazil, 28 cases of human rabies
were reported between 1981 and 1998. Transmission
by simians, raccoons, and foxes accounted for 2.5%
of all reported human cases during this period, with
even more suspected unreported cases caused by
these wild animals (Batista-Morais et al. 2000). An
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Szyfres 2003,Soares et al. 2002) and, in Chile, the
prevalence in non-hematophagous bats has increased
(Favi et al. 2011,Aguilar-Setien et al. 2002 ).

Latin American countries have adopted various
strategies to control rabies for decades. These have
focused primarily on urban Rabies (associated
with dogs) and while some have achieved partial
successes, this is rarely sustained over time. The
cyclical behavior of Rabies has been described
in countries such as Argentina and Paraguay
(Ernst & Fabrega 1989), probably associated to
interactions between host and viral population and
the renovation of the canine population (Piza et
al. 2002,Rosatte et al. 2001, Anderson et al. 1981,
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Scortti et al. 1997). The first successful control
programme in South America was carried out in
Uruguay during the 1950s using avianized vaccines
and culling. In the third Special Session on Rabies in
Chile (1972), the health ministries of the Americas
set out a plan which included recommendations to
control and eradicate rabies within ten years (Baez
1984). Coordinated actions for regional elimination
of human Rabies transmitted by dogs began in 1983
in Latin America and Caribbean. This effort has led
to an 90% reduction of human and canine Rabies
(Vigilato et al. 2013). However, this could only be
partially fulfilled in some countries: there were still
67 cases of human Rabies (the largest numbers of
cases in Brazil and Colombia), 1590 cases of canine
Rabies and despite cattle vaccination programmes
3136 of bovine Rabies reported in Latin America
in 2000 (Acha & Szyfres 2003, Piza et al. 2002). In
Chile, urban Rabies was endemic between 1950 and
1960 with large numbers of cases recorded in both
humans and animals (Favi et al. 2008, Laval & Lepe
2008). Mass immunisation and increased diagnostic
coverage by active surveillance was introduced as
part of a control programme in 1960 which aimed to
reduce the prevalence of rabies in the dog population.
This led to a large decline in cases of human Rabies
without human cases from 1972 and only low
number of cases reported in animals (low endemic
condition). However, in August of 2013 a case of
human rabies surprisingly caused by dog bite was
confirmed (MINSAL 2013). The currently increasing
canine and feline population (Acosta-Jamett et al.
2010,Urcelay & Di Silvestri 1990) could make it
more difficult to control the disease. It is therefore
necessary to review and optimise mass immunisation
campaigns that can be carried out on animals, using
tools such as mathematical modeling (Fitzpatrick et
al. 2012, Morters et al. 2013, Townsend et al. 2013,
Zhang et al. 2011)

The mathematical modeling of infectious diseases
is well developed and models can incorporate
complexities in biological organizations and
environmental stochasticity and heterogeneity. Such
models can be powerful and provide good predictive
capabilities, for example in the dynamics of rabies
(Anderson et al. 1981, Fitzpatrick et al. 2012, Morters
et al. 2013, Townsend et al. 2013, Zhang et al. 2011,
Panjeti & Real 2011), and other diseases (Canals
et al. 2012). New tools, for an optimal control,
may be used by public health agencies to direct
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the management and strategic planning of disease
control. This paper applies mathematical models to
the transmission of rabies in canines and simulates
its behavior under various scenarios to identify the
best control strategies.

Material and methods

We used the Anderson et al. (Anderson et al.
1981) model for Rabies as the base model in this
study. It considers susceptible (S), non-infectious
infected or latent (E) and infective (I) groups in
the population (N = S + E + I). By introducing a
vaccination programme in this system a recovered
sub-population was created (R) (Fig. 1).

b O b
o ey
e ey

bl lb+|:|

Figure 1. Transmission diagram of rabies: a is the birth
rate and b is the mortality rate of the population, y is the
density-dependent effect, § is the transmissibility, o is the
transfer rate from latent to infectious, a is the specific death
rate from rabies, ¢ is the vaccination rate and 6 the rate of
immunity loss.

Individuals gain immunity with a vaccination rate
¢ and lose immunity at a rate of §. In this modified
model the dynamics of Rabies is expressed by the
following differential equations:

dS/dt=a(S+R)—(b+ N)S — B — g5 + R
dE | dt = S — (0 + b+ YN)E

dlldt = 6E—(a+b+ DI

dR ! df = @S —(5+b + )R

where a is the birth rate and b is the mortality rate
of the population, y is the density-dependent effect,
is the transmissibility, o is the transfer rate from latent
to infectious and a is the specific death rate from
Rabies. Using the next generation matrix method
we compute the reproductive number R,. The next
generation operator is fully described in Diekmann
& Heesterbeek (2000). The formation of the operator
involves determining two compartments, infected
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and non-infected, from the model. Let us assume that
there are n compartments of which m are infected. We
define the vector X = xi, i = 1,2...n, where xi denotes
the number or proportion of individuals in the it
compartment. Let Fi(X) be the rate of appearance
of new infections in compartment i and let Vi(X)
=Vi(-)-Vi(+) where Vi(+) is the rate of transfer of
individuals into compartment i by all other means
and Vi(-) is the rate of transfer of individuals out
of the i compartment. The difference Fi(X)-Vi(X)
gives the rate of change of xi. Assuming that Fi and
Vi meet the conditions outlined by Diekmann et al.
(1990) and van den Driessche & Watmough (2002),
we can form the next generation matrix (operator)
FV-1 from matrices of partial derivatives of Fi and
Vi and R, is given by the spectral radius (dominant
eigenvalue) of the matrix FV-1(34).

The model was used to simulate the dynamics of
canine rabies using the Monte Carlo method (35).
Elementary transformations T(i) were disaggregated
and the resulting probability for each transformation,
was estimated asp, =T()/T, where 7=07® . The
transformation T(j) was executed when $p<av<3,
where RN are randomly generated numbers between
0 and 1 (Table 1). Time was measured in days.

Table 1.- Elementary transformations to generate probability distributions in Monte Carlo
simulations. Here 7 = ZT(i) and p, =T(i)/T

Event loading Elementary transformation Event (i)

T(1) = a * (S(i) + R(i)) S(+1)=S@) + 1 ible born

T(2) = (b +y * N(i)) *S(i) St +1)=56) -1 ible dies

T(3) = (b +y * N(i) * E(i) EG+1)=E@i)-1 Latent dies

T(4) = (a+b+y*N@) *1(i) |I(i +1)=1()-1 Infected dies

T(5) = (b +y * N(i)) *R(i) RG+1)=R@)-1 Recovered dies

T(6) = p *S(i) *1(i) S(i+1)=S(i)- LEG+1)=E@)+ 1 ible infected (bite)
T(7) = ¢ *S(i) Si+1)=S@)-1,RGi+1)=R()+ 1 ible i ised (vaccine)
7(8) = 0 * R(i) S(i+ 1) =S(i) + 1, R(i + 1) = R(i) - I | Recovered lose immunity

T(9) = o * E(i) E(i+1)=E(@)-LIi+1)=1() + 1 |Latentill

We simulated the introduction of 10 infected
animals in two situations, considering a total
population of i) 3000 and ii) 5000 susceptible animals.
The population was considered to be growing with
rates a = 0.000468 and b = 0.000356 individuals /
population day, based on data from domestic dogs
(Morales & Ibarra 1979) in Santiago of Chile, a
realistic value that agrees with recently estimations
(see Favi & Duran 1991). We assumed a specific
mortality rate of a = 100b and no effect of density
dependence (y = 0). We defined o = 0.0333 day-1
since the latency period of rabies is about 30 days
(Acha & Szyfres 2003). The transmission coeficient
was estimated from the relationship# :ﬁwhere
Ry is the reproductive number (number of secondary
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cases from an index case) for the dynamics of rabies
in natural conditions (without vaccination) and K
is a population threshold size needed to cause an
epidemic. We arbitrarily chose K = 3000, thus, § =
0.00001452 individuals/(infected)(susceptible)day.
The rate of loss of immunity used was & = 0.000877
day! (immunity of 3.12 years post vaccine))(Chomel
et al. 1988) (Table 2).

Table 2.- Values of the parameters used in the numerical simulations.

Parameter Value

Birth rate (a) 0.000468 day™'
Mortality rate (b) 0.000356 day™'
Specific mortality rate («) 0.0356 day!

Density parameter () 0
Transfer rate (E-I) (o) 0.000333 day™'

Transmissibility () 0.00001452 infected 'day '
Rate of loss of immunity (J) 0.000877 day™'
We  simulated: A) sustained campaign:

acompletely susceptible population with vaccination
rates varying from ¢ = 0 to ¢>(@+d)(®, - animals/day
(Vigilato et al. 2013) and B) Once-off: a completely
susceptible population with mass vaccination at t
= 120 days, varying the proportion of susceptible
vaccinated from 0 to P>I1-1/Ro (Anderson et al.
1981).

A sensitivity analysis of R, as function of the
parameters of the model was performed considering
the standardized sensitivity (or elasticity): 7" :%“% ,
where 0 is the studied parameter, and then evaluated
for the particular values of the parameters (following
Shah & Gupta 2013). We also performed a sensitivity
analysis of the presence of rabies epidemics to the
values of ¢ and P estimating the critical values (¢*and
P*) (20) by means of the probit model (Canals & Solis
2014). We performed simulations for different values
of P and ¢ to detect the presence of rabies epidemics
(30 simulations for each value), determining the
probability of rabies epidemics (PE) for a particular
value of the parameter 6 (P or ¢). We consider the
relationship Probit(pa) = 0 + p10, whith Probit (pa)
=z + 5, where pa is the probability for abort a Rabies
epidemics (= 1 - PE) and z is the value for pa in the
cumulative standardized Gauss distribution density.
With this analysis we determine the critical value 6*
as the value for which Probit(pa) = 5, and the 95th
percentile to eradicate the epidemics 0*95 as the
values for which Probit(pa) = 6.64 (= 1.64 + 5).
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Results
o LA ob 0

For our model we obtam“{0 ¢roland V{—a .mj,
and the first eigenvalue of FV! wast 2%, where
A = a(S+R). The sensitivity indices of Ro (y%°) to the
parameters are show in Table 3.

The highest sensitivity values of RO were related
to the parameters 3, a, and a.

Table 3.- Sensitivity indices of Ro to the parameters (0) for the Rabies model

] Sign Value
B + 1

A + 1

z + 0.011

(] - 0.360

A - 0.990

B - 0.661

In the simulations, when the initial number of
susceptible S = 3000, we obtained R, = 1.576, and for
S = 5000 we obtain R, = 2.626.

Monte Carlo simulations enabled us to represent
an epidemic phenomenon well. With the first initial
condition R, = 1.576 an epidemic (with values
above the 10 initial latent individuals) started in
the susceptible population without vaccination at
around 500 days, reaching 40 * 15 cases/day 12.3
years after t = 0 and lasting 28.21 years (10297 days).
With the second initial condition, R, = 2.626, the
epidemic started in the susceptible population
without vaccination quickly, reaching 400 + 20 cases/
day 27.4 years after the beginning of the epidemics
and lasting at 42.65 years (15569 days) (Fig. 2).
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—Is C10.95

Cases (n)
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Figure 2. Numerical simulations of the progression of the
cases of rabies without vaccination with their confidence
limits for Ry = 1.576 (top) and R0 = 2.626 (bottom).

During an epidemic the canid population
declined drastically, making population recovery
longer to achieve. The epidemics decreased in
magnitude when constant rates of vaccination were
introduced, and disappeared with a high vaccination
rate. The time at which the epidemic started was
similar in all cases, but more vaccination led to a
reduced epidemic (Fig. 3).

100

Cases (n)

— =0
——¢=0.0002
——=0.0004
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300 ",
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—=0.002
150 + —$=0.0025
100
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Figure 3. Numerical simulations of the progression of the
cases of rabies for several vaccination rates (¢) for R0=1.576
(top) and RO = 2.626 (bottom).
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When we modeled a once-off campaign at 120
days from the beginning of the epidemic there
was a reduction in epidemic magnitude due to
the proportion of susceptible individuals being
vaccinated (Fig. 4).

—P-0
40 + —P=0.1
—P=02
30 —P=04

Cases (n)

—P=0

2

—P=02
200 4 —P=04
150 - —P=065
100

Cases (n)
~—
=
=

Time (days)

Figure 4. Numerical simulations of the progression of the
cases of rabies for several covertures of vaccination at 120
days for R0 = 1.576 (top) and R0 = 2.626 (bottom).

When a constant rate of vaccination was used
critical values to eliminate the rabies epidemics were
¢* = 0.000233 + 0.00011 and ¢*95 = 0.000421 +
0.00011 for RO = 1.576 and ¢* = 0.00246 + 0.0004
and ¢*95 = 0.00309 + 0.0004 for R, = 2.626. When
a massive vaccination at 120 days was used disease
eradication was possible for critical values P* = 0.256
+0.098 and P*95 = 0.418 + 0.098 for R, = 1.576 and
P* = 0.645 + 0.098 and P*95 = 0.752 + 0.098 for RO
= 2.626 (Fig. 5).
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Figure 5. Probabilities of rabies epidemics (PE) as function
of vaccination rates (¢) (top) and as a function of the
proportion of vaccinated (P) (bottom) for two different
values of Ro. Stars indicates the position of the 95th
percentile for eradication (¢*95 and P*95)

Discussion

The model discussed in this paper simulates
the spread of rabies in canine populations using
demographic parameters for the dog populations
of Chile. However the results can be extrapolated to
the wild component of Rabies represented mainly by
wild foxes in natural environments.

Vaccination is the most effective mean to control
rabies in all species (Morters et al. 2013). Urban
control and prevention of rabies through dog
vaccination campaigns has been relatively efficient
although a significant number of cases in humans
and animals are still reported. Reported human
cases in Latin America have fallen from an average
of 270.4 per year between 1980 and1989 to 67.0
per year in 2000. Annual cases of canine rabies in
Latin America have fallen from an average of 9187
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between 1990 and1994 to 1590 in 2000. Excepting
for a human case transmitted by a bat in 1996 (Favi
2000) and one recent case transmitted by a dog bite
in 2013 (MINSAL 2013), no other human or canine
cases have been reported in Chile since 1972 (Acha
& Szyfres 2003).

Our results suggest that constant vaccination
of dog populations, at sufficiently high rates can
maintain a disease-free population, requiring that
urban dog population is sufficiently controlled by
public health measures (such as Chile). However,
other South American countries (such as Colombia,
Ecuador, Peru, Venezuela, Paraguay, Guatemala,
Mexico and the Caribbean) still reported tens of
annual cases in 2000 and 111 human cases since 2010
(Vigilato et al. 2013).

Rabies in wild canines is much less controlled by
public health systems and serves as a core reservoir
for the maintenance of rabies, especially in places
where there is contact between urban dog and wild
fox populations (Acosta-Jamett et al. 2010). Disease
control strategies initially looked to reduce or inhibit
the reproduction of populations of wild canines,
but now the use of vaccines is considered the most
efficient mean of control (Fitszpatrick et al. 2012,
Morters et al. 2013, Townsend et al. 2013, Zhang et al.
2011, Hanlon et al. 2002a,b). The first two methods
affect the size of the rabies reservoir population but
vaccination does not (Smith & Wilkinson 2003,
Sterner & Smith 2006). Some European countries
have implemented wild population vaccines.
For example, the SAD-Bern vaccine was used to
vaccinate foxes in Switzerland. SAD-B19 vaccine
was distributed via 20 million baits in Germany,
Belgium, France, Italy and Luxembourg, without
causing the death of foxes or other animals in the
area. France and Switzerland distributed 250,000
SAG-vaccine baits between 1989 and 1991 without
causing secondary deaths (OPS/OMS 1994). The oral
administration of SAG-2 was effective in skunks and
raccoons in North America (Favi 2000) and another
rabies vaccine was effective in bats (Aguilar-Setien et
al. 2002). Canada and the United States have carried
out major vaccination campaigns (Rosatte et al.
2001, Hanlon et al. 2002a, Sidwa et al. 2005, Slate et
al. 2005). As a result of similar campaigns, a number
of European countries remain free from rabies (Acha
& Szyfres 2003,Freuling et al. 2013).

Our results show that both vaccination
programmes, i) administered at constant rates (as
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used in urban populations) and ii) mass vaccination
campaigns can be similarly useful to prevent rabies
outbreaks. In wild populations, where transmission
is mainly via foxes and rabies is either present in
a wild reservoir, one-off large scale vaccination
campaigns could be particularly practical. However,
mass vaccination campaigns should be repeated in
several occasions to eliminate disease. For example,
in Europe a median of 28 campaigns to achieve
control and 17 for control of Rabies in foxes have
been reported (Freuling et al. 2013).

The critical values found in our numerical
simulations were lower than those proposed by the
model of Anderson et al model: P* = 1-1/Ro and ¢*
= (a+6)(R0O-1) (Knobel et al. 2005) for Ro = 1.576:
the expected values were P* =0.37 and ¢* = 0.00078
and the estimated values from numerical simulations
were P* = 0.26 and ¢* = 0.00023. In contrast for Ro
= 2.626 the estimated values were very close to those
expected: the expected values were P* = 0.62 and ¢*
=0.0022 and the estimated values were P* = 0.65; ¢* =
0.0025. A higher level of security was achieved when
we considered the 95" percentile for eradication.
That was obtained at 42% of coverage for Ro = 1.576
and 75% for Ro = 2.626. For dogs and wild reservoir
Ro between 1.05 and 1.72 (Hampson et al. 2009), Ro
= 1.2 in Bali (Townsend et al. 2013), Ro = 2 in China
(Zhang et al. 2011) and the highest value Ro = 2.334
in the USA in 1948 (Coleman & Dye 1996, Uhaa et
al. 1992) have been reported. With these values a
70% coverage was recommended by WHO in 2004
(Morters et al. 2013), consistent with values obtained
for Ro greater than 2, which in light of the recent
literature reports are very improbable. Our value of
42% obtained for the realistic value Ro = 1.576 can
be compared with those obtained by Fitzpatrick et al
(2012) in Serengeti and Ngorongoro, Ro= 1.18 and Ro
= 1.24 respectively. These authors obtained 25% and
39% of coverage for 95th percentile of eradication,
values that are similar to those obtained in our study.

Our sensitivity analysis showed that the two main
positive parameters affecting Ro were the birth rate
(a) and the transmission coeflicient (f) and the two
negative parameters were the mortality rate (b) and
the vaccination rate (¢), without considerong the
specific mortality of rabies that in this study was
considered to be a = 100b. These results suggest that
an effective control strategy must include reducing
the birth rate (a) and the contact rate in the reservoir
and between the reservoir and humans () and also

Parasitologia Latinoamericana. (2015); 64 (2): 32- 41



Revista Parasitologia Latinoamericana

vaccination campaigns (¢). Culling of dogs or of
wild reservoir (b) have been proved to be inefficient
because of the absence of correlation between
Ro and dog density (Morters et al. 2013). Among
these relevant parameters, reducing birth rate and
increasing reservoir immunity coverage have been
reported recently as the main strategies of control in
China (Zhang et al. 2011), agreeing with our results.

In summary, our results suggest i) that both
strategies may be equally efficient to eradicate rabies
epidemics, being constant rates of vaccination more
applicable for dog population in cities and massive
campaigns for wild reservoir; ii) that the 70% coverage
proposed by WHO is considerably greater than the
coverage necessary to interrupt the transmission
chain for the Ro values reported today (between 1 and
2) and iii) that birth rate (a), transmission coefficient
(B) and reservoir immunity coverage (¢ or P) are the
key factors for rabies control.
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Summary

Mosquitoes are a remarkable group of epidemiological interest, for their large numbers and the number of
diseases they transmit to humans and animals. There are studies in which climate change can affect mosquito
populations, mediated by changes in temperature, rainfall, relative humidity and water level changes etc.,
and it has been suggested that climate change may affect their disease transmission to vertebrates. Changes
in populations of Culicidae could be responsible for the emergence and re-emergence of diseases such as
encephalitis, West Nile virus and dengue, considered today to be emerging vector-borne diseases in the world.
This has become evident in Chile by the introduction of dengue in Easter Island due to travel in the Pacific
islands, an expression of globalization. The effect of climate change on animal populations including vectors
and reservoirs of zoonotic potential is now a latent issue that requires a great deal of interdisciplinary research.

Keywords: Mosquito, Culex, climate change, vector-borne diseases.

Introduction

Climate change is a global problem, with a
potential impact on animal and public health. The
average increase in atmospheric temperature near
the Earth’s surface and troposphere may contribute to
changes in global weather patterns (Bernardi 2008).
Recently, the Intergovernmental Panel on Climate
Change (IPCC) estimated that this increase in global
temperature is at least 0.8 °C above preindustrial
levels and projected a further increase of 1.1 to 6.4
°C by the year 2100 (Meehl et al. 2007).

Despite scientific debate on climate change
and its potential impact on diseases, there is a
relationship between human and animal infections
and global environment. Climate change has
signified the enhancement of intensity of certain
diseases, particularly those transmitted by blood-
sucking vectors (Genchi et al. 2009). It is postulated
that climate change can affect the behavior of blood-
sucking vectors, and thus may alter the distribution
and temporal patterns of diseases transmitted by bite
of these vectors (Rogers & Randolph 2006).

Blood-sucking insect vectors are responsible
for hundreds of millions of cases (Gubler 2009) of
diseases in humans and animals each year. In last
thirty years there has been a global resurgence of
infectious diseases in humans and animals in general,
and diseases transmitted by blood-sucking insect
vectors in particular, with high transmission rates
and expansions in geographical distribution. Most
vector-borne diseases occur in the tropics, usually in
areas where resources are quite limited and survival
is poor. High mobility of animals and humans due to
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air travel and trade (globalization) has made these
diseases not a problem only of tropics; they present
a large health problem for the world community and
are a threat to economic security. This highlights
the need for physicians and veterinarians in non-
endemic areas to take into consideration the vector-
borne diseases, to learn about where they occur, how
to recognize and treat them (Gubler 2009).

The medical importance of mosquitoes around
the world is known. They are vectors of many
diseases, viruses, protozoa, filarias etc.; well-known
and serious illnesses such as yellow fever, malaria
and dengue are examples. Malaria and dengue were
present in Chile but were eradicated (Atias 1998,
Laval 2003). However, dengue reappeared on Easter
Island causing an epidemic in 2002, although it had
been considered likely that Aedes aegypti would
appear in the north of Chile. This threat still exists;
global change could lead to re-entry of Aedes aegypti
and the increase and extension of populations of
Anopheles sp. Climate change can dramatically alter
the situation in coming years, with results such as the
entry of viruses that have not been seen in Chile such
as the West Nile virus and other encephalitis viruses
whose vectors are mosquitoes of the genus Culex. In
spite of this threat, Culicidae are one of least studied
insect groups in Chile. The Ministry of Health
and the Public Health Institute (ISP) monitored
continuously some populations, but knowledge about
the variation of relevant epidemiological parameters
is insufficient. The aim of this paper is to review the
main factors influencing diseases transmitted by
blood-sucking insects, specifically by mosquitoes,
and their relation to climate change.
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Current status of problem

Global change

Global change refers to changes in the global
environment that may alter the Earth’s capacity to
sustain life and human activities (GCRA 1990). This
includes changes in climate, atmospheric chemistry,
oceans and other aquatic resources, topography
of the land surface, biological productivity and
ecological systems, including the goods and services
they provide (Burkett et al. 2011).

Major environmental changes are the depletion
of stratospheric ozone layer, increasing world
population, loss of biodiversity, land degradation
worldwide, freshwater depletion and other changes
such as disruption of elementary cycles of nitrogen
and sulfur and global spread of persistent organic
pollutants. All this has important implications for the
sustainability of ecological systems, food production,
human health and economic activity (McMichael
2003). Climate change is only one of a large set of
long-term destabilizing environmental changes that
are already in progress (McMichael 2003).

Global warming

Global warming is defined as an average increase
in the temperature of atmosphere near the Earth’s
surface and in the troposphere, which can contribute
to changes in global climate patterns (Bernardi
2008). Currently there is scientific consensus on four
points: i) global warming is happening, ii) it is largely
attributed to human emissions of greenhouse gases,
iii) the effects are observable today, and iv) warming
will continue to progress (Bernardi 2008). For the
scientific community, the progressive increase in the
temperature of the Earth is unequivocal. Eleven of
the 12 years of the 1995-2006 period were among the
warmest since 1850 according to instrumental records
of global surface temperature. The consequences of
this process have been documented; it is reflected in
an accelerated melting of permanent snow cover and
consequent increased mean sea level (IPCC 2007).

Since climate is an important component of
many ecosystems, any great variation would affect
other components, including microorganisms, insect
vectors, animal reservoirs and susceptible humans,
producing a change in the incidence and distribution
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of numerous pathologies, mainly infectious ones
(Cerda et al. 2008).

Climate change

For the IPCC, term “climate change” denotes a
change in state of climate identifiable (for example,
by statistical analysis) following a change in the
mean and/or the variability of its properties that
persists for an extended period, typically decades or
longer periods. This refers to any change in climate
over time, whether due to natural variability or as a
consequence of human activity (IPCC 2007).

This meaning differs from that used in the
United Nations Framework Convention on Climate
Change (UNFCCC), which defined climate change
as a change of climate which is attributed directly
or indirectly to human activity that alters the
composition of the global atmosphere and which is
in addition to natural climate variability observed
over comparable time periods (IPCC 2007).

Climate change is a global problem with potential
impact on animal and public health, manifested in
different ways in different parts of the world, from
the tropics to temperate regions (Bernardi 2008).
One of its manifestations is a global increase in the
average ocean and air temperatures and rising of
the average sea level, which have become the main
problems affecting regional and global natural
ecosystems (Pinto et al. 2008).

In the recently published IPCC (2014) indicates
that without additional efforts of mitigation (for
RCP8.5, scenario with very high greenhouse gas
emissions), the emissions of greenhouse gases will
continue to grow, and will cause an increase in
global average surface temperature of 2.6 °C to 4.8
°C for the end of the 21st century. It will require
strong reductions in greenhouse gas emissions
to limit the global warming to 0.3°C to 1.7 °C (for
RCP2.6, stringent mitigation scenario), which will
pose a major challenge technological, economic, and
institutional behavior. Global mean sea level rise will
continue during the 21st century, very likely at a faster
rate than observed from 1971 to 2010. The rise will
likely be in the ranges of 0.26 to 0.55 m for RCP2.6,
and of 0.45 to 0.82 m for RCP8.5 (IPCC 2014).
Other current and projected manifestations include
contraction of the surface covered by permanent
snow, ocean acidification, increased extreme events,
increased heat waves, heavy precipitation at high
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latitudes, increasing intensity of tropical cyclones,
poleward shift of extra-tropical storms and less
rainfall in dry regions at mid-latitudes and in the
tropics. Many semi-arid areas will also experience
a decrease in their water resources, producing vast
droughts (Meehl et al. 2007).

Influence of climatic condition on
blood-sucking insect vectors

Much of the impact of climate on vector-borne
diseases can be explained by the fact that the
insect vectors of these diseases are poikilothermic
and therefore are subject to the fluctuating effects
of temperature on development, reproduction,
behavior, and population dynamics (Shope 1991,
Gage et al. 2008). Although arthropods can regulate
their internal temperature by changing their
behavior, they cannot do so physiologically and
therefore are totally dependent on the climate for
their survival and development (Lindsay & Birley
1996). Both the infectious agent (protozoa, bacteria,
virus) and the associated vector organism (mosquito)
have minimal thermoregulatory physiological
mechanisms and thus both their temperature and
fluid levels are determined by behavioral plasticity
(behavioral thermoregulation) and local climate
(ectothermic organisms). Therefore there is a limited
range of climatic conditions in which infectious and
vector species can survive and reproduce. Climate is
thus one of the factors that influence the incidence
of infectious diseases, although there are other
social and demographic components: migration and
transport, drug resistance, nutrition, deforestation,
agricultural development, etc. (Hales et al. 2003).
Among the climatic aspects that most affect blood-
sucking vector populations are the following:

Temperature: Changes in temperature can
modify the incidence and prevalence of these vector-
borne diseases, for example by modifying bite rates,
vector population dynamics and human contact rates
(Gubler et al. 2001). Temperature also can change the
length of the season in which this transmission occurs.
These vectors can adapt to changes in temperature
by changing their geographic distributions, and
there is evidence that some have produced genetic
adaptation to increasing temperatures (Patz et al.
2003). Increase in temperature also causes a decrease
in generation time, longevity and life expectancy and
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increases the growth rate of vector populations, as
well as decreasing the extrinsic incubation period and
increasing the length of the pathogen transmission
period (Patz et al. 2003).

Precipitation: Increased rainfall may promote
development of favorable habitats for insect vectors
(larval habitats or feeding) (Patz et al. 2003), thus
favoring population growth (Gubler et al. 2001).
Seasonality and amount of precipitation in an area
can also affect strongly the availability of mosquito
breeding sites; climatic variables can affect the
distribution and abundance of vertebrate host
species, which may in turn affect the population
dynamics of the vector and transmission of its disease
(Gage et al. 2008). A greater amount of rainfall may
produce a greater abundance of food and may imply
that the populations of vectors and vertebrate hosts
increase and disperse, causing a decrease in host-
vector interactions. On the other hand, floods can
have the opposite effect, reducing vector populations
(Gubler et al. 2001, Patz et al. 2003); excessive rainfall
can have catastrophic effects on a local population
of vectors by constant washing of soil by flooding
(Epstein 2004).

Humidity: Higher humidity canincrease mosquito
survival (Gubler et al. 2001). A decrease in humidity
can adversely affect mosquitoes since they desiccate
easily; survival rates decrease in dry conditions (Patz
et al. 2003). But in other geographical areas, drought
can turn rivers into a succession of ponds favorable
to vector reproduction; therefore, opportunistic
vectors reproduction can create epidemic conditions
(Meléndez-Herrada et al. 2008).

Climate change may cause changes in the
geographical distribution of these vectors; some
places may cease to be endemic areas while areas
that were not endemic may be able to harbor these
vectors, thus new human populations would be
exposed to the diseases they transmit (Rogers &
Randolph 2009, Haines et al. 2006). Extreme weather
events can create conditions that lead to outbreaks of
infectious diseases; an example is the heavy rains that
leave adequate sites for mosquito breeding (Haines
et al. 2006), increasing their population and the
probability of human contact. Insects tend to be more
active at warmer temperatures and there is scientific
evidence to suggest that due to climate change,
infectious diseases have already been introduced in
geographical areas not previously affected (Shuman

2010).
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Mosquitoes

The main group of insect vectors of pathogens
to man are Diptera, and within this taxon the family
Culicidae (Foster & Walker 2002). Mosquitoes
belong to the suborder Lower Brachycera which
is composed of 37 families, one of which is the
Culicidae. Mosquitoes are divided into 2 subfamilies
(Anophelinae and Culicinae) and 44 genera, the most
common are Anopheles, Culex, Aedes, Ochlerotatus,
Sabethes, Mansonia, Culiseta, Psorophora, Wyeomyia,
Coquillettidia, Haemagogus and Armigaeres (Harbach
2007). They are found throughout the world except
Antarctica. They develop in an extremely wide range
of biotic conditions: Arctic tundra, boreal forest,
high mountains, plains, deserts, tropical forests and
oceanic coasts (Foster &Walker 2002, Lehane 2005).

Mosquito species such as Anopheles gambiae,
Anopheles  funestus, Anopheles darlingi, Culex
quinquefasciatus and Aedes aegypti are responsible for
the transmission of serious parasitic diseases (Rueda
et al. 1990); for example, Anopheles are transmitters
of the malaria; Aedes aegypti is a transmitter of
yellow fever, Chikungunya and the main vector
of dengue. In America vectors are associated with
viruses such as the West Nile virus and Venezuelan
equine encephalitis virus (primarily Culex spp.),
Eastern equine encephalitis (Culiseta, Ochlerotatus,
Culex and Coquillettidia spp.) and Western equine
encephalitis (Ochlerotatus and Culex spp.) (Lehane
2005).

In Chile 14 species of mosquitoes have been
described: Aedes (Stegomyia) aegypti, Ochlerotatus
albifasciatus, Anopheles pseudopunctipenni,
Anopheles pictipennis, Anopheles atacamensis, Culex
acharistus, Culex annuliventris, Culex apicinus, Culex
articularis, Culex curvibrachius, Culex dolosus, Culex
plicatus, Culex pipiens and Culex quinquefasciatus.
Their distribution includes almost all the national
territory except Chilean Antarctic, including Easter
Island in the case of Aedes aegypti (Gonzalez & Mac-
Lean 2008, Gonzélez & Sallum 2010).

Culex is a cosmopolitan genus of mosquitoes
(Harbach 2011); it is the most common genus in
Chile. Several mosquito species have specific larval
habitat requirements (Lehane 2005); for example,
Culex pipiens exploits a variety of breeding sites,
often artificial containers and small or medium-sized
pools of stagnant water. The presence of immature
stages has been linked to shaded environments and
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contaminated water with high organic matter content
(Fischer & Schweigmann 2004). In contrast, Culex
dolosus breeds in temporary and permanent ponds
with aquatic plants, grass or no vegetation in urban
areas; this species is mainly associated with clean
uncontaminated water (Fischer & Schweigmann
2004). Male mosquitoes usually do not disperse
more than 100 meters from the larval site, however
females travel farther to find food and new larval
sites to colonize. It is likely that under tropical field
conditions male mosquitoes live for about seven to
ten days and females more than one month. Females
live two or more months in temperate regions, and
adults who hibernate survive up to eight months
(Lehane 2005).

Adult mosquitoes are small (usually about 5
mm long), delicate, with slender bodies, long and
elongated legs projecting towards the mouthparts. At
rest, mosquitoes keep their single pair of wings on
the abdomen like a closed pair of scissors. In most
Anophelines wings have a mottled appearance due
to alternating blocks of dark and light scales, unlike
most culicines not have such distinctive marks on
the wings (Lehane 2005). These traits are important
to determine, to differentiate species and detect the
possible introduction of new populations of disease-
carrying mosquitoes in previously unaffected areas.

Parasites isolated from adult mosquitoes are of
three types: conidia of the form-class Hyphomycetes
and nematodes of the families Onchocercidae and
Mermithidae (Macid et al. 1997). Parasites isolated
from Culex larvae have been: Geotrichum candidum
(Fungi: form-class Hyphomycetes), Smittium
morbosum var. Rioplatenses (Fungi: Trichomycetes),
Coelomomyces sp, Achlya sp. (Chromista: Pythiistea),
Amblyospora dolosi  (Archeozoa: Microsporida)
and  Strelkovimermis  spiculatus ~ (Nematoda:
Mermithidae).

Factors affecting mosquito
borne-diseases

The discovery of some diseases transmitted to
humans by an invertebrate vector is relatively recent,
in the last decades of the 19th century. Most of these
diseases are caused by viruses, bacteria, protozoa,
and filarial worms which are transmitted by a vector
insect competent to vertebrate hosts (Romi 2010).

Mosquitoes transmit many of the most
debilitating diseases in humans, including malaria,
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sleeping sickness, filariasis, leishmaniasis, dengue
and encephalitis, for example. Furthermore, these
insects cause major economic losses in agriculture by
direct damage to livestock or as a result of veterinary
diseases, such as different trypanosomiases (Lehane
2005). The factors that influence disease transmission
by mosquito vectors are survival, reproductive rate,
bite rate, the time of year and level of vector activity,
and rate of development and reproduction of the
pathogen within the vector (OSMAN 2012).

The mosquito-borne pathogens are particularly
sensitive to climate, and it has been reported that
anthropogenic climate change may increase the
incidence and intensity of their transmission, and
it can alter the common patterns of transmission of
diseases transmitted by these vector insects (Khasnis
& Nettleman 2005, Greer et al. 2008, EASAC
2010). Temperature can affect the development of
pathogens within vectors (Epstein 2004) and interact
with humidity, influencing vector survival and thus
mosquito vectorial capacity. It has been postulated
that extreme temperatures are often lethal for the
survival of mosquito pathogens, but an increase in
temperature can have several effects; if the vector lives
in an environment where the average temperature is
at the limit of physiological tolerance of a pathogen,
a small increase could be lethal. But if vector lives
in an environment where the average temperature is
low, a small increase may result in an increase in the
development, incubation and replication of pathogen
(Lindsay & Birley 1996). Pathogen survival outside
its host (mosquito) depends on the characteristics
of its particular environment, including exposure
to sunlight, salinity and pH. Therefore, climatic
variations may result in an increase or decrease in the
incidence of mosquito-borne diseases (Meléndez-
Herrada et al. 2008).

Other climatic factors that may affect the
transmission of infectious vector diseases are ambient
humidity, alteration of precipitation patterns, soil
humidity and sea level. It is complex to determine
which of these factors have greater importance in the
risk of mosquito-borne diseases, because in addition
to climatic factors, incidence and geographical
distribution of these diseases is influenced by social
and demographic factors (Semenza & Menne 2009).
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Situation in Chile

The projections for Chile based on new scenarios:
RCP8.5 and RCP2.6 was obtained for two periods:
2011-2030 and 2031-2050, based on the historical
baseline 1961-1990. Temperature rise across the
country, with a gradient from high to low, from
north to south and from Cordillera to Ocean it is
projected. Notably, the average warming in Chile is
less than the global average warming. Between 2011
and 2030, increases in temperature range from 0.5 °C
to south and 1.5 °C for Large North and high Andean
plateau. For the period between 2031 and 2050, the
warming trend continues, but with higher values.
The RCP8.5 scenario projects higher concentrations
of CO2, with increasing temperature reaches 2 °C.
The RCP2.6 scenario, which involves strong climate
mitigation policies, slows the rise in temperature to
a global average of 2 °C. It is expected that further
warming is verified on the Large North and height,
on the Andes Mountains.

Between 2011 and 2030, projected decreases in
rainfall between 5 and 15% to latitude 27 °S to 45
°S, that is, from the Copiapo River basin and Aysen
River basin. To the South, between 38 °S and 42 °S,
approximately Biobio river basin and the southern
boundary of the region of Los Lagos, the decrease
in precipitation signal is more robust, i.e., exists
coincidence between the results of several models
that project this decline. No other significant changes
were projected onto the rest of the territory. For the
period 2031-2050, it remains and intensifies the
decrease in rainfall. It is noted that the area between
35 °S and 45 °S, approximately Mataquito River basin
and the Aysen River, shows a fairly strong signal of
reduced rainfall. In the region of Magallanes, the
models simulate an increase in rainfall, with very
little variation. The provision and quality of drinking
water for the population.

In relation to extreme weather events, it was
found a marked increase in the probability of
drought events, especially from the second half of
this century. 70% of the models projected that by the
end of the century, such events occur more than 10
times in 30 years. Moreover, although the number
of extreme precipitation events tend to decrease
in much of the country, the occurrence of events
of high rainfall on days with high temperatures
increases relative to the base situation. This has
important implications, because the increase of the
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height of the zero isotherm, during the calls warm
storms, has the effect of substantially increasing the
flow of rivers. This generates major disasters due to
floods, landslides and alluviums. These events can
cause the loss of human lives and negatively impact
the provision and quality of drinking water for the
population. These same events also generate serious
impacts on irrigation infrastructure and affect water
quality, due to the drag of materials, which can alter
the chemical and organoleptic composition of water,
as also affect irrigation works (PANCC, 2014).

Most of the agricultural regions of the country
(Atacama to Los Lagos) will suffer aridity as a
result of rainfall decline together with the trend to
increasing temperature; in addition to these primary
modifications, it is possible that other secondary
characteristics may be modified such as wind
patterns, cloud cover and frequency of critical events
in relation to extreme temperatures. This condition
could displace the current climate zones southward
(AGRIMED 2008).

Decrease in rainfall in southern Chile,
southeastern Argentina and southern Peru has
contributed to water scarcity. The projected average
warming to South America for the end of this century
could affect biodiversity through increasing the risk
of species extinction by replacement of tropical forest
by savanna in eastern region of the Amazon, causing
changes in the habitat of insect vectors (Meehl et al.
2007, Pinto et al. 2008).

The response of insect vectors to climatic change
has been poorly studied in Chile (Pino et al. 2015).
In Chile malaria was endemic in the North, between
parallels 18° and 21° S, however, it was eradicated
in the antimalaria campaign between 1937 and
1945 (Atias 1998). The existence of dengue in Chile
was reported prior to 1889, although Aedes aegypti
was eradicated from continental Chile in 1915
(Laval 2003). However, Aedes aegypti and dengue
reappeared, not where it was expected, but instead
on Easter Island in 2002 (Olea 2003). For this reason,
mosquitoes of genera Culex, Anopheles and Aedes,
must be under permament surveillance, the first as
possible vectors and the second as proven vectors of
infectious diseases of known gravity.

Dengue as a paradigmatic example

Dengueisadiseasecausedbyanarbovirusoffamily
Flaviviridae, transmitted by bite of certain mosquito
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species of the genus Aedes (Stegomyia), mainly Aedes
aegypti, A. albopictus and A. ochlerotatus; currently
at least 22 vector species are recognized in different
biogeographic regions (Gonzalez & Mac-Lean 2008,
Acha & Szifres 2003). The virus has four serotypes,
DENV-1 to DENV-4, associated with two main
medical profiles: classic dengue, mainly associated
with DENV-1, and dengue hemorrhagic fever (DHF)
associated with other serotypes (Valero et al. 2007).
Although classic dengue is a benign medical profile,
DHF can reach mortalities ranging between 1 and
5% (Labrana 2011).

Dengue is the mosquito-borne disease which
causes the greatest morbidity and mortality in the
world (Martinez-Vega et al. 2006) and one of the
most frequent causes of hospitalization in endemic
areas; it is the tenth cause of death due to infection in
the world. It affects tropical and subtropical countries
of Asia, Pacific Islands, Caribbean Islands, Mexico,
Africa and Central and South America (Seijo 2001).
It is somewhat more frequent in women and in
endemic areas the most affected group is that of age
13-14 years (Acha & Szifres 2003).

It is estimated that there are 2.5 billion people at
risk, with 50 - 100 million cases annually of dengue
fever and 250-500 thousand cases of DHF with about
30 000 deaths (Seijo 2001). Today it is considered
an emerging infectious disease and a global health
problem (Acha & Szifres 2003) which has significantly
increased its range and number of cases (Valero et al.
2007, Martinez-Vega et al. 2006, Rojas et al. 2007),
especially in America in Brazil, Colombia, Cuba,
Ecuador, Peru, Paraguay, Venezuela, Colombia
and Bolivia (Martinez-Vega et al. 2006); this has
been attributed to population growth, unplanned
urbanization, inadequate water supply, difficulties
in collecting solid waste and increased travel (Valero
et al. 2007). This adds to difficulties in managing
populations of Aedes sp., whose eggs, which can be
transported in practically anything remain viable
for months; also their immature stages develop in
small water bodies, containers, cans, barrels, tires,
vases etc. (Gonzdlez & Mac-Lean 2008). However,
the effect of climate on their vectors and pathogens
cannot be ignored, therefore it is important to take
into account the history and changes in distribution
of this disease in world. For example, climate
change may be a limiting factor in epidemics by
appearance of more cold weather. Aedes aegypti dies
quickly in freezing temperatures; 62% of adults die
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when exposed to 0 °C for 1 hour and most larvae
die when the average weekly temperature of the
soil drops to 8.8 °C (Shope 1991). On the other
hand, development of a mosquito larva is faster
in warmer climates, which will become an adult
transmitter earlier. The extrinsic incubation period
of the dengue virus is also temperature dependent.
Within a wide temperature range, warmer ambient
temperature reduces the incubation period from
the moment when mosquito ingests infected blood
until it is able to transmit the virus by a bite. The
implication of climate change from point of view of
rising temperatures not only would be an increase in
distribution and acceleration of the metamorphosis
of the insect; the extrinsic incubation period of the
dengue virus would be shortened and therefore its
cycle within the mosquito would be faster. And a
faster cycle would increase the speed of spread of
epidemic (Shope 1991).

In continental Chile there were populations of
Aedes aegypti whose latest reports date back to 1961
(Laval 2003). Until 1953, in continental Chile the
domiciliary infestation was from sea level to 1320
m in the oasis of Pica (69°18°W / 20°28’S) and from
Arica to Caldera (71°00'W / 27°15’S) reaching a
maximum of 45.2% domiciliary infestation in Taltal
(Neghme 1950, Neghme et al. 1953). There were
reports of dengue cases (classic dengue apparently)
in Iquique in 1889 (Laval 2003). Until 1999
recurrence of the vector and disease had not been
detected. However unexpectedly, since the main
concern was the north of Chile, in 2000 populations
of Aedes aegypti were detected in Easter Island (Olea
2003). On March 13, 2002 the first case of indigenous
dengue was confirmed that surely originated from
infected travelers, because the virus was circulating
in Tahiti and Hawaii in 2001 and the nucleotide
sequence is closely related to genotype DENV-1
of the Pacific (Olea 2003, Labrafia 2011, Céceres
et al. 2008). In 15 weeks 636 confirmed cases were
reported, (17% of the population), producing the
classical medical profile and corresponding to the
DENV-1 serotype in 100% of the cases (Labarana
2011). Dengue reappeared in 2006, 2007, 2008, 2009
and 2011 with 3, 27, 25, 25, and 1 cases, respectively.
Mathematical models predict future outbreaks of
decreasing size, but caution that the main danger lies
in DHF epidemics resulting from the introduction of
other serotypes (Canals et al. 2012).
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Concluding remarks

Climate strongly affects agriculture and livestock
production, and also influences animal diseases,
vectors, pathogens and their habitats. It is likely
that the global warming trend, predicted in South
America in the IPCC2007 report will modify the
temporal and geographic distribution of infectious
diseases, including mosquito-borne diseases such
as West Nile fever (Pinto et al. 2008), malaria and
dengue. Factors involved in disease spreading are
highly complex and the consequences for human
health are difficult to predict, but it is assumed that
climate change will exacerbate diseases transmitted
by blood-sucking insects (DG 2011). The answer
to the question of which of these factors may have
greater effect on the risk of these diseases cannot be
determined clearly, since demographic and social
factors of human populations must be included
(Semenza & Menne 2009).

The geographical distribution of mosquito
populations is related to temperature patterns,
precipitation and humidity. Increased temperature
speeds up the metabolic rate of mosquitoes, increasing
spawning and feeding frequencies (Epstein 2004)
as well as increasing the population growth rate;
however, it has a detrimental effect on longevity and
life expectancy. Increasing feeding frequency causes
a greater likelihood of acquiring and transmitting
diseases, increasing the temperature would decrease
the extrinsic incubation period of pathogens within
the mosquito which would live a short time, because
their life expectancy is shortened (Patz et al. 2003).

However, the effect of precipitation on vector
metabolic behavior is difficult to predict. Rainfall
has an indirect effect on vector longevity; humidity
creates a series of favorable habitats, increasing
the geographical distribution of mosquitoes with
seasonal abundance, and may also have short and
long-term effects on their habitas by creating new
breeding sites. Increased rainfall and vegetation
density can increase the number and quality
of breeding places of mosquitoes, affecting the
availability of resting sites, shelter (Githeko et al.
2000) and feeding (Patz et al. 2003), but host-vector
interactions decrease due to greater dispersion
(Gubler et al. 2001). This is debatable, since excessive
rainfall causing floods can have a lethal effect on
mosquitoes (Epstein 2004, Paaijmans et al. 2007)
and larval survival, and preclude the colonization
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of new breeding sites. Moreover, there are cycles of
some mosquito-borne diseases of the genus Culex,
such as the West Nile virus or St. Louis encephalitis
virus which require dry periods and heavy rainfall to
multiply (Tabachnick 2010).

The effect of climate change and global warming
are potentially important for the dynamics of disease
vectors; however it is unclear exactly how mosquitoes
will respond under changing climate conditions,
due to complex relationships between mosquito life
cycles and climate (Morin & Comrie 2010).

The increased incidence of mosquito-borne
diseases is more easily detected in areas close to
the geographical limits of their distribution (Tirado
2010). Several of these diseases occur in countries
bordering Chile but have not yet invaded it, such as
malaria and dengue in Peru, Bolivia and Argentina
(Canals et al. 2012), which produces an imminent
risk of the entrance of these diseases into Chile. A
shocking projection is that if there is an increase in
global temperatures of 2-3 °C, the population at risk
for malaria will increase between 3-5%, which means
there will be millions of new infections each year
(Shuman 2010). The estimates according to research
conducted by the University of Chile predicted
an increase between 2 and 4 °C in severe scenario
emissions (CONAMA 2006), which could cause a
change in the distribution of vectors.

Knowledge of how climate and weather can
influence the mosquito vectors of disease at multiple
time scales is vital to mitigate and adapt to impacts of
climate change on disease (Morin & Comrie 2010),
since knowing their phenology and bioclimatology
in different seasons will allow the creation and
establishment of potential strategies for the control
of larvae or adults of transmitter mosquitoes of
emerging and reemerging disease in Chile. Each
species of vector mosquito requires specific climatic
conditions to be sufficiently abundant and perpetuate
itself over time, which is why any climate variation
will cause an effect on the vectors. Climatic variations
may affect reproduction, development, population
dynamics and behavior of mosquitoes, such as their
ability to transmit infectious agents. For example, if
warmer and wetter conditions facilitate mosquito
multiplication, they will also increase the spread of
diseases transmitted by this type of vector.

In general, scientists agree that climate change
will impact mosquito-borne diseases, yet these
effects are uncertain due to complex interactions
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between climatic factors and phenology of each
disease-transmitting mosquitoes. The frequency of
emerging and re-emerging diseases has accelerated
in recent times as a result of factors that allow rapid
multiplication and spread of infectious agents.
An example of these factors is that of temperature
on mosquitoes; its increase shortens the life cycle,
increases foraging frequency and allows favorable
replication of pathogen it harbors. Coupled with an
increase in rainfall which increases the number of
breeding sites, it causes a decrease in transmission
times by increasing the chances of human exposure
to mosquito-borne diseases. For this reason, due
to projections of different scenarios of climate
change in Chile, it is essential to monitor mosquito
populations, determine bioclimatic parameters and
estimate epidemiological parameters of importance
in the transmission of their diseases, and with these
resources perform studies of potential changes as a
result of climate change.

Support for evidence-based implementation,
monitoring and information systems is essential
in order to be better able to detect infections and
improve control measures, effectively reducing cases
of mosquito-borne diseases. Development of more
accurate and adjusted models (with better spatial
resolution) of future climate variability in Chile in
different scenarios and surveillance models is vital to
predict or detect outbreaks of disease and to act as
an early warning system. Because emerging and re-
emerging diseases (for example, dengue) generally
have high mortality, they need to be identified quickly
and be a source of local and international reporting,
to develop preventive and therapeutic measures as
quickly as possible, strengthening health systems to
cope with the expected changes.
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Summary

The tendency to acquire exotic animals as pets has increased in the last years in Chile, being the small
mammals the group of more interest. The rabbit (Oryctolagus cuniculus) is commonly acquired as an exotic
pet, because of their gentle nature, are docile, and their maintenance is simple and inexpensive. Despite this,
domestic rabbits may constitute a threat to health because they can act as a carrier, intermediate host and
reservoir of important infections for domestic animals and humans.

Due to the lack of studies in Chile about the presence of endoparasites in O. cuniculus, we proceeded to
determine the presence of parasitic forms in feces of rabbits in captivity through the Burrows technique. A
directed sampling was carried out in the city of Concepcion (VIII region, Chile). 40 rabbits were included in
the study, resulting in 80% (32/40) of infection. Parasitic agents belonging to eggs type Strongylideos with 12.5%
(n = 5) and Eimeria with 80% (n = 32) were identified. The females had greater positivity, but this difference

wasn't statistically significant.

Keywords: prevalence, rabbits, captivity, intestinal endoparasites, Burrows, Chile

Introduccion

Los conejos son animales que de a poco se
han convertido en una mascota ideal, debido a
su facil y poco costoso mantenimiento (Ferrer &
Valle 1985, Riera & Cabrero 2008). Se caracterizan
por ser especies sociables, ya que raramente son
agresivos, logrando convivir bien con otros animales
domésticos y  requieren de una alimentacion
saludable, complementada con ejercicio diario
(Bradley et al. 2006).

Una encuesta realizada en Santiago de Chile, a
un total de 11.060 viviendas, demostr6 que el 85,9%
poseia una mascota en su hogar, encontrandose un
total de 253 conejos, que corresponde a un promedio
de 0,026% de conejos por casa (Ibarra et al. 2003).
Es importante mencionar que este estrecho contacto
entre las mascotas y el hombre, implica un alto riesgo
de transmision de agentes infecciosos entre ambos
(Botero & Restrepo, 2003).

El conejo doméstico, puede constituir una
amenaza a la salud debido a la capacidad de actuar
como portador, hospedero intermediario (Gallego
2007) y/o reservorio de infecciones de importancia
para animales domésticos y el hombre (Gonzélez-
Acuna et al. 2005, Cabello & Cabello 2008), entre
las cuales estan: toxoplasmosis, peste (Y. pestis),
salmonelosis, sarna (S. scabiei var. cuniculi), tifia
(M. canis), rabia (rabdovirus), y parasitosis como
giardiosis (Vidal et al. 2009), microsporidios (Riera
& Cabrero 2008, Marchant et al. 2007), Linguatula
serrata, Encephalitozoon cuniculi 6 Trypanosoma
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cruzi (Alcaino & Gorman, 1999). Es importante tener
en consideracion, que existen multiples factores que
contribuyen de manera directa a aumentar el riesgo
de transmision de estos agentes patdgenos (Barriga
2002), por ejemplo, las elevadas prevalencias de
ecto y endoparasitos, se asocian principalmente
con las condiciones higiénicas sanitarias y del
medio ambiente dentro de los criaderos de conejos
(Cordero Del Campillo & Rojo 1999, Barbado 2003).
Entre los endoparasitos del conejo que afectan el
sistema digestivo y causan sintomatologia intestinal
se encuentran: trematodos, cestodos, nematodos y
protozoarios (Lebas et al. 1996, Alcaino & Gorman
1999). Asi lo indica un estudio realizado en Reino
Unido entre los afos 1992-1996, a 95 conejos
silvestres, en el cual se obtuvo como resultado la
existencia de Taenia pisiformis 31%; Cittotaenia
pectinata 37%; Passalurus ambiguus 28%; Graphidium
strigosum 78%; Trichostrongylus retortaeformis 29%
(Allan et al. 1999, Garcia- Romero et al. 2001).
Debido al riesgo de transmicién de enfermedades
tanto para animales domésticos como para el hombre
y a la escasez de estudios realizados en Chile, sobre
la presencia de endoparasitos en O. cuniculus, es que
el presente estudio tuvo como objetivo principal
determinar el nivel de infeccién de endoparasitismo
gastrointestinal en conejos de cautiverio, y ademas
establecer su asociacion con la variable sexo y edad.

Material y Métodos

Se realizd6 un muestreo dirigido durante los
meses de septiembre a octubre del afio 2013, a 40
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conejos de cautiverio provenientes de la ciudad
de Concepcién, Chile. El tamano de muestra es
aceptado seguin el teorema del limite central, el cual
indica que la distribucion de las proporciones o de
las medidas de las muestras sigue una distribucién
aproximadamente normal, cuando las muestras son
de tamafio grande, en general 230 (Marrugat et al.
1998).

Los conejos fueron facilitados de un criadero de
la zona, siendo el unico criterio de inclusién el no
contar con desparasitacién interna al menos cuatro
meses previos a iniciar el estudio.

Se procedié a alimentar a los conejos muy
temprano por la mafana, para posteriormente
esperar aproximadamente entre doce y dieciséis horas
hasta lograr obtener las heces (Lebas et al. 1996). Las
muestras se recolectaron inmediatamente después
de la defecacion. Cada ejemplar se encontraba en
una jaula individual que poseia un sistema propio de
recoleccién de heces, lo que evitaba la contaminacion
e incorporacién de las heces desde las jaulas anexas.
Mediante el uso de una paleta se extrajeron alo menos
3 gr. de material fecal, por cada individuo, que es la
medida adecuada para realizar la deteccion y analisis
parasitario mediante la técnica de Burrows (Lopez
et al. 2006). Cada muestra fue depositada dentro
de un frasco plastico, que en su interior contenia
10 mL de preservante PAF (fenol, alcohol, formol)
como fijador (Lopez et al. 2006), asegurando de esta
manera un adecuado almacenamiento, evitando
posibles alteraciones de las formas parasitarias
existentes en ellas. Cada frasco se identificé con la
numeracion y fecha correspondiente a cada conejo.
Posteriormente se transportaron dentro de un cooler
a 4°C para su conservacion y su procesamiento
dentro de las 72 horas posteriores (Mehlhorn
et al. 1993). Es importante tener en cuenta que
algunas formas de protozoos mueren o se alteran
rapidamente a temperatura ambiente y los huevos de
algunos helmintos pueden eclosionar en horas si no
se refrigeran (Vignau et al. 2005).

Elanalisis de las heces se efectué en el Laboratorio
de Medicina Veterinaria de la Universidad Santo
Tomas, sede Concepcién, mediante la técnica
coproparasitaria de Burrows, un método adecuado
y poco complejo, constantemente utilizado para la
deteccion de las formas parasitarias de nematodos y
cestodos (Burrows 1967), ademds es de utilidad en
el diagnodstico de quistes y en especial, trofozoitos
de protozoos (Garrido et al. 2011). La sensibilidad
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de esta técnica al trabajar con una unica muestra de
heces es del 35-50% (Vila et al. 2009).

La técnica de sedimentacién de Burrows, se
realizd, tamizando un gramo de materia fecal en
agua destilada. El sedimento obtenido se coloco
en dos tubos de centrifuga, donde: al primero se
llené con 10 mL de muestra, para analizar la fase
trofozoitica de protozoos y helmintos. Al segundo, se
le colocaron 8 mL de muestra, mds 2 mL de éter etilico
lo cual es de ayuda en el andlisis de los protozoos.
Ambos se centrifugaron por 5 minutos a 1800 rpm,
posteriormente se desech¢ el sobrenadante de ambos
tubos y se tom6 una gota de sedimento puesta en un
portaobjeto, la que luego se observé en el microscopio
optico (Olympus CX31) en los aumentos 10x y 40x
(Lopez et al. 2006, Garrido et al. 2011).

La determinacién de los parasitos se confirmé
mediante la revision de bibliografia especializada,
atlas de Parasitologia y comparaciéon con
preparaciones positivas de pardsitos encontrados
comunmente en perros y gatos, utilizados como
apoyo y material de referencia.

Anadlisis estadistico

Este estudio fue de tipo descriptivo y transversal,
donde se determind el porcentaje de hospederos
parasitados y la riqueza parasitaria (nimero de taxa
parasitarias por hospedador parasitado) (Pardo et al.
2004). Ademas se utilizd el test chi cuadrado, para
evaluar si existian diferencias entre la positividad y
la variable sexo.

Resultados

De las 40 muestras de heces de O. cuniculus, se
logré determinar que el 80% (32/40) se encontraba
positiva con alguna forma parasitaria, considerando
como positivo a aquellos ejemplares que dentro de
sus muestras fecales presentasen al menos una forma
parasitaria de taxa protozoo, nematodo y/o cestodo.

Se determiné que el 12,5% (5) de los animales
muestreados se encontraban infectados con parasitos
del género Strongylideos (Fig 1) y el 80% (32) con
pardsitos protozoarios del género Eimeria (Fig
2). Del total de individuos positivos, el 84,3% (27)
presentd una monoinfeccion y un 15,6% (5) present6
una poliinfeccion (Eimeria y Strongylideos).

El 40% de los individuos muestreados eran de
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sexo macho y el 60% restante de sexo hembra, los
cuales presentaron una prevalencia parasitaria del
68,7% (11/16) y del 87,5% (21/24) respectivamente,
sin ser esta diferencia estadisticamente significativa
(p: > 0,05).

Discusion

En un estudio de endoparasitismo, realizado
en 116 conejos silvestres (O. cuniculus) capturados
en la Comuna de Florida (VIII Regién) en 1979, a
través de la necropsia de los ejemplares, se logro
determinar un porcentaje de infeccién del 99,14%
(Merello 1980). Por otra parte, Gonzalez-Acufa et
al. (2005), al capturar 20 liebres en la provincia de
Nuble (VIII Regién) y 20 liebres en Ultima Esperanza
(XII Regidn), lograron identificar dos especies de
nematodos  gastrointestinales  (Trichostrongylus
retortaeformis, Passalurus ambiguus) y un porcentaje
de infeccion del (60,2%) (25/40). Zagal (2007),
estudié la fauna parasitaria del tracto gastrointestinal
de la liebre (Lepus europaeus), provenientes de la
provincia de Ultima Esperanza y de la XII Regi6n de
Magallanes, en donde detectd, a través de la necropsia
y andlisis coproparasitarios mediante la técnica
de Teuscher, un nivel de infeccién parasitario del
100% (25/25). Valor similar se reporta en un trabajo
efectuado en Ecuador, donde se muestrearon a 45
conejos de granja, obteniendo un nivel de infeccion
del 100% (Abarca 2004).

Figura 1. Huevo tipo Strongylideos encontrado en una
examen coproparasitario de conejo (40x)
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L - «
Figura 2. Huevo de Eimeria spp encontrado en una examen
coproparasitario de conejo (40x)

La mayoria de los trabajos a nivel mundial se han
realizado en O. cuniculus y L. europeus en estado
de vida silvestre, los cuales han reportado un nivel
de infeccién parasitario similar a la obtenida en
este estudio. Sin embargo, en cautiverio existe una
multitud de factores que pueden contribuir en la
distribucién y abundancia de los parasitos, tales
como: el confinamiento, presencia de vectores,
falta de higiene, contacto con heces y orina de
otros individuos, estrés, alimentacién baja en fibra,
convivencia con otras mascotas, la capacidad del
parasito de hospedarse en diferentes especies, etc.
Es por esto, que es de suma importancia evaluar el
hébitat, ya que es un factor desencadenante para la
presentacion de las parasitosis (Atias 1998, Barriga
2002, Gallego 2007).

Con respecto a la infeccién por nematodos, los
resultados difieren a los obtenidos con los estudios
nacionales anteriores. En la comuna de Florida (VIII
Region) se obtuvo un 92,24% de infeccién (Merello
1980) en tanto que en la provincia de Nuble (VIII
Regién) y Ultima Esperanza (XII Regién), se report6
un nivel de infecciéon del 60% (Gonzalez-Acufa et
al. 2005). Finalmente en la Provincia de Ultima
Esperanza y la XII Region de Magallanes, se sefiala
un 4% de infeccion para el género Strongyloides
(Zagal 2007), siendo este valor el que mas se acerca
al de la presente investigacion.

Al promediar los valores obtenidos en el presente
estudio, se puede estimar que existe un alto porcentaje
de prevalencia de nematodos, lo que podria deberse
a los factores ambientales presentes en cautividad, lo
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que aumenta notablemente el riesgo de transmision,
ya que mientras mayor sea el hacinamiento y
humedad, mas alta sera la probabilidad de contagio
(Atias 1998, Cordero Del Campillo & Rojo 1999).

En estudios realizados en el extranjero en el aio
1994, en el Reino Unido, se reportd para nematodos
un 29% (Allan et al. 1999) de infeccién. Por su parte,
en Eslovaquia se obtuvo un 6,76% (Dubinsky et al.
2010) y en Tenerife Islas Canarias un 10 % (Foranda
et al. 2005).

Con respecto a la prevalencia del protozoo de
género Eimeria, resultados similares obtuvd Zagal
(2007), quien mediante la técnica de sedimentacion-
flotacién con sulfato de zinc, demostro la positividad
a este microorganismo en el 96% de los individuos.
En Tenerife Islas Canarias se indic6 un 51% y en
Ecuador se estim6 un 100% de prevalencia (Abarca
2004).

Los altos valores de prevalencia para los coccidios
estan estrechamente relacionados con las condiciones
higiénicas, siendo prevalentes en los criaderos de
tipo familiar, probablemente por el mayor contacto
entre los animales, por el tipo de instalacion, escasa
higiene o por la no implementacién de un programa

de desparasitacion especifica para protozoos
(Cordero Del Campillo & Rojo 1999).
En lineas generales, apoyindonos en los

resultados, podemos concluir que O. cuniculus
es una especie que comunmente puede presentar
endoparasitosis, mds ain tomando en consideracion
que las condiciones ambientales e higiénicas de
los animales en cautiverio, raramente cumplen
con las normas sanitarias adecuadas para evitar
la contaminacién cruzada entre los individuos.
Recalcar ademds que al realizar un s6lo muestreo
la sensibilidad de la técnica es del 35-50%, de haber
realizado muestreos seriados quizas el nivel de
infeccion pudiese haber sido atin mayor.
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Summary

The aim of this study was to detect pathogenic parasitic forms for humans, in samples of dog feces deposited
in the sandy beaches of the city of La Serena, Coquimbo Region, Chile. Fecal samples from dogs (Canis lupus
familiaris) from the beaches of La Serena, Coquimbo Region, Chile were analyzed using the technique of
Burrows. It was found that 44.2% of the samples analyzed were contaminated with some parasitic form with
zoonotic potential. The parasitic taxa with more zoonotic risk were Toxocara sp. (23.2%), Giardia sp. (8.4%),
Strongyloides sp. (6.3%) and Taenia sp. (5.3%). The beaches of the city of La Serena are contaminated with
animal feces containing enteric parasites with zoonotic risk. So it is necessary to implement actions of health
education to the community, developing plans deworming and control of canine overpopulation.

Key words: Enteric parasitic, dogs, beaches, zoonoses.

Introducccion

Sin duda, las mascotas mas frecuentes en los
hogares y que conviven estrechamente con el ser
humano son los perros (Canis lupus familiaris)
(Lopez et al. 2006). Los parasitos constituyen un
riesgo para la salud humana, debido a que bajo
determinadas condiciones pueden transmitirse
al hombre, a través de los alimentos, agua y suelo
contaminado con heces (Lopez et al. 2006), si bien la
mayoria de estos no causan la muerte, presentan un
alto porcentaje de morbilidad (Milano& Oscherov
2002).

Los trabajos sobre carga parasitaria en Chile
y en el mundo se han enfocado principalmente en
investigar plazas y parques publicos, dejando de lado
otros sectores turisticos, como son las playas (Lopez
et al. 2006). Los trabajos sobre carga parasitaria
gastrointestinal en muestras de heces caninas en
Chile, han reportado prevalencias desde 30,42%, en
tres comunas de la ciudad de Santiago (Gorman et al.
2006), hasta 48,3% en parques y plazas de la ciudad
de Temuco (Armstrong et al. 2011). En playas de
la comuna de Tome, la prevalencia reportada es de
43,05% (Luzio et al. 2013). En ecosistemas cerrados
como la Isla Robinson Crusoe, los datos reportados
indican un 55% de perros positivos a parasitosis
gastrointestinales (Gonzalez et al. 2008).

Se ha demostrado que técnicas de centrifugaciony
sedimentacion, como Telemann y Burrows, permiten
la observacion de helmintos, como tambien facilitan
la observacion de protozoos. Ademas la técnica de
Burrows presenta mejor sensibilidad en relacién a
Telemann para formas trofozoiticas, especialmente
de amebas y guiardias (Lopez et al. 2006, Burrows
1967).
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Las playas constituyen un lugar de recreacion para
los habitantes de la ciudad, siendo la contaminacién
bioldgica de la arena, con materia fecal canina un
factor de riesgo para nifios y adultos, debido a que
contienen formas parasitarias infectantes (Sanchez et
al. 2003). El estudio de la contaminacion parasitaria
del suelo es considerado un indicador directo
del riesgo de contagio al que estan expuestos los
residentes de una regiéon (Armstrong et al. 2011), por
lo que el objetivo del presente estudio fue detectar
formas parasitarias patdgenas para el ser humano, en
muestras de heces caninas depositadas en la arena
de las playas de la ciudad de La Serena, Region de
Coquimbo, Chile.

Material y Métodos

El estudio se realizd en la Region de Coquimbo,
ciudad de La Serena, la cual cuenta con 160.148
habitantes (INE, 2002), ubicada a 472 Km. al norte
de la ciudad de Santiago. La toma de muestra se
realizo el mes de Enero del afio 2013, lo cual es de
gran utilidad para conocer en qué condiciones
sanitarias se encuentra las playas en época estival,
ya que, concentra la mayor cantidad de turistas. Las
playas de la ciudad de La Serena conforman uno
de los paseos mas concurridos, abarcan 12 tramos
de playas conocidas como: El Faro, Los Fuertes,
Mansa, Blanca, La Barca, 4 Esquinas, La Marina, El
Pescador, El Corsario, Hipocampo, Las Gaviotas y
Canto del Agua. De ellas se obtuvieron 95 muestras,
lo que corresponden al 100% de las heces, que se
encontraban frescas y libres de suciedad. Cada
muestra fue recolectada con una paleta de madera
con a lo menos 5 gr. de material fecal (Burrows
1967). Cada muestra fue depositada dentro de un
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frasco plastico, que en su interior contiene 10 ml.
de preservante PAF (fenol, alcohol y formaldehido)
como fijador (Lopez et al. 2006), asegurando de esta
manera un adecuado almacenamiento de ellas y
evitando asi la alteracion de las formas parasitarias
existentes (Mehlhorn et al. 1994). Las muestras se
mantuvieron en un cooler, y fueron transportadas
al Laboratorio de Medicina Veterinaria de la
Universidad Santo Tomds, sede Concepcién. La
técnica utilizada es la de Burrows, método adecuado
para la deteccion de las formas parasitarias de
anquilostomidos, ascaridos y protozoos en su fase
trofozoitica (Garrido et al. 2011).

Para determinar la prevalencia se utilizo la
frecuencia porcentual simple.

Resultados - Discusion

El 44,2% (42/95) de las muestras analizadas,
se encontraban contaminadas con alguna forma
parasitaria, con potencial zoondtico. Se considerd
como positivo, aquella muestra que contase con
al menos una forma parasitaria. De aquellas que
resultaron positivas, se identificaron 63 formas
parasitarias. Estas se clasificaron como protozoos
y helmintos, estos ultimos fueron divididos en
nematodos y céstodos. De las formas parasitarias,
el 75% lo fue solo a nematodos (47/63), mientras
que para el caso de los céstodos se observé una
frecuencia de un 9% (6/63) y 16% de protozoos
(10/63). Se observo un 28,4% presentacion
para monoparasitismo (27/95), un 10,5% para
biparasitismo (10/95) y un 5,3% para triparasitismo
(5/95) (Figura 1).

OLibre
O Mono parasitismo
O Biparasitismo

BTriparasistismo

Figura 1. Distribucion porcentual de multiparasitismo, de
muestras recolectadas en playas de la ciudad de La Serena.
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De los nematodos el mas relevante en este estudio con
23,2% fue Toxocara sp. El con mayor prevalencia de
los céstodos fue Taenia sp. con un 5,3% y para proto-
200s, se describe a Giardia sp., con un 8,4% (Figura 2).
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Figura 2. Distribucién porcentual de taxas parasitarias
presentes en la materia fecal de caninos diseminadas en
las playas de la ciudad de Los Angeles, de importancia
zoonotica.

Estudios realizados en Chile describen disimiles
prevalencias de formas parasitarias en heces de
perros en playas. Es asi que, en un ambiente cerrado,
como lo es la isla Robinson Crusoe, se observo que
el 55% de las muestras result6 positivo a uno o mas
enteroparasitos (Gonzalez et al. 2008). Por otra
parte Luzio et al. (2013) describen un 43,05% de
prevalencia en las muestras de heces recolectadas en
playas de la comuna de Tome. Lo que coincide con
el presente estudio, en donde se describe un 44,2%
de prevalencia. En Mar del Plata se examinaron 358
muestras fecales ubicadas en playas, de las cuales
34,6% resultaron parasitadas (Isla et al. 2005).
Milano & Oscherov (2002) en un estudio realizado
en playas de la ciudad de Corrientes, registraron
prevalencias parasitarias de 37,5% en muestras de
arena y de 59,3% en muestras de materia fecal. En
1997, en Warnemunde, Alemania, fue analizada
arena de playas, de 126 muestras, solo 2 contenian
Toxocara sp. (Schottler 1998). En Japon se realizé un
estudio en 6 playas publicas localizadas en Fujisawa
y Kamakura y de un total de 142 muestras de arena,
en 3 fueron hallados huevos de Toxocara sp. y una
muestra present6 huevos de Trichuris vulpis (Ohba et
al. 1995). En un estudio realizado en playas donde se

63



Revista Parasitologia Latinoamericana

suele pasear perros en Perth, Australia, de un total de
266 muestras no se hallaron huevos de Toxocara canis
u otros huevos/larvas de nematodos (Dunsmore et
al. 1984).

Las diferencia de los resultados descritos a nivel
nacional e internacional, estin sujeto a diversos
factores, como aspectos geo-climadticos, nivel cultural
y socioeconémico de las personas, al origen de los
perros (perros de sectores urbanos o rurales; con
duefo o callejeros) y a las distintas técnicas usadas
para determinar la fauna parasitaria. Ademas las
condiciones ambientales de playas, por la humedad,
las altas temperaturas, no dan la posibilidad al
desarrollo parasitario en el tiempo. Hay que tomar
en cuenta que si bien la contaminaciéon es menor en
playas, siguen siendo un alto riesgo de zoonosis por
la presencia de enteroparasitos encontrados en heces
caninas.

De los nematodos, el género mas observado es
Toxocara sp., con un 23.2% de prevalencia. Este valor
es superior a lo reportado por la bibliografia, en Chile
Gorman et al. (2006) describen una prevalencia de
9,1% y Armstrong et al. (2011) reporta un 12,44%.
A nivel internacional, se informan prevalencias
del orden del 20% (Trillo-Altamirano et al. 2003,
Andresiuk et al. 2003). Esta parasitosis posee un
riesgo zoondtico de importancia, especialmente en
nifios, por sus hébitos de geofagia; produciendo el
sindrome de larva migrante visceral (LMV) y ocular
(Cordero del Campillo & Rojo 1999).

El segundo nematodo con mayor prevalencia
es Trichuris vulpis, en 12 de las muestras (12,6%),
aunque no es considerado como un agente zoondtico
(Armstrongetal. 2011), existe evidencia cientifica que
indica que podria tener potencial zoondtico (Acha
& Szyfres 2003). Se han registrado prevalencias, en
Chile, deun 8,9% y 8,1% (1, 5). A nivel internacional,
se han descrito prevalencias que fluctdan entre un
1,9%, en Brasil (Farias et al. 1995) hasta un 25%, en
India (Traub et al. 2004).

Otras formas parasitarias zoonoticas
identificadas, fueron larvas de Strongyloides sp., con
un 6,3% (6/95) de infestaciéon. La strongyloidosis
es una parasitosis cosmopolita, presente en paises
de clima tropical o templado especialmente de
Asia, Africa y Latinoamérica. En Latinoamérica, es
frecuentemente observada en Brasil y Perd, donde
en algunas localidades cerca del 60% de la poblacion
puede estar infectada (Mercado et al. 2002). En
Chile, su epidemiologia se encuentra en estudio
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describiéndose casos aislados (Mercado et al. 2002).
Cursa muy frecuentemente de forma asintomatica en
el hombre y tiene tendencia a la cronicidad. Pueden
producir sintomas digestivos con dolor abdominal,
diarrea y sintomas respiratorios. Las manifestaciones
dermatoldgicas incluyen el sindrome de larva
currens, que son trayectos intradérmicos de las
larvas filariformes que causan intenso prurito,
normalmente en zonas perianal (Miro et al. 2001).
En Chile ha sido descrito en la isla Robinson Crusoe
con un 15% de infestacion (Gonzalez et al. 2008) y
con un 3,1%, en las playas de la comuna de Tome
(Luzio et al. 2013).

Otra zoonosis, es el sindrome de larva migrante
cutdnea (LMC), la cual es producida por Ancylostoma
sp. y por Uncinaria sp., ambos géneros pertenecen a
la familia Ancylostomidae (Plascencia et al. 2013),
esta es poco frecuente, pero debido a que se asocia a
nifios que acostumbran a jugar en lugares publicos y
a adultos que manipulan tierra, no se debe descartar
el riesgo potencial de transmision (Armstrong et
al. 2011; Alcaino & Gorman 1999). En el presente
estudio se identificaron 4 de 95 muestras positivas
(4,2%) a Ancylostoma sp., las prevalencias descritas
en Chile van desde un 1,8% a un 8,1% (Lopez et al.
2006, Luzio et al. 2013). En Corrientes, Argentina
se reportan prevalencias de un 41,2% (Milano &
Oscherov 2002). Estos valores difieren notablemente
de los observados en otros paises, por ejemplo, en
Australia se describe un 6% (Schantz 1989) y en
Alemania solo un 2,3% (Baratzki & Schaper 2002).
Por otra parte, no se observo el genero Uncinaria
sp. Trabajos realizados en Chile, no describen la
presencia de Uncinaria spp, de manera regular
(Lopez et al. 2006, Gorman et al. 2006) y aquellos
que la reportan, refieren prevalencias que van desde
un 0,9% hasta un hasta un 59,5% (Luzio et al. 2013,
Obergetal. 2001). Es probable que esto se deba a que,
dependiendo del método de identificacién utilizado,
se incluyen bajo la nomenclatura Ancylostomideos,
tanto las especies Uncinaria stenocephala como
Ancylostoma caninum (Lopez et al. 2006).

Al igual que Toxocara sp., Toxascaris sp., es
causante de LMV (Cordero del Campillo & Rojo
1999), pero es considerado de menor importancia
por las bajas prevalencias que registra como lo
demuestra nuestros resultados, que indican un 3,2%
(3/95). Los escasos reportes del género Toxascaris
hechos en Chile han sido de T. leonina, por lo que se
asume que es la especie detectada. Valor similar fue
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obtenido por Lopez et al. (2006), quienes reportaron
un 1,4% de prevalencia, mientras que Luzio et al
(2013) obtuvieron un 6,3%. Valores muy similares
han sido registrados en estudios extranjeros, en
Brasil, el 0,9% (Farias et al. 1995), en Alemania el
1,8% (Barutzki & Scharper 2002) y en Italia el 1,4%
(Rinaldi et al. 2006).

Para los céstodos, el que tuvo una mayor
prevalencia fueron los huevos de Taenia sp., con
un 5,3% de prevalencia (5 de 95 muestras), lo cual
difiere al 1,8% obtenido por Luzio et al. (2013) y
al 0,4% de Lopez et al. (2006), pero por debajo del
11,4% descrito por Armstrong et al. (2011). Para
la provincia de Chubut, Argentina, se reporta un
3,6% (Sanchez et al. 2003), mientras que en Ica,
Peru, Trillo-Altamirano et al. (2003) reportan un
4,33% de positividad. Las especies de Taenias, como
la T. multiceps y T. serialis, son responsables de la
zoonosis denominada Cenurosis cerebralis y serialis
respectivamente (Miro et al. 2001).

La difilobotriasis es una parasitosis que puede
pasar totalmente inadvertida en el individuo que
la presenta, desencadenar sintomas inespecificos,
como diarrea o dolor abdominal producido
principalmente por la obstruccién en el intestino
delgado debido a la presencia del parasito. En
un bajo numero de portadores este cestodo va
a originar anemia perniciosa, asociada con un
déficit de vitamina B12 (Abuin & Seijo 2012).
Diphyllobothrium sp. es un parasito mas prevalente
en paises cuya principal fuente proteica es el pescado
(semicrudo o ahumado). En Europa, este parasito
es especialmente prevalente en paises de la ex
Unién Soviética, Finlandia, Escandinavia. En Asia,
es especialmente prevalente en paises como Japon
(por la ingestion pescado crudo) (Miro et al. 2001).
Zunino et al. (2000) describe prevalencias 0.6% en
heces de perros recolectadas en espacios publicos de
la provincia de Chubut, Argentina, lo cual coinciden
a los reportados en este estudio con un 1.1% (1/95).

De los protozoos identificados, Giardia sp.
(8,4%), Isospora sp. (1,1%) y Entamoeba sp. (1,1%).
Giardia sp. y Entamoeba sp. son de importancia
zoonotica. Giardia sp. es el causante de infecciones
intestinales agudos y cronicos, comunes en nifios y
personas inmunosuprimidas, que pueden terminar
en sindrome de malabsorcion (Sanchez et al., 2003).
Para Giardia sp., en Chile, se han reportado variadas
prevalencias, algunas tan altas como un 21,7%, en
perros con sintomatologia digestiva (Lopez et al.
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2006) y otras que se encuentran cercanas al 4,%
(Gorman et al. 2006, Luzio et al. 2013). A nivel
mundial, de igual forma, los reportes son variados,
en Alemania, Barutzki & Schaper (2002) informan
un 51,6% de prevalencia; en Australia, se detectd en
un 22,1% (Schantz 1989); en India en un 3% (Traub
et al. 2004) y un 5,5% en Argentina (Milano &
Oscherov 2002). La giardiasis es un grave problema
de salud publica, que debe ser solucionado con
politicas enfocadas a la educacién de la comunidad
(Sanchez et al. 2003, Mercado et al. 2002).

Aunque sélo se considera patégena Entamoeba
histolytica, en el perro existen otras especies, como
Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, Entamoeba
gingivalis y Endolimax nana, todas ellas apatogenas
(Miro et al. 2001). En el presente estudio se
logra identificar solo en una muestra, del genero
Entamoeba sp., por lo que no se puede concluir de
que esta corresponda a una especie zoonotica. Son
escasos los reportes de la presencia de Entamoeba
sp., Lopez et al. (2006) describe una frecuencia del
orden del 32% y Sanchez et al. (2003) reportan un
18.1% en época estival. La Entamoeba histolytica es
un protozoo que parasita principalmente a la especie
humana, pero puede producir cuadros digestivos en
perros y gatos. Su transmision es orofecal, a través
del agua, por contaminacién de alimentos (vegetales
crudos) y fomites. Es una enfermedad tipica de paises
tropicales o subtropicales y de zonas periurbanas con
sistemas de conduccion de aguas deficientes (Miro et
al. 2001).

A la luz de los resultados se puede indicar que
faltan medidas preventivas (uso antiparasitario y
reduccién de contaminacion ambiental), ya sea en
perros de vida libre o con propietario, junto con la
falta de rigurosidad en el cumplimiento de leyes que
regulan la tenencia responsable de mascotas, llevan
a exponer la salud de las personas a un potencial
riesgo de infestacion por pardsitos gastrointestinales
presentes en heces de perros diseminadas en playas
de la ciudad de La Serena.

Del presente estudio se puede concluir que
cerca del cincuenta por ciento de las muestras
recolectadas en las playas de la ciudad de La Serena
se encuentran contaminadas con enteropardsitos con
riesgo zoonotico. De los diez géneros parasitarios
identificados, nueve presentan riesgo zoonotico,
siendo los principales Toxocara sp., Strongyloides sp.
y Giardia sp.
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Introduccion

Rhipicephalus sanguineus (Parasitiformes: Ixodidae) es una especie cosmopolita, descrita originalmente por
Letreille (1806) y que en la actualidad forma parte de un complejo de especies (Beati & Keirans 2001, Szabé et
al. 2005, Nava et al. 2009, 2012, Moraes-Filho et al. 2010, Levin et al. 2012). Fue introducida en América, y se
encuentra ampliamente distribuida en la Region Neotropical (Baker, 1999), donde se han propuesto diferentes
rutas de entrada para esta garrapata, asociadas al proceso de colonizacién. Es considerado el ectoparasito
mds importante en los perros del Neotropico (Guglielmone et al. 2003, Szabo et al. 2005), siendo una de las
garrapatas mas estudiadas debido a su importancia en salud publica por ser vector de diferentes patégenos. En
general, se cree que R. sanguineus sensu stricto (s. s) es la tinica especie representante del género en Sudamérica,
sin embrago estudios recientes evidencian la existencia de al menos dos linajes pertenecientes al grupo R.
sanguineus (Szabo et al. 2005, Moraes-Filho et al. 2011).

Taxonomia

Rhipicephalus sanguineus s. s fue originalmente
descrita como Ixodes sanguineus por Latreille en
1806 desde ejemplares procedentes de “Gallia’
nombre que antiguamente daban los romanos a los
territorios celtas en la edad de hierro. Este territorio
corresponderia a lo que en la actualidad es Francia,
parte de Bélgica, oeste de Alemania, norte de Italia y
partes de los Paises Bajos (Dantas Torres & Otranto
2015). Mas tarde Koch (1844), la reclasifica en el
género Rhipicephalus, y en 1847, este mismo autor
la redescribe y reconoce como localidad tipo a
Francia, para luego en el mismo articulo mencionar
a Portugal como localidad tipo (Koch 1847). Hoy
en dia, muchos taxénomos estan de acuerdo que
la localidad tipo de R. sanguineus s. s. es Francia,
aunque aun se discute que puede ser originaria de
Africa, ya que el género Rhipicephalus se encuentra
ampliamente representado en ese continente (Dantas
Torres 2007).

Luego de la descripcién de Latreille (1806) y Koch
(1847), varios autores describieron a R. sanguineus
desde distintas regiones biogeograficas (Nava et al.
2012), lo que llevé a que se encontraran diferencias
morfoldgicas intraespecificas (eg. Pegram et al. 1987,
Walker et al. 2000), sumado a que la descripcién
realizada por Latreille es incompleta y el ejemplar
tipo se perdio, el estatus taxonémico de esta especie
sigue siendo un tema de debate (Eg. Dantas-Torres
et al. 2013, Dantas & Otranto 2015, Nava et al. 2015).
Pese a esto, esta especie sigue siendo considerada
como especie valida, aunque existe evidencia que
sefiala que R. sanguineus s. s procedentes de Africa
y oeste de Europa serfan especies distintas (Moraes-
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Filho et al. 2011, Levin et al. 2012, Nava et al.
2012), evidenciando que el grupo de R. sanguineus
s. 1. provenientes del oeste de Europa y Sudamérica
representarian la verdadera R. sanguineus (Nava et
al. 2012)

Se cree que R. sanguineus s.s es la Unica especie
que se encuentra en Sudamérica (Szab¢ et al. 2005),
sin embargo, estudios genéticos y de reproduccion
cruzada indican la existencia de dos linajes distintos,
un linaje Norte distribuido en el drea tropical
y subtropical de Brasil, Colombia, Costa Rica,
México, Venezuela, Panama, Paraguay y norte de
Argentina y un linaje Sur en el drea templada de
Argentina, Chile y Uruguay (Szabd et al. 2004,
Szabé et al. 2005, Oliveira et al. 2005, Burlini et al.
2010, Moraes-Filho et al. 2011, Nava et al. 2012). EI
linaje Norte o Tropical seria cercano a las especies
africanas, y el linaje Sur o Templado a las especies
europeas (Moraes-Filho et al. 2011, Nava et al. 2012).
En Chile, utilizando morfometria geométrica, se
encontraron diferencias en la curvatura y posicion
de la placa espiracular, parma y proceso caudal entre
poblaciones procedentes del norte de Chile (Arica,
Iquique y Antofagasta), de las ubicadas en la zona
central de Chile (Santiago, Curicé, Parral) (Figura 1,
Munoz 2014), coincidiendo con el estudio de Nava et
al. (2012), donde indican que existe una barrera que
aparece en la zona ecotonal ubicada entre los 24 y 25°
de latitud sur que separaria el linaje Norte del Sur.
Aunque atn faltan estudios genéticos, morfoldgicos
y bioldgicos, que abarquen la distribuciéon de R.
sanguineus en Chile, podemos sospechar la existencia
de dos linajes.
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Figura 1. Placa espiracular de Rhipicephalus sanguineus s. 1 recolectada en Antofagasta (A) y en Til Til (B).

Por ultimo, Nava y colaboradores (2015)
proponen que R. sanguineus s. s. podria ser relegada
a nomen nudum debido a que el espécimen tipo
se perdi6, que la descripcion original no es los
suficientemente informativa y que por lo tanto
varias entidades distintas podrian ser identificadas
erroneamente como R. sanguineus.

Clasificacién taxonomica

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Subfilo: Chelicerata

Clase: Arachnida

Subclase: Acari

Orden: Parasitiformes

Suborden: Ixodida

Familia: Ixodidae

Genero: Rhipicephalus

Especie: R. sanguineus (Latreille, 1806)

Distribucion

Rhipicephalus sanguineus s. s. es la garrapata
que presenta la mas amplia distribucion geografica
en el mundo, registrada en todos los continentes,
excepto en la Antartica (Guglielmone et al. 2003).
Su presencia en Sudamérica se basa en que pudo
haber llegado a Brasil desde Portugal y Africa, por
asuntos culturales y comercio de esclavos (Burlini
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et al. 2010). De acuerdo con Aragao (1936), en
1907 esta especie ya era conocida en el norte de
Brasil, expandiéndose posteriormente al sur y de
ahi al resto de Sudamérica. Su establecimiento pudo
haber sido favorecido por las condiciones de latitud
(temperatura, luz y humedad) y por su capacidad
de sobrevivir en asentamientos humanos (Burlini
et al. 2010). En Chile, los primeros hallazgos fueron
en 1974 (Tagle 1976), parasitando un perro en la
comuna de La Granja, Santiago, cuya fuente de
contagio no pudo ser determinada. En la actualidad,
sus registros abarcan desde Arica (18°18’S 70°18°0)
hasta Angol (37°48’S 72°43’0) (Muiioz & Casanueva
2002, Gonzalez-Acuia et al. 2003, Gonzalez-Acuia
2004, Guglielmone et al. 2006a, Abarca et al. 2013),
incluyendo San Juan Bautista en Isla Robinson
Crusoe (33°38’S 78°50°0) (Gonzélez-Acufia et al.
2008) e Isla de Pascua (27°00°S 27°15°0) (Moraes-
Filho et al. 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Registros de Rhipicephalus sanguineus s.1 en Chile.
Arica, Huara*, Alto Hospicio*, Cerro Dragén*, Iquique,
La Tirana*, Caleta Hornos*, Tal-Tal*, Chanaral*, Isla de
Pascua, La Serena*, Diaguita, Marquesa, Pisco Elqui, Til
Til*, Vina del Mar, Valparaiso, San Juan Bautista (Robinson
Crusoe), Santiago, La Granja, Santiago, Apalta*, Chépica*,
Chomedahue*, Cunaco*, El Huique*, Isla de Yaquil*, Isla
del Guindo*, La Lajuela*, Los Maitenes*, Nancagua*,
Palmilla*, Quinahue*, Santa Cruz*, Curicé*, Parral*, Talca,
Cato*, Chillan*, San Ignacio, Concepcién, Talcahuano,
Chiguayante, Las Higueras*, Portezuelo*, San Pedro de la
Paz, Santa Clara*, Angol. *Indica registro de los autores no
publicados.

Morfologia

Rhipicephalus  sanguineus pertenece a un
grupo de especies que son dificiles de diferenciar
morfolégicamente, ademas, muchas de las
descripciones morfoldgicas se basan en especimenes
provenientes de distintas localidades o no especifican
claramente la localidad de origen de los ejemplares
utilizados para su descripcién. Debido a esto se
presenta la ultima redescripcién realizada por
Walker y colaboradores (2000).
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Hembra: Capitulo mds ancho que largo (rango
largo x ancho= 0,57 x 0,67 mm a 0,63 x 0,61 mm).
Base del capitulo con bordes suaves. Area porosas
pequeiias. Palpos mads largos que los del macho.
Escudo mas largo que ancho. Surcos escapulares
anguloso. Coxa I grande, con espina externa e interna
del mismo tamafio. Coxa II - IV con espolones
externos cortos.

Macho: Capitulo mds ancho que largo (rango
largo x ancho= 0,49 x 0,56 mm a 0,57 x 0,63 mm).
Base del capitulo con angulos laterales agudamente
curvados. Palpos cortos, apicalmente redondeados.
Ojos marginales, ligeramente abultados. Con
pequenas puntuaciones en el borde dorsal. Linea
marginal profunda y punteada, delimitando los dos
primeros festones y extendiéndose anteriormente.
Puntuaciones de pequeios tamafios y escasas.
Espirdculos alargados, con una prolongacién dorsal
estrecha usualmente visible dorsalmente. Placa
accesoria adanal presente y marcada. Placa adanal
presenta forma variable desde estrecha/trapezoide a
amplia/curvada. El tamafio de las patas se incrementa
levemente desdelaI alaIV.

Ninfa: Capitulo mucho mads largo que ancho
(rango largo x ancho= 0,23 x 0,3 mm a 0,24 x 0,33
mm), con angulos laterales levemente curvados,
palpos cortos apicalmente agudos. Escudo mds largo
que ancho (rango largo x ancho=0,49 x 0,51 mm a
0,54 x 0,54 mm). Margenes laterales casi rectos y
margenes posteriores redondeados. Ojos en el punto
mas ancho del escudo. Surcos cervicales cortos. Coxa
I con dos espinas, externa mas larga que la interna.
Una sola espina redondeada y que decrece en tamaiio
en la coxa IT y III. Coxa IV sin espina.

Larva: Capitulo mucho mds ancho que largo
(rango largo x ancho= 0,098 x 0,144 mm a 0,133
x 0,156 mm). Base del capitulo el doble de ancho
que largo, margen posterior curvado, Angulo
lateral corto, obtuso. Palpos cortos, margen externo
levemente convexo. Escudo mucho mds ancho que
largo. Pocas puntuaciones presentes. Surco cervical
poco profundo, moderadamente largo. Coxa I con
cresta sobresaliente. Coxa II con una pequeia espina.
Coxa III con un leve indicio de espina.
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Comportamiento

Rhipicephalus ~ sanguineus es una especie
monotropica de tres hospedadores, es decir, que
todas las etapas de desarrollo se alimentan de la
misma especie hospedadora, ademas cada estado
de desarrollo requiere alimentarse de un nuevo
hospedador para completar su ciclo de vida. Se
alimenta preferentemente del perro doméstico
(Dantas-Torres 2010), tanto en dreas rurales y
urbanas, pero también se ha observado parasitando
diferentes mamiferos, reptiles y aves e inclusive al
hombre (Fletchman 1973, Walker et al. 2000, Dantas-
Torres 2008). En Chile, ademas de perros, se ha
registrado parasitando gatos (Alcaino 1985; Alcaino
et al. 1990; Schenone 1996; Mufioz & Casanueva
2001) y hospedadores inusuales como cabras
(Capra hircus), guarén (Rattus norvegicus) y conejo
doméstico (Oryctolagus cuniculus) (Gonzalez-Acuna
et al. 2003, Gonzalez-Acuiia 2004, Gonzalez-Acuna
etal. 2006) y el hombre (Schenone 1996, Guglielmone
et al. 2006a).

Rhipicephalus  sanguineus es una garrapata
endofilica, es decir, adaptada a vivir dentro de las
viviendas humanas, aunque también es capaz de
sobrevivir en ambientes peri-domiciliarios, siempre
y cuando el clima sea adecuado y los hospedadores
estén disponibles (Dantas-Torres 2010).

Ciclo bioldgico

Su ciclo bioldgico necesita de tres hospedadores,
el cual estd compuesto por un estado de desarrollo
inmévil (huevo) y 3 estados moviles (larva, ninfa
y adulto). Cada estado movil se alimenta de un
nuevo hospedador, para luego dejarse caer al suelo.
La hembra adulta después de alimentarse deja al
hospedero y se refugia en un lugar protegido a poner
huevos. En la naturaleza, el ciclo de vida se desarrolla
en aproximadamente 63 dias (Alcaino 1985,
Guglielmone et al. 2006b) en diferentes condiciones
de temperatura (20°C a 35°C) y humedad relativa
(35% a 95%) (Koch & Tuck 1986). Una hembra
fecundada puede poner alrededor de 1500 a 4000
huevos y muere después de oviponerlos (Koch 1982).
Laincubacién de los huevos es de 7 a 67 dias (Alcaino
et al. 1990), la larva se alimenta entre 3 a 7 dias, la
ninfa entre 4 a 9 dias y la hembra entre 6 a 50 dias.
Las larvas salen de los huevos en aproximadamente
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21 dias, aunque, dependiente de la temperatura,
pueden tardarse meses en salir (O’Farril-Nieves
2005). En tanto que en condiciones de laboratorio
se completa en 90 = 12 dias, bajo una temperatura
optima de 29 + 2°C, y una humedad relativa éptima
de 80 + 5% (Bechara et al. 1995). Si el ambiente es
adverso, el ciclo de vida se prolonga por varios meses,
durante los cuales la garrapata puede permanecer
en estado de diapausa (Guglielmone et al. 2006b),
extendiéndose a mas de 900 dias. Las larvas pueden
sobrevivir sin alimentarse hasta 253 dias; las ninfas
hasta 183 dias y los adultos sobreviven hasta 568
dias, pudiendo exceder los 3 afios, dependiendo de
las condiciones climéticas (Alcaino 1985, Hoskins
1991, Lopez-Vélez & Molina 2005). En las regiones
tropicales y subtropicales, esta especie puede ser
encontrada durante todo el afo (Braz et al. 2007),
sin embargo en paises con cuatro estaciones bien
definidas son mdas abundantes en primavera y
verano, lo que coincide con las temperaturas mas
altas (Debarbora et al. 2011).

Importancia en salud animal y
publica

Rhipicephalus sanguineus, ademds del dafio que
ocasiona por si misma, tiene una gran importancia
médica, ya que es un excelente vector bioldgico y
mecanico de bacterias, protozoos y nemdtodos,
algunos potencialmente patégenos para el hombre,
considerado un hospedador alternativo. En este
sentido, existe discusiéon sobre el porcentaje de
incidencia de R. sanguineus en el hombre (Estrada-
Pefia & Jongejan 1999). En Chile, se determind que
el 2,2 % de los casos de picaduras de artropodos en
humanos era debido a R. sanguineus, que a su vez,
causaba ocasionalmente una dermatitis pruriginosa
severa en los nifios (Schenone 1996). Algunos
de los patogenos trasmitidos por esta garrapata
pueden producir enfermedad en los perros como:
Babesia canis vogeli, B. gibsoni, Hepatozoon canis,
Acanthocheilonema dracunculoides, Cercopithifilaria
bainae, Cercopithifilaria grassi, pero no afectar al
humano (Uilenberg et al. 1989, Baneth et al. 2007,
Dantas-Torres 2008). Mientras que otros, ademds de
afectar al perro, son potencialmente patégenos para
el humano, son el caso de: Coxiella burnetii, Ehrlichia
canis, Anaplasma platys, Leishmania infantum,
Rickettsia conorii, R. rickettsii, R. massiliae y R. felis
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(Dantas-Torres 2008, Abarca et al. 2008, Labruna
et al. 2011, Dantas-Torres et al. 2012, Abarca et al.
2013). En Chile se ha identificado a R. felis desde R.
sanguineus s. 1. procedentes de Arica y Angol (Abarca
et al. 2013), también se ha identificado a A. platys
en perros de la region Metropolitana y E. canis en
perros de Arica, indicando a R. sanguineus s. 1. como
potencial vector, pero esto no ha sido corroborado
(Abarca et al. 2007, Lopez et al. 2012)

Estudios recientes han demostrado que las
distintas poblaciones de R. sanguineus a través del
mundo presentan diferencias en la capacidad vector,
por ejemplo en R. sanguineus clasificadas como linaje
Templado se ha detectado la presencia H. canis,
mientras que en el linaje Tropical no existen registros
(Demoner et al. 2013, Latrofa et al. 2014). También
se ha observado que R. sanguineus procedentes del
linaje Templado no son vectores competentes de E.
canis, mientras que las precedentes al linaje Tropical
silo son (Moraes-Filho et al. 2012).

Los sectores de la poblacion mds afectados o
susceptibles de ser infestados por garrapatas son
los de escasos recursos, ya que por su condicion
de pobreza, la mantencién de los perros dentro
del hogar es poco frecuente y la mayoria de ellos
circula libremente por las calles o terrenos que se
encuentran infestados permanentemente con larvas,
ninfas o adultos que se suben o bajan de sus cuerpos
(Alcaino et al. 1990).

Conclusion

Rhipicephalus sanguineus s. s. presenta una
historia complicada, debido a que forma parte
de un complejo de especies que incluye especies
cripticas. Pese a que se han realizado varios estudios
morfoldgicos, biologicos y genéticos aun no se
logra redescribir la especie y otorgar caracteres
diagnosticos que ayuden a identificarla con certeza.
Esto dltimo recobra importancia debido a que una
correcta identificacion podria ayudar a definir el
rol vector que tiene esta garrapata a través de su
distribucion. Para el caso especifico de Chile, pese a
que se reconoce a esta garrapata como un parasito
comun en perros, se desconoce su distribucién exacta
en el territorio nacional y caracteristicas bioldgicas,
morfoldgicas y genéticas que ayuden a su correcta
identificacion.
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Estudio preliminar de modelacion de la enfermedad de chagas:
transmision vectorial y congénita

MAURICIO CANALS!2, DANTE CACERES!, SERGIO ALVARADO!, LUIS GUTIERREZ!, ANDREA CA-
NALS & PEDRO E. CATTAN?

1 Programa de Salud Ambiental, Instituto de Salud Poblacional, Escuela de Salud Publica Salvador Allende G.
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
2 Departamento de Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Chile E-mail: mcanals@uchile.cl

3 Departamento de Ciencias Bioldgicas Animales, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad
de Chile

La enfermedad de Chagas sigue siendo altamente prevalente en Chile, especialmente entre las regiones de
Arica y Parinacota y de Coquimbo, con una incidencia de alrededor de 11/100000habs y una mortalidad de
0,3-0,4/100000habs. Desde 1999 se considera que en Chile se encuentra interrumpida la transmision vectorial.
Bajo esta premisa, la dinamica epidemioldgica y los mapas de riesgo de esta enfermedad se debieran estar
modificando. En el marco de un proyecto que pretende analizar la dindmica de la enfermedad de Chagas
y construir mapas de riesgo de la enfermedad constatando el cambio desde una transmisién vectorial a
congénita, en este trabajo modelamos preliminarmente la dinamica epidemiolégica de esta enfermedad.
Basados en los modelos previos de Canals & Cattan (1992) de transmisién vectorial y de Raimundo et al. (2010)
de transmisién congénita, proponemos un modelo que incluye ambas formas de transmisién y realizamos
simulaciones. Mostramos que la transmisiéon congénita es “alimentada” por la transmisiéon vectorial y que
sin ésta la enfermedad de Chagas congénita debiera decrecer exponencialmente hasta desaparecer. Asi de no
existir transmision vertical desde hace mas de 15 afnos, no debieran existir seropositivos menores que esa
edad y no debieran producirse casos congénitos o ser muy escasos. El decrecimiento del Chagas congénito
dependera de un parametro relacionado con la tasa de mortalidad, la edad en que las mujeres comienzan su
actividad sexual, la proporcion de mujeres y la proporcion de nifos tratados precozmente.

PROYECTO FONDECYT 1150514
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T. Cruzi induce la secrecion de citoquinas Pro-inflamatorias
mediadas por la activacion de receptores tipo toll en explantes de
vellosidades coridnicas placentarias humanas
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PI', ANDREA SALINAS!, JAVIER ASTUDILLO!, JUAN DIEGO MAYA!, NORBEL GALANTT!, ULRIKE
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1 Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
2 Facultad Ciencias de la Salud, Universidad de Talca, Talca, Chile. ukemmerling@u.uchile.cl

Introduccion: La enfermedad de Chagas, causada por el protozoo Trypanosoma cruzi (T. cruzi), es una
de las enfermedades parasitara mds importante en América Latina en términos de morbilidad y costos
econémicos asociados. La transmision congénita de la enfermedad de Chagas es responsable de uno de
cada tres nuevos casos al afo. La probabilidad de la transmisién vertical estd determinada por la compleja
interaccion de factores parasitarios, la inmunidad materno-fetal y la placenta, siendo el Gltimo componente el
menos estudiado. Los receptores tipo Toll (TLR), expresados también en la placenta, son capaces de reconocer
patrones moleculares especificos del parasito y su activacion determina, entre otros procesos, la produccion de
citoquinas y quimioquinas importantes en la respuesta inmune ante patdgenos. Sin embargo, su posible rol en
la inmunidad local ante la infeccion congénita por T. cruzi no ha sido estudiado.

Objetivo: Estudiar el efecto de la infeccién ex vivo con tripomastigotes de T. cruzi en explantes de
vellosidades coridnicas placentarias humanas (HPCVE) sobre la activacion de los receptores tipo Toll asi como
el perfil de secresion de citoquinas.

Material y Método: Se aislaron HPCVE de 0,5 cm? a partir de placentas obtenidas en partos por cesdrea
sin patologias asociadas. Los HPCVE fueron infectados con 10 0 10° tripomastigotes (cepa Y) por 2 horas. La
expresion de TLR 2, 4 y 9 fue analizada mediante Western Blot y los perfiles de citoquinas secretados mediante
ELISA, utilizando kits comerciales segun las instrucciones del fabricante (I11-B KHCO0012, 11-4 KHC0041,
IL-6 KHCO0062, IL-8 KHC0082, IL-10 KHCO0102, IFN- KH414101, IFN- KHC4022, TNF- KHC3012, Life
Technologies®).

Resultados: T. cruziinduce aumento en la expresién de TLR-2 (1,9 veces respecto al control con 104 parasitos
y 2,6 veces con 10° prasitos), TLR-4 (1,16 y 1,54 veces con 10* y 10° pardsitos respectivamente), TLR-9 (1,44
veces ante 10 pardsitos). Adicionalmente, el parasito induce la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias. Asf,
se observa una marcada secrecion de TNE-, Il-1b, IFN- e IL-6. Ademds, se observa un aumento de la secrecién
de citoquinas inmuno-reguladoras como, IL4 e IL10 y de quimioquinas (CXCL8/IL-8).

Conclusiones: Los receptores tipo Toll 2, 4 y 9, presentes en trofoblasto, son capaces de reconocer a
tripomastigotes de T. cruzi, activando la respuesta inmune inflamatoria local mediante le secrecion de citoquinas
pro-inflamatorias, asi como también de citoquinas inmunomoduladoras, sugeriendo que la placenta participa
activamente en la respuesta inmune innata ante la presencia de T. cruzi.

Financiamiento Proyectos: FONDECYT 1120230 (UK), 1130113 (NG),
1130189 (JM), ERANET-LAC ELAC2014/HID-0328
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Distribucion de genotipos de trypanosoma cruzi en
micromamiferos naturalmente infectados de la
zona Centro-norte de chile
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Introduccion: Las poblaciones del pardsito Trypanosoma cruzi poseen una estructura heterogénea
compuesta por diferentes genotipos, los cuales circulan tanto en el ciclo doméstico como el silvestre,
involucrando seres humanos, reservorios mamiferos y vectores. Se han descrito genotipos pertenecientes a seis
subdivisiones genéticas o linajes: TcI a Tc VI, con distintas caracteristicas clinicas y eco-geograficas.

Objetivo: Analizar la distribucién de genotipos de T. cruzi en reservorios mamiferos naturalmente
infectados de la zona centro-norte de Chile.

Material y Método: Se analizaron 164 muestras confirmadas como positivas para ADN kinetoplastidico
de T. cruzi, pertenecientes a 9 especies de micromamiferos (Abrocoma bennetti, Abrothrix longipilis, Abrothrix
olivaceus, Octodon sp., Oligoryzomys longicaudatus, Phyllotis darwini, Rattus norvegicus, Rattus rattus y
Thylamys elegans) provenientes de 6 localidades de la zona centro-norte de Chile. Se utiliz6 la técnica de DNA
blot con hibridacion para la deteccién de la region hipervariable de los minicirculos del kinetoplasto de T. cruzi
a través de sondas especificas marcadas para los linajes TcI, TclIl, TcV y TcVI. Se utilizé la prueba exacta de
Fisher para comparar la proporcién de infecciones simples y mixtas segiin especie y seguin localidad.

Resultados: Octodon sp. y P. darwini fueron las especies mas abundantes en el estudio, con un 85% de
muestras positivas a la hibridaciéon. TcI result6 ser el linaje predominante en la mayoria de las especies de
micromamiferos y en todas las localidades, seguido de TcIl, TcVI y TcV. No hubo diferencias significativas
en la proporcion de linajes presentes entre especies de micromamiferos. La localidad de Til-Til, en la Regién
Metropolitana, tuvo un mayor nimero de hibridaciones positivas con mayor proporcion de linajes presentes
respecto a las otras localidades (TcI Fisher p = 0,01; TcII Fisher p = 0,012; TcV Fisher p = 0,008; TcVI Fisher
p = 0,043) y mayor cantidad de infecciones mixtas dobles (Fisher, p = 0,027) y cuadruples (Fisher p <0,001).

Conclusiones: Este estudio confirma la presencia de los linajes TcI, TclI, TcV y TcVI en micromamiferos
de la zona centro-norte de Chile. Octodon sp. y P. darwini destacan como aquellos reservorios con mayor
variedad de genotipos detectados, especialmente en la localidad de Til-Til, donde es posible que se produzcan
condiciones mas favorables para la transmision o mantencion de los linajes de T. cruzi, por su clima templado
calido con lluvias invernales.

Proyectos FONDECYT 1140650 y 1120122
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Cardiomiopatia chagasica cronica:
estudio de la infeccion por Tcl y niveles de parasitemia

MUNOZ CATALINA, APT WERNER Y ZULANTAY INES

Laboratorio Parasitologia Basico-Clinico, ICBM, Facultad de Medicina. Universidad de Chile

La cardiomiopatia chagésica cronica (CCC) es la manifestacion mas frecuente y grave de la enfermedad de
Chagas, sin embargo, no sabemos atn por qué algunos individuos se mantienen en periodo indeterminado
y otros pasan a la forma determinada cardiaca. El protozoario Trypanosoma cruzi, posee una estructura
de poblacion compleja, con seis grandes linajes evolutivos (Unidades Discretas de Tipificacion o DTUs)
denominadas TcI-TcVI. Debido a que existen diferencias bioldgicas importantes entre estos linajes, los
métodos de caracterizaciéon de cepas son esenciales para estudiar esta especie. Algunos autores de Colombia
y Venezuela han evidenciado una mayor asociacion de TcI con las manifestaciones de la CCC. Por otra parte,
las parasitemias en los individuos infectados por T. cruzi son bajas y fluctuantes y un aumento de los niveles de
pardsitos en la sangre podria estar relacionado con un mayor dafo a los tejidos.

Este estudio se centro en la deteccion de Tcl a través de un ensayo alternativo de genotipificacion con PCR
tiempo real (QPCR) y en la evaluaciéon de los niveles de parasitemia de T. cruzi para determinar su posible
asociacion con la presentacion de la CCC en Chile. Para esto se disefiaron novedosos oligonucleétidos dirigidos
al gen que codifica una desaturasa de esteroles C-5 putativa. Para estandarizar la técnica se utilizaron cepas y
clones de referencia. Los individuos chagésicos crénicos (total = 58) fueron clasificados por la presencia (grupo
1 = 25) o ausencia (grupo 2 = 33) de CCC a través de trazado electrocardiografico y Eco-Doppler. El ADN de
las muestras fue extraido a través de un protocolo modificado y se evalud fluorométricamente. Como control
interno se utilizé la amplificacién de una region del cromosoma 12 humano. Para evaluar la parasitemia en las
muestras se utilizo la amplificacion a través de qPCR de una region conservada del ADN satelital de T. cruzi'y
se realiz un analisis estadistico con la prueba de Mann Whitney.

La cantidad de parésitos de los individuos de ambos grupos fluctud entre 73 y 0 parasitos/ml, con un
promedio de 18 y 17 pardsitos/ml en el grupo 1 y 2 respectivamente, sin encontrarse una asociacién con la CCC
(p=0,2003). Con qPCR fue posible detectar hasta 10 pardsitos TcI/ml, no encontridndose la presencia de esta
DTU en las muestras clinicas analizadas.

Se concluye que qPCR permite la deteccion de Tcl en muestras con baja cantidad de parasitos, sin embargo,
no se encuentra evidencia que TcI o los niveles de parasitemia tengan relacién con la presentacion de la CCC
en individuos chilenos.

Financiamiento: Proyectos Fondecyt 1100768-1120382,
Becario Conicyt 21110865
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Distribucion espacial y estructura etaria de mepraia spinolai

ALEJANDRA SANDOVAL-RODRIGUEZ!, ANTONELLA BACIGALUPO?, JUANA P. CORREA!, ANDRES
ROJAS?, M. VICTORIA BARRERA2, ANDREA YANEZ-MEZA!, ROCIO A. CARES!, MILDRED J. EHREN-
FELD!, PEDRO E. CATTAN?, CAREZZA BOTTO-MAHAN!

1 Departamento de Ciencias Ecoldgicas, Facultad de Ciencias.
2 Departamento de Ciencias Bioldgicas Animales, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias;
Universidad de Chile

Introduccion: Mepraia spinolai, vector de la enfermedad de Chagas, se localiza en zonas silvestres y
rurales entre las Regiones de Atacama y Metropolitana; sin embargo, reportes de su distribucion actual son
escasos. Mepraia spinolai es una especie endémica de Chile reportada como vector silvestre de Trypanosoma
cruzi, alcanzando niveles de infecciéon de hasta 76,1% en poblaciones del centro-norte de Chile. Tales niveles,
sumados al incremento de la invasion a viviendas, hacen de M. spinolai una especie potencialmente peligrosa.

Objetivo: Describir la distribucion espacial y estructura etaria de M. spinolai en distintas localidades de las
Regiones de Atacama y Coquimbo.

Material y Método: Durante el verano 2014-2015, se capturaron triatominos de forma manual en la Region
de Atacama y en la de Coquimbo; en esta ultima también se utilizaron trampas de levadura. Cada punto de
avistamiento y/o captura (foco) fue georeferenciado. Se consideré como una poblacién al conjunto de focos
cercanos entre si (distancia menor de 100 metros del foco mas cercano). Los triatominos fueron separados
segun su estado de desarrollo mediante claves, para determinar la estructura etaria de cada poblacion.

Resultados: Se detectaron 437 focos, agrupados en 60 poblaciones. Las poblaciones con mayor cantidad
de individuos capturados se ubicaron en El Maitén, comuna de Monte Patria (método manual, n=365) y en
Matancilla, comuna de Illapel (mediante trampas, n=357), ambas en la Regiéon de Coquimbo. El niimero
promedio (+ desviacidn estandar) de individuos por poblacién fue de 210,2 + 97,5 mediante captura manual y
de 31,9 + 71,4 individuos mediante trampeo. Los triatominos se ubicaron tanto en sitios plenamente silvestres,
incluyendo rodados de piedras y chaguales, como en areas peridomésticas rurales, principalmente en pircas. Se
observo un gradiente de abundancia mediante trampeo, aumentando hacia el sur de la region de Coquimbo. La
distribucion etaria se caracterizé por la predominancia de estadios ninfales, correspondiendo los adultos sélo a
un 3,8% de los individuos capturados por ambos métodos (132 adultos/3489 total de capturas).

Conclusiones: En la region de Coquimbo hubo poblaciones de M. spinolai méas abundantes, y su ubicacién
no se restringio a las areas silvestres, pudiendo estar muy cercana a viviendas en zonas rurales, lo que hace
patente el riesgo de transmision de T. cruzi por este vector en zonas donde la transmision por Triatoma infestans
se encuentra interrumpida. La gran cantidad de ninfas puede indicar que en verano las poblaciones de M.
spinolai estan en el periodo de mayor reproduccién. Considerando la capacidad de colonizacién de acimulos
de piedras que muestra esta especie, se recomienda evitar la utilizaciéon de pircas como estructura divisoria de
predios, rellenar los intersticios de aquellas existentes, y que la construccion de viviendas se realice alejada de
roquerios, rodados y chaguales en las dreas rurales de la zona endémica.

Proyectos FONDECYT 1140521, 1140650, 3140543.
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Inhibicion de caspasa 8 incrementa la infectividad de T.Cruzi
En la linea celular de trofoblasto humano (BeWo)

CARRILLO, ILEANAL, CASTILLO, CHRISTIAN!, DROGUETT, DANIEL!2, LIEMPI, ANA!, MUNOZ LORE-
NAL ASTUDILLO JAVIER!, SALINAS, ANDREA!, MAYA JUAN DIEGO!, GALANTI, NORBEL!, KEMMER-
LING, ULRIKE!

1 Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
2 Facultad Ciencias de la Salud, Universidad de Talca, Talca, Chile.
ukemmerling@u.uchile.cl

La enfermedad de Chagas congénita, causada por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T.
cruzi) es responsable de uno de cada tres nuevos casos. El trofoblasto constituye una barrera fisica contra
los patdgenos y su recambio epitelial se considera parte de la respuesta inmune innata. Estudios previos han
demostrado que T. cruzi induce proliferacién, diferenciacion y muerte celular tipo apoptosis en el trofoblasto,
sugiriendo un aumento en el recambio epitelial. La caspasa 8 es una molécula fundamental tanto en el proceso
de diferenciacién como en muerte celular en el trofoblasto.

Para evaluar el efecto del parasito sobre la expresion y activacion de la caspasa 8, asi como también el efecto
que provoca la inhibicién de la caspasa 8 sobre la infectividad del parasito en una linea celular de trofoblasto
humano (BeWo), se incubaron células BeWo con tripomastigotes de T. cruzi de la cepa Yspilon (Y) en una
relacién célula:parasito de 1:0.1 y 1:1 y en presencia o ausencia de IETD-CHO (inhibidor de caspasa 8) por
48 horas. La expresion de la procaspasa 8 y su forma activa fueron determinados mediante Western Blot e
Inmunofluorescencia. Los niveles de infeccion de parasitos en las células fueron determinados mediante RT-
PCR.

Concentraciones altas de parasitos inducen tanto aumento en la expresién como clivaje de la caspasa 8,
siendo este ultimo disminuido en presencia del inhibidor. Interesantemente, células con pardsitos intracelulares
(amastigotes) muestran una clara inmunoreactividad para la proforma de caspasa 8. Finalmente, frente a la
inhibicién de la caspasa 8 se obtuvo un incremento en la infectividad del parasito.

A partir de estos resultados se concluye que T. cruzi induce aumento de la expresion y de la activacion de
caspasa 8 y en presencia del inhibidor de caspasa 8 aumenta su infectividad en una linea celular de trofoblasto
humano (BeWo). Estos resultados confirman que el pardsito induce el recambio epitelial del trofoblasto, el que
podria formar parte de los mecanismos antiparasitarios locales de la placenta humana.

Financiamiento Proyectos: FONDECYT 1120230 (UK), 1130113 (NG),
1130189 (JM), ERANET-LAC ELAC2014/HID-0328.
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Trypanosoma cruzi induce un aumento en la expresion de BOK
En explantes placentarios de vellosidades coridnicas humanas
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ANA!, SALINAS ANDREA!, ASTUDILLO JAVIER!, MAYA JUAN DIEGO!, GALANTI NORBEL!, KEMMER-
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1 Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
2 Facultad Ciencias de la Salud, Universidad de Talca, Talca, Chile.
ukemmerling@u.uchile.cl

Introduccion: La enfermedad de Chagas congénita, causada por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma
cruzi (. cruzi), constituye un problema de salud publica relevante en Chile y en el resto del mundo. Durante
la transmision congénita el parasito debe atravesar la barrera placentaria, cuyo primer tejido estd formado
por el trofoblasto. El trofoblasto es un epitelio bi-estratificado, que sufre recambio epitelial. Este recambio
epitelial podria formar parte de posibles mecanismos antiparasitarios locales de la placenta humana. Hemos
demostrado previamente, que T. cruzi induce proliferacion, diferenciaciéon y muerte celular tipo apoptosis
(todos procesos celulares involucrados en el recambio epitelial) en el trofoblasto. Interesantemente, proteinas
de la via intrinseca de la apoptosis estan implicadas también en la induccién de proliferacion y diferenciacién
celular. Especificamente, BCL-2 ovarian killer (BOK), un miembro proapotético de la familia BCL-2, es capaz
de inducir la proliferacion celular en el trofoblasto al unirse a la ciclina E1 a nivel nuclear.

Objetivo: Determinar el efecto de la infeccién con T. cruzi sobre la expresion de BOK en explantes
placentarios de vellosidades coridénicas humanas (HPCVE).

Material y Método: HPCVE fueron cultivados en presencia y ausencia de tripomastigotes de 1. cruzi cepa
Y (10° y 10° pardsitos/ml) durante 24 y 48 horas. Se cuantificé la expresion de BOK mediante Western blotting
e inmunohistoquimica. Los datos fueron analizados mediante el test ANOVA seguido del Test de Tukey (p<
0,05).

Resultados: Altas concentraciones de T. cruzi inducen un aumento significativo en los niveles de expresion
de BOK a las 24 horas post-infeccién. No se encontraron diferencias significativas para las otras condiciones
y tiempos ensayados.

Conclusiones: BOK podria estar involucrado en los posibles mecanismos antiparasitarios de la placenta
humana.

Financiamiento Proyectos: FONDECYT 1120230 (UK), 1130113 (NG),
1130189 (JM), ERANET-LAC ELAC2014/HID-0328
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Comparacion de linajes de trypanosoma cruzi en triatoma
infestans 'y mepraia spinolai de focos silvestres de Chile

IHLE CAMILA!, ANTONELLA BACIGALUPO!, COSTOYA EDUARDO!, ALDO SOLARI?, PEDRO E. CAT-
TAN!

1 Departamento de Ciencias Biologicas Animales, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias.
2 Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina Norte. Universidad de Chile.

Introduccion: Todos los linajes de Trypanosoma cruzi producen enfermedad en humanos, pero la amplia
variedad de cuadros clinicos de la enfermedad de Chagas se asociaria a la alta variabilidad genética del protozoo;
ademas, ésta podria determinar su relaciéon con vectores y reservorios, y modular el grado de resistencia a las
drogas empleadas en el tratamiento de la enfermedad.

Objetivo: Comparar la frecuencia de los linajes de Trypanosoma cruzi presentes en triatominos de
localidades de la Region de Coquimbo, Region de Valparaiso y Region Metropolitana de Chile.

Material y Método: En este estudio se analizaron 229 muestras correspondientes a Triatoma infestans
(56,3%) y Mepraia spinolai (43,7%) silvestres infectados por este protozoo; T. infestans se capturd en Calera de
Tango (RM) y Putaendo (V), y M. spinolai en Til-Til (RM), Putaendo y El Sobrante (V), Reserva Nacional Las
Chinchillas y El Maqui (IV). Se utiliz6 la técnica de DNA blot y ensayos de hibridacion, para la deteccién de
la regién hipervariable de los minicirculos del ADN kinetoplastidico de T. cruzi, a través de sondas especificas
marcadas para los linajes Tcl, Tcll, TcV y TcVI. Se determind si existian diferencias en la proporcién de
infeccién entre especies y en la proporcion de infeccién entre localidades, utilizando la prueba exacta de Fisher.

Resultados: El linaje mas abundante, tanto en infecciones mixtas como tnicas, fue TcI (79,6% en M. spinolai
y 81,5% en T. infestans), seguido, en el caso de M. spinolai de TclI (34,7%) y TcVI (10,2%). En T. infestans, en
cambio, luego de TcI los linajes mas abundantes fueron TcII (40%), seguido de TcV (36,9%) y TcVI (23%). El
unico linaje que mostro6 diferencias significativas entre ambas especies fue TcV (Fisher, p < 0,0001). El linaje
TcVI se encontrd en ambas especies, siempre formando parte de infecciones mixtas y asociado a Tcl. Sélo se
encontraron diferencias significativas en la presencia de infecciones cuadruples al comparar ambas especies,
habiendo una mayor proporcion en T. infestans (Fisher p = 0,006). El linaje TcV se observé exclusivamente en
Calera de Tango, lo que arroj6 una diferencia altamente significativa para este linaje (Fisher, p <0,0001) respecto
a las otras localidades. No hubo diferencias significativas al comparar los otros linajes entre localidades. No se
encontraron diferencias entre localidades en la proporcion de infecciones mixtas.

Conclusiones: Tcl resulto el linaje mas abundante en ambas especies de triatominos silvestres chilenos y en
la mayoria de las localidades, por lo que seria el linaje con mayor probabilidad de transmisién a los mamiferos.
En T infestans se observé una mayor cantidad y variedad de infecciones mixtas; TcV sélo se detectd en esta
especie en la localidad de Calera de Tango, a pesar de que ha sido reportado en otros estudios realizados en
M. spinolai. Triatoma infestans tendria una mayor probabilidad de transmitir mayor variedad de linajes a las
personas, debido a su frecuente aparicion en viviendas humanas atraido por la luz.

Proyectos FONDECYT 1140650 y 1120122
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Modelacidn del nicho ecolégico de los insectos vectores
De la enfermedad de chagas: mepraia spinolai y mepraia gajardoi
(hemiptera: reduviidae)

GARRIDO RUBEN, BACIGALUPO ANTONELLA, BUSTAMANTE RAMIRO, CATTAN PEDRO E,,
PENA-GOMEZ FRANCISCO, BOTTO MAHAN CAREZZA

Departamento de Ciencias Ecoldgicas, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, Chile.
Departamento de Ciencias Bioldgicas Animales, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de
Chile, Santiago, Chile

El nicho ecolégico es un concepto central en ecologia, es definido como el conjunto de condiciones bidticas
y abidticas en las cuales un individuo puede sobrevivir. Las variables del nicho tienen una expresién en el
espacio geografico determinando asi la distribucion espacial de las especies. El nicho se puede conservar, esto
ocurre cuando las especies retienen sus requerimientos en el tiempo. Existen herramientas para modelar el
nicho ecoldgico y asi proyectar la distribucién geografica de una especie, e incluso para modelar enfermedades
infecciosas. La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una enfermedad zoondtica causada
por el parasito flagelado Trypanosoma cruzi que es transmitido por insectos vectores triatominos a mamiferos
y viceversa. En Chile existen cuatro especies de triatominos: Triatoma infestans, Mepraia spinolai, Mepraia
gajardoi 'y Mepraia parapatrica, siendo las tres tltimas endémicas de Chile y unicas en su género.

En este estudio se modela el nicho ecolégico de los insectos vectores silvestres de enfermedad de Chagas,
M. spinolai y M. gajardoi, en su ciclo silvestre de transmisién.

Mepraia spinolai se distribuye desde la III a la VI region del pais (26° a 33° S), en zonas semiaridas-
Mediterraneas asociadas a canteras, grietas en rocas, nidos de aves y en madrigueras de mamiferos silvestres.
Por su parte Mepraia gajardoi se distribuye en el sector costero de la I y II regiones del pais (18°a 25°S) y
su habitat se limita a zonas costeras, principalmente asociado a nidos de aves marinas donde se registran
temperaturas maximas de 29°C y minimas de 1°C. Resultados preliminares indican que la distribucién
potencial de M. gajardoi ocupa zonas costeras de la primera y segunda region, ademads de pequeias porciones
de valles de interior. Por otro lado M. spinolai proyecta su distribucion a valles de interior de la tercera a la sexta
region, con alta probabilidad asociada, y a zonas costeras de la cuarta region.

La modelacién de nicho de los insectos vectores silvestres de la enfermedad de Chagas en Chile proyecta
su distribucion al espacio geografico, y de esta manera se pueden evaluar zonas de riesgo para las poblaciones
humanas en zonas endémicas.

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1140521 y 1140650
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Tamizaje de chagas a embarazadas
de atencion primaria de salud

RIQUELME NEMORINO!, MORAGA JUAN?, CIFUENTES CAROLINA?

1 Centro Atencion Especialidades.
2 Policlinico EERE, Hospital Juan Noé, Arica.
3 Servicio de Salud Arica.

Antecedentes: Creacion del Policlinico de Enfermedades Emergentes y Remergentes (EERE), adosado al
Centro de Atencion de Especialidades del Hospital Regional Juan Noé Crevani. El Policlinico es financiado por
convenio entre el Hospital y el Servicio de Salud desde al afio 2010. Las principales patologias del Policlinico
son: enfermedad de Chagas (ECh), Hepatitis B, Cy HLTV. El Policlinico cuenta con los siguientes profesionales
para la atencion de la comunidad: dos médicos, un enfermero/a, un psicélogo, dos TENS y dos administrativos.
El tamizaje en embarazadas se realiza desde junio 2012.

Objetivo General: Fortalecer la pesquisa por infecciéon de Trypanosoma cruzi en grupo objetivos
(embarazada, recién nacido).

Objetivos Especificos: Establecer flujogramas y protocolos para notificacion de casos con serologia positiva
confirmada; realizar seguimiento a los recién nacidos de madres son exdmenes positivos con ECh; realizar
rescate, notificacion, seguimiento, tratamiento y estudio epidemioldgico de los contactos de las embarazadas
con ECh.

Metodologia: Solicitud de tamizaje (test de ELISA para ECh) por matrona de Atencién Primaria de Salud
(APS); la muestra es derivada al Banco de Sangre del Hospital, quien envia resultado al Policlinico EERE y APS;
los resultados positivos son derivados al Policlinico EERE; primer control realizado por enfermera/o; segundo
control realizado por médico; seguimiento a embarazadas hasta terminar periodo de lactancia para realizar
tratamiento; seguimiento a recién nacido, segun algoritmo de diagnéstico de la infeccién por T. cruzi en recién
nacido, hijo de madre con ECh.

Resultados: En base en la implementacion del tamizaje de ECh, en los Centros de Salud Familiar (CESFAM)
de APS, desde el ano 2012 se han pesquisado un total de 24 embarazadas infectadas por T. cruzi, de las cuales
8 corresponden a nacionalidad boliviana. 98,3% de las embarazadas atendidas en su primer control prenatal en
los CESFAM, se les realiz6 tamizaje para ECh en el 2014.

Discusion: Contar con un Policlinico destinado a la atencidn de enfermedades emergentes y remergentes,
nos permite tener un manejo y control de la poblacién del sistema publico que padece la ECh, mejorando
de forma progresiva los flujos de referencia y contrareferencia en los niveles de atencién. De esta manera
optimizar los recursos y potenciar la pesquisa, el seguimiento, tratamiento y el estudio epidemioldgico de los
contactos de los usuarios que padecen enfermedades como emergente y reemergente.
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Perfil epidemioldgico de pacientes con enfermedad de chagasy
evaluacion de tratamiento antiparasitario en poblacion
del area Norte de Santiago

TAPIA RESTELLI ROSA, VARGAS CVITANIC, MONICA
Hospital San José, SSS Metropolitano Norte, Santiago de Chile

Antecedentes: La enfermedad de Chagas (ECh) se conoce desde hace 9000 afios, en momias del norte
de Chile. Se confirma la presencia de Trypanosoma cruzi por técnicas de biologia molecular y de megacolon
y cardiopatia chagdsica. La tripanosomiasis americana o ECh fue descrita en 1909 en Minas de Gerais
por el investigador Carlos Chagas. Es una enfermedad oportunista en inmunodeprimidos y crénica en
inmunocompetentes que causa discapacidad en el 7-15% de los pacientes. Existe consenso hoy en dia de que la
ECh debe ser tratada con farmacos antiparasitarios en todos los estadios, excepto en el estado terminal, ya que
la terapia aplicada puede modificar su evolucion natural.

Objetivo General: Evaluacion de la terapia antiparasitaria en ECh en el Hospital San José (HSJ).

Objetivos Especificos: Evaluar la terapia antiparasitaria con nifurtimox (NFX) en pacientes con ECh;
descripcién y cuantificaciéon de Reaccion Adversa a Medicamentos (RAM) a NFX en pacientes tratados;
seguimiento de la terapia en pacientes chagdsicos en Area Norte.

Metodologia: Se realiz6 un seguimiento prospectivo de todos los pacientes atendidos en el Policlinico
de ECh del HSJ desde el afio 2011 a marzo 2015. Cada paciente fue atendido por el médico y el quimico
farmacéutico a cargo en donde se evalud condicion clinica basal (exdmenes de laboratorio y ECG), inicio de
terapia de tolerancia a NFX en dosis baja por una semana, posteriormente control médico e inicio de terapia
ajustada a peso del paciente en control mensual, o mas frecuente si fuese necesario y hasta el término del
tratamiento (60 dias). Ademds, al inicio del tratamiento al paciente se le entregé un triptico informativo de las
reacciones adversa del NFX e informacion general sobre ECh.

Resultados: Ingresaron al estudio un total de 36 pacientes derivados desde el Banco de Sangre en su gran
mayoria, 17 varones y 19 mujeres; el promedio de edad de todos los pacientes fue de 45.4 +/- 15.1 afos.
El 96.1% de los pacientes reside en la zona norte de Santiago, principalmente Qulicura y Colina. Todos los
pacientes que iniciaron terapia recibieron un triptico informativo. El 75% (27), finaliz su tratamiento y de
éstos, 3 presentaron RAM grave a NFX: dos un rash cutdneo maculopapular y el tercero una gastritis grave; en
todos estos casos fue necesario la suspension de la medicacion y atencién en un servicio de urgencia. Uno de
los pacientes reinicio terapia con itraconazol.

Discusion: Todos los pacientes atendidos estaban en la etapa cronica indeterminada. El 8.3% de los
pacientes present6 RAM grave al NFX, valor un poco mas alto que lo descrito en literatura (menos del 3%) y
éstas fueron gastritis y rash cutdneo que si estan descritas para este farmaco. En cuanto a las variables edad,
distribucion por sexo y estadio de la enfermedad estudiadas en los pacientes atendidos en nuestro Policlinico
de ECh, éstas coincidieron con las informadas en el perfil epidemioldgico a nivel nacional para esta misma
patologia. Aproximadamente el 92% de los pacientes tratados toler6 la terapia.
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Caracteristicas generales de pacientes controlados
en el policlinico de enfermedad de chagas del Hospital San Juan
de Dios de Santiago-Chile (2004-2014). Informe preliminar
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1 Servicio de Pediatria, Hospital de la Serena.

2 Unidad Docente de Parasitologia, Departamento Pediatria Occidente; Facultad de Medicina, Universidad de
Chile.

3 Ayudantes alumnos de Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Introduccion: La enfermedad de Chagas (ECh) en Chile es endémica y se estima una poblacion de
infectados crénicos superior a 120.000 personas. La mayoria de los afectados, desconocen su condicién de
“Chagasicos” crénicos o portadores de Trypanosoma cruzi. En los ultimos anos, principalmente gracias al
tamizaje infectologico en los Bancos de Sangre, destinado a evitar el mecanismo de infeccién transfusional,
junto a la obligatoriedad de confirmar la positividad de las muestras y de comunicar esta condicién a los
afectados, derivandolos a instancias clinicas pertinentes, se ha detectado un creciente numero de casos que
ahora demandan control y manejo. Objetivo: Entregar informacion preliminar de las caracteristicas de los
pacientes infectados crénicos por Trypanosoma cruzi, controlados en el Policlinico de ECh del Hospital San
Juan de Dios de Santiago, Chile. Materiales y Métodos: Se incluy¢ a todos los pacientes con serologia positiva
para ECh, confirmada en el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), derivados entre los ailos 2004 y 2014,
al Policlinico de ECh del Centro de Diagnoéstico y Terapéutica del Hospital San Juan de Dios (CDT-HSJD).
Los pacientes fueron instruidos sobre su condicién y la importancia de los controles periddicos. Se ofrecid
la posibilidad de tratamiento, dependiendo de las condiciones clinicas de los pacientes, con tope en una
edad de 60 anos. Resultados: Numero total de pacientes: 385. Sexo: masculino 149 (38,7%), femenino 237
(61,3%). E1 85% (n°=327) de los pacientes se encontraban entre los 25 y 60 afios de edad. E1 70% (n°=270) de
ellos conocia al vector. Mas del 70% (n°=270) tenia el antecedente de haber recibido transfusiéon sanguinea-
Menos del 2% (n°=7) de ellos conocia la ECh por antecedentes familiares. Mas de un 60% (n°=231) de los
pacientes refieren sintomas digestivos y/o Cardioldgicos. Un 37% (n°=142) refiere haber habitado una casa
de adobe en su vida. Discusién: Pese a desconocer su condicion, la mayoria tiene antecedentes de riesgo para
haber adquirido la ECh. La gran mayoria de los pacientes se concentré sobre las 3 décadas de vida, lo que
sugiere que todos podrian haber estado infectados ya por al menos 20-30 afios. Sin embargo, los asintomaticos
correspondian a un menor porcentaje. La alteracién mas frecuente atribuible a ECh, fue la del ECG, donde se
observo bradicardia y bloqueos de rama en 16,5%. Cerca de un 30% de los pacientes habian donado sangre
anteriormente, pero nunca se les habia notificado sobre su condicién de chagasicos. A los pacientes se les
proporcion6 educacion sobre su condicion. Estos han mantenido buena adherencia a los controles en el tiempo
y varios (40%) han recibido tratamiento especifico con Nifurtimox y un grupo mayor, seguimiento. Debemos
resaltar la importancia en notificar su condicién a las personas que resultan positivas en el tamizaje de Bancos
de Sangre y en la deteccion de sus parientes infectados, para el estudio temprano y la educacion de este grupo
humano. Esto, especialmente para ofrecer tratamiento oportuno, ademas de educar y prevenir en aspectos
como la constipacion, el manejo precoz de las alteraciones digestivas y cardiacas y el estudio del Recién Nacido,
hijo de madre portadora, contribuyendo asi a mejorar la calidad de vida de este grupo, lo que debiera también
favorecer sus expectativas de vida.

88 Parasitologia Latinoamericana. (2015); 64 (2): 76-92



Revista Parasitologia Latinoamericana

Evaluacion de proliferacion, viabilidad e infectividad
epimastigotes y tripomastigotes de la cepa y de trypanosoma cruzi
que sobreexpresan el dominante negativo de la endonucleasa APE1
humana (hAPE1DN)

VALENZUELA LUCIA, SEPULVEDA SOFIA, PONCE IVAN, GALANTI NORBEL, CABRERA GONZALO

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile

Trypanosoma cruzi, agente etiologico de la enfermedad de Chagas, se encuentra sometido a estrés oxidativo
durante su ciclo de vida. Para reparar el daiio al DNA causado por especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
(ROS/RNS), el parasito utiliza, entre otros mecanismos, la via de reparacion por escision de bases (BER).
Una de las enzimas participantes de esta via, es la endonucleasa apurinica/apirimidinica (AP) que ha sido
identificada tanto en humanos como en el parasito. En humanos, esta proteina se denomina APE1 para la cual
se ha generado un dominante negativo (APE1DN), capaz de inhibir la actividad de la enzima wild type. La
secuencia codificante de APE1DN, obtenida por mutagénesis sitio dirigida, se insertd en el vector de expresién
PTREX-gfp y luego se transfecté epimastigotes de la cepa Y. La diferenciacion in vitro de epimastigotes a
tripomastigotes que sobreexpresan APEIDN (tripos-APEIDN), se realiz6 mediante metaciclogénesis en
medio TAU 3AAG. La sobreexpresion de la proteina fue verificada mediante microscopia de fluorescencia
y ensayos de inmunofluorescencia. Se observé que la sobreexpresion de APEIDN se asocia a nivel nuclear
del parasito. Se realiz6 una curva de proliferacion utilizando epimastigotes que sobreexpresan APEIDN vy se
compard con epimastigotes que sobreexpresan la endonuclesa TcAP1 con su respectivo dominante negativo
(TcAP1DN) y se observo que aquellos pardsitos que sobreexpresan APEIDN presentan menor viabilidad en
comparacion con el resto. Tripos-APEIDN se trataron utilizando H,0,, NOO- y un sistema de generacion
constante de H,0, (sistema glucosa-glucosa oxidasa) evaluando tanto su viabilidad como su infectividad
en cardiomiocitos. Se observéd que tripos-APEIDN presentan menor viabilidad respecto al control frente a
dafo oxidativo pero, sorprendentemente, posee mejor infectividad que el control. Se concluye que la via BER
esta involucrada no sélo en la proliferacion y viabilidad de T. cruzi frente a daio oxidativo, sino también la
infectividad de cardiomiocitos.

Financiamiento: Fondecyt 1130113 (NG)
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Participacion del residuo Thr!32 de la histona H2A
de trypanosoma cruzi en la sobrevida del parasito
frente a daifio oxidativo al DNA

PEREZ CARLA, SEPULVEDA SOFIA, VALENZUELA LUCIA, CABRERA GONZALO, GALANTI NORBEL

Programa de Biologia Celular y Molecular. Instituto de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile

Trypanosoma cruzi, agente causal de la Enfermedad de Chagas, estd expuesto a dano oxidativo del DNA
durante todo su ciclo de vida, tanto dentro del hospedero mamifero como en el intestino del vector triatomino.
En mamiferos se ha observado que una de las primeras respuestas frente al dafio del DNA es la fosforilacion del
residuo Ser! de la histona H2AX (variante de la histona H2A canénica). Las histonas son proteinas altamente
conservadas en eucariontes; sin embargo, en tripanosomatidos el grado de conservacion es bajo. A pesar que
en estos organismos no se han identificado genes ortélogos para la histona H2AX, en Trypanosoma brucei se
ha detectado que la histona H2A candnica es fosforilada en el residuo Thr'3*® como consecuencia de dafio al
DNA. En T. cruzi se determiné que la treonina fosforilable de H2A analoga a la de T. brucei corresponderia al
residuo Thr!®2. El objetivo de este trabajo es determinar la importancia de la fosforilacion de este residuo en la
sobrevida de T cruzi frente al dafo oxidativo del DNA.

Epimastigotes de la cepa CL Brener se transfectaron con el plasmidio pTREX-cmyc-h2a (sobreexpresa
la histona H2A silvestre, fosforilable) o con el plasmidio pTREX-cmyc-h2a-Thr!32Ala (sobreexpresa la
histona H2A mutada, no fosforilable). La expresion de ambas proteinas fue comprobada mediante ensayos de
Western blot utilizando un anticuerpo anti-cMyc. Las histonas totales asociadas a la cromatina de los parasitos
transfectados fueron aisladas, separadas electroforéticamente y mediante ensayos de Western blot se corroboré
que las histonas sobreexpresadas (cMyc-H2A y cMyc-H2A- Thr!*2Ala) se incorporan a la cromatina. Los
parasitos transfectados fueron incubados con diferentes concentraciones de H,0, durante 30 min o 4 hrs y
su viabilidad se determiné con Alamar Blue (Invitrogen). Se observé que los epimastigotes que sobreexpresan
la variante no fosforilable de la histona H2A (cMyc-H2A- Thr!*2Ala) son mas sensibles a H,0, que aquellos
pardasitos que sobreexpresan la histona de fenotipo silvestre (cMyc-H2A).

Estos resultados demuestran que el residuo Thr!3? de la histona H2A de T. cruzi es importante para la
sobrevida del parasito sometido a estrés oxidativo, sugiriendo fuertemente que, al igual que para T. brucei, dicho
residuo es fosforilado en respuesta a daino al DNA. Estudios posteriores apuntan a detectar la fosforilaciéon del
resuiduo Thr!3? de H2A frente a agentes genotdxicos. Nuestros resultados abren el camino hacia una nueva
linea de investigacion en la busqueda de posibles blancos terapéuticos para el tratamiento de la Enfermedad
de Chagas.

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1130113
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Enfermedad de chagas cronica: tratamiento con nifurtimox
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Facultad de Medicina. Universidad de Chile. Clinica INDISA. Escuela de Salud Publica.
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Este estudio ha permitido evaluar, aplicando diversos criterios de evaluacion, la eficacia del tratamiento
con Nifurtimox (NFX) en la enfermedad de Chagas (ECh) crénica en seguimiento prolongado. De un total
de 226 pacientes evaluados, 157 (69.5%) cumplieron con los requisitos clinicos, serolégicos, parasitolégicos y
electrocardiograficos de inclusion y de seguimiento prolongado post-terapia; 16 (7,1%) fueron tratados por
los médicos locales sin contar con el perfil pre-terapia completo, no obstante fueron incorporados a nuestro
estudio de seguimiento; en 38 pacientes (16,8%) los médicos tratantes tuvieron que suspender la terapia por
efectos adversos del fairmaco y 15 pacientes tratados (6,6%) abandonaron el estudio en la etapa de seguimiento
post-terapia. El diseio muestral del proyecto “antes-después en comparacion con grupo control’, contemplaba
el tratamiento de 100 individuos con ECh crénica pre y post-terapia bajo Consentimiento Informado, no
obstante se logrd controlar a 173 pacientes. El objetivo especifico de esta presentacion es determinar la utilidad
del xenodiagnoéstico (XD), PCR convencional en sangre periférica (PCR-S) y PCR en deyecciones de triatominos
alimentados sobre pacientes con ECh crénica (PCR-XD) en comparacién con PCR cuantitativo, como criterio
de evaluacion de eficacia quimioterapéutica. Para ello, se determind la condicién parasitoldgica en pre y post-
terapia con NFX de 104/157 pacientes, mediante las técnicas de XD, PCR-XD y PCR-S. Se analizaron los
resultados de cada examen por separado y en conjunto, y se aplico test de McNemar para evaluar los cambios
en las respuestas luego de administrado el tratamiento. Los porcentajes de negativizacion para XD, PCR-
XD y PCR-S fueron de 100%, 26,8% y 54% respectivamente. Solo 13 pacientes presentaron simultdneamente
resultados negativos en las tres técnicas parasitologicas luego de aplicado el tratamiento, lo que corresponde a
un 13.7%. La negativizacion de las pruebas cualitativas fue estadisticamente significativa para PCR-S (p=0.015)
y PCR-XD (p=0,05). Al analizar los resultados de las tres pruebas simultaneamente, se observo que no existieron
diferencias en las respuestas (p=0.38). Los resultados cualitativos fueron comparados con PCR Tiempo Real
(qPCR), en 100/104 casos antes y después de seguimiento prolongado. Se pudo observar que el 65% de los
casos disminuy6 su carga parasitaria, incluidas altas parasitemias pre-terapia como 65.000 par/ml a 0.11 par/
ml al término del periodo de seguimiento, 27% aumentd su carga parasitaria con un maximo de 13 parasitos/
ml al final del periodo de seguimiento y 8 casos la mantuvo (incluidos 7 casos No Ct), es decir, sin parasitemia
detectable en pre/post-terapia. Se concluye que la interpretacién de los resultados cualitativos, en comparacién
con los cuantitativos (qQPCR), permite inferir la relevancia de cuantificar la carga por T. cruzi en condiciones
de post-terapia. En cuanto a la eficacia de NFX, los resultados de qPCR parecen ser auspiciosos. Se requiere
confirmar estas observaciones realizando seguimiento post-terapia prolongado en los pacientes tratados.

Financiamiento: Proyectos Fondecyt 1100768 y 1120382
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Cardiopatia chagasica crdnica: clasificacion segin NYHA
y resultados de PCR convencional

SAAVEDRA MIGUEL!, APT WERNER!Y, ZULANTAY INES!, ARRIBADA ARTURO?, TORO BRUNQO?,
VEGA BASTIAN?

1 Laboratorio de Parasitologia Basico-Clinico, Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile

2 (Clinica INDISA, Santiago, Chile.
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En Chile la cardiopatia chagasica cronica (CCC) es la manifestacion mas grave y frecuente de la Enfermedad
de Chagas cronica (EChc). Presentandose en alrededor de un 30% de los pacientes. Las arritmias auriculares,
ventriculares y bradicardias son las alteraciones mas frecuentes. El electrocardiograma (ECG) es el elemento
fundamental de diagndstico de la CCC y de acuerdo a sus resultados, la CCC se clasifica en 4 grados segun los
criterios de la New York Heart Association (NYHA). Por otro lado, las técnicas de diagndstico molecular como
PCR permiten determinar si existe o no parasitemia de Trypanosoma cruzi (T. cruzi), el agente etiologico de
la EChc. El objetivo de este estudio fue comparar los grados de cardiopatia segtin la clasificacion NYHA, en
dos grupos de individuos con CCC, 50 individuos con PCR positivo (Grupo A) y otros 50 individuos con PCR
negativo (Grupo B). Los individuos procedian de las comunas de Illapel, Salamanca y Combarbald, Region de
Coquimbo, Chile. Siendo confirmada la ECh mediante serologia convencional para T. cruzi. Ellos aceptaron
bajo Consentimiento Informado participar en la investigacion, realizindoseles ECG de 12 derivaciones y
toma de muestra de sangre venosa para PCR. Los resultados del ECG fueron analizados por cardiélogo
especialista en cardiopatia chagésica, de acuerdo a los criterios internacionales establecidos. En tanto el PCR se
realiz6 en la Laboratorio de Parasitologia Basico-Clinico de la Universidad de Chile, utilizando los partidores
kinetoplastidicos 121-122. En el Grupo A 34 eran mujeres y 16 hombres, 24 de ellos (48%) presentan grado Iy
26 (52%) grado IT segiin NYHA, en el Grupo B 38 eran mujeres y 12 hombres, 20 de ellos (40%) presentan grado
Iy 30 (60%) grado II segiin NYHA. No existiendo diferencia estadisticamente significativa entre los grados de
cardiopatia entre ambos grupos (p=0,27). Las alteraciones electrocardiograficas aisladas mas frecuentes, tanto
en el Grupo A como el B fueron la bradicardia sinusal (BS), hemibloqueo anterior izquierdo (HBAI), QTc
prolongado (QTc). Por otro lado en el Grupo A, se presentaron un mayor numero de alteraciones combinadas
en el ECG que en el grupo B, 16 versus 9 alteraciones. Los resultados sefialan que, independiente del resultado
de PCR que representa la parasitemia en los individuos con EChg, la cardiopatia no presenta diferencia entre
los grados de la NYHA en la CCC.

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1120382
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