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RESUMEN

La rapida urbanizacion ha intensificado las interacciones humano-fauna
silvestre, incrementando el riesgo de transmision de enfermedades zoonoticas.
Este estudio evaluo el estado de salud y la diversidad parasitaria de mamiferos
pequefio en el Jardin Botanico Padre Julio Marrero, un fragmento de bosque
urbano en Santo Domingo, Ecuador. Se realiz6 un esfuerzo de captura de 6 480
trampas/noche, capturando 23 individuos pertenecientes a ocho especies de los
ordenes Chiroptera (n = 5), Rodentia (n = 11), Lagomorpha (n = 2), y
Didelphimorphia (n = 5). Se realizaron evaluaciones fisico—clinica, analisis
hematoldgicos y busqueda de parasitos mediante técnicas microscopicas (frotis
directo y flotacion) y moleculares en muestras de heces, sangre e higado. La
evaluacion clinica reveld parametros fisiologicos dentro de rangos normales. Los
analisis parasitolégicos identificaron diversos endoparasitos, incluyendo
nematodos y protozoarios, con una prevalencia del 29.4% mediante
microscopia, y 35.3% por métodos moleculares. Se detectaron parasitos con
potencial zoono6tico como Blastocystis spp. y Ancylostoma spp. en roedores,
mientras que los didélfidos presentaron tanto parasitos especificos del orden
como zoonGticos. Los ectoparasitos incluyeron garrapatas (Ixodes luciae),
acaros (Laelapidae) y pulgas (Rhopallosyllidae) en roedeores y marsupiales.
Este estudio demuestra que los mamiferos silvestres urbanos mantienen
poblaciones parasitarias diversas mientras conservan un buen estado de salud,
destacando la necesidad de vigilancia epidemiologica bajo un enfoque “Una

Salud” (One Health).

Palabras clave: fauna silvestre, entorno urbano, parasitosis, zoonosis, Una
Salud.
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ABSTRACT

Urban expansion has intensified human-wildlife interactions, increasing the risk
of zoonotic disease transmission. This study evaluated the health status and
parasitic diversity of small mammals in the Padre Julio Marrero Botanical
Garden, an urban forest fragment in Santo Domingo, Ecuador. A sampling effort
of 6 480 trap/night yielded 23 indidivuals belonging to eight species from the
orders Chiroptera (n = 5), Rodentia (n = 11), Lagomorpha (n = 2), y
Didelphimorphia (n = 5). Physical and clinical evaluations, hematological
analyses, and parasite screening were performed using microscopic techniques
(direct smear and flotation) and molecular methods on fecal, blood, and liver
samples. Clinical evaluation revealed physiological parameters within normal
ranges. Parasitological analyses identified various endoparasites, including
nematodes and protozoa, with a prevalence of 29.4% through microscopy and
35.3% through molecular methods. Parasites with zoonotic potential such as
Blastocystis spp. and Ancylostoma spp. were detected in rodents, while
didelphids harbored both order-specific and zoonotic parasites. Ectoparasites
included ticks (Ixodes luciae), mites (Laelapidae) and fleas (Rhopallosyllidae) in
rodents and marsupials. This study demonstrated that urban wildlife maintains
diverse parasitic populations while preserving good health status, highlighting

the need for epidemiological surveillance under a One Health approach.

Keywords: wildlife, urban environment, parasitosis, zoonosis, One Health
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OBJETIVO GENERAL

Determinar endoparasitosis y ectoparasitotsis con potencial zoonético de la
fauna silvestre en el Jardin Botanico del campus PUCE-Santo Domingo

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el estado de salud de los mamiferos silvestres colectados

mediante un inspeccion fisica y examen clinico.

- Determinar y cuantificar los endo y ectoparasitos de mamiferos silvestres

mediante técnicas parasitologicas y moleculares.

- Determinar el potencial zoonético de los parasitos identificados en

mamiferos silvestres mediante revision bibliografica.
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DESCRIPCION DEL MANUSCRITO

El presente manuscrito, titulado “Dinamica huésped-parasito en pequefios
mamiferos: Estudio de parasitos zoonoticos en un fragmento de bosque urbano
bajo el enfoque Una Salud” ser& presentado para consideracién de publicacion de
la Revista International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife. El
manuscrito ha sido escrito siguiendo los lineamientos de la revista que se
encuentran disponibles en el siguiente enlace.

La revista International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife se
encuentra indexada en la base de datos de Scopus, deacuerdo a la informacién
del siguiente enlace.

MANUSCRITO

A continuacién, a manera de anexo, se incluye el borrador del manuscrito
que sera enviado a la revista cientifica International Journal for
Parasitology: Parasites and Wildlife.


https://www.sciencedirect.com/journal/international-journal-for-parasitology-parasites-and-wildlife
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Resumen

La rapida urbanizacién ha intensificado las interacciones humano-fauna silvestre, incrementando el
riesgo de transmisién de enfermedades zoonoticas. Este estudio evalud el estado de salud y la diversidad
parasitaria de mamiferos pequefio en el Jardin Botanico Padre Julio Marrero, un fragmento de bosque
urbano en Santo Domingo, Ecuador. Se realizd6 un esfuerzo de captura de 6480 trampas/noche,
capturando 23 individuos pertenecientes a ocho especies de los 6rdenes Chiroptera (n = 5), Rodentia (n
=11), Lagomorpha (n = 2), y Didelphimorphia (n =5). Se realizaron evaluaciones fisico—clinica, analisis
hematoldgicos y blsqueda de parasitos mediante técnicas microscopicas (frotis directo y flotacion) y

moleculares en muestras defheces, sangre e higado. La evaluacién clinica reveld parametros fisioldgicos
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dentro de rangos normales. Los andlisis parasitoldgicos identificaron diversos endoparasitos, incluyendo
nematodos y protozoarios, con una prevalencia del 29.4% mediante microscopia, y 35.3% por métodos
moleculares. Se detectaron parasitos con potencial zoono6tico como Blastocystis spp. y Ancylostoma spp.
en roedores, mientras que los didélfidos presentaron tanto parasitos especificos del orden como
zoonoticos. Los ectoparasitos incluyeron garrapatas (Ixodes luciae), acaros (Laelapidae) y pulgas
(Rhopallosyllidae) en roedeores y marsupiales. Este estudio demuestra que los mamiferos silvestres
urbanos mantienen poblaciones parasitarias diversas mientras conservan un buen estado de salud,
destacando la necesidad de vigilancia epidemioldgica bajo un enfoque Una Salud.

Palabras claves: fauna silvestre, entorno urbano, parasitosis, zoonosis, Una Salud.

1. Introduccion

El crecimiento acelerado de las zonas urbanas ha transformado drasticamente los ecosistemas naturales,
generando una compleja interaccién entre los seres humanos y la fauna silvestre. Esta situacion no solo
afecta la diversidad, sino que también aumenta el riesgo de transmision de enfermedades zoonoticas,
que es un tema de creciente preocupacion en salud publica (Hassell et al., 2017). Se estima que mas del
60 % de las enfermedades emergentes tienen origen animal, lo que destaca la importancia de
comprender estas interacciones en el contexto de la expansidn urbana (Jones et al., 2008).

Por lo tanto, los mamiferos de pequefio tamafio corporal, gran capacidad reproductiva, gran
adaptabilidad a los cambios antropogénicos y su potencial interaccion con animales domésticos y seres
humanos los convierten en excelentes modelos para estudiar la dindmica de las enfermedades
zoonoticas en ambientes urbanos (Han et al., 2015). Por ejemplo, especies del orden Rodentia y
Didelphimorphia han sido de los més estudiados como reservorios de importantes patégenos
zoonoticos debido a su distribucién cosmopolita (Bitencourt and Bezerra, 2022; Islam et al., 2020; Luis
et al., 2013). Otro grupo importante son las especies del orden Chiroptera que debido a su capacidad de
vuelo y su papel ecoldgico como polinizador y controlador de plagas, son importantes dispersores de

patogenos a larga distancia (Luis et al., 2013; Brook & Dobson, 2015). Dentro de los paréasitos que

Xii


hugo.loaiza
Comment on Text
cursiva

hugo.loaiza
Comment on Text
cursiva


76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

se han detectado en estos grupos de mamiferos y que tienen una importancia médica para los seres
humanos estan principalmente los helmintos (Hymenolepis, Toxocara, Ancylostoma, Trichinella),
protozoarios (Trypanosoma, Leishmania, Giardia, Cryptosporidium), sumado a otros organismos como
bacterias (Leptospira, Bartonella, Borrelia, Ricketsia) y virus (Hantavirus, Rabia, Nipah, SARS-CoV)
gue son responsables de enfermedades con alta morbilidad y mortalidad a nivel mundial (Meerburg et
al., 2009; Morand et al., 2015; Han et al., 2016).

El estudio de parasitos en fauna silvestre se alinea con el enfoque de “Una Salud” que integra la salud
humana, animal y ambiental (Zinsstag et al., 2011). Este enfoque integral permite un monitoreo para
elaborar mapas de zonas de riesgo o la deteccion temprana de posibles brotes de enfermedades. Sin
embargo, la aplicacion de este enfoque aln no esta integrado en los analisis de riesgo. En el caso de la
salud humana, el reporte a nivel nacional de las causas de morbilidad y mortalidad es escaso en lo que
se refiere a infecciones parasitarias. Estudios previos indican que entre las infecciones humanas
reportadas mas comunes estan las causadas por geohelmintos, particularmente Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichura y anquilostomiasis (Chico et al., 2019). Una encuesta nacional reportada en el 2018
estimd una prevalencia de infeccion con geohelmintos de 28%, que refleja una disminucién importante
en la tasa de infeccidn; sin embargo, aun hay zonas en la Amazonia y el norte del pais que continta con
altas tasas de prevalencia (>30%) (Romero-Sandoval N, 2017; Moncayo AL, 2018; Sears et al., 2022).
Casos de infecciones humanas causadas por parasitos como Trypanosoma cruzi, Leishmania o
Plasmodium se reportan en zonas bajas de la Sierra, en la Costa y Amazonia (MSP, 2022) mientras que
infecciones con Blastocystis y Giardia se reporta en el centro del pais (Tapia-Veloz et al., 2023). En el
caso de infecciones de animales, la informacion publicada en el pais es aln mas escasa. Estudios
realizados, principalmente en animales domésticos (perros y gatos), se encontrd infecciones con
Ancylostoma, Toxocara y Amphimerus (Calvopifia et al., 2015; Calvopifia et al., 2023) Ademas, se ha
reportado altas tasas de parasitosis con protozoarios y helmintos en animales de granja del centro del

pais (Gonzalez-Ramirez et al., 2021). En animales admitidos en un hospital veterinario de fauna

Xili



101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

silvestre, se reportaron infecciones con Anaplasma, Babesia, Ehrlichia, Hepatozoon Mycoplasma y
Trypanosoma (Diaz et al., 2021). Sin embargo, no hay reportes de las parasitosis en animales silvestres
que se encuentran cerca de zonas urbanizadas.

La deteccion de parasitos en vida silvestre presenta varios retos, tanto en relacion con el acceso a las
muestras como en el andlisis de estas. El principal método de deteccion de parasitos es la microscopia
directa que permite detectar huevos, formas larvarias y protozoarios, sin embargo, esta técnica no es lo
suficientemente sensible y depende de la carga parasitaria, el tiempo entre la toma de muestra 'y
analisis, entre otros (Gotfred-Rasmussen et al., 2016; Meurs et al., 2017), por lo que la combinacién de
varias técnicas es recomendada para tener un panorama completo.

En las Gltimas décadas gracias al auge de la biologia molecular se han disefiado cebadores en base a
marcadores moleculares que permiten la identificacion de la mayoria de las especies parasitarias de
importancia médica con una pequefia muestra, lo que facilita los estudios con diferentes especies
animales donde la obtencién de muestras se vuelve compleja por el manejo que conlleva cada
individuo (Cannon et al., 2018; Carpenters J. and Marion C., 2018).

El Ecuador es un pais privilegiado por su alta diversidad de mamiferos. Una de las zonas que presenta
mayor riqueza de especies de mamiferos pequefios es la que comprende la region biogeografica del
Choco que cubre a la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas (Tirira, 2012),en la ciudad de Santo
Domingo de los Tsachilas, se encuentra el Jardin Botanico Padre Julio Marrero (JBPJM) que forma
parte de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, en su sede Santo Domingo y cuenta con
colecciones botanicas de diferentes ecosistemas del Ecuador creando un centro de conservacion para la
diversidad vegetal de la regidn del Chocd, posee ademas de un orquideario con mas de 350 especies
provenientes de diferentes ecosistemas, también se ha creado espacios en los que conviven especies de
flora que han sido colectados en expediciones, se ha creado una avenida de las palmas con mas de 160
especies de la familia Areacaceae (Real Jardin Botanico, 2022; S&nchez Parrales, 2015); lo que a lo

largo de la historia del JBPJM que abarca un cuarto de siglo ha constituido un refugio de fauna silvestre
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nativa y rescatada. El JBPJM es considerado como un parche de bosque en medio de un ambiente
completamente urbanizado, al encontrarse rodeado por el barrio Juan Eulogio Paz y Mifio que se
destaca por la falta de buenas practicas de control de fauna urbana ya que los ciudadanos permiten el
ingreso de animales domésticos de compafiia a los predios del JBPJM, lo cual acrecienta el conflicto
humano-animal. Por tanto, el objetivo de este estudio es determinar la biodiversidad de mamiferos
pequefios en el JBPJM, el estado general de salud de los individuos, ademas de la identificacion
parasitologica y molecular de endoparésitos y ectoparasitos para establecer posibles riesgos de
emergencia de enfermedades zoonoticas en el area.

2. Metodologia

2.1. Sitio de estudio y coleccién de pequefios mamiferos
El estudio se realiz6 en el JBPJM ubicado a una altura de 656 msnm en la ciudad de Santo Domingo de
los Tsachilas, provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, Ecuador. E1 JBPJM posee 17 hectareas
(Figura 1).
Se muestrearon tres transectos de 500 metros cada uno. Cada transecto const6 de 10 puntos de
coleccion, con una separacion aproximada de 50 metros entre cada uno. Los transectos dependieron de
la forma del area estudiada siguiendo la direccion de los senderos, debido a que la zona tiene una
topografia quebrada. En cada punto se colocaron seis trampas: cuatro Sherman y dos Tomahawk. Se
realizé un esfuerzo de captura de 6 480 trampas-noche (180 trampas/noche por 36 noches) (Figura 2).
Las trampas fueron aseguradas con piola para que estén en una posicion firme y no se desplacen en
caso de contener a un animal. Se colocé cebo en el interior de cada trampa, el mismo que fue revisado
y cambiado a diario rotando el tipo de cebo entre mantequilla de mani, granos secos, avena con esencia
de vainilla, frutas, visceras de pollo o res. Cada punto fue marcado con una cinta de color visible para
facilitar su revision y se tomaron las coordenadas GPS. Las trampas fueron revisadas a diario para
verificar el funcionamiento, realizar el cambio de cebo, retiro de trampas con animales y reemplazo de

trampas cuando fue necesario.
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Los protocolos de coleccion de individuos y toma de muestras fueron aprobados por el Ministerio del
Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica mediante el Contrato Marco MAATE-DBI-CM-2023-0287 y
MAAE-DBI-CM-2021-0165.
2.2. Alojamiento y cuidado de los animales colectados
Los animales colectados fueron llevados a un area especifica de JBPJM adaptada para el alojamiento
de los animales. Esta area tenia poco transito de personas, buena ventilacion, proteccion del sol y
limitada visibilidad para evitar el estrés en los animales. Las trampas con cada animal colectado fueron
colocadas con una separacion de al menos 10 cm entre ellos y fueron cubiertas con una tela obscura o
papel periddico para evitar el contacto visual entre animales. Se proveyd de alimento con balanceado y
frutas que contengan liquido (banano, manzanas, papaya, etc.); ademasidisponibilidad de agua limpia a
voluntad. Los individuos se mantuvieron alojados entre dos y cuatro dias para la toma de muestras y
evaluacion clinica.

2.3. Evaluacién clinica y toma de muestras
Antes de la evaluacion, el individuo fue anestesiado intramuscular o intraperitonealmente con una
mezcla de sedante (xilacina) y un agente anestésico disociativo (ketamina) con concentraciones de
acuerdo con el pese y al grupo taxonoémico, siguiendo las recomendaciones de dosis descritas por
(Lozada et al., 2015).
A cada individuo se le asignado un cadigo, fue sexado y se tomaron medidas morfométricas como
apoyo para la identificacion de la especie. La evaluacién clinica se realizd mediante la revision de las
constantes fisioldgicas como temperatura corporal (°C), frecuencia cardiaca (latidos/min), frecuencia
respiratoria (respiraciones/min), y se compar6 con los valores de referencia reportados. Conjuntamente,
se reviso estado de hidratacion e integridad de la piel. Adicionalmente, se realizé un cepillado del
pelaje para la coleccion de ectoparasitos que fueron almacenados en tubos de alcohol al 70%.
De cada individuo se obtuvo una muestra de sangre en tubos con EDTA para un analisis hematoldgico

y parasitoldgico. La muestra se tomd por puncion de la vena cefélica; intracardiaca, 0 vena caudal

XVi


MACAMACHOM
Tachado
podrías poner capturados.

Colectado es el participio del verbo colectar, que significa recaudar, cobrar, solicitar, recibir o recoger dinero o fondos

hugo.loaiza
Comment on Text
capturados.
Creo debes revisar el documento completo y cambiar esta palabra.

hugo.loaiza
Comment on Text
además, se les colocó agua limpia para ingerir a voluntad.

hugo.loaiza
Comment on Text
la concentración es la de los fármacos, mas bien es con dósis de acuerdo al peso.....

hugo.loaiza
Comment on Text
peso corporal

hugo.loaiza
Comment on Text
según la especie ó la elección de la vía variaba según la especie.

hugo.loaiza
Comment on Text
captura


176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

(entre 100-1 000 pl), dependiendo del tamafio y grupo taxondmico de cada individuo. Una gota
(aproximadamente 20 pl) fue utilizada para realizar una evaluacion hematologica en la que se
determind el porcentaje de hematocrito (Hto %) y el recuento sanguineo completo gon el conteo de
gldbulos rojos (RBC) y globulos blancos (WBC) mediante conversién-aritmética por conteo en la
camara de Neubauer.
Una vez revisados, los individuos que pudieron ser identificados hasta especie y que no presentaban
problemas aparentes de salud, fueron liberados cerca del punto de coleccién. Estos individuos fueron
marcados con una muesca en la oreja para identificarlos en caso de que volvieran a caer en las trampas.
Los animales que no pudieron ser identificados o son considerados plagas fueron sacrificados con una
dosis de Euthanex® (Pentobarbital sédico 390 mg/ml, Difenilhidantoina sodica 50 mg/ml) de acuerdo
con la especie y tamafio de cada individuo. Las carcasas fueron trasladadas y depositadas en el museo
QCAZ de mastozoologia para su identificacion taxondmica, mediante las guias de movilizacion
N°01945 MAATE-CMARG-2023-0771 y N°01946 MAAE-CMARG-2021-0260. La identificacién
taxondémica de los mamiferos se llevé a cabo siguiendo las claves de Voss & Jansa, (2009), Patton J.
(2015), Gardner (2008) y Tirira (2023) y mediante comparacion con especimenes de la coleccion
disponible en el museo.
De los animales que fueron sacrificados, se hizo una busqueda de paréasitos adultos en tracto digestivo.
Ademas, se tomaron muestras adicionales de tejido hepatico para deteccion de hemoparasitos y de
tejido cardiaco y muscular como respaldo. Las muestras fueron almacenadas en alcohol al 90% a -20°C
hasta su procesamiento.

2.4. Deteccion de endoparasitos por microscopia
Las placas de frotis sanguineo para la deteccion de hemoparasitos se prepararon con un volumen
aproximado de 20 ul de la muestra de la sangre previamente colectada en EDTA para el andlisis clinico
y se realiz6 una tincion Giemsa.

Las placas para el analisis coproparasitario se obtuvieron de muestras de heces colectadas en frascos
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estériles con espatulas de madera autoclavadas directamente de las jaulas de los animales y se
almacenaron a 4 °C hasta su preparacion. Cada muestra fue homogenizada con un hisopo de madera
estéril. En el caso de muestras compactas como la de los roedores, se hidrat6 de cinco a diez pellets con
agua destilada. Una parte de la muestra fue preparada en un portaobjetos para microscopia directa con
tincion de Lugol al 1%. Una segunda placa fue preparada para determinar la presencia de huevos o
quistes de helmintos mediante el método de flotacion modificado de Faust que se basa en la densidad
de los huevos de parasitos que flotan en una solucién saturada (Learmount et al., 2012; Parkinson et al.,
2011). El homogenizado de la muestra fue tamizada y transferida a un tubo de ensayo al que se afiadio
sulfato de zinc al 33,3% hasta 1 cm de distancia del borde, se centrifug6 a 1 400 rpm durante ocho
minutos y se completd con sulfato de zinc hasta llenar el borde. Se colocé un cubreobjetos en el borde
y se espero diez minutos, por ultimo, el cubreobjetos fue colocado cubriendo a un portaobjetos.
El analisis microscopico se realizd en muestras de sangre y de heces, revisando al menos 40 campos,
abarcando toda el area de la muestra, a una magnificacion de 400 X en un microscopio compuesto
(Nikon® Eclipse, Japdn). Las formas parasitarias detectadas en cada placa fueron fotografiadas. Para
su identificacion microscdpica, se elaboraron atlas con informacion de los parasitos reportados en
roedores y zarigleyas, y se identificd mediante la comparacion de caracteristicas morfoldgicas.

2.5. Obtencion de ADN y deteccion molecular de endoparasitos
El ADN de las muestras de heces se obtuvo a partir de aproximadamente 30 gr de muestra con el kit
PureLink™ Microbione DNA Purification Kit (Invitrogen®, EE. UU) siguiendo las indicaciones del
fabricante. La obtencion de ADN de tejido se realizo a partir de 300 pl de la muestra de sangre en
EDTA y de 20 gr de muestra de higado con el kit Wizar Genomic® DNA Purification Kit (Promega®,
EE. UU.) siguiendo las indicaciones del fabricante. Las muestras de ADN fueron almacenadas a -20 °C
hasta su analisis.
La deteccion molecular de paréasitos en heces, sangre e higado se realiz6 mediante la amplificacion de

la region 18S del gen de ARNr. Para esta amplificacion se utilizaron los cebadores descritos por
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Cannon et al. (2018) disefiados para nueve grupos taxonémicos que contienen a la mayoria de las
especies parasitarias que afectan al ser humano (Tabla 1). Las muestras de ADN extraidas de heces
fueron amplificadas con todos los cebadores antes mencionados; mientras que las muestras de ADN de
sangre e higado fueron amplificadas con los cebadores de Apicomplexa (A, B y C) y Kinetoplastida
que detectan hemoparasitos.
La reaccion de PCR se realizé con una mezcla que contiene 1X de Go Tag ® Colorless Master Mix,
100pmol/ul de cada cebador, 50-100 ng de ADN (concentracion 100 ng/ul) y de agua libre de
nucleasas para obtener un volumen final de 12,5 ul. Las condiciones de amplificacion consistieron en
un ciclo de desnaturalizacién inicial a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 30 s, 50 °C
por 30 sy 72 °C por 30 s, con una extension final de 72 °C por 12 min. La determinacion de una
muestra positiva se dio a partir de la obtencion de una banda con el tamafio esperado segun lo indicado
en la Tabla 1. En todos los grupos de reacciones se colocaron controles negativos (agua libre de
nucleasas), sin embargo, una limitacion de este estudio fue la falta de controles positivos para todos los
grupos taxondmicos evaluados. Los grupos gue contaron con controles positivos fueron: Apicomplexa
B (Plasmodium falciparum), Kinetoplastida (Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana), Nematoda
A, By C (Toxocara spp.).
Los productos de amplificacion se observaron en un gel de agarosa al 2 % tefiido con SYBR safe
(Invitrogen, Waltman, MA, EE. UU.) a 100 mV por 75 min. Los productos amplificados fueron
enviados a Macrogen® en Corea del Sur para su secuenciacion.

2.6. Obtencion de ADN e identificacion molecular de endoparasitos adultos
El ADN de los endoparasitos adultos se obtuvo a partir de 20 gr de muestra de tejido con el kit Wizard
Genomic® DNA Purification Kit (Promega®, EE. UU.) siguiendo las indicaciones del fabricante para
muestras de tejido duro. Las muestras de ADN fueron almacenadas a -20 °C hasta su analisis.
La identificacion se realiz6 mediante la amplificacién de un fragmento de 710 pb de la subunidad | del

gen mitocondrial del citocromo ¢ oxidasa (COI) con los cebadores universales descritos por Folmer
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(1994) LCOI 1490 (5"-GGTCAACAAATCAAAGATATTGG-3") y HCO2198 (5°-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3"). Lareaccion de PCR se realizd con una mezcla de 1X
Go Tag ® Colorless Master Mix, 100pmol/ul de cada cebador y 50-100 ng de ADN (concentracion 100
ng/ul) y agua libre de nucleasas hasta un volumen final 12,5 pl.
Las condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo desnaturalizacién inicial a 95°C durante siete
min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 1 min, 40 °C por 90 sy 72 °C por 1 min, con una extension final
a 72 °C por 7 min. Los productos de amplificacion fueron visualizados en un gel de agarosa al 2 % a
100 mV por 75 min y fueron enviados a Macrogen® en Corea del Sur para su secuenciacion.

2.7. ldentificacién taxondmica y molecular de ectoparasitos.
La identificacion de ectoparéasitos se llevo a cabo mediante claves taxondmicas. Para garrapatas se
utilizaron las claves descritas por Bermudez S.-(2018), para los acaros se siguio la guia de Furman D.
(1972), en el caso de las pulgas se siguieron las claves de Acosta R. & Morrone J. (2003) y en el
caso de los dipteros las claves dispuestas por Mlynarova et al. (2023).
El ADN de las garrapatas se obtuvo de individuos en fase adulta mediante el kit QlAamp DNA Tissue
(Qiagen®, Chatsworth, CA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Mientras que el ADN de otros
ectoparéasitos (acaros y pulgas) se obtuvo mediante el kit Wizard™ Genomic DNA Purification Kit
(Promega®, EE. UU.), siguiendo las indicaciones del fabricante. Las muestras de ADN fueron
almacenadas a -20 °C hasta su analisis.
Para la identificacion de garrapatas se amplificd una region de 460 pb del gen mitocondrial 16S rDNA.
Los cebadores usados fueron 16S+1 (5' CTGCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGTGG-3") y 16S-1
(5'-CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT-3') (Black W. and Piesman J., 1994). La reaccion de PCR se
realizd con una mezcla de 1X de Go Tag ® Colorless Master Mix, 100pmol/ul de cada cebador, 50-100
ng de ADN (concentracion 100 ng/ul) y agua libre de nucleasas hasta un volumen final 12,5 pl.
Las condiciones del PCR fueron de 10 ciclos a 92 °C por 1 min, 52 °C por 1 miny 72 °C por 90 s;

seguido por 32 ciclos a 92 °C por 1 min, 54 °C por 30 sy 72 °C por 90 s; y una extension final a 72 °C
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por 7 min. Los productos amplificados se observaron en un gel de agarosa al 2 % a 80 mV por 75 min
y fueron enviados a Macrogen® en Corea del Sur para su secuenciacion.
La identificacion de &caros y pulgas se realizo mediante la amplificacion de un fragmento de 710 pb de
la subunidad I del gen mitocondrial del citocromo c oxidasa (COIl) con los cebadores universales
descritos por Folmer (1994) LCOI 1490 (5"-GGTCAACAAATCAAAGATATTGG-3") y HCO2198
(5"-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3). La reaccion de PCR se realizd con una mezcla de
1X Go Tag ® Colorless Master Mix, 100pmol/ul de cada cebador y 50-100 ng de ADN (concentracién
100 ng/ul) y agua libre de nucleasas hasta un volumen final 12,5 pl.
Las condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C durante 7
min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 1 min, 40 °C por 90 sy 72 °C por 1 min, con una extension final
a 72 °C por 7 min. Los productos de amplificacion fueron visualizados en un gel de agarosa al 2 % a
100 mV por 75 min y fueron enviados a Macrogen® en Corea del Sur para su secuenciacion.

2.8. Andlisis de secuencias
Las secuencias obtenidas fueron revisadas manualmente en Mega 11.0.10 (Tamura and Kumar, 2021)
se obtuvo una secuencia consenso. Estas secuencias fueron analizadas mediante BLAST en GenBank
para identificar las especies y genotipos mas similares. Las muestras del mismo grupo taxonémico
fueron alineadas con la opcion MUSCLE en Mega 11.0.10 (Tamura and Kumar, 2021) con secuencias
de referencia que se recuperaron de GenBank.

2.9. Estadistica descriptiva
Los indices de prevalencia de infeccion con parasitos (endo y ectoparasitos) segun el tipo de muestra y
el grupo taxondémico del hospedero fueron descritos con relacion a: 1) la deteccion microscépica de
parasitos y 2) la deteccién molecular de parasitos, segun la formula:
Prevalencia: N° de individuos enfermos (infestados) en un momento determinado / N° de

individuos en la poblacion en ese momento.
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3. Resultados

3.1. Coleccidn de pequefios mamiferos

Se colectaron 23 individuos de ocho especies pertenecientes a cuatro érdenes (Rodentia,
Didelphimorphia, Chiroptera, y Lagomorpha).

El grupo mas diverso fue el orden Rodentia (roedores), ya que se colectaron 11 individuos. La especie
Melanomys caliginosus, Tomes, 1860 (raton moreno), fue la més frecuente con ocho individuos. Los
restantes roedores colectados correspondieron cada uno a las especies Oligoryzomys destructor,
Saussure, 1860 (raton colilargo destructor), Hoplomys gymnurus, Thomas, 1897 (rata acorazada) y
Rattus rattus, Linnaeus, 1758 (rata negra). Tanto M. caliginosus como O. destructor tienen una amplia
distribucion altitudinal en las estribaciones occidentales de la cordillera de Los Andes (Boada, 2021;
Vallejo and Boada, 2021) y su estado de conservacion es de preocupacion menor, segun el libro rojo de
mamiferos del Ecuador (Tirira D., 2011). La especie H. gymnurus tiene reportes mas restringidos a la
zona de Esmeraldas e Imbabura (Vallejo and Boada, 2022) por lo que este reporte extiende su
distribucion hacia el sur. Esta especie se encuentra catalogada como casi amenazada (Tirira D, 2011).
Mientras que R. rattus es una especie invasora considerada plaga.

Del orden Didelphimorphia (zariglieyas) se colectaron tres individuos de la especie Philander
melanurus, Thomas, 1899 (zarigueya gris de cola oscura) y dos individuos de la especie Didelphis
marsupialis, Linnaeus, 1758 (zariglieya comun de orejas negras). Ambas especies tienen una amplia
distribucion geografica (Brito et al., 2021; Romero et al., 2022) y estan catalogadas como especies de
preocupacion menor (Tirira D, 2011).

Del orden Chiroptera (murciélagos) se colectaron cinco individuos de la especie Myotis nigricans,
Schinz, 1821 (Myotis negro). Esta especie tiene una amplia distribucion geografica que abarca Centro y
Sudamérica (Romero V., 2022) y esta catalogada como de preocupacién menor (Tirira, 2011). Mientras
gue en el orden Lagomorpha (conejos), se colectaron dos individuos de la especie Sylvilagus surdaster,

Linnaeus, 1758 (conejo de Thomas). Hay pocos reportes de esta especie en Ecuador y su tamafio
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poblacional se cree que es muy bajo por lo que se encuentra dentro de las especies catalogadas como
casi amenazada en el libro rojo de mamiferos del Ecuador (Tirira D, 2011).

Los detalles de los individuos colectados se encuentran en la Tabla Suplementaria 1.

3.2. Analisis del estado de salud

De los 23 individuos colectados, se pudo realizar la revision fisica-clinica en 17 individuos. Este
analisis no fue posible en uno de los conejos y en los cinco murciélagos colectados. Las constantes
fisiolégicas de temperatura, frecuencia cardiaca, respiratoria y pardmetros hematoldgicos se
encontraron dentro de los rangos reportados para los diferentes 6rdenes taxonomicos (Tabla 2). Los
datos individuales de las constantes fisiologicas de cada individuo se encuentran en la Tabla
Suplementaria 1.

3.3. Deteccidn de endoparasitos por microscopia

La revisién microscépica tanto de sangre como de heces se realizd en los mismos individuos que
fueron revisados de forma fisica. No se encontraron hemoparéasitos en ninguna de las 17 muestras de
frotis sanguineo. En las placas de heces analizadas mediante la técnica directa con tincion de Lugol, se
encontré dos muestras con parasitos (11.76%). En una muestra de las zariglieyas D. marsupialis, se
reporta la presencia de huevos elipticos de cubierta gruesa semejante a morfotipos del nematodo
Aspidodera spp. que tiene una distribucion mundial y ha sido reportada zarigleyas (Vicente et al.,
1997; Boullosa et al., 2021) (Figura 3a). En un ratdn de la especie M. caliginosus se encontr6 una
coinfeccidn con trofozoitos grandes, ciliados y ovoides de morfotipos similares a los del protozoario
Balantidium coli (Gonzélez de Canales Simén et al., 2000) y huevos de treméatodos semejantes a
Paragonimus spp., estos parasitos poseen distribucién mundial y han sido descritos en varias especies
de roedores (Munera et al., 2013) (Figura 3b y c) (Tabla 3). En las placas preparadas mediante la
técnica de flotacion de Faust, se reporta una infestacion de 29.41% con cinco muestras positivas. Por
un lado, se confirma la infeccion con neméatodos en la zarigiieya D. marsupialis que presentaron

huevos similares a los de Aspidodera spp. (Figura 3d) (Tabla 3). En un individuo de la especie P.
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melanurus se reporta una coinfeccion con dos morfotipos de protozoarios: los trofozoitos con
citoplasmas granulosos semejantes a los descritos en Acanthamoeba spp. (Liempi et al., 2024)
pertenecientes al filum Amoebozoa (Figura 3e) y huevos similares a los de Eimeria spp. (Figura 3f)
que pertenece al filum Apicomplexa que son coccidios de distribucion mundial y un hallazgo constante
en heces de zarigueyas (Marcos Antonio Bezerra-Santos et al., 2020); ademas, se encontré huevos
infertiles en forma de barril del neméatodo Ascaris spp. (Figura 3g) (Tabla 3). Por otro lado, en el caso
de los roedores, en el individuo de la especie O. destructor se observaron huevos de forma vacuolar
semejantes al protozoario Blastocystis spp. (Figura 3h). En un individuo de la especie de ratén M.
caliginosus presentd coinfeccion con huevos semejantes a Strongyloides spp. (Tobar et al., 2021)
(Figura 3i) y huevos en forma de barril con opérculos que se proyectan hacia arriba que se asemejan al
nematodo Capillaria spp. (Rios Z. et al., 2020) (Figura 3j); mientras que, en otro individuo de la misma
especie se detectaron huevos similares a los del neméatodo Ancylostoma spp. (Figura 3k) (Tabla 3).
Todos los parasitos identificados en roedores tienen distribucion mundial y han sido reportados
anteriormente en este grupo de mamiferos.

3.4. Deteccidon molecular de endoparasitos

Se realizé el analisis molecular de las 17 muestras de heces que fueron analizadas microscopicamente.
No se obtuvieron productos de amplificacion para los grupos Amoebozoa, Diplomonadida,
Microscoporidia, Blastocystis, Parabasalia y Platyhelminthes. Sin embargo, se obtuvieron productos de
amplificacion en seis muestras (35.3%) con los cebadores de Nematode C con el tamafio esperado de
380-440 pb. Estos productos amplificaron en la muestra de un conejo (S. surdaster) y cinco roedores de
las especies: M. caliginosus (n = 4) y R. rattus (n = 1) (Figura 4a). De estos productos, se obtuvo una
secuencia analizable en la muestra de conejo, en donde se identifico al nematodo

Oesophagostomum muntiacum (100% de cobertura, 99.69% de similitud); en los roedores M.
caliginosus se obtuvieron tres secuencias analizables, de las cuales una se identificé como el

neméatodos Hymenolepis microstoma (95% de cobertura, 80.18% de similitud) y dos secuencias como
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Nippostrongylus brasiliensis (> 99% de cobertura y > 98 de similitud) (Tabla 4). Sin embargo, las
secuencias obtenidas de R. rattus y una de M. caliginosus no se pudieron identificar mediante BLAST.
En las muestras de heces, también se obtuvo productos de amplificacion con los cebadores de
Apicomplexa A en tres muestras de roedores de la especie M. caliginosus (17,6%). Se los considero
como positivos ya que amplificaron una sola banda, a pesar de no ser del tamarfio esperado de 244-248
pb (Figura 4b). Las secuencias obtenidas no corresponden al orden Apicomplexa. Dos secuencias
fueron identificadas como la bacteria Escherichia coli con 100% de cobertura en ambos casos, y 100%
y 90.78% de similitud, respectivamente. La tercera secuencia fue identificada como el protozoario
Leishmania panamensis (98% de cobertura, 91.43% de similitud) (Tabla 4).

Las muestras de sangre e higado fueron analizadas con los cebadores para los grupos Apicomplexa (A,
B y C) y Kinetoplastida. Se analizaron un total de 17 muestras de cada tejido. No se incluyeron las
muestras de sangre de los cinco individuos del orden Chiroptera y un individuo del orden Lagomorpha;
y las cinco muestras de higado de los individuos del orden Didelphimorphia y un individuo del orden
Lagomorpha.

En las muestras de sangre, no se obtuvo productos de amplificacidn para los cebadores de
Kinetoplastida, sin embargo, se obtuvieron productos de amplificacion en tres muestras (17.7%) del
roedor M. caliginosus con los cebadores Apicomplexa A en donde se identificaron una sola banda por
muestra, aungue no coinciden con el tamafio esperado de 244-248 pb, (Figura 4b). El analisis BLAST
de las secuencias indicé la presencia de Blastocystis spp. en dos muestras (> 95% de cobertura y > 96%
de similitud) (Tabla 4). La secuencia de una de las muestras no pudo ser identificada por BLAST.

En las muestras de higado, no se obtuvo productos de amplificacion con los cebadores de
Apicomplexa, sin embargo, amplificaron productos para Kinetoplastida con un tamafio esperado de
250-300 pb en las muestras de los cinco murciélagos (29.4%) de la especie M. nigricans (Figura 4c)
(Tabla 4). El analisis de BLAST no logré identificar las muestras, solo una se alined levemente como

un hongo no cultivable, pero con una cobertura y similitud < 85%.
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Se colectaron nematodos adultos del tracto digestivo de un conejo S. surdaster que amplificaron con
los cebadores Nematode B con un tamafio esperado de 380-410 pb (Figura 4d) y la secuencia se alined
con Hymenolepis microstoma (100% de cobertura, 97.05% de similitud) (Tabla 4), mientras que del
raton de la especie M. caliginosus amplificé una banda que no pudo ser identificada por BLAST.

3.5. Identificacion taxonomica y molecular de ectoparasitos

La basqueda de ectoparasitos se realizo en 22 individuos. Se colectaron garrapatas en una zarigiieya D.
marsupialis (n = 1) y un roedor M. caliginosus (n = 1), lo que indica una infestacion de 20% en los
Didelphimorphia y de 9% en Rodentia, que corresponde a un 9.0% de infestacion general. Mediante
claves taxonomicas se pudo determinar la especie Ixodes luciae (Figura 5a) que fue confirmado con el
analisis de la secuencia del gen mitocondrial 16S (100% de cobertura, 99.72% de similitud).

En seis ratones de la especie M. caliginosus, se colectaron acaros que fueron morfoldégicamente
identificados como parte de la familia Laelapidae (Figura 5b) y corresponde al 75% de infestacion en
esta especie de raton. La identificacion mediante la secuencia obtenidas del COI no permitié la
confirmacion de la especie ya que tuvo una cobertura y similitud baja (< 77 %) que se aline6 con la
pulga Callopsylla spassilis.

En el raton de la especie O. destructor y en la rata negra R. rattus se encontro infestacion con pulgas
morfol6gicamente identificadas como parte de la familia Rhopallopsyllidae (Figura 5c¢). No se pudo
obtener una identificaciéon molecular mediante el analisis del COl, probablemente debido a la baja
calidad del ADN obtenido.

En uno de los murciélagos colectados (M. nigricans) se colect6 a un insecto ectoparasito que
morfol6gicamente fue identificado como un diptero de la familia Nycteribiidae (moscas de los
murciélagos) del género Basilia spp. (Figura 5d), lo que corresponde al 20% de infestacion en esta
especie de murciélago; sin embargo, el analisis de la secuencia del COI se alined con dipteros de la

familia Psychodidae aungue con un valor bajo de similitud (100% de cobertura, 81.22% de similitud).
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426 4. Discusion

427  Laestrecha relacion del ser humano con los animales silvestres en entornos urbanos incrementa el
428  riesgo de transmision de enfermedades zoondticas, por lo que la busqueda de modelos de estudio para
429  evaluar la dinamica e importancia de estos entornos se vuelve crucial. Este estudio evalué el estado de
430 saludy la carga parasitaria de pequefios mamiferos en un jardin botanico urbano, encontrando que, a
431  pesar de la presion antropogénica, los individuos mantienen parametros fisioldgicos normales mientras
432  albergan diversos paréasitos de potencial importancia zoondtica.

433  4.1. Diversidad y abundancia de mamiferos en ambientes urbanos

434  El bajo numero de individuos colectados (n = 23) y la limitada diversidad de especies (8) en relacién
435  con el alto esfuerzo de captura (6 480 trampas-noche) refleja el impacto significativo de la

436  urbanizacion sobre las poblaciones de mamiferos silvestres. Estos resultados coinciden con estudios
437  previos que documentan reducciones importantes en abundancia y diversidad en zonas con diferentes
438  gradientes de intervencion humana (Khazan et al., 2016; Vera and Salas, 2020). La predominancia del
439  orden Rodentia, especialmente de M. calliginosus (ratbn moreno), sugiere la capacidad adaptativa
440 diferencial de ciertas especies a ambientes modificados. Esta adaptabilidad ha sido reportada tanto en
441  roedores silvestres como en aquellos ya adaptados a ambientes urbanos y se atribuye a caracteristicas
442  como altas tasas reproductivas, dietas generalistas, flexibilidad social, la capacidad de utilizar

443  estructuras antropogénicas como refugio e incluso rapidos cambios morfoldgicos derivados de la

444  interaccion con el ambiente (Kiiciiktas and Guenther, 2022; Pienigzek et al., 2017; Stumpp et al.,

445  2018).

446  La presencia de especies casi amenazadas como H. gymnurus (rata acorazada) y S. surdaster (conejo
447  silvestre) (Tirira, 2011) en el area de estudio constituyen una extension en la distribucion geografica de
448  estas especies, ademas, resalta la importancia de mantener espacios verdes urbanos como refugios de
449  biodiversidad, incluso si son mayoritariamente habitados por especies generalistas (Villada-Cadavid

450 and Soto-Caldero6n, 2020). Estos espacios, aunque pequefios, pueden servir como corredores ecoldgicos
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y areas de conservacion para especies vulnerables, lo que genera una contribucion significativa a los
objetivos de conservacion (Volenec and Dobson, 2020).
4.2. Estado de salud y adaptacion fisiologica

La evaluacion clinica del 68% (n = 17) de los individuos colectados revelé una adaptacion fisiologica
al'ambiente urbanos. El protocolo implementado incluyé la sujecion quimica mediante agentes
anestésicos, lo que permitié no solo una manipulacion segura y rapida que minimizo el estrés de los
individuos, sino que también proporcion6 un margen de seguridad importante para el personal
veterinario, reduciendo el riesgo de transmision de patégenos. Este enfoque metodoldgico también
facilitd la liberacion posterior de varios animales, minimizando el impacto sobre las poblaciones
locales en esta area verde urbana.

Los parametros hematoldgicos y las constantes fisiol6gicas evaluadas se mantuvieron generalmente
dentro de los rangos normales reportados para cada orden taxonémico, sugiriendo una adaptacion
exitosa a las presiones del ambiente intervenido. La taquicardia (aumento de la frecuencia cardiaca)
observada en P. melanurus coincide con una variabilidad cardiaca (arritmia sinusal) que gs'‘comun en
las zarigleyas (Johnson-Delaney, 2000), mientras que la ligera bradipnea (disminucién de la frecuencia
respiratoria) en S. surdaster se relaciona probablemente con los efectos esperados de los protocolos
anestésicos, como se ha observado en animales de laboratorio (Cervino Claudio O. et al., 2024).

La estabilidad de los pardmetros hematol6gicos, particularmente en los conteos de los glébulos rojos y
blancos) sugiere que las poblaciones estudiadas mantienen una respuesta inmunolégica adecuada a
pesar de la presencia de parasitos. Otros estudios han reportado que los mamiferos silvestres en
entornos urbanos pueden mantener cargas parasitarias sin comprometer significativamente su estado de
salud, lo que podria indicar un nivel de tolerancia o evolucion adaptativa con estos organismos
(Mackenstedt et al., 2015; Mays Maestas et al., 2023)

4.3. Diversidad parasitaria y patrones de infeccion

La prevalencia parasitaria detectada mediante diferentes técnicas diagndsticas nos muestra un
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panorama complejo de infecciones. Las tasas observadas (11.76% por microscopia directa, 29.4% por
flotacion y por técnicas moleculares con diferentes cebadores: 35.3%) fueron menores que las
reportadas en otros mamiferos en entornos urbanos y periurbanos, en las que las tasas de prevalencia,
en helmintos, superan el 60% (Alkadir and Ayana, 2024; Froeschke and Matthee, 2014).

M. caliginosus fue el hospedador con mayor diversidad parasitaria, albergando protozoarios
(Balantidium coli, Blastocystis spp.), helmintos (B. coli, Paragonimus spp., Strongyloides spp.,
Capillaria spp. N. brasiliensis, H. microstoma y Ancylostoma spp.), y ectoparasitos (acaros de la
familia Laelapidae). Esta alta diversidad parasitaria coincide con otros estudios que identifican a los
roedores sinantrépicos como importantes reservorios de patégenos zoonoticos (Egan et al., 2024;
Eikenbary et al., 2024)y en particular a M. caliginosus que tiene una amplia distribucion geogréafica y
un importante potencial como reservorio de patdgenos zoon6ticos que requiere monitoreo e
investigacion para prevenir brotes (Carmona, 2016; Chinchilla-Carmona, 2014; Chinchilla-Carmona,
2013).

4.4. Implicaciones epidemiolégicas

La deteccion de parasitos zoondticos en el area de estudio tiene importantes implicaciones para la salud
publica. La presencia de Blastocystis spp. y Ancylostoma spp. en roedores urbanos sugiere la existencia
de ciclos de transmision que podrian involucrar a humanos y animales domeésticos, creando condiciones
propicias para la transmision de estos parasitos. Algunos estudios han reportado una transmision
cruzada de estos parasitos entre diferentes especies de mamiferos en entornos urbanos (Marcos Antonio
Bezerra-Santos et al., 2020). Si bien Blastocystis es parte del microbiota intestinal humana, su
presencia en otros mamiferos podria estar asociada a contaminacion fecal de fuentes de agua,
enfatizando la necesidad de un enfoque integrado en su vigilancia y control.

La diversidad de parasitos encontrada en roedores presenta varios riesgos zoondticos. B. coli y
Strongyloides spp. son patdgenos con potencial zoondtico significativo. B. coli es un patégeno

oportunista, en el que, si bien los cerdos son sus reservorios, otros mamiferos pueden infectarse al entrar
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en contacto con agua contaminada con material fecal de los cerdos (Schuster and Ramirez-Avila, 2008),
lo que podria ocurrir en ambientes urbanos y periurbanos. Mientras que varias especies de Stongyloides
han sido reportadas en roedores y potencialmente pueden causar infecciones crénicas en humanos, en
especial en individuos comprometidos, ya que se ha visto que varias especies de este nematodo pueden
vivir en hospederos permisivos (Jaleta et al., 2017). La presencia de Ancylostoma spp. es particularmente
relevante ya que este nematodo, aunque esta asociado a perros y gatos, puede causar larva migrans
cutanea en humanos cuando sus larvas infectivas estan presentes en el suelo (Bowman et al., 2010).
Paragonimus spp. y Capillaria spp. también representan riesgos potenciales, aunque con menor
frecuencia de transmision a humanos (Blair, 2024; Fuehrer et al., 2011). N. brasiliensis es especifico de
roedores y, por tanto, de menor preocupacion zoondtica. En Ecuador, se ha identificado una alta
prevalencia (25%) de infeccion en roedores (Solorzano-Alava et al., 2021).

En marsupiales, los resultados parasitolégicos muestran una mezcla de especies especificas del
hospedero y patdégenos con potencial zoonético. Aspidodera spp. es principalmente un paréasito de
marsupiales y xenarthros, siendo un hallazgo comun en zarigieyas del género Didelphis (Varella et al.,
2022). Sin embargo, la presencia de Acanthamoeba spp. representa una preocupacion dado su potencial
como patégeno oportunista en humanos, particularmente en casos de queratitis (Lorenzo-Morales et al.,
2015). Otro parasito con relevancia zoonotica es Ascaris ya que la presencia de sus formas invasivas en
el ambiente crea un riesgo de infeccién en humanos por exposicion directa o indirecta, dependiendo de
sus actividades (Kowalczyk K, 2020). Mientras que Eimeria spp. tiene menor relevancia debido a que
tiende a mostrar alta especificidad por su hospedero, aunque se ha visto flexibilidad en las especies que
parasitan roedores (Trefancova et al., 2021).

El hallazgo de O. muntiacum e H. microstoma en el conejo S. surdaster representa un caso interesante
de especificidad parasitaria. H. microstoma es principalmente un parasito de roedores (Panti-May et al.,
2020), aungue se han reportado casos ocasionales en humanos (Macnish et al., 2003). O. muntiacum ha

sido tradicionalmente asociado con fauna silvestre (Chen et al., 2022; Setsuda et al., 2020) incluyendo
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primates no humanos (Medkour et al., 2020). En ambos casos, su potencial zoonotico requiere mayor
investigacion.

Los ectoparasitos identificados en roedores y zarigiieyas representan importantes vectores potenciales
de patdgenos zoonoticos. La garrapata I. luciae, que tiene una amplia distribucion neotropical, ha sido
reportada como vector de filarias que pueden infectar diversos mamiferos (Binetruy and Duron, 2023)y
Rickettsia (Binetruy et al., 2020), bacteria que puede causar infecciones que varian desde moderadas
hasta potencialmente mortales (Helminiak et al., 2022). Por otra parte, los acaros de la familia
Laelapidae han sido reportados como vectores de la bacteria Bartonella, un patégeno de importancia
zoonotica (Kaminskiené et al., 2022).

En contraste, las pulgas de la familia Rhopallosyllidae a pesar de su alto endemismo en América del
Sur, requieren mayor investigacion respecto a su papel en la transmision de enfermedades a humanos,
pues actualmente no hay reportes sobre su rol como vectores de patdgenos zoondticos. En el caso de
los murciélagos, los ectoparéasitos encontrados del género Basilia son especificos del este orden y
presentan un riesgo minimo de transmision de enfermedades a otros mamiferos (Dick and Dittmar,
2014).

Esta compleja red de interacciones parasito-hospedero en el ambiente urbano requiere mas investigacion
para comprender su impacto, ademas, muestra la importancia de considerar tanto la especificidad del
hospedero como el potencial zoondtico al evaluar los riesgos para la salud publica. La presencia
simultanea de parasitos especificos y aquellos con potencial zoondtico sugiere que los mamiferos
silvestres son reservorios de patdgenos de importancia médica y veterinaria, mientras mantienen sus
propias comunidades parasitarias especificas. Esta dinamica resalta la necesidad de un enfoque Una
Salud en la vigilancia y control de las enfermedades parasitarias en areas urbanas.

4.5. Limitaciones metodoldgicas y desafios técnicos

El trabajo con fauna silvestre en condiciones de campo presenta limitaciones metodoldgicas importantes.

Un desafio fundamental es la imposibilidad de realizar evaluaciones diagndsticas completas debido a la
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falta de equipamiento especializado como electrocardiografos, ecodgrafos y equipos radioldgicos
(Silvestre A. and Cuenca R., 2011; Villalba-Aleman and Mufioz-Romo, 2016). Esto se complica con el
tamafo reducido de muestras bioldgicas, particularmente en especies pequefias como murciélagos y
roedores, donde el volumen minimo de sangre requerido para el analisis hematoldgico (200 ul) raramente
se alcanza (Villalba-Aleman and Mufioz-Romo, 2016). La variabilidad de la sensibilidad de las pruebas
diagnosticas se evidencio en los diferentes porcentajes de deteccion obtenidos: microscopia directa
(11.76%), flotacion (29.4%) y técnicas moleculares (35.3%). Esta variacion coincide con estudios
previos donde la microscopia directa muestra menor sensibilidad que las técnicas de concentracion y
moleculares (Cardenas Camacho et al., 2021; Lépez-Rodriguez and Pérez Lopez, 2011). Estas
limitaciones remarcan la necesidad de desarrollar protocolos para trabajo en campo con diferentes grupos
taxonomicos y optimizar técnicas moleculares para muestras de animales silvestres, que son
fundamentales para la interpretacion adecuada de resultados.
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Figura 1: Ubicacion del Jardin Botanico Padre Julio Mfero dentro del barrio Juan Eulogio Paz y

h re :

Mifio en la ciudad de Santo Domingo, provincia de Santo Domingo de los Tsachilas (Google, s.f.).
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890 Figura 2. Transectos y puntos de coleccion desplegados en el Jardin Botanico Padre Julio Marrero

891 (Google, s.f)
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893  Figura 3. Formas parasitarias observadas por microscopia en muestras de heces con una

894  magnificacion de 400X. Muestra de zariglieya y roedor mediante técnica directa de tincidén con Lugol
895  a) Aspidodera spp. (orden Nematoda), b) Balantidium coli (orden Protozoaria); ¢) Paragonimus spp.

896  (orden Nematoda). Mediante la técnica de flotacion de Faust se observan d) Aspidodera spp. (orden
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Nematoda), €) Acanthamoeba spp. (orden Amebozoa), f) Eimeria spp. (orden Apicomplexa); g) huevo
no fecundado de Ascaris spp. (orden Nematoda); h) Blastocystis spp.; i) Strongyloides spp. (orden

Nematoda; j) Capillaria spp. (orden Nematoda) y k) Ancylostoma spp. (orden Nematoda).

)
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Figura 4. Productos de amplificacién de ADN de a) muestras de heces analizados con los cebadores
Nematode C que genera bandas entre 380-400 pb, M: Marcador molecular, carril 1: control negativo, 2:
muestra de S. surdaster; 3: muestra de R. rattus; 4-7: muestras de M. caliginosus; b) muestras
analizadas con los cebadores de Apicomplexa A gue genera bandas entre 400-500 pb, M: marcador
molecular, carril 1-3 muestras de heces de M. caliginosus; 4-6: muestras de sangre obtenidas de M.
caliginosus; ¢) muestras de higado analizadas con los cebadores Kinetoplastida que genera bandas
entre 250-300 pb, M: marcador molecular, carril 1: control positivo Leishmania mexicana, 2: control
positivo Trypanosoma cruzi; 3: control negativo, 4-8: muestras de M. nigricans; d) muestras de
gusanos adultos analizadas con los cebadores de Nematode B que genera bandas entre 380-410 pb,
carril 1: control negativo, 2: Control positivo Toxocara spp., 3 muestra de Sylvilagus surdaster, 4:

muestra de Melanomys caliginosus, 5-8: muestras negativas.
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912
913  Figura 5. Ectoparasitos colectados en mamiferos silvestres. a) garrapata de la especie Ixodes luciae

914  colectadas de una zariglieya de las especies Didelphis marsupialis y un roedor de la especie Melanomys
915 caliginosus; b) Acaros de la familia Laelapidae colectadas de roedores de especie Melanomys

916 caliginosus; ¢) Rhopallopsyllidae sp.(pulga) colectado de los roedores de las especies Oligoryzomys
917  destructor y Rattus rattus; y d) Basilia sp. (diptero) colectado de un individuo de un murciélago de la
918  especie Myotis nigricans.

919 Tablas

920 Tabla 1. Secuencias de cebadores utilizados y tamafios esperados para nueve grupos taxonémicos de

921  parasitos (Cannon et al., 2018).

Taxon Tamafio Cebador F Cebador R
b

Amoebozoa 33(3p41)20 GAATTGACGGAAGGGCACAC GCCCYRTCTAAGGGCATCAC
Apicomplexa A 244-248  GACCTATCAGCTTTCGACGG CCCTCCAATTGWTACTCTGGR
Apicomplexa B 228-244  TGYGTTTGAATACTAYAGCATGG TCTGATCGTCTTCACTCCCTT
Apicomplexa C 420-470 TTGGMCTACCGTGGCARTGA TCAAGGCAAHWGCCTGCTT
Diplomonadida 277-285 RGGGACRGGTGAAATAGGATG CAAATTGAGCCGCAGACTCC
Kinetoplastida 250-300 AAATTAAACCGCACGCTCCA GCAAACGATGACACCCATGA
Microsporidia 370-440 BCAGGTTGATTCTGCCTGACR ACCAGWCTTGCCCTCCARTT
Platyhelminthes 350-550 CAATTGGAGGGCAAGTCTGG TGCTTTCGCWKTAGTTTGTCTG
Nematoda A 320-335 CACCCGTGAGGATTGACAG CGATCACGGAGGATTTTCAA
Nematoda B 380410 CGTCATTGCTGCGGTTAAAA CCGTCCTTCGAACCTCTGAC
Nematoda C 380440 AGTGGAGCATGCGGCTTAAT TGCAATTCCCTRTCCCAGTC

922
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923 Tabla 2: Valores promedio por especie de las constantes fisiologicas y parametros hematologicos evaluadas durante la revision fisica-clinica

924  de los mamiferos colectados en el Jardin Botanico Padre Julio Marrero de la ciudad de Santo Domingo, Ecuador.

Especie (n) Temp (°C) Frec. cardiaca Frec. respiratoria Hto % RBC WBC
(lat/min) (resp/min) (células/ul) (células/nl)
Ref Ob Ref Ob Ref Ob Ref Ob Ref Ob Ref Ob
Rodentia
M. caliginosus (8) 36.5-38 37 300-600 350 20-230 100 40-45 45 7.2- 9x10° 4.4-16.2 5x103
12.3x10¢ 10°
O. destructor (1) 36.5-38 36 300-600 350 20-230 180 40-45 40 7.2- 8x10° 4.4-16.2 5x10°
12.3x10° 10°
R. rattus (1) 36.5-38 37 300-600 300 20-230 120 40-45 41 7.2- 8x10° 4.4-16.2 5x10°
12.3x10° 10°
H. gymnurus (1) 36.5-38 36 300-600 380 20-230 150 40-45 42 7.2- 8x10° 4.4-16.2 5x10°
12.3x10° 10°
Didelphimorphia
D. marsupialis (2) 32-37 36 110-220 200 22-36 30 32-55 45 3.8-7.1 5x10° 6.6-29.3 7x103
x106 103
P. melanurus (3) 32-37 35 110-220 230 22-36 28 32-55 44 3.8-7.1 7x10° 6.6-29.3 7x10°
x10° 103
Chiroptera
M. nigricans (0) 25.3-37.2 - 58-999 - 240-300 - 49.8- - 12.6x10° - 4900 -
59.8
Lagomorpha
S. surdaster (1) 38.5-40 38 130-325 250 30-60 28 31.3- 40 4.5-6.9 5x 10° 4.1-10.9 6x10°
43.3 x10° 10°

n: nimero de individuos analizados; Ref: rangos de valores referenciales reportados por: Carpenters J. (2018) para el orden Rodentia, por Ortega (2023) para el
orden Didephimorphia, por Villalba-Aleman & Mufioz-Romo (2016) y O’Mara et al. (2017) para el orden Chiroptera, y por Brandao et al. (2020) para el orden
Lagomorpha; Ob: promedio de los valores observados en los individuos colectados; Hto %: porcentaje de hematocrito; RBC: conteo de globulos rojos; WBC:
conteo de globulos blancos

925



926  Tabla 3. Deteccion de parasitos mediante analisis microscopico en muestras de heces de mamiferos

927  colectados en el Jardin Botanico Padre Julio Marrero de la ciudad de Santo Domingo, Ecuador.

928

Especie n Lugol n (%) Faust n (%)
Rodentia 11 1(18.2) 3(27.3)
M. caliginosus 8 1 (12.5) 2 (25)
Balantidium coli Strongyloides spp.
Paragonimus spp. Capillaria spp.
Ancylostoma spp.
O. destructor 1 - 1 (100)
Blastocistys spp.
R. rattus 1 - -
H. gymnurus 1 - -
Didelphimorphia 5 1(20) 2(40)
D. marsupialis 2 1 (50) 1(50)
Aspidodera spp. Aspidodera spp.
P. melanurus 3 - 1(33.3)
Acanthamoeba spp.
Ascaris spp.
Eimeria spp.
Chiroptera NA NA NA
M. nigricans NA NA NA
Lagomorpha 1 - -
S. surdaster 1 - -
Total 17 2(11.8) 5(29.4)

n: nimero de individuos analizados; n (%): nimero de positivos (porcentaje

de infeccion)



929 Tabla 4. Deteccion de parasitos mediante analisis molecular en muestras de heces y sangre de mamiferos colectados en el Jardin Botanico

930 Padre Julio Marrero de la ciudad de Santo Domingo, Ecuador.

Especie n Heces Sangre Higado
Nematode C Apicomplexa A Apicomplexa An (%) Kinetoplastida Total
n (%) n (%) n (%)

Rodentia 11 3(27.3) - 2 (18.2) - 5(45.5)
M. caliginosus 8 3(37.5) - 2 (25.0) - 5(62.5)

1 (Hymenolepis microstoma) 2 (NC) 2 (Blastocistys spp.) - -

2 (Nippostrongylus 1 (NC) 1 (NI) - -

brasiliensis)

1 (ND) - - - -

O. destructor | - - - - -

R. rattus 1 1 (NI) - - - -

H. gymnurus 1 - - - - -

Didelphimorphia 5 - - - NA -

D. marsupialis 2 - - - NA -

P. melanurus 3 - - NA -

Chiroptera NA NA NA NA - -

M. nigricans NA NA NA NA 5 (NI) -
Lagomorpha 1 1 (100) - - - 1 (100)
S. surdaster 1 1 (100) - - - 1 (100)

1 (Oesophagostomum muntiacum)
Total 17

Total ID 4(23.5) - 2 (11.8) - 6 (35.3)
Total NI 2(11.2) - 1(5.9) 5(29.4) 8 (47.1)
Total NC - 3(17.6) - - 3(17.6)

NA: no analizado; NI: no identificado; NC: no corresponde al taxén amplificado; ID: identificado
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