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RESUMEN

La danta centroamericana (Tapirus bairdii) esta catalogada como una especie en peligro
de extincién. Existen varios factores que amenazan la conservacion de las dantas entre ellos
los parasitos. La pérdida de habitat ha aumentado el contacto de poblaciones de danta con
animales domésticos y humanos, incrementando la probabilidad de transmision cruzada de
parésitos entre ellos. Es importante realizar estudios de linea base para conocer la
diversidad de parasitos que presenta una poblacién de fauna silvestre amenazada. Por lo
que, el objetivo de este estudio fue analizar la presencia de parasitos gastrointestinales en la
danta centroamericana de vida libre y la relacion de sus letrinas con variables ambientales
en la region noroeste de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica. Para ello, se realizaron
expediciones para recolectar muestras de heces en el area de estudio, entre junio y
noviembre de 2017. Para analizar las muestras, se utilizaron las técnicas de microscopia
directa salina/ lugol, flotacién fecal, McMaster modificado, coprocultivo y prueba
inmunocromatogréfica para detectar Cryptosporidium parvum y Giardia duodenalis. Ademas,
se identificaron nematodos adultos recolectados en una necropsia de danta fallecida por
atropello en el area de estudio. Se analizaron 72 muestras fecales, las cuales se
distribuyeron en 25 sitios individuales y las restantes 47 en 17 letrinas. Asi mismo, se analiz6
la similitud de la composicién de los parasitos gastrointestinales en las letrinas, utilizando un
analisis cluster empleando el indice de Bray Curtis. Para determinar la relacion entre los
sitios de letrinas con variables ambientales se realiz6 un escalamiento multidimensional no
métrico (NMDS). Las variables a tomar en cuenta fueron: tipo de cobertura (paramo o
bosque nuboso), elevacién media (msnm), distancia a finca de ganado (m) y distancia a
cuerpos de agua (m). Se registraron ocho taxones durante los andlisis de laboratorio: las
familias Ascarididae y Anoplocephalidae; el género Kiluluma sp.; reportado por primera vez
en la danta centroamericana; Strongylus vulgaris, reportado en animales domésticos,
Balantidium coli reportado como zoonético; un género y especie de nematodo recientemente
descrito, Tziminema unachi; y se reporta por primera vez, dos especies de protozoos
comensales Buisonella tapiri y Blepharocorys cardionucleata. En general, la composicion de
parasitos en las letrinas fue similar en el area de estudio. La relacion entre la composicion de
los sitios (letrinas) y las cinco variables ambientales analizadas mostré que el tipo de
cobertura bosque y paramo son las variables que mejor explican la composicion de huevos,
larvas y quistes de parésitos en los sitios de muestreo (letrinas), mientras que la distancia a

fincas de ganado, también podria ser determinante para la semejanza y composicion de los



sitios de muestreo. Se necesitan mas estudios para una estimacién precisa de la
composicion parasitaria en la danta centroamericana, y para una mejor comprensiéon de los
efectos que la perturbacion del habitat podrian tener sobre la transmision de enfermedades
parasitarias, ya que puedan ser negativas para los esfuerzos de conservacién y para la
viabilidad de la poblacion de danta centroamericana en la regién noroeste de la Cordillera de

Talamanca.

Palabras clave: Composicién de parasitos, Cordillera de Talamanca, parasitos

gastrointestinales, Tapirus bairdii, , similitud, variables ambientales.



Vi

AGRADECIMIENTOS

Al DAAD (Servicio Aleman de Intercambio Académico), gracias a su apoyo econémico
que hizo posible mi desarrollo académico. A su personal, especialmente a Grettel Gonzalez
por su apoyo logistico durante mi maestria en Costa Rica.

Al Ministerio de Cultura de El Salvador y al Parque Zooldégico Nacional de El Salvador por
otorgarme una licencia de trabajo y apoyarme en todo momento durante este posgrado.

A mi estimado comité de tesis M.Sc. Mauricio Jiménez, Ph.D. Moénica Retamosa
(especialmente por su comprension) y Ph.D. Ana Jiménez por permitirme aprender de cada

uno de ustedes y por el seguimiento que me dieron durante este trabajo.

Al equipo de N&i Conservation por darme la oportunidad de trabajar y por transmitirme
esa pasion por las dantas, especialmente a Esteban, Jorge y Chris por apoyarme en mi fase

de campo y acompafarme hasta el final del trabajo.

A todos los profesores del Instituto Internacional de Conservacion y Manejo de Vida
Silvestre (ICOMVIS), por su extenso conocimiento compartido que facilitdé mi desarrollo

académico, especialmente al Ph.D. Spinola, por ayudarme con el andlisis de mis datos.

Al Laboratorio de Parasitologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional (EMV-UNA), especialmente a Cesar y Dra Ana, sin sus conocimientos no habria

podido finalizar este estudio.

A mis compafieros del Parque Zoolégico Nacional de El Salvador: Dra. Virna, Lic.
Miranda, Lic. Vladlen, Florcita, Esmeralda, Leo, Lic. Regina y especialmente a Dra. Violeta

por su apoyo Y carifio a la distancia.

A mis amigos Mauri, Rocio y Jarvin por su ayuda incondicional desde el primer dia hasta
el ultimo de mis estudios. También, a mis estimados amigos de la promocién XXVI, por su

amistad.



DEDICATORIA

A Dios, a mis padres, Rogelio y Mirna por ser mi ejemplo de lucha, por su amor y
cuidados durante toda mi vida. A mi hermana, por su amor, amistad, compafiia y apoyo a la
distancia. A mi abuelita, su amor, entrega y ensefianzas quedaron grabadas en mi para
siempre. A mi amado novio y mejor amigo, Juan Manuel por todo su apoyo, sus animos, su
comprension y su amor durante todo este tiempo, en el que me hacia sentir cerca de casa. A
toda mi familia, especialmente a Lupita por ser un apoyo incondicional durante toda mi vida.



CONTENIDO

Pagina

RESUMEN .o e e e e e e e e e e ea e ees v
AGRADECIMIENTOS ..o eaa s VI
DE DI C AT ORI A e et v
LISTA DE CUADROS ... .o e e e eas Vil
LISTA DE FIGURAS . ..o a e eaa s VIl
INTRODUCCION ......ooviiiiiiiietiisteie sttt sttt sttt st ssens 1
AREA DE ESTUDIO ..ottt sre e 7
METODOS ...ttt ettt ettt ettt se bt se st et ne et neanis 10
RECOIECCION TE MUESTIIAS ...oveiviiiiietiiteie ettt et e ettt b bt b st et e st et et es e e besteneebennenes 10
Procesamiento e 18S MUEBSIIAS .......cooiiii ittt et b e bbbt sae e b e 11
(a) Microscopia directa SaliNa/IUQOL. ...........ccoiiiiiiii i e 11
(o) IS 1Yo [T =T a1 = Uox (o] o HU RSSO 11
(c) Flotacion (Sheather con solucion hipersaturada de azucar, densidad 1.3). ......c.ccccccevvenenee. 12
(d) McCMaASEEr MOGIFICATO. ......coiiiiiiiie bbbt sae e 12
Identificacion de huevos, larvas, quistes y parasitos adultos.........ccococvevviiniennininense e 13
ANAIISIS T 10S GALOS ...iiiiiitiiiiiiiti ettt ettt st et st e s e ebe s b e e e besb e s e ebesbe e ebeabe e abesbeeetesreseas 13
Similitud de letrinas y su relacién con variables ambientales..........ccccccooevviiiniiiienciccene e, 14
RESULTADOS ..o et e et e e e e et e e s e e e eens 15

Identificacion de huevos, larvas, quistes y parasitos adultoS......c.cccceeevenvnnn e 15



Vi

Similitud de letrinas y su relacién con variables ambientales..........ccccccoceveiiiniiiicccccse e, 19
DISCUSION ...ttt 22
CONCLUSIONES ... .o 29
RECOMENDACIONES ...t 30
IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION DE LA VIDA SILVESTRE......... 31
LITERATURA CITADA ..ttt 33

ANEXOS e 43



vii

LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Frecuencia relativa de PGI presentes en muestras fecales de la danta
centroamericana, entre junio y noviembre de 2017 en la region noroeste de la Cordillera de
Talamanca. La frecuencia relativa se refiere a la frecuencia de ocurrencia de parasitos en
relacion al total identificado (n = 258). Por conveniencia los valores se presentan en
porcentaje. 16



viii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Area de estudio en la region noroeste de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica.
Reserva Biolégica Cerro Vueltas (RBCV), Parque Nacional Los Quetzales (PNLQ), Reserva
Forestal Los Santos (RFLS), Reserva Forestal Rio Macho (RFRM), Parque Nacional
Tapanti-Macizo de la Muerte (PNTMM) y Reserva Privada lyok Ami (RPIA). 8

Figura 2. Area de estudio en la region noroeste de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica.
Reserva Biolégica Cerro Vueltas (RBCV), Parque Nacional Los Quetzales (PNLQ), Reserva
Forestal Los Santos (RFLS), Reserva Forestal Rio Macho (RFRM), Parque Nacional
Tapanti-Macizo de la Muerte (PNTMM) y Reserva Privada lyok Ami (RPIA). 9

Figura 3. Curva de acumulacién de parasitos gastrointestinales registrados en las muestras
fecales de la danta centroamericana, entre junio y noviembre de 2017, en la region noroeste

de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica. 15

Figura 4. Distribucién de nimero de PGI por muestra fecal de danta centroamericana.

Region noroeste de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica, 2017. 17

Figura 5. Frecuencia absoluta de PGI presentes en muestras fecales de la danta
centroamericana, entre junio y noviembre de 2017 en la region noroeste de la Cordillera de
Talamanca. La frecuencia absoluta se refiere a la frecuencia de parasitos en las muestras
(n=72). Anoplocephalidae (Ano), Ascarididae (Asc), Balantidium coli (Bal), Blepharocorys
cardionucleata (Ble), Buisonella tapiri (Bui), Kiluluma sp. (Kil), Strongylus vulgaris (Str),
Tziminema unachi (Tzi). 17

Figura 6. A. Tziminema unachi, B. Kiluluma sp., C.Ascarididae D. Strongylus vulgaris (larva
infectiva 3), E. Anoplocephalidae, F. Balantidium coli (quiste), G. Buisonella tapiri y H.

Blepharocorys cardionucleata. 18



Figura 7. Analisis de similitud de los parasitos gastrointestinales utilizando el indice de Bray
Curtis para las 17 letrinas de danta centroamericana, entre junio a noviembre 2017 en la
region noroeste de la Cordillera de Talamanca. Kiluluma sp. (Kil), Tziminema unachi (Tzi),
Strongylus vulgaris (Str), Ascarididae (Asc), Anoplocephalidae (Ano), Balantidium coli (Bal),

Buisonella tapiri (Bui), Blepharocorys cardionucleata (Ble). 20

Figura 8. NMDS determinado por las 17 letrinas de danta centroamericana, su composicion

de parasitos y las variables ambientales. Stress 0.0944 21



INTRODUCCION

La conservacion de la vida silvestre requiere de cuatro factores importantes: la
comprension de sus caracteristicas biogeogréficas, la estructura de su comunidad, la
dindmica de la poblacion, el comportamiento individual y un quinto factor imprescindible para
los esfuerzos de conservacion, la comprension de los problemas de salud que pueden
afectar a las poblaciones (Meffe,1999). Actualmente, la salud de la vida silvestre esté siendo
amenazada por actividades antropogénicas; la fragmentacion y degradacion del habitat, el
aislamiento de las poblaciones de vida silvestre y una mayor proximidad de los seres
humanos a las areas silvestres (Daszak et al. 2000; Deem et al. 2001;Thompson et al. 2009).
Este fendbmeno esta ocurriendo a una escala global, creando un entorno propicio para la
transmisién de enfermedades que pueden afectar de manera negativa a la vida silvestre y a

los esfuerzos para conservarla (Deem et al. 2001).

Las enfermedades parasitarias pueden parecer un problema menor para el
mantenimiento de las especies silvestres, en comparacion con la pérdida de habitat, la caza
y la contaminacion (McCallum y Dobson, 2008). Sin embargo, la aparicion de patégenos
puede afectar la densidad y distribucion de la fauna silvestre ( Murray et al. 1999; Cleaveland
et al. 2007; McCallum y Dobson, 2008). Actualmente, la importancia potencial de los
parasitos y patdgenos en el declive de las especies ha sido reconocida (Fiorello et al. 2006;
McCallum y Dobson, 2008).

Un factor importante para determinar el papel de las enfermedades parasitarias en la vida
silvestre es el andlisis de la diversidad de paréasitos que poseen (Bongers y Ferris, 1999). A
pesar de esto, la comprension de las relaciones, parasito y huésped, especialmente las
funciones que cumplen en la salud de las poblaciones de vida silvestre, es muy limitada
(Polley y Thompson, 2015). Las poblaciones de animales silvestres estan reguladas por
factores biéticos o abidticos y los parasitos son un factor biético que afecta a la dinamica y la
densidad de las poblaciones de fauna silvestre (Aguiar et al. 2016). Para muchas especies
de vida silvestre existe poca informacion sobre rutas de transmisién, patrones
epidemioldgicos, el poliparasitismo, el ambito de hospedadores, la distribucién geogréfica de
los parésitos, los huéspedes y sobre todo qué papel cumplen en la salud de la fauna

silvestre infectada (Polley y Thompson, 2015).



A pesar de este relativo abandono, en los ultimos afios se han hecho muchos avances
importantes sobre la comprension entre la vida silvestre, sus parasitos, animales domésticos,
las personas y los ecosistemas (Polley y Thompson, 2015). Entre las principales relaciones
de parasitos y huéspedes que se pueden mencionar estan: los parasitos pueden causar la
muerte a sus huéspedes; interferir en la alimentacién y reproduccion; contribuir a la
dispersién del huésped; o no mostrar ningun efecto (Aguiar et al. 2016). Especialmente
preocupante son los riesgos de muerte en poblaciones en declive, provocadas por
inmunosupresion (Fiorello et al. 2006; Polley y Thompson, 2015). Debido a la presencia de
esta posibilidad se debe dar prioridad a la definicion de las relaciones reales y potenciales de
los parasitos en la salud de la vida silvestre en especies amenazadas (Polley y Thompson,
2015).

El tapir centroamericano, danta o tapir mesoamericano, es la especie de mamifero
neotropical mas grande. Actualmente, esta catalogado por la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN) como en peligro de extincion, debido a la disminucién
del 50% de sus poblaciones en los ultimos 33 afios (tres generaciones) (Acosta et al. 2013;
Garcia et al. 2016). Las enfermedades parasitarias se mencionan a menudo como una grave
amenaza para la conservacion de la especie (Fiorello et al. 2006). A causa de su baja tasa
reproductiva, lento crecimiento y baja densidad de la poblacion, las dantas son mas
susceptibles a amenazas potenciales como enfermedades infecciosas (Hernandez-Divers et
al. 2005). Ademas, la expansion de la frontera agropecuaria puede provocar la introduccion
de nuevos patdgenos, vectores y su intercambio entre las dantas y animales domésticos
(Aldan et al. 2004; Medici et al. 2014).

En Costa Rica, el T. bairdii se distribuia histéricamente en todo el territorio, pero
actualmente las poblaciones viables se encuentran en algunos parques nacionales
(Gonzélez- Maya y Schipper, 2009). Por ejemplo, la especie se encuentra en el Parque
Nacional Chirripo elevacion mas alta donde se distribuye en Costa Rica (Gonzalez- Maya y
Schipper, 2009). Sin embargo, la informacién sobre esta especie por encima de los 1 000
msnm es escasa (Naranjo y Vaughan, 2000). Esta falta de informacién sobre la salud de la
danta en el medio silvestre puede ser un obstaculo importante para la planificacion de
estrategias efectivas que mejoren la supervivencia y viabilidad de la poblacién de la danta a

largo plazo (Mangini et al. 2012).



En el pasado, la aparicién de enfermedades infecciosas entre los animales silvestres
recibié poca atencion, excepto cuando ocurrieron eventos importantes, que a menudo
involucraban la salud de los seres humanos o animales domésticos (Wobeser, 2002). En
1987, la Sociedad de la Biologia de la Conservacion en Australia incluy6é una seccion
especial sobre las enfermedades en sus reuniones anuales (McCallum y Dobson, 2008). En
estas reuniones ya se destacaba la importancia de las enfermedades parasitarias,

especialmente en animales amenazados (McCallum y Dobson, 2008).

Gran parte de las investigaciones iniciales sobre parasitos en la fauna silvestre se basé
en hallazgos incidentales, pero pronto los parasitélogos se dieron cuenta de la importancia
de investigar la fauna de parasitos de la vida silvestre, para completar sus estudios de
animales domésticos (Junker et al. 2015). Ademas, los parasitélogos percibieron la
interrelacion de la fauna silvestre como huéspedes potenciales para los parasitos de los
animales domésticos y viceversa (Junker et al. 2015).

Segun MCcallum y Dobson (2008) las enfermedades parasitarias aumentan la mortalidad,
al disminuir la fecundidad y supervivencia de las especies amenazadas. Durante la ultima
década, los problemas de salud se han convertido en una preocupacion para aquellos que
trabajan con dantas en la naturaleza (Magnini et al. 2012; Magnini y Fernandes-Santos,
2014). De esta manera, la presencia de parasitos se ha descrito con frecuencia en dantas,
pero existen pocos datos disponibles sobre las manifestaciones de enfermedad, influencia

ambiental y estacionalidad (Mangini et al. 2012; Quse y Fernandes-Santos, 2014).

En general, la presencia de parasitos no se ha asociado con signos clinicos en la danta
de vida libre y los estudios sugieren un cierto equilibrio en la relacién parasito huésped en
ambientes naturales (Mangini et al. 2012). Entre los parasitos gastrointestinales reportados
en la danta de vida libre sin problemas clinicos asociados, se incluyen Agriostomun sp.,
Lancandoria sp., Neomurshidia sp., Trichostrongylus sp., Strongylus sp (transmitidos por
equinos y bovinos domésticos), Brachylumus sp., Eimeria sp. y Balantidium sp. (Lira Torres
et al. 2001; Aldan et al. 2004; Pukazhenthi et al. 2008; Santos, 2011; Mangini et al. 2012).
Mientras que en dantas en cautiverio, se incluyen Parascaris sp. Fasciola hepatica, Capillaria

sp. y Giardia sp. (Ramsay y Zainuddin 1993; Mangini et al. 2012).



Sin embargo, las dantas pueden presentar parasitos patégenos especialmente en
animales inmunosuprimidos (Quse y Fernandes-Santos, 2014). Por ejemplo, Balantidium coli
se encuentra frecuentemente en muestras fecales de dantas; pero al presentarse una
supresion del sistema inmune de las dantas, pueden ocasionar signos y sintomas de
enfermedad (Quse y Fernandes-Santos, 2014). Ademas, se vuelve necesario realizar
estudios sobre los parasitos presentes en dantas para diferenciar los endoparasitos que
infectan naturalmente a las dantas de los adquiridos a través de la interaccion con animales
domeésticos (Quse y Fernandes-Santos, 2014). En México se ha comprobado que la danta
centroamericano presenta altas prevalencias de parasitos (Trichostrongylus sp.),
posiblemente como consecuencia de la coocurrencia con bovinos y equinos domeésticos
(Aldan et al. 2004).

En Costa Rica, el primer estudio sobre la salud de las dantas de vida libre se realiz6 entre
el afio 1997 y el 2000 (Hernandez-Divers et al. 2005). Segun estos autores, las dantas
estudiadas se distribuyeron en una zona remota del Parque Nacional Corcovado; sin
embargo, esporadicamente se acercaban a los bordes del parque que estaban rodeados de
tierras agricolas. De esta manera, Hernandez- Divers et al. (2005) concluyen que se deben
realizar estudios adicionales en los limites de los parques nacionales, para determinar la
susceptibilidad de las dantas a los patégenos de animales domésticos como los
endopardsitos, puesto que, la mayor parte de la informacién sobre enfermedades en dantas

viene de dantas en cautiverio (Centoducatte et al. 2011).

La comprensién actual de muchas infecciones parasitarias en la fauna silvestre es
insuficiente, en parte debido a que se carece de informacion fiable sobre la identificacién de
los parasitos, esencial para hacer determinaciones epidemioldgicas (Thompson et al. 2007).
La recopilacion y andlisis de datos sobre la diversidad, la relacion huésped y parésito y la
ecologia de parasitos en los sistemas naturales, son claramente muy importantes en
términos de conservacion (Thompson et al. 2009). Esto, debido a los numerosos vinculos
estrechos entre los hospedadores, los parasitos, la estructura y funcién de los ecosistemas
(Polley y Thompson, 2015). Ademas, las interacciones de parasitos y su huésped pueden
ser (tiles para reconocer y evaluar las respuestas de los ecosistemas a los factores que

causan trastornos e inestabilidad (Polley y Thompson, 2015).



Las précticas agricolas cambiantes, los animales domésticos y la degradacion del habitat
han afectado la presencia de enfermedades en la vida silvestre (Weinstein y Lafferty, 2015).
Segun Weinstein y Lafferty (2015), estos efectos vienen a través de dos rutas. En primer
lugar, las actividades antropogénicas crean nuevas dindmicas huésped y parasito. Segundo,
las actividades antropogénicas alteran la dinamica de transmision existente cambiando la
densidad del huésped, la supervivencia del parasito y las tasas de contacto huésped
parasito. La creciente fragmentacion del habitat de la danta y su aumento en el contacto con
los animales domésticos, han sido sefialados como causas potenciales de la aparicion de
patdgenos en las poblaciones de dantas (Mangini et al. 2012). De esta manera, la presencia
de parasitos en dantas puede ser un indicador para los manejadores de vida silvestre,
utilizada para establecer soluciones mitigadoras contra las actividades humanas en areas
silvestres protegidas (Weinstein y Lafferty, 2015).

Un aspecto interesante del uso de habitat de la danta centroamericana se relaciona con
sus habitos de defecacion. La danta centroamericana frecuentemente defeca en cuerpos de
agua poco profundos; sin embargo, algunas veces utilizan sitios particulares fuera del agua,
formando letrinas en las que pueden observarse grandes concentraciones de heces
(Fragoso, 1997; Naranjo y Cruz, 1998). Se ha reportado por varios autores, la importancia de
las letrinas de la fauna silvestre en la transmisién de enfermedades parasitarias, de animales
domésticos o humanos, a otras especies silvestres (Kazacos y Boyce, 1989; Sheppard y
Kazacos, 1997). Las dantas y otras especies silvestres se pueden infectar con parasitos de
animales domeésticos o humanos con huevos, larvas, quistes y ooquistes que se acumulan
en las letrinas de danta (Kazacos y Boyce, 1989). De esta manera, las letrinas se convierten
asi en focos importantes formas infectantes de parasitos (Jacobson et al. 1982). Ademas,
sirven como fuentes de infeccién a largo plazo para la fauna silvestre. Es necesario evaluar
la relacion que estas poseen con variables ambientales para determinar el potencial de

transmision que podrian presentar para la fauna silvestre (Page y Swihart, 1998).



En general, la mayor parte de la informacion sobre la salud de la danta proviene de
colecciones en cautividad (Janssen et al. 1999; Nunes et al. 2001; Janssen, 2003; Mangini et
al. 2012). De hecho, hay una casi completa falta de datos sobre la evaluacion de la salud en
las poblaciones de la danta de vida libre (Quse y Fernandes-Santos, 2014). La informacién
disponible de poblaciones de danta de vida libre proviene de un estudio a largo plazo de la
danta centroamericana en el Parque Nacional Corcovado (Hernandez-Divers et al. 2005), asi
como estudios realizados en Brasil (Mangini et al. 2012; Medici et al. 2014). De esta manera,
los impactos de los patdégenos en la dinAmica de la poblacion de danta silvestre siguen

siendo en gran parte desconocidos (Quse y Fernandes-Santos, 2014).

Es urgente estudiar los endoparasitos en la danta de vida libre para evaluar el papel de
las dantas en estos ciclos e identificar los endoparasitos que lo infectan naturalmente de los
adquiridos por la danta a través de la interaccion con el humano y animales domésticos

(Quse y Fernandes-Santos, 2014).

Objetivo General

Analizar la presencia de parasitos gastrointestinales en la danta centroamericana de vida
libre (Tapirus bairdii) y la relacion de sus letrinas con variables ambientales en la region
noroeste de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica.

Objetivos especificos

¢ |dentificar grupos, géneros o especies de parasitos gastrointestinales presentes en la

danta centroamericana (Tapirus bairdii) de vida libre.

e Analizar la similitud de la composicion de parasitos en las letrinas de la danta

centroamericana (Tapirus bairdii) de vida libre.

e Determinar la relaciéon entre las letrinas con presencia de parasitos gastrointestinales

de la danta centroamericana (Tapirus bairdii) y variables ambientales.



AREA DE ESTUDIO

La region noroeste de la Cordillera de Talamanca (Figura 1) se encuentra en el sur de
Costa Rica y se extiende hacia el oeste de Panama (Gonzélez-Maya et al. 2008). Esta
region es considerada parte de los corredores mas importantes de bosque que queda en
Mesoameérica, posee mas especies endémicas que cualquier otra parte de Costa Rica
(Gonzélez-Maya et al. 2008). Sobresale de las tierras bajas proximas y se caracteriza por
pendientes pronunciadas y habitats montafiosos, incluidos paramo y bosque nuboso
(Gonzélez-Maya et al. 2008). La estructura de estos bosques es homogénea a gran escala
pero muy heterogénea a pequefia escala; la heterogeneidad se debe a las brechas
pequefias y medianas causadas por las ramas o arboles caidos, y a la variacién en la
pendiente, el suelo o las especies dominantes, como los bambues del género Chusquea
(Tobler, 2002). La Cordillera de Talamanca est4 compuesta de un mosaico de areas
protegidas, reservas, granjas indigenas y privadas, e incluye el area protegida mas grande
en Costa Rica, el Parque Internacional La Amistad (PILA),que se comparte entre Costa Rica

y Panama (Gonzalez-Maya y Mata- Lorenzen, 2008).

La precipitacién media anual es de aproximadamente 5 000 mm, generalmente con una
época lluviosa pronunciada desde finales de abril hasta finales de octubre, y la época seca
de noviembre a abril (Kappelle, 1996) con temperaturas que oscilan entre 0°C y 28°C (Wolf
et al. 1976). La humedad relativa oscila entre 35% y 90% durante la época seca y entre 70%
a 95% durante la época lluviosa (Kappelle, 1996). Este ultimo autor describe que la region
noroeste de la Cordillera de Talamanca se caracteriza por ser extremadamente inaccesible,
por lo que hasta ahora ha escapado a la explotacién antropica. Sin embargo, la presion para
el cambio en el uso de la tierra es fuerte, especialmente la conversion de bosques nubosos a
pastizales y tierras de cultivo (Kappelle, 1996). Tales modificaciones alteran la distribucion
natural de la danta centroamericana, debido a la pérdida y fragmentacién del habitat,
marginando asi a la especie a partes mas altas e inaccesibles de la Cordillera (Gonzalez-

Maya y Mata- Lorenzen, 2008).
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Figura 1. Area de estudio en la region noroeste de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica.
Reserva Biolégica Cerro Vueltas (RBCV), Parque Nacional Los Quetzales (PNLQ), Reserva
Forestal Los Santos (RFLS), Reserva Forestal Rio Macho (RFRM), Parque Nacional
Tapanti-Macizo de la Muerte (PNTMM) y Reserva Privada lyok Ami (RPIA).

El area de estudio abarca 291 Km?, circundantes a lo largo de 38 Km de la Carretera
Interamericana Sur (Ruta 2). Esta area comprende la Reserva Biolégica Cerro Vueltas
(RBCV), el Parque Nacional Los Quetzales (PNLQ), la Reserva Forestal Los Santos (RFLS),
Reserva Forestal Rio Macho (RFRM), el Parque Nacional Tapanti Macizo de la Muerte
(PNTMM) y la Reserva Privada lyok Ami (RPIA) (Figura 2). La Cordillera de Talamanca es la
region con la mayor cobertura boscosa de Costa Rica, pero a su vez es la regidn menos
conocida del pais y la que posee menor cantidad de estudios de mamiferos (Rodriguez-
Herrera et al. 2002; Tobler, 2002).
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Figura 2. Area de estudio en la regién noroeste de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica.
Reserva Biolégica Cerro Vueltas (RBCV), Parque Nacional Los Quetzales (PNLQ), Reserva
Forestal Los Santos (RFLS), Reserva Forestal Rio Macho (RFRM), Parque Nacional
Tapanti-Macizo de la Muerte (PNTMM) y Reserva Privada lyok Ami (RPIA).
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METODOS

Recoleccién de muestras

Las muestras fecales fueron recolectadas en cinco expediciones durante los meses de
junio a noviembre de 2017. Para el muestreo se utilizé el método de transectos lineales de
amplitud variada (Aldan et al. 2004). Cada evento de muestreo estuvo compuesto por cuatro
dias. Las muestras fueron recolectadas, dentro del area de estudio, en senderos principales
y senderos hechos por las dantas o en sus letrinas. Por lo anterior, se requirié seguir rastros

tales como huellas y cortezas de arboles mordidas.

Solo se recolectaron muestras fecales frescas, es decir, que no estuvieran secas. Para
esto, se tomaron en cuenta las caracteristicas fisicas: textura, olor penetrante, color verdoso
y sin crecimiento de hongos macroscépicos o semillas germinadas en las heces (Aldan et al.
2004). Antes de recolectar las heces, se examinaron macroscopicamente, se observé su
consistencia y la presencia de proglétidos o nematodos adultos.

Se colectaron aproximadamente 20 g de heces de cada muestra. Para ello, se utilizaron
guantes de nitrilo y se depositaron en bolsas plasticas herméticas y se trasladaron en una
hielera a una temperatura de 4°C. Cada muestra fue considerada como Unica, etiquetdndose
de forma individual y de manera visible. Se utiliz6 para ello los criterios de hora, fecha,
coordenadas geograficas del sitio de colecta, asi como cualquier otra informacion que se
considerara relevante. Las muestras fueron transportadas al Laboratorio de Parasitologia de
la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional (EMV-UNA) para su

procesamiento.
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Procesamiento de las muestras

Las muestras de heces fueron procesadas de acuerdo a lo reportado por Zajac y Conboy
(2012):

(@) Microscopia directa salina/lugol.

La microscopia directa es til para detectar la presencia de protozoos (Zajac y Conboy,
2012).En la microscopia directa salina/lugol, se colocé una gota de solucion salina en el
centro de la mitad izquierda de una lamina portaobjetos y una gota de lugol en el centro de la
mitad derecha de la misma lamina portaobjetos. Con un palillo de madera, se tomé una
pequefia porcién de heces, aproximadamente 2 g. y se agregoé a la gota de solucién salina;
posteriormente se agregd una porcion similar a la gota de lugol. Luego, se mezclaron las
heces con las gotas para que se formaran suspensiones. Cada gota fue cubierta con un
cubreobjetos, cuidando que no se formaran burbujas de aire. Se examinaron las

preparaciones en el microscopio con el objetivo 10x, o si era necesario con el objetivo 40x.

(b) Sedimentacion.

El procedimiento de sedimentacién se usé para aislar huevos de trematodos,
acantocéfalos y nematodos cuyos huevos no flotan facilmente en soluciones de flotacion
comunes (Zajac y Conboy, 2012). En la técnica de sedimentacion simple, se mezcld
aproximadamente 100 ml de agua con aproximadamente 10 g de heces, se col6 y colocé en
un vaso de precipitados. Se dejé que la mezcla reposara durante una horay luego se
decant6 el sobrenadante. Se agregd mas agua al precipitado y se repitié dos veces el
proceso de sedimentacion. Se mezclé el precipitado restante y se colocaron tres gotas en un
portaobjetos. A las tres gotas, se les agreg6 una gota de azul de metileno al 0.1%. El azul de
metileno tifid los restos vegetales de azul, sin tefiir los huevos de parasitos y protozoos, que
sobresalieron con un color marrén amarillento. Se cubri6 la preparacion con un cubre objeto

y se observé en el microscopio con el objetivo 10X.
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(c) Flotacion (Sheather con solucién hipersaturada de azlcar, densidad 1.3).

Esta técnica concentra los huevos y quistes de parasitos y elimina los detritos (Zajac y
Conboy, 2012). La flotacién fecal se basa en el principio de que el material del parasito
presente en las heces es menos denso que el medio de flotacién fluida, por lo tanto, flotara
en la parte superior del contenedor, donde se puede recoger para la evaluacién
microscoépica (Zajac y Conboy, 2012). Se mezclaron cuatro gramos de heces con la solucion
de flotacién en un beaker. Luego, se colé la mezcla a través de un colador. Se vertio la
mezcla en un recipiente de flotacion hasta que hubiera un menisco invertido en la parte
superior del contenedor. Se colocé un portaobjetos en la parte superior sobre el menisco. Se
dejo reposar la flotacién durante al menos 20 minutos y se retir6 el portaobjetos. Finalmente,

se le coloc6 un cubreobjetos y se examind en el microscopio con el objetivo 10X.

(d) McMaster modificado.

La técnica requiere el uso de camaras de conteo reutilizables y se realiza para estimar el
grado de contaminacion de las muestras por medio del conteo de los huevos de parasitos de
la familia Strongylidae. Se combinaron 4 g de material fecal con 56 ml de solucién de
flotacién (solucion hipersaturada de azucar, densidad 1.3) y se obtuvo un volumen total de
60 ml. Se mezcld y cold a través de un colador pequefio. Se usaron goteros para transferir la
mezcla y llenar las camaras de conteo por completo. Se dejé reposar la cAmara de conteo al
menos cinco minutos antes de examinarla para permitir que ocurriera el proceso de flotacion.
También, se enfocaron las divisiones de la camara y se contaron los huevos de la familia
Strongylidae en cada division, examinando la capa superior. Se observé la camara de conteo

en el microscopio con el objetivo 10X.

Para determinar el nimero de huevos por gramo de heces (h.p.g.h), se sumaron los
recuentos de ambas cadmaras para cada parasito. Sin embargo, dado que se usaron 4 g de
heces en la prueba, se multiplicé el numero de huevos contados por 50. Por lo tanto, cada
huevo observado representa 50 h.p.g.h en el recuento final. Las muestras con carga
parasitaria mayor a 50 h.p.g.h, de la familia Strongylidae, fueron sometidas a la técnica de
coprocultivo (Zajac y Conboy, 2012; Dwight, 2014). Para el coprocultivo, cuatro gramos de
las heces frescas de la danta se mezclaron y humedecieron con agua. Luego, se les agregé

viruta de madera, para que tuvieran una consistencia semisolida.
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Posteriormente, se colocaron las heces en un recipiente, el cual fue cubierto con papel
aluminio con agujeros, para que no se impida la circulacion de aire y se reduzca la

desecacion de la preparacion. El cultivo se mantuvo a 27 ° C durante siete dias.

Ademas, a cada muestra se le realiz6 la prueba inmunocromatografica Crypto-Giardia
(FASTest® CRYPTO-GIARDIA), para detectar los parasito zoonoticos: Cryptosporidium

parvum y Giardia duodenalis (Megacor, Diagnostik).

Identificacion de huevos, larvas, quistes y parasitos adultos.

Los huevos, larvas y quistes fueron identificados de acuerdo a sus caracteristicas
morfolégicas (Zajac y Conboy, 2012). Los parasitos adultos fueron recolectados, en el area
de estudio, durante la necropsia de una danta atropellada. En este caso, los parasitos fueron
lavados con agua destilada y preservados en alcohol al 70% hasta el momento de su
identificacion (Dwight, 2014). Los parasitos adultos fueron identificados de acuerdo a la clave
de nematodos de vertebrados (Anderson et al. 2009), a lo reportado por Beveridge y Jabbar
(2013) y Giliris et al. (2017). La identificacién de parasitos adultos se basd en medidas
morfoldgicas y métricas, especialmente de capsula bucal y estructuras sexuales (Anderson
et al. 2009). Los parasitos adultos fueron montados entre cubre y portaobjetos con solucién
de Hoyer (Zajac y Conboy, 2012). Todas las muestras procesadas fueron observadas en
microscopio Optico con el objetivo 100x (Zajac y Conboy, 2012; Dwight, 2014).

Andlisis de los datos

Ademas de identificar los parasitos intestinales al menor nivel taxonémico posible, se hizo

un célculo de las frecuencias de su ocurrencia de acuerdo a las siguientes formulas:

. . Total de ocurrencia de cada parasito
Frecuencia relativa (%) = X 100
Total de ocurrencia de todos los parasitos

, Total de ocurrencia de cada parasito
Frecuencia absoluta (%) = X 100
Numero de muestras
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Similitud de letrinas y su relacion con variables ambientales

Se realizé una base de datos donde se incorporaron los datos de la ubicacion de letrinas
con sus referencias espaciales y temporales. Ademas, se utilizé el software de sistemas de
informacion geografica QGIS 2.14.8 (QGIS Development Team, 2016), para obtener
variables ambientales a relacionar con las letrinas: tipo de cobertura (paramo o bosque
nuboso primario), elevacion media (msnm), distancia a finca de ganado (m) y distancia a

cuerpos de agua (m).

Se analiz6 la similitud en la composicion de taxones entre las letrinas muestreadas. Para
ello, se hizo un andlisis cluster empleando el indice de Bray Curtis. Este analisis se realiz6
en el software PAST (Hammer et al. 2017). Para analizar la relacion de los sitios (letrinas) y
su composicion de pardasitos gastrointestinales (PGI) se realizé un escalamiento multi-
dimensional no métrico (NMDS, por sus siglas en ingles). El resultado se pudo visualizar en
un grafico de ordenacion. Posteriormente se relacionaron los ejes resultantes con variables
ambientales para determinar de manera indirecta la relacion de estas sobre la matriz de

sitios por especies utilizando el software PAST (Hammer et al. 2017).
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RESULTADOS

Identificacion de huevos, larvas, quistes y parasitos adultos

Un total de 72 muestras fecales de la danta centroamericana fueron recolectadas en 20
transectos lineales (aproximadamente 100 Km). Las muestras se distribuyeron en 25 sitios
individuales y las restantes 47 en 17 letrinas. La curva de acumulacién de especies de
parasitos registrados, se estabilizé6 en 45 muestras con un intervalo de confianza del 95%
(Figura 3).

Numero de especies

T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Muestras analizadas

Figura 3. Curva de acumulacion de pardasitos gastrointestinales registrados en las muestras
fecales de la danta centroamericana, entre junio y noviembre de 2017, en la regién noroeste

de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica.
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De un total de 72 muestras de heces el 98.6% fue positivo a PGI. Los nematodos (94.4%)
fueron los mas frecuentes en las 72 muestras, seguidos de cestodos (69.4 %) y protozoos
(55.56 %). La media del nimero de h.p.g.h fue de 270 huevos para las 72 muestras
analizadas (Anexo B). Se registraron ocho taxones de parasitos gastrointestinales en
diferentes frecuencias, los cuales fueron: Tziminema unachi, Kiluluma sp., Strongylus
vulgaris, Ascarididae, Anoplocephalidae, Balantidium coli, Buisonella tapiri y Blepharocorys
cardionucleata (Cuadro 1). Ademas, la mayoria de las muestras 66 (91.7%), presentaron de
tres a cuatro taxones de PGI diferentes (Figura 4). Tziminema unachi fue el mas frecuente

en las muestras de heces (Figura 5).

Cuadro 1. Frecuencia relativa de PGI presentes en muestras fecales de la danta
centroamericana, entre junio y noviembre de 2017 en la region noroeste de la Cordillera de
Talamanca. La frecuencia relativa se refiere a la frecuencia de ocurrencia de parasitos en
relacion al total identificado (n = 258). Por conveniencia los valores se presentan en
porcentaje.

Familia Género Especie N de Frecuencia Técnica

registros relativa (%)

Nematodos  Strongylidae Kiluluma sp. 45 17.44 Flotacion y
necropsia
Tziminema Tziminema unachi 67 2597 Flotacién y
necropsia
Strongylus Strongylus vulgaris 20 775 Flotacién y
coprocultivo
Ascarididae 4 155 Flotacion
Céstodos Anoplocephalidae 50 19.38 Flotacion y
sedimentacion
Protozoos Balantiididae Balantidium Balantidium coli 1" 426 Sedimentacion
Buetchliidae Buissonella EBuissonella tapiri 38 1473 Sedimentacion
Blepharocorythidae Blepharocorys  Blepharocorys 23 8.91 Sedimentacion

cardionucleata
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Figura 4. Distribucién de nimero de PGI por muestra fecal de danta centroamericana.

Region noroeste de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica, 2017.
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Figura 5. Frecuencia absoluta de PGI presentes en muestras fecales de la danta
centroamericana, entre junio y noviembre de 2017 en la region noroeste de la Cordillera de
Talamanca. La frecuencia absoluta se refiere a la frecuencia de parasitos en las muestras
(n=72). Anoplocephalidae (Ano), Ascarididae (Asc), Balantidium coli (Bal), Blepharocorys
cardionucleata (Ble), Buisonella tapiri (Bui), Kiluluma sp. (Kil), Strongylus vulgaris (Str),

Tziminema unachi (Tzi).
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En la Figura 6 se presentan las ilustraciones de los PGI no zoon6ticos y zoonéticos
encontrados. En general, se encontrd una especie de parasito también reportada en
animales domésticos, Strongylus vulgaris, una especie de importancia zoonética,
Balantidium coli, un género y especie de nematodo recientemente descrito, Tziminema
unachi (Guiris et al. 2017). También, se registr6 en este estudio el género Kiluluma sp.,
reportado por primera vez en la danta centroamericana y en Mesoamérica. Igualmente, se
reporta por primera vez para la danta centroamericana dos especies de protozoos

comensales Buisonella tapiri y Blepharocorys cardionucleata.

Ademas, la prueba inmunocromatografica Crypto-Giardia, resulto negativa para los PGl

zoonoticos Cryptosporidium parvum y Giardia duodenalis.
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Figura 6. A. Tziminema unachi, B. Kiluluma sp., C.Ascarididae, D. Strongylus vulgaris (larva
infectiva 3), E. Anoplocephalidae, F. Balantidium coli (quiste), G. Buisonella tapiri y H.

Blepharocorys cardionucleata.
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Similitud de letrinas y su relacion con variables ambientales

El mayor numero de letrinas se encontr6 dentro del paramo (59%) y el restante 41%
dentro del bosque nuboso primario. La mayoria de taxones se encontré en una de las
letrinas en el paramo, la cual presento siete taxones (Strongylus vulgaris, Kiluluma sp.,
Anoplocephalidae, Tziminema unachi, Blepharocorys cardionucleata, Buissonella tapiri y
Balantidium coli). Esta letrina se encontraba a 3 120 msnm y fue la letrina mas cercana a un
asentamiento humano (332 m). La letrina con menor nimero de taxones fue encontrada en
el paramo, a 2 629 msnm. y a una distancia de 3 540 m al asentamiento humano mas

cercano. En esta letrina solo se observé a Tziminema unachi y Kiluluma sp. (Anexo C).

La distancia mas cercana entre una letrina y un cuerpo de agua fue de 10 m y presentaba
cuatro taxones de parasitos (Tziminema unachi, Kiluluma sp, Buisonella tapiri y
Blepharocorys cardionucleata). Mientras que la distancia mas lejana a un cuerpo de agua fue
de 131m, presentando tres taxones de pardsitos. Con respecto a las fincas de ganado, la
distancia mas cercana entre letrina y finca de ganado fue de 6 000 m, en esta se registraron
cuatro taxones de parasitos. La finca de ganado con mayor distancia de una letrina fue a 11
740 m, en esta letrina se observaron cuatro taxones de parasitos. La ocurrencia de parasitos

y las variables registradas en cada letrina se presentan en el Anexo C.

Al realizar el analisis de similitud, las letrinas se agrupan en tres grupos que concuerdan
con su composicion de parasitos gastrointestinales. Cuatro letrinas, identificadas con el
numero ocho, 14, 15y 16 (Anexo C) fueron 100% similares. En estas letrinas se reportaron
los paréasitos Tziminema unachi, Kiluluma sp., Anoplocephalidae y Strongylus vulgaris.
También, las letrinas identificadas con el nimero seis y 11 presentan 100% de similitud,
estas presentaron los nematodos Tziminema unachi y Kiluluma sp., y los protozoos
Buisonella tapiri y Blepharocorys cardionucleata. Mientras que la letrina nimero uno fue la
Unica donde se registro a la familia Ascarididae por lo que tiene un porcentaje mas bajo

(53%) de similitud que las demés letrinas (Figura 7).
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Figura 7. Andlisis de similitud de los parasitos gastrointestinales utilizando el indice de Bray
Curtis para las 17 letrinas de danta centroamericana, entre junio a noviembre 2017 en la
region noroeste de la Cordillera de Talamanca. Kiluluma sp. (Kil), Tziminema unachi (Tzi),
Strongylus vulgaris (Str), Ascarididae (Asc), Anoplocephalidae (Ano), Balantidium coli (Bal),
Buisonella tapiri (Bui), Blepharocorys cardionucleata (Ble). Los circulos rojos indican los tres

grupos de letrinas.



La distribucion que muestra el NMDS, considerando las letrinas donde se realiz6 el

muestreo y las variables ambientales, muestra tres grupos definidos en su composicion de

especies de parasitos, el grupo de las letrinas ocho, 14, 15y 16, otro formado con las

letrinas seis y 11 y un ultimo grupo formado por la letrina cuatro y diez. La relacién entre el
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primer eje de ordenacion y las cinco variables ambientales analizadas mostré que el tipo de

cobertura (bosque y paramo), son las variables que mejor explican la composicién (huevos,

larvas y quistes de pardsitos) dentro de los sitios (letrinas). Ademas, la distancia a fincas de

ganado, también podria ser determinante para la semejanza de los sitios de muestreo. La

distancia a cuerpos de agua y la elevacion no parecieron explicar la composicion de los sitios

de muestreo en el &rea de estudio (Figura 8). Sin embargo, la letrina cinco, nueve, 13y 12
parecieron estar mas relacionadas a la variable elevacion. Por otra parte, la letrina siete
parece presentar una mayor relacion con la variable de cobertura paramo y la letrina tres

parece relacionarse con la cobertura de bosque nuboso primario. Las letrinas restantes no

parecen estar relacionadas a una variable ambiental en especifico.

Distancia a finca ganaderas
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Figura 8. NMDS determinado por las 17 letrinas de danta centroamericana, su composicion

de parasitos y las variables ambientales. Stress 0.0944

0.4
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DISCUSION

Este trabajo representa la primera investigacion, en el que se ha aplicado la técnica no
invasiva para la identificacion de parasitos gastrointestinales de la danta centroamericana de
vida libre en Costa Rica. La utilizacion de metodologias no invasivas permiten analizar la
ocurrencia de parasitos en especies amenazadas, y facilita la no utilizacion de capturas por
trampeo para la danta lo cual es dificil. (Beltrdn- Saavedra et al. 2009). Especialmente en
areas como la region noroeste de la Cordillera de Talamanca que se caracteriza por ser
extremadamente inaccesible (Gonzalez-Maya y Mata- Lorenzen, 2008; Beltran- Saavedra et
al. 2009). En este sentido, el andlisis de muestras fecales en este estudio fue efectivo y
relativamente simple, sin involucrar alguna amenaza como la muerte de la especie huésped
(Braga et al. 2010; Acosta et al. 2011). También, esta es la primera investigacion donde se
calculé los h.p.g.h. en muestras fecales, obtenidas por técnicas no invasivas, de la danta

centroamericana en Costa Rica.

De los ocho taxones de PGI encontrados en la danta centroamericana en este estudio,
cuatro taxones (Kiluluma sp., Buisonella tapiri, Blepharocorys cardionucleata y Strongylus
vulgaris) no habian sido reportados para la danta, pero cuatro de los taxones
(Anoplocephalidae, Ascarididae, el nematodo Tziminema unachi y el protozoo Balantidium
coli) se encontraron dentro de los 20 taxones reportados anteriormente para la danta
centroamericana (Anexo A) (Ramsay y Zainuddin 1993; Paras - Garcia et al, 1996; Aldan et
al. 2004; Romero-Castafion et al. 2008; Guiris-Andrade et al. 2009; Chen et al. 2012;
McConnell y Zavada, 2013; Giiiris et al.2017).

En este estudio, los taxones que se reportan por primera vez para la danta
centroamericana son el género Kiluluma, los protozoos comensales Buisonella tapiri y
Blepharocorys cardionucleata, han sido registrados anteriormente solo en la danta
suramericana (T. terrestris) (Wolska y Piechaczek,1970; Mcconnell y Zavada, 2013).
Mientras que Strongylus vulgaris, reportado en caballos no tiene registros para la danta
(Nielsen et al. 2008; Nielsen et al, 2014).
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Kiluluma sp. se identificé por medio de nematodos adultos y por sus huevos en el 17,44%
de las muestras de heces, este género no ha sido reportado por otros autores, para la danta
centroamericana en Costa Rica y Mesoamérica. Sin embargo, con las claves existentes de
nematodos adultos de vertebrados no fue posible identificar la especie (Travassos, 1929;
Anderson et al. 2009), ya que es una especie diferente en su morfologia y morfometria, a
todas las especies conocidas del género Kiluluma y reportadas para rinocerontes en Africa y
la danta suramericana ( Travassos, 1929; Beveridge y Jabbar, 2013). Esto sugiere que
puede ser una nueva especie del genero Kiluluma con base a sus caracteristicas
morfoldgicas y morfométricas; sin embargo, se requiere realizar una secuenciacién del ADN
de los parasitos adultos para confirmar que se trata de una nueva especie (Comunicacion

personal |. Beveridge, 2017).

La familia Anoplocephalidae fue registrada en el 69.40% de las muestras. Esta familia,
igualmente fue reportada para la danta centroamericana en un muestreo de cinco dantas en
el Parque Nacional Corcovado (Paras et al. 1996). Sin embargo, la familia Anoplocephalidae
no fue reportada en un estudio realizado en México para la danta centroamericana por Aldan
et al. (2004). Los primeros registros de la familia Anoplocephalidae en dantas, fueron hechos
por Johann Natterer en ejemplares de T. terrestris (Linnnaeus 1758) de Brasil (Guerrero y
Castellanos, 2016).

La familia Anoplocephalidae tiene un ciclo de vida indirecto; los huevos liberados por
defecacién son consumidos por un huésped intermediario (artrépodos), los cuales luego
caminan sobre la vegetacién y son consumidos por el huésped definitivo que es la danta
(Knapp et al, 1997). Este grupo de pardsitos puede provocar en los perisodactilos
obstruccion intestinal mecanica (Mehlhorn, 2015). Ademas, la familia Anoplocephalidae no
se alimenta directamente del huésped sino que puede absorber nutrientes a nivel intestinal.
Esto puede ser perjudicial para la danta debido a la mala absorcion de nutrientes y a dafios
en la pared intestinal, especialmente cuando hay una alta intensidad de infeccién (Zajac y
Conboy, 2012; Quse y Fernandes- Santos, 2014). En la familia Equidae, por ejemplo, puede
producir ulceracion intestinal, colicos y potencialmente la mortalidad (Williamson et al. 1998;
Pavone et al. 2010; Zajac y Conboy, 2012).
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Se ha demostrado que los paréasitos afectan la tasa de crecimiento del huésped (Forbes
et al. 2000; Collyer y Stockwell, 2004), la fecundidad (Forbes, 1993, Albon et al. 2002; Irvine,
2006) y la longevidad (Gulland, 1992; Murray et al. 1997; Collyer y Stockwell, 2004). Por lo
tanto, es importante para los conservacionistas, evaluar los impactos que produce esta
familia de parasitos en el desempefio reproductivo de poblaciones amenazadas, ya que
maximizar el desempenfio de la poblacién se considera clave para los esfuerzos de
conservacién a largo plazo (Mangini y Fernandes- Santos, 2014). Sin embargo, en la danta
centroamericana no se han realizado estudios que reporten o descarten signos de
enfermedad ocasionados por la familia Anoplocephalidae (McConnell y Zavada, 2013;

Guerrero y Castellanos, 2016).

El nematodo recientemente descrito Tziminema unachi, fue identificado, en este estudio,
por las caracteristicas morfologicas de nematodos adultos y por sus huevos en el 25.97% de
las muestras de heces. El parasito T. unachi, se describi6 a partir del ciego y el colon de una
danta centroamericana, encontrada muerta en la Reserva de la Biésfera El Triunfo, estado
de Chiapas, México (Guiris- Andrade et al, 2017). Segun Giris- Andrade et al. (2017), el
nuevo género Tziminema difiere de los otros nueve géneros incluidos en la subfamilia
Strongylinae por dos caracteristicas principales: que tiene de siete a nueve estructuras
similares a dientes dirigidas hacia atras en el extremo anterior de la capsula bucal, y la
superficie externa de la capsula bucal es muy estriada. Estas caracteristicas concuerdan con
los nematodos adultos recolectados en este estudio, por lo que, se presume que
corresponde a este nuevo género y especie. Sin embargo, la informacién sobre este nuevo
nematodo es limitada a su descripcién y no se relaciona, por el momento, como causante de

enfermedad en la danta centroamericana (Guiris- Andrade et al, 2017).

Balantidium coli, se encontr6 en el 4.26% de las muestras de heces y anteriormente fue
reportado por Padilla y Dowler (1994), en la recopilacion hecha de la danta suramericana,
asi como por Aldan et al. (2004) en México para la danta centroamericana. Balantidium coli
es un protozoo comun de suinos domeésticos y silvestres (Mehlhorn, 2015). Ademas, es el
Unico protozoo ciliado, reportado, que infecta el tracto gastrointestinal de los humanos
(Ponce-Gordo y Jirku Pomajbikova, 2017).
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Balantidium coli, posee la capacidad de enquistarse cuando las condiciones ambientales
no son favorables para su supervivencia, y esto podria inferirse como una de las causas por
las cuales se observaron los quistes durante este estudio (Mehlhorn, 2015). La transmision
de un individuo infectado a otro es la ruta fecal-oral en el que cuerpos de agua o los
alimentos contaminados son los principales modos de transmisién (Ponce-Gordo y Jirku
Pomajbikova, 2017). El contacto cercano con cerdos domésticos y fuentes de agua son los
principales factores de riesgo asociados con la infeccion por el parasito en animales
silvestres (Ponce-Gordo y Jirku Pomajbikova, 2017). De esta manera, en la regidon noroeste
de la Cordillera de Talamanca, aungque aun no ha sido reportada, debe evitarse el posible

traslape entre animales domésticos y silvestres (Gonzéalez-Maya y Mata- Lorenzen, 2008).

Los humanos se infectan por la ingestion, poco frecuente, de alimentos y agua
contaminados por quistes (Mehlhorn, 2015). En la mayoria de los casos, B. coli no se
considera un problema de salud publica porque las infecciones generalmente son
asintomaticas; sin embargo, en algunas circunstancias (todavia no claramente
determinadas), el parasito podria invadir la mucosa intestinal y causar una enfermedad
conocida como disenteria balantidial (balantidiasis), que podria ser fatal para el humano
(Ponce-Gordo y Jirku Pomajbikova, 2017). El crecimiento de la poblacién humana, la
fragmentacion y degradacién del habitat, el aislamiento de poblaciones silvestres y una
mayor proximidad de los humanos a la vida silvestre puede ser una potencial via para la
transmisiéon de este protozoo a los humanos (Deem et al. 2001), por lo que es importante
evitar estos cambios antropogénicos en el area de estudio. Actualmente no se ha informado
que, en la danta centroamericana se presenten sintomas o signos de enfermedad, sin
embargo, en dantas de malasia (Tapirus indicus) cautivas, Balantidium coli ha causado
diarrea, lo que puede ser perjudicial para los esfuerzos de conservacion en especies

amenazadas (Ramsay y Zainuddin, 1993; Mustapa et al. 2014).
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La familia Ascarididae se encontré en el 1.55% de las muestras de heces, al igual que en
este estudio, esta familia ha sido reportada para la danta centroamericana el Parque
Nacional Corcovado por Paras- Garcia et al. (1996). También se reporta para la danta
suramericana y el tapir de montafia (T. pinchaque) (Mcconnell y Zavada, 2013; Quse y
Fernandes-Santos, 2014). Su frecuencia puede ser explicada porque sus huevos persisten
en el ambiente durante largos periodos de tiempo y pueden permanecer infecciosos durante
afios (Rondon et al. 2017).Los Ascarididae son una familia de nematodos parasitos,
comunmente conocidos como gusanos redondos intestinales, que afecta a humanos,
animales domeésticos y silvestres (Roepstorff.et al. 2011; Taylor et al. 2016). Los Ascarididae
son encontrados frecuentemente es muestras fecales de dantas en vida libre sin problemas

clinicos asociados (Quse y Fernandes-Santos, 2014).

En este estudio se encontraron tres especies de protozoos, estos son: Balantidium coli,
Buisonella tapiri y Blepharocorys cardionucleata, lo que coincide con lo reportado por Wolska
y Piechaczek (1970). Una larga lista de ciliados encontrados en el intestino de los Equidae
sugiere qué podria haber una diversidad similar en la familia Tapiridae (Kirkpatrick y Saik,
1988; Gurelli et al. 2015). Pero hasta ahora, solo se han descrito tres especies en el intestino
de la danta suramericana (Wolska y Piechaczek, 1970). Buisonella tapiri y Blepharocorys
cardionucleata son comensales de la danta suramericana, por lo que no se descarta que
también sean protozoos comensales para la danta centroamericana (Wolska y Piechaczek,
1970).

Strongylus vulgaris se encontré en el 7.75% de las muestras de heces en este estudio, su
presencia no ha sido reportada para la danta centroamericana en otros estudios; sin
embargo, el género Strongylus spp. si ha sido registrado en México para la danta
centroamericana por Aldan (2004). Strongylus vulgaris es considerado un pardsito de
animales domésticos (Nielsen et al. 2014). La presencia de Strongylus vulgaris, en animales
silvestres, ha sido relacionada por otros autores con la competencia por alimento entre
animales domésticos y silvestres (Mehlhorn, 2015). Ademas, Ezenwa (2002) encontré que el
solapamiento del habitat entre animales domésticos y silvestres tiene un efecto positivo
sobre la abundancia de este helminto, por lo que, se puede sugerir la posibilidad que exista
una transmision cruzada de parasitos por un traslape entre fauna silvestre y doméstica en la

region noroeste de la Cordillera de Talamanca.
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El aumento en el contacto entre la vida silvestre y los animales domésticos es motivo de
gran preocupaciéon debido al potencial que representa para la aparicién de enfermedades y
propagacion de parasitos no nativos a las especies amenazadas; lo cual puede ser una
factor limitante para la sobrevivencia de la especie (Daszak et al. 2000). Strongylus vulgaris
causa una tromboembolia por sus larvas infectivas estadio cuatro (L4) y adultos inmaduros,
este se asocia con un sindrome de cdlico doloroso y a menudo fatal, caracterizado por
isquemia e infarto de segmentos intestinales en la familia Equidae (Duncan y Pirie 1975;
Nielsen et al. 2014). En los equinos es considerado el parasito helminto mas patdégeno, pero
en la familia Tapiridae, por falta de estudios, no se puede descartar signos o sintomas de
enfermedad (Pilo et al. 2012; Flanagan et al. 2013).

Cryptosporidium parvum y Giardia duodenalis fueron dos parasitos zoonéticos analizados
en las muestras de heces de danta; sin embargo, a pesar que las muestras fueron negativas
en este estudio, esto difiere con otros estudios donde han sido reportados a nivel genérico
para la danta centroamericana (Ramsay y Zainuddin, 1993; Chen et al. 2012). La
contaminacién ambiental con material fecal de humanos y animales domésticos se reconoce
como una via potencial de patégenos para infecciones de fauna silvestre con parasitos
zoonoticos como Giardia y Cryptosporidium; tales infecciones pueden poner en riesgo a las

poblaciones de vida silvestre (Appelbee et al. 2005).

La similitud observada en las comunidades parasitaria de las letrinas, sugiere que las
condiciones ecoldgicas de los sitios también fueron similares. Esto puede deberse a las
variables ambientales de la regién, donde las temperaturas son bajas y las caracteristicas
boscosas son similares (Acha y Szyfres, 2003; Gonzalez-Maya y Schipper, 2009). Ademas,
a medida que disminuye el habitat disponible, en este caso, la danta se agrupa en los
fragmentos restantes con la consecuencia de facilitar la transmision de los parasitos en la
poblacion y poseer una composicion parasitaria semejante en la region noroeste de la

Cordillera de Talamanca (Nunn et al. 2003).
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Segun el analisis de ordenacion el tipo de cobertura es determinante para la composicion
de PGI en las letrinas de danta centroamericana, asi como también la distancia a fincas
ganaderas. Al no conocer los individuos muestreados en este estudio, solamente se puede
inferir la relacion de estas variables con la ubicacion y composicién de PGl en las letrinas. La
relacién de los sitios de muestreo (letrinas) y variables de tipo cobertura (bosque y paramo)
confirman que la danta centroamericana utiliza tierra firme como sitio (letrinas) de defecacion
(Fragoso, 1997).

En este estudio, se relaciond la variable distancia a las fincas ganaderas con los sitios de
muestreo y la composicién de PGl encontrados en la danta centroamericana. Esta variable
puede interferir en el complejo ciclo de los parésitos de perisodactilos, domésticos y
silvestres (Page y Swihart, 1998). El ciclo de la mayoria de parasitos, generalmente, implica
un desarrollo parcial fuera del huésped, lo que facilita la transmisién de parasitos entre
especies silvestres y domésticas, incluso cuando fincas de ganado y la poblacion de danta
centroamericana no entren en contacto directo (Morgan et al. 2004). Esto puede amenazar
especialmente la salud de especies amenazadas (Page y Swihart, 1998). En este estudio, se
encontré en las letrinas el nematodo mas patégeno presente en equinos domésticos y
considerado no nativo para la danta centroamericana (Nielsen et al. 2014). Huevos de
parasitos no nativos como Strongylus vulgaris se acumulan en las heces y letrinas de la
danta centroamericana y estos huevos pueden permanecer viables en el medio ambiente
durante afios (Pilo et al. 2012; Flanagan et al. 2013). Estudios previos han indicado que las
letrinas de la fauna silvestre pueden funcionar como focos de parasitos no nativos, y
probablemente sirven como fuentes de infeccion a largo plazo para animales susceptibles,
por lo que es necesario mantener un monitoreo de estos sitios y comprender la interrelacion

de animales domésticos y las enfermedades en la vida silvestre (Page y Swihart, 1998).
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CONCLUSIONES

El nimero de PGI para la danta centroamericana en este estudio, fue menor de lo que
estaba reportado, siendo estos ocho taxones. Sin embargo, cuatro de estos taxones no
habian sido reportados anteriormente para Mesoamérica y para la danta centroamericana.
Ademas, se sugiere que el parasito Kiluluma sp. puede ser una nueva especie. También se
identificé un parasito de animales domésticos y un parasito zoonético que sugiere la

transmision cruzada de parasitos entre fauna silvestre, animales domésticos y humanos.

Las letrinas fueron similares en cuanto a su composicién de parasitos gastrointestinales.
Ademas, la relacién entre las letrinas y las cinco variables ambientales analizadas sugiere
gque la composicién de parasitos gastrointestinales y la ubicacién de las letrinas pueden estar
explicadas por el tipo de cobertura (bosque nuboso primario y paramo) y la variable de

distancia a fincas ganaderas.
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RECOMENDACIONES

El muestreo fecal no invasivo demostré ser una técnica efectiva para estudiar la fauna
parasitaria de especies amenazadas y, por lo tanto, su estado de salud. Sin embargo, el
examen fecal tiene fuertes limitaciones, especialmente en el momento de la identificacion de
la danta, la especie del parasito y las estimaciones de la carga parasitaria de cada danta.
Las técnicas moleculares y la extraccion de ADN de los huevos de parasitos hallados
durante los examenes fecales ayudarian a superar estas dificultades, y también podrian ser
una herramienta Util para evaluar el riesgo de transmision cruzada entre los humanos y los

animales domésticos y la vida silvestre.

Si se cuenta con los recursos econdmicos necesarios, se deben realizar mas estudios
para evaluar el impacto de los parasitos intestinales en la salud de la danta centroamericana,
comparando la presencia de parasitos con parametros clinicos, bioquimicos y
hematoldgicos. Ademas, se debe continuar con la recoleccion de muestras no invasivas a
largo plazo (época lluviosa y seca) para dar seguimiento a la deteccién de parasitos nativos

y de animales domésticos en la danta centroamericana.

Es necesario comparar la prevalencia de parasitos gastrointestinales de animales
domésticos cerca del area de estudio para evaluar el estado sanitario de estos animales y

evitar la posible transmisién de patdgenos no nativos.

Es necesario divulgar a pobladores de la zona de amortiguacion, cercana al area de
estudio, informacion acerca del potencial de transmision cruzada de parasitos
gastrointestinales entre los humanos, animales domésticos y fauna silvestre. Debido a que el
aumento en el contacto vida silvestre, humanos y animales domésticos representa una
amenaza para la aparicién de enfermedades parasitarias que amenazan tanto a la vida

silvestre como a la salud humana.
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IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION DE LA VIDA SILVESTRE

La danta centroamericana es considerada una especie amenazada (Acosta et al. 2013).
Dado su estado de conservacion, la mayoria de los estudios parasitolégicos se basan
Unicamente en la informacién que podemos obtener de individuos ex situ (Centoducatte et al.
2011). El muestreo fecal no invasivo demostré ser una técnica efectiva para estudiar la fauna
parasitaria de especies amenazadas in situ en este estudio. Sin embargo, el examen fecal
tuvo limitaciones, especialmente en el momento de la identificacion de la especie del
parasito y las estimaciones de prevalencia de PGI por danta (Braga et al. 2010). A pesar de
esto, en este estudio, se logro identificar un parasito no nativo y un parasito zoonético, de tal
forma que el muestreo fecal puede ser una herramienta util para la conservaciéon evaluando
el riesgo de transmision de PGI cruzada entre los humanos, la fauna doméstica y la vida

silvestre (Knapp et al. 1997).

Los parasitos reportados en las muestras heces de la danta centroamericana Strongylus
vulgaris y Balantidium coli, ya han sido reportados como parasitos de humanos y animales
domeésticos. El ciclo de transmision de parasitos entre humanos animales domésticos y
animales silvestres se ve favorecido debido a la fragmentacion de los habitats naturales,
situacion que promueve cambio en la ecologia de los hospedadores, de los parasitos o de
ambos (McCallum y Dobson, 2008). El aumento en el contacto vida silvestre y ganado es de
gran preocupacion debido al potencial que representa para la aparicion de enfermedades y
la diseminacion de parésitos que amenazan tanto a la vida silvestre como a la salud humana
(Daszak et al. 2000).

La presencia de parasitos intestinales no nativos, en combinacién con factores como la
fragmentacion de areas, caza y escasez de recursos alimentarios, puede representar una
amenaza para poblaciones en riesgo, como la de danta centroamericana (Braga et al, 2010).
Los resultados como los que se presentan en este estudio pueden proporcionar la linea base
para modelos de flujo entre parasitos, animales domésticos y animales silvestres, lo que

posibilita conocer cadenas de transmision de enfermedades emergentes (Brandao, 2007).
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Los datos descriptivos como los presentados en este estudio no posibilitan la
cuantificacién del impacto de parasitosis sobre la poblacién de danta centroamericana en la
Cordillera de Talamanca. Sin embargo, los parasitos encontrados son patégenos y con
potencial zoonético, siendo capaces de colaborar en el declive de la poblacién (McCallum y
Dobson, 2008).

Conocer y comprender los parasitos presentes en las poblaciones de animales
domeésticos que viven en la zona de amortiguacion de areas de conservacion es esencial
para acciones de manejo y conservacion de la fauna, en el interior de la regién noroeste de
la Cordillera de Talamanca (Braga et al. 2010). Este tipo de monitoreo demanda un enfoque
multidisciplinario, con la participacion de epidemiélogos, veterinarios y biélogos de la
conservacion, con el propésito de adoptar medidas mitigadoras que contribuyan a la

conservacion de poblaciones de especies amenazadas, como la danta centroamericana.
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Anexo A: Pardsitos registrados en las diferentes especies de dantas y las encontradas

durante este estudio en la regién noroeste de la Cordillera de Talamanca, Costa Rica

Danta Parasitos

T. Bairdii Nematodos: Agriostomum sp, Brachylumus sp., Lancandoriasp.,
Neomurshidia sp., Trichostrongylussp., Strongylussp., Bunostomumsp.,
Cyathastomumsp., Nematodirus sp., Tziminema unachi, Ancylostomatidae
Protozoos : Balantidium coli, Balantidium sp., Eimeria sp., Giardiasp.

Cestodos: Anoplocephalidae

Referencia

Aldan et al, 2009

Guiris- Andrade etl al., 2009
Guiris et al, 2017
McConnell y Zavada, 2013
Ramsay y Zainuddin, 1993

Romero-Castafion et al., 2008

T Terrestris  Nematodos: Tapironema coronatum, Ascaridio, Kiluluma longipene, Murshidia
sp.
Protozoos: Balantidiumsp., Giardia sp., Ciliophora, Mastigophora, Buisonella
tapiri, Blepharocorys cardionucleata, Cryptosporidium suis

Cestodos: Anoplocephalidae

Durett — Desset et al, 1997
Padilla y Dowler, 1994
Vicente et a., 1997

T Pinchaque WNematodos: Ascaridio, Strongylus sp., Strongyloides sp.

Protozoos: Balantidiumsp., Giardia sp., Ciliophora, Mastigophora

Guerrero y Castellano, 2016
Ramsay y Zainuddin, 1993

T indicus Protozoos: Balantidium sp., Ciliophora, Mastigophora

Ramsay y Zainuddin, 1993

Este estudio Nematodos: Kiluluma sp., Tziminema unachi, Strongylus vulgaris, Ascarididae
Protozoos: Balantidium coli, Buisonella tapiri, Blepharocorys cardionucleata

Cestodos: Anoplocephalidae
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Anexo B: Huevos por gramos de heces de la familia Strongylidae contabilizados en cada

muestra recolectada.

N°Muestra h.p.g.h N°Muestra h.p.g.h N°Muestra h.p.g.h N°Muestra h.p.g.h N°Muestra h.p.g.h N°Muestra

1 49 13 1300 25 200 37 250 49 750 61 1200
2 49 14 0 26 150 38 50 50 650 62 50
3 49 15 400 27 49 39 150 51 50 63 0
4 49 186 200 28 100 40 1300 52 400 64 250
5 49 17 50 29 49 41 500 53 49 85 450
5] 150 18 50 30 200 42 150 54 49 66 150
T 150 19 100 3 200 43 250 55 50 67 49
8 49 20 1000 32 49 44 50 56 0 68 150
9 3150 21 50 33 50 45 50 57 400 69 500
10 150 22 50 34 49 48 49 58 150 70 50
11 850 23 100 35 49 47 100 59 50 71 450

12 1150 24 100 36 49 48 49 60 150 72 400
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Anexo C: Ocurrencia de pardsitos y variables ambientales registrados en cada letrina,

durante este estudio en la region noroeste de la Cordillera de Talamanca.

Variables ambientales Ocurrencia de parasitos

. Distancia & Distanci ) -

N Bosque Psfamo cuempode  finca T2 nema Kiuium ! ididee Anoplocephalidse Stron

! agus (m) ganadera unachi v

(m)

1 25959 1 0 8.1 6622 1 0 1 1 0 1 1 0
2 2959 1 0 86.5 6200 1 0 i} 1 1 0 0 0
3 28957 1 0 78.33 6000 1 0 i} 1 1 0 1 0
4 3104 i} 1 61 10457 1 1 i} 1 0 1 0 0
il 307 i} 1 83.43 10563 1 1 i} 1 0 0 1 1
L] M2 i} 1 10.8 10185 1 1 i} 0 0 0 1 1
7 3133 i} 1 121 10075 1 1 i} 0 0 0 1 0
1 3108 i} 1 78.8 8916 1 1 i} 1 1 0 0 0
3 3120 il 1 2748 8812 1 1 il 1 1 1 1 1
10 3136 i} 1 43.6 8720 1 1 i} 1 0 0 0 0
1 3129 il 1 10.1 8735 1 1 il 0 0 0 1 1
12 3T i} 1 1.4 BET0 1 1 i} 1 0 1 1 1
13 2945 1 0 52 8335 1 1 il 1 1 0 1 1
14 2916 1 0 3858 2111 1 1 i} 1 1 0 0 0
15 291 1 0 35.8 8090 1 1 0 1 1 0 0 0
16 3MTh 1 0 63.9 11740 1 1 i} 1 1 0 0 0
17 2629 i} 1 29.439 6987 1 1 i} 0 0 0 0 0




