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Summary

Wild animals (WA) are important bioindicators of zoonotic-relevant pathogens. In a
globalized world, anthropogenic factors have strengthened the human-animal interface,
thus increasing the risk of bidirectional disease spillover. The WA are sentinels of
neglected anthropozoonotic parasite diseases. Therefore, understanding the parasites
occurring among WA is an undoubtedly public health issue that generate valuable
information intended to avoid potential human infections. Here we selected the
Colombian hinge joining key territory as a poorly investigated area for wildlife

parasitology and a highly biodiverse region.

Herein we presented a nationwide approach on parasites occurring in wild- and
domestic animals related to human populations. Additionally, WA-associated infectious
diseases emergence highlights the need for better understanding on the parasites eco-
epidemiology. Consequently, sampling effort includes the Andean, Amazonian,
Caribbean, and Orinoco regions in Colombia. Moreover, WA species such as Antillean
manatee, bush dog, capybara, puma, crab-eating fox, jaguar, jaguarundi and ocelot
were investigated. Additionally, a nationwide survey and a worldwide review on
metastrongyloid lungworms were conducted in domestic canids and felids, respectively.
Globally, twenty-three parasite taxa were reported through different methodologies such
as coproparasitological examination, enzyme-linked immunosorbent assays, scanning
electron microscopy, molecular and phylogenetic identification. Some of these parasites
were brought back from oblivion, constitute new host records, and/or have enlarged

previously known distribution areas.

The first unexpected finding was the occurrence of Spirometra sp. and Spirometra
mansoni in wild felids and canids, respectively. Additionally, herein we report zoonotic
Toxocara cati in jaguars and ocelots, highlighting the role of wildlife in parasite
zooanthroponotic transmission. Furthermore, the soil-borne zoonotic nematode

Strongyloides in capybaras was reported as a potential threat for domestic animals and
6
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humans inhabiting the Orinoco basin. Likewise, in capybaras we reported the trematode
Plagiorchis muris as a new host record. This zoonotic-relevant food-borne parasite
remains as a worldwide public health issue. Additionally, water-borne anthropozoonotic
parasites such as Cryptosporidium, Neobalantidium coli and Entamoeba were also
reported for Colombian capybaras. Moreover, we identified the first Colombian non-
human case of Lagochilascaris as an extremely neglected zoonosis that entails public
health concern. The last zoonotic parasite we reported was Dipylidium caninum
constituting the first host record in bush dogs and expanded the cestode distribution

range.

Despite not having epidemiological relevance in humans, herein we identified non-
zoonotic parasites species. Some of these cases were the acanthocephalan Oncicola
and Taenia omissa recorded in wild felids. Similarly, in wild felids, Cystoisopora-like was
identified. Moreover, herein we reported underestimated parasites such as A. vasorum,
Chiorchis fabaceus, Echinocoleus hydrochoerid, Eimeria trinidadensis, G. paralysans,
Hippocrepis hippocrepis, Monoecocestus, Protozoophaga obesa, and Taxorchis
schistocotyle. We seek to raise awareness on unattended cryptic parasite species in
wild, peri-domestic and synanthropic animals. The studied emblematic species could
constitute a proficient strategy to draw attention on the importance of parasitological
research under the Global Health / One Health perspective. Thus, constant surveillance
on animal-related diseases is imperative to better understanding the adverse impact on
human, wildlife, peri-domestic and synanthropic animal populations. Finally, current
compendium generated new insights and highlighted future perspectives to

parasitological research as a still-expanding field in the Americas.

Keywords: Wildlife, Zoonosis, Parasite fauna, neglected, nationwide
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Resumen

Los animales silvestres (AS) son importantes bioindicadores de patdogenos zoonaticos.
En un mundo globalizado, los factores antropogénicos han fortalecido la interfaz
humano-animal, incrementando el riesgo bidireccional de diseminacion de
enfermedades. Los AS son centinelas de parasitosis antropozoonéticas desatendidas.
Asi, comprender las parasitosis en AS es indudablemente un asunto que concierne a la
salud publica y genera informacién valiosa para evitar posibles infecciones en humanos.
Seleccionamos a Colombia como un area poco investigada para la parasitologia de AS

y una region altamente biodiversa.

Presentamos una aproximacion nacional sobre parasitos en AS y domésticos
relacionados con poblaciones humanas. Ademas, la aparicion de enfermedades
infecciosas asociadas a AS resalta la necesidad de comprender la ecoepidemiologia
parasitaria. Consecuentemente, el esfuerzo muestral incluyd las regiones Andina,
Amazonica, Caribe y Orinoquia en Colombia. Ademas, se investigaron especies de AS
como el manati antillano, perro de monte, capibara, puma, zorro cangrejero, jaguar,
jaguarundi y ocelote. Adicionalmente, se realiz6 un estudio nacional y una revision
mundial sobre metastrongiloides en canidos y félidos domésticos, respectivamente. En
total, se reportaron veintitrés taxones parasitarios mediante diferentes metodologias
como examen coproparasitolégico, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas,
microscopia electronica de barrido e identificacion molecular/filogenética. Algunos de
estos parasitos volvieron del olvido, constituyen nuevos registros de huéspedes y/o

amplian su distribucién previamente conocida.

El primer hallazgo inesperado fue la aparicion de Spirometra sp. y Spirometra mansoni
en félidos y canidos silvestres, respectivamente. Adicionalmente, reportamos Toxocara
cati en jaguares y ocelotes, destacando el rol de los AS en la transmision
zooantropondtica del parasito. Asimismo, se informé el nematodo zoondtico

Strongyloides en los capibaras como potencial amenaza para animales domésticos y

8
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humanos en el Orinoco. Igualmente, reportamos los capibaras como nuevo hospedador
del trematodo Plagiorchis muris. Este parasito transmitido por los alimentos de
importancia zoondética sigue siendo un problema de salud publica mundial. Igualmente,
se reportaron parasitos antropozoondticos transmitidos por el agua como
Cryptosporidium, Neobalantidium coli y Entamoeba en capibaras colombianos.
También, identificamos el primer caso no humano en Colombia de Lagochilascaris
como zoonosis extremadamente desatendida implicando un problema de salud publica.
El ultimo parasito zoonotico reportado fue Dipylidium caninum, como primer registro en

perros de monte, ampliando el rango de distribucién del cestodo.

A pesar de no revestir relevancia epidemiolégica en humanos, identificamos especies
de parasitos no zoondticos. Algunos de estos fueron el acantocéfalo Oncicola 'y Taenia
omissa en félidos silvestres. De manera similar, en felinos silvestres, se identifico
Cystoisopora-like. Igualmente, respetamos parasitos subestimados como A. vasorum,
Chiorchis fabaceus, Echinocoleus hydrochoerid, Eimeria trinidadensis, G. paralysans,
Hippocrepis hippocrepis, Monoecocestus, Protozoophaga obesa y Taxorchis
schistocotyle. Buscamos crear conciencia sobre especies de parasitos cripticos
desatendidos en AS, peridomésticos y sinantropicos. Las especies emblematicas
estudiadas podrian constituir una eficiente estrategia para llamar la atencion sobre la
importancia de investigar parasitos bajo la perspectiva de Una Salud.
Consecuentemente, la vigilancia constante de enfermedades animales es imperativa
para comprender su impacto en poblaciones humanas, silvestres, peridomésticas y
sinantropicas. Finalmente, el compendio actual generé nuevos conocimientos y destaco
las perspectivas futuras de la investigacion parasitolégica como un campo aun en

expansion en las Américas.

Palabras clave: Fauna silvestre, Parasitofauna, desatendidas, nivel nacional
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Objetivos

Objetivo general

Establecer la presencia y caracterizacion de parasitos en mamiferos acuaticos

(MA) neotropicales.

1)

2)

3)

4)

d)

Objetivos especificos

Evaluar el uso de diferentes tipos de muestras para la deteccion de agentes
parasitos en mamiferos acuaticos (MA) por métodos no invasivos.

Contribuir al conocimiento general de las parasitosis presentadas en mamiferos
acuaticos (MA) neotropicales y animales silvestres asociados.

Generar informacion basica de indole parasitologico para fortalecer programas de
conservacion y proteccion de especies de mamiferos acuaticos (MA) neotropicales.
Establecer un biobanco de muestras coproparasitolégicas y de metazoarios de
mamiferos acuaticos (MA) neotropicales para analisis laboratoriales posteriores y
fines investigativo/académico/pedagdgicos.

Establecer un primer mapa epidemioldgico de las enfermedades parasitarias que
circulan en mamiferos acuaticos (MA) a través del Geographic Information System

(GIS) con los datos obtenidos en la presente propuesta investigativa para Colombia.

10
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Introduccion general: Neotropico, biodiversidad y parasitos

El territorio nacional colombiano esta ubicado en el extremo norte del
subcontinente suramericano, veinticincoavo a nivel mundo en extension con 1,038,700
Km? de superficie terrestre, posee acceso tanto al mar Caribe como al océano Pacifico
y una altura en metros sobre el nivel del mar que varia de los 0 a los 5775 msnm como
altura maxima alcanzada en el pico Cristobal Coldn, parte del sistema montafioso de la
Sierra Nevada de Santa Marta, en el norte del territorio nacional, municipio de
Aracataca departamento del Magdalena.

Colombia es por ende un pais poseedor de multiplicidad de pisos térmicos y
zonas de vida, en el cual se reporta gran riqueza hidrica y bioldgica, albergando asi un
considerable numero de especies tanto vegetales y como animales, catalogado como
uno de los 17 pais megadiversos. Es a nivel mundial el primer pais en diversidad de
aves y orquideas, segundo en plantas, anfibios, mariposas y peces dulceacuicolas,
tercero en palmas y reptiles, y cuarto en mamiferos (Mora et al., 2011; Arbelaez-Cortés,
2013; Avendario et al., 2017; DoNascimiento et al., 2017) (Figura 1), siendo un territorio

de ubicacion geopolitica privilegiada y naturalmente multidiverso.

1er Zdo 3er 4t§*
N Z;% = ”‘

R \ﬁg#

Avesy orquideas  Plantas, anfibios, mariposas Palmas y reptiles Mamiferos

‘\ y peces dulceacuicolas /

W

Figura 1: Escalafon mundial de biodiversidad colombiana

Los biomas acuaticos son ecosistemas extensos e inexplorados que cubren mas

de la mitad de la superficie terrestre, con una ocupacién aproximada del 75% de la
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misma con ecosistemas marinos y el 2% constituido por cuerpos de agua continentales
y ecosistemas dulceacuicolas. Colombia cuenta con aproximadamente 100.210 Km? de
territorio en altamar y 2.900 Km lineales de zonas costeras tanto en el mar Caribe como
en el océano Pacifico, gran cantidad de sistemas estuarinos, una compleja red de
ciénagas y rios distribuios a lo largo de los Andes, la Amazonia y la Orinoquia,
formando asi mas de un millon de Km? de ecosistemas hidricos en sus cinco
macrocuencas hidrograficas.

En los ultimos afios se ha dado la apertura de grandes extensiones de territorio
hasta el momento poco exploradas y con baja intervencion antropica, permitiendo asi la
instauracién de cultivos agroindustriales licitos e ilicitos con fines comerciales (Barrera-
Ramirez et al., 2019), la expansion de la frontera agricola para el desarrollo de sistemas
de produccion pecuaria y el aprovechamiento desmedido de los recursos naturales a
través de la mineria ilegal, la tala indiscriminada (Unda and Etter, 2019), la caza
(Petriello and Stronza, 2019) y trafico de fauna silvestre (Goyes and Sollund, 2016).
Dichas areas no poseen inventarios completos de fauna y flora debido al impedimento
de entrada por parte de entes tanto gubernamentales como privados e investigadores
independientes, debido al conflicto armado y tensién en el orden publico presentado en
dichas zonas. Hasta ahora se han comenzado a generar esfuerzos multiestamentarios
efectivos para dilucidar el estado ecoldgico y de conservacién de estas zonas de vida.
Todos estos factores dificultan la entrada de personas interesadas en el conocimiento
del estatus de diferentes especies ubicadas en estas zonas para conocer la distribucion
y estado actual de estas especies silvestres hasta ahora con poca o nula intervencion
antropica en sus ecosistemas. Es por ende de gran relevancia el conociendo del
estatus sanitario de multiplicidad de especies silvestres asociadas al recurso hidrico
tanto continental como oceanico, costero y en mar abierto a lo largo y ancho del
territorio nacional colombiano.

Dentro de los diferentes agentes infecciosos que pueden afectar el estatus sanitario de
dichos especimenes de la vida silvestre se encuentran virus, hongos, bacterias y
parasitos, muchos de estos ultimos de transmisibilidad zoonética, que debido al

creciente efecto antrépico en los ecosistemas donde se distribuyeron, se hace cada vez
12
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mas estrecho y frecuente el contacto con poblaciones humanas, generando asi un
evidente riesgo biologico del cual poco se conoce debido a los limitados estudios de
corte parasitologico en especimenes de mamiferos acuaticos, semiacuaticos y otros
animales asociados a esos nichos bioldgicos. Para conocer entonces el potencial riesgo
de trasmision zoondtica de parasitos entre poblaciones de mamiferos acuaticos y
humanos, es indispensable conocer un panorama parasitolégico general de los
animales que coexisten e interactuan dentro y fuera de estos ecosistemas acuaticos.
Desde una perspectiva transversal de una salud global (Global Health /| One Health)
que integra la salud humana, animal, vegetal y ecosistémica, procuramos entonces
evaluar desde el punto de vista médico veterinario las parasitosis de animales
silvestres, domeésticos, mamiferos acuaticos y semiacuaticos de varias zonas del
territorio nacional colombiano (Destoumieux-Garzon et al., 2018). En la actualidad
Colombia cuenta con 518 especies de mamiferos registrados agrupadas en 215
géneros, de las cuales 56 son especies endémicas (Ramirez-Chaves et al., 2016). El
inventario de mamiferos acuaticos (MA) esta representado por un total de 40 especies
(Semiacuaticos y marinos, entre cetaceos, sirénido y carnivoros acuaticos), 4 de ellas
debido a su valor de abundancia y frecuencia de ocurrencia son catalogadas como

ocasionales (Tabla 1.).

Tabla 1: Especies de mamiferos acuaticos registrados en Colombia y su categoria de

amenaza
Amenaza Amenaza
Nombre cientifico Nombre comun Region nacional
(IUCN) . .
(Libro Rojo)
Cetacea
(Suborden Mysticeti) Familia Balaenopteridae
Balaenoptera Ballena minke CyP LC
acutorostrata
Balaenoptera borealis Ballena sei CyP EN EN
Balaenoptera edeni Rorcual tropical CyP DD
Balaenoptera musculus Ballena azul CyP EN EN
Balaenoptera physalus Ballena de aleta CyP EN EN
Megaptera novaeangliae Ballena jorobada CyP LC VU

13
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(Suborden Odontoceti) Familia Physeteridea

Physeter macrocephalus Cachalote CyP VU VU
Kogia breviceps Cachalote pigmeo C DD
Kogia simus Cachalote enano CyP DD
Familia Ziphiidae

Mesoplodon densirostris  Ballena picuda de CyP DD

Blainville
Mesoplodon peruvianus  Zifio pigmeo P DD
Mesoplodon europeus Ballena picuda de C DD

Gervais
Ziphius cavirostris Ballena picuda de Cuvier CyP LC

Familia Delphinidae

Sotalia fluviatilis Delfin gris, Tucuxi AM DD VU
Sotalia guianensis Tucuxi marino C DD VU
Steno bredanensis Delfin dientes rugosos CyP LC
Peponocephala electra Ballena cabeza de melon CyP LC
Feresa attenuata Orca pigmea CyP DD
Pseudorca crassidens Falsa orca CyP DD
Orcinus orca Orca CyP DD
Globicephala Ballena piloto CyP DD
macrorhynchus
Grampus griseus Delfin de Risso CyP LC
Tursiops truncatus Delfin nariz de botella CyP LC
Delphinus delphis Delfin comun P LC
Delphinus capensis Delfin comun de hocico C DD

largo
Stenella attenuata Delfin manchado CyP LC

pantropical
Stenella clymene Delfin Clymene C DD
Stenella coeruleoalba Delfin listado LC
Stenella frontalis Delfin manchado del C DD

atlantico
Stenella longirostris Delfin tornillo CyP DD
Lagenodelphis hosei Delfin de Fraser CyP LC

Familia Iniidae
Inia geoffrensis Bufeo, tonina AMy O DD VU
Sirenia
Trichechus inunguis Manati amazénico AM VU EN
Trichechus manatus Manati antillano A O,Cy VU EN
P

Carnivora
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Familia Mustelidae

Lontra longicaudis Nutria neotropical A, AM, DD VU
C,
OyP
Pteronura brasiliensis Nutria gigante AMyO EN EN
Familia Otariidae

Arctocephalus australis*  Lobo fino austral P LC
Arctocephalus Lobo fino de galapagos P EN
galapagoensis®

Otaria flavescens* Lobo marino sur P LC

americano
Zalophus californianus* Ledn marino californiano P LC

*Especies ocasionales, P: Pacifico, C: Caribe, A: Andes, AM: Amazonas, O: Orinoquia. DD: datos

deficientes, LC: Preocupacion menor, VU: vulnerable, EN: en peligro, CR: en peligro critico.

Es importante considerar también como piezas claves de los ecosistemas
hidricos neotropicales las especies de mamiferos “anfibios” o semiacuaticos en los que
gran parte de su ciclo biologico esta ligado a cuerpos de agua lénticos o loticos
dulciacuicolas tales como el chiguiro (Hydrochoerus hydrochaeris e H. isthmius) y el
tapir o danta (Tapirus terrestirs, T. bairdii). Adicionalmente, también se deben resaltar
otros casos de taxones en la clase Mammalia donde se agrupan mamiferos altamente
adaptados a los ambientes acuaticos tales como el oso polar (Ursus maritimus)
clasificado como mamifero marino por su dependencia predatoria del hielo marino, para
el neotropico tendriamos el caso del perro de monte (Speothos venaticus) de elusivo
comportamiento  crepuscular, palmipedo vy clasificado como semiacuatico.
Lamentablemente en Colombia también tenemos el caso del hipopétamo comun
(Hippopotamus amphibius) como especie exoética invasora de megaherbivoro
introducida en los ecosistemas acuaticos continentales del pais (Subalusky et al.,
2021). El nivel de conocimiento e informacion sobre las especies de mamiferos
acuaticos que habitan el pais es altamente heterogéneo, con informacion relativamente
completa para ballenas jorobadas (Megaptera novaengliae), delfines de rio (Inia
geoffrensis y Sotalia fluviatilis) y manaties (Trichechus manatus y Trichechus inunguis)
(Vélez et al., 2019). En menor grado se reportan avances en investigacion con nutrias
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gigantes y con delfines costeros (Sotalia guianensis y Tursiops truncatus) (Truijillo-
Gonzalez et al., 2019).

Por otro lado, para las restantes especies de mamiferos acuaticos,
semiacuaticos o “anfibios”, se tiene muy poco conocimiento general de los agentes
infecciosos, particularmente la parasitofauna que pueden albergar, contando asi con
escasos reportes en la literatura cientifica (Jaramillo, 2015; Vélez et al., 2018; Uribe et
al., 2021a). Mucho menos se conoce de los efectos nocivos o deletéreos que poseen
los parasitos sobre la salud de estos animales silvestres y por ende de forma indirecta
de la salud ecosistémica de los biomas que habitan en Colombia. Es por ende que el
entendimiento a nivel biolégico, comportamental y de distribucién de estas especies de
mamiferos acuaticos es de gran importancia. Se ha demostrado que los mamiferos
acuaticos, al estar en un alto nivel trofico dentro de la cadena alimenticia, son
importantes centinelas de agentes infecciosos de interés para la salud publica (Hunt et
al., 2008; Bossart, 2011a), siendo susceptibles también a enfermedades zoondticas
trasmitidas por el agua (Water borne diseases) (Waltzek et al., 2012) y excelentes
bioindicadores indirectos de la polucion de los cuerpos de agua que habitan (Baskin,
2006; Nelms et al., 2019). Muchas de estas especies se distribuyen en areas cada vez
mas antropizadas viéndose afectada de forma considerable la integridad ecosistémica y
por ende su estatus sanitario (Bossart, 2011a).

Algunas enfermedades parasitarias de importancia en poblaciones de mamiferos
acuaticos y semiacuaticos son: anquilostomiosis o infeccidn por gusanos gancho
(Hookworm), ascariosis, balantidiosis, criptosporidiosis, dracunculiosis, echinococcosis,
entamoebosis, escabiosis (Silva, 2013), giardiosis, las filariosis linfaticas, oncocercosis,
sarcocistiosis, esquistosomiosis, toxoplasmosis y la trichuriosis o tricocefalosis entre
otras (Silva, 2013; Cleveland et al., 2018). De la limitada informacién cientifica publicada
en Colombia, los filos de parasitos Artropoda y Platelmintos son los mas reportados

para mamiferos en el territorio nacional (Gonzalez-Astudillo and Gillespie, 2016).
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Los mamiferos acuaticos y semiacuaticos han mostrado ser efectivos
bioindicadores de la salud ecosistémica, las caracteristicas microbiolégicas y quimicas
de los cuerpos de agua que habitan e indirectamente de la integridad de los
ecosistemas terrestres que los circundan y las poblaciones humanas en ellos (Bossart,
2011a; Jepson et al., 2016; Hernandez-Gonzalez et al., 2018; Lusher et al., 2018). Se
ha detectado microplastico, principalmente fibras, en focas grises (Halichoerus grypus)
de la costa britanica (Nelms et al., 2019) y la potencial bioacumulacion en la cadena
trofica con repercusiones para los depredadores marinos superiores (Nelms et al.,
2018). Los polimeros de microplastico de tereftalato de polietileno (PED) y poliamida
(PA) se han hallado también en heces de nutria eurasiatica (Lutra lutra) (Smiroldo et al.,
2019).

Un indicativo indirecto de la condicion general y estatus sanitario de los animales
es la presencia tanto de endo- como ectoparasitos, que viven a expensas de
metabolitos secundarios y tejidos u 6rganos de sus hospedadores. Los parasitos estan
dentro de las principales causas de mortalidad en animales silvestres (Borgsteede,
1996). Algunas de estas parasitosis pueden tener caracter zoonético y por ende ser de
importancia para la salud publica (Mackenstedt et al., 2015). EI aumento en las
enfermedades parasitarias en animales silvestres esta directamente relacionada con la
perturbacion y pérdida de su habitat (Renddn-Franco et al., 2014). El conocimiento de
las especies de parasitos, sus ciclos biolégicos y patologias asociadas en fauna
neotropical Colombiana es un tema que poco se ha estudiado hasta el momento, con
algunas excepciones recientes (Uribe-Soto, 2018; Vélez et al., 2018), el estudio de
estas parasitosis puede contribuir a la conservacion de los animales silvestres que las
padecen, a la salud publica en general y a las ciencias basicas y aplicadas. Por tal, el
estudio parasitolégico de la fauna silvestre y los animales domésticos asociados aporta
informacion de gran valia para el disefio e implantacién de planes estratégicos de
conservacion y proteccion de mamiferos acuaticos y semiacuaticos en el neotropico

colombiano.
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La presente tesis doctoral pretende entonces recopilar informacion parasitolégica
de mamiferos acuaticos, semiacuaticos, otros animales silvestres y domésticos
asociados en el territorio nacional colombiano mediante técnicas basicas de coprologia,
analisis inmunologicos de indole seroldgico y técnicas moleculares para la acertada
identificacion de meta- y protozoarios tanto externos como internos. A continuacion de
desglosan detalladamente los objetivos especificos y el objetivo general del presente

documento.
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Capitulo 1 - Intestinal Parasites of Neotropical Wild Jaguars, Pumas, Ocelots, and
Jaguarundis in Colombia: Old Friends Brought Back from Oblivion and New Insights

Este capitulo apunta al desarrollo y cumplimento de los objetivos especificos 2)
Contribuir al conocimiento general de las parasitosis presentadas en mamiferos
acuaticos (MA) neotropicales y animales silvestres asociados y 3) Generar informacion
basica de indole parasitologico para fortalecer programas de conservacion y proteccion
de especies de mamiferos acuaticos (MA) neotropicales, el mismo se basa en el

siguiente articulo de investigacion publicado:

Uribe, M., Payan, E., Brabec, J., Vélez, J., Taubert, A., Chaparro-Gutiérrez, J. J.,

& Hermosilla, C. (2021). Intestinal Parasites of Neotropical Wild Jaguars, Pumas,

Ocelots, and Jaguarundis in Colombia: Old Friends Brought Back from Oblivion and
New Insights. Pathogens, 10(7), 822. https://doi.org/10.3390/pathogens10070822

(Este articulo pertenece al Special Issue Felid Parasitoses, New Insights and Open

Perspectives)

Pathogens; ISSN: 2076-0817
Factor de impacto 2022: 3.7
Cuartil 2022:
Molecular Biology Q2
Immunology and Microbiology (miscellaneous) Q2
Infectious Diseases Q2
Microbiology (medical) Q2
Clasificacion Publindex 2023: A2
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Capitulo 2 - Parasites Circulating in Wild Synanthropic Capybaras (Hydrochoerus
hydrochaeris): A One Health Approach

Este capitulo apunta al desarrollo y cumplimento de los objetivos especificos 1)
Evaluar el uso de diferentes tipos de muestras para la deteccién de agentes parasitos
en mamiferos acuaticos (MA) por métodos no invasivos, 2) Contribuir al conocimiento
general de las parasitosis presentadas en mamiferos acuaticos (MA) neotropicales y
animales silvestres asociados, 3) Generar informacion basica de indole parasitolégico
para fortalecer programas de conservacion y proteccion de especies de mamiferos
acuaticos (MA) neotropicales, 4) Establecer un biobanco de muestras
coproparasitologicas y de metazoarios de mamiferos acuaticos (MA) neotropicales para
analisis laboratoriales posteriores y fines investigativo/académico/pedagogicos y 5)
Establecer un primer mapa epidemiologico de las enfermedades parasitarias que
circulan en mamiferos acuaticos (MA) a través del Geographic Information System
(GIS) con los datos obtenidos en la presente propuesta investigativa para Colombia; el

mismo se basa en el siguiente articulo de investigacion publicado:

Uribe, M., Hermosilla, C., Rodriguez-Duran, A., Vélez, J., L6épez-Osorio, S.,
Chaparro-Gutiérrez, J. J., & Cortés-Vecino, J. A. (2021). Parasites Circulating in Wild
Synanthropic Capybaras (Hydrochoerus hydrochaeris).: A One Health Approach.
Pathogens, 10(9), 1152. https://doi.org/10.3390/pathogens10091152

(Este articulo pertenece al Special Issue Parasitic Diseases of Domestic, Wild, and

Exotic Animals)

Pathogens; ISSN: 2076-0817
Factor de impacto 2022: 3.7
Cuartil 2022:
Molecular Biology Q2
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Immunology and Microbiology (miscellaneous) Q2
Infectious Diseases Q2
Microbiology (medical) Q2
Clasificacion Publindex 2023: A2
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Capitulo 3 - The Neglected Angio-Neurotrophic Parasite Gurltia paralysans (Nematoda:
Angiostrongylidae): Northernmost South American Distribution, Current Knowledge, and

Future Perspectives

Este capitulo apunta al desarrollo y cumplimento del objetivo especifico 2)
Contribuir al conocimiento general de las parasitosis presentadas en mamiferos
acuaticos (MA) neotropicales y animales silvestres asociados, el mismo se basa en el

siguiente articulo de investigacion publicado:

Uribe, M., Lépez-Osorio, S., & Chaparro-Gutiérrez, J. J. (2021). The Neglected

Angio-Neurotrophic Parasite Gurltia paralysans (Nematoda: Angiostrongylidae):

Northernmost South American Distribution, Current Knowledge, and Future
Perspectives. Pathogens, 10(12), 1601. https://doi.org/10.3390/pathogens10121601

(Este articulo pertenece al Special Issue Paralysis Worm - Gurltia paralysans)

Pathogens; ISSN: 2076-0817
Factor de impacto 2022: 3.7
Cuartil 2022:
Molecular Biology Q2
Immunology and Microbiology (miscellaneous) Q2
Infectious Diseases Q2
Microbiology (medical) Q2
Clasificacion Publindex 2023: A2
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Chapter 4 - Nationwide Seroprevalence Survey of Angiostrongylus vasorum-Derived
Antigens and Specific Antibodies in Dogs from Colombia

Este capitulo apunta al desarrollo y cumplimento del objetivo especifico 2)
Contribuir al conocimiento general de las parasitosis presentadas en mamiferos
acuaticos (MA) neotropicales y animales silvestres asociados, el mismo se basa en el

siguiente articulo de investigacion publicado:

Uribe, M., Segeritz, L., Schnyder, M., Taubert, A., Hermosilla, C., Lopez-Osorio,

S., Gongora-Orjuela, A., & Chaparro-Gutiérrez, J. J. (2022). Nationwide Seroprevalence
Survey of Angiostrongylus vasorum-Derived Antigens and Specific Antibodies in Dogs
from Colombia. Microorganisms, 10(8), 1565.
https://doi.org/10.3390/microorganisms10081565

(Este articulo pertenece a la Section Parasitology)

Microorganisms; ISSN: 2076-2607
Factor de impacto 2022: 4.5
Cuartil 2022:
Microbiology Q2
Virology Q2
Microbiology (medical) Q2
Clasificacion Publindex 2023: A2
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Capitulo 5 - Presence of Spirometra mansoni, Causative Agent of Sparganosis, in
South America

Este capitulo apunta al desarrollo y cumplimento de los objetivos especificos 2)
Contribuir al conocimiento general de las parasitosis presentadas en mamiferos
acuaticos (MA) neotropicales y animales silvestres asociados y 3) Generar informacion
basica de indole parasitologico para fortalecer programas de conservacion y proteccion
de especies de mamiferos acuaticos (MA) neotropicales, el mismo se basa en el

siguiente articulo de investigacion publicado:

Brabec, J., Uribe, M., Chaparro-Gutiérrez, J. J., Hermosilla, C. (2022).
Spirometra mansoni, Causative Agent of Sparganosis, is present in South America,
Emerg. Infect. Dis. 28(11), 2347-2350. https://doi.org/10.3201/eid2811.220529

(Este articulo pertenece a Emerging Infectious Diseases - CDC journal)

Emerging Infectious Diseases; ISSN: 1080-6040 (Impreso) / 1080-6059 (Digital)
Factor de impacto 2022: 8.19
Cuartil 2022:
Epidemiology Q1
Infectious Diseases Q1
Microbiology (medical) Q1
Clasificacion Publindex 2023: A1
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Capitulo 6 - Neglected Zoonotic Helminthiases in Wild Canids: New Insights from South
America

Este capitulo apunta al desarrollo y cumplimento de los objetivos especificos 2)
Contribuir al conocimiento general de las parasitosis presentadas en mamiferos
acuaticos (MA) neotropicales y animales silvestres asociados y 3) Generar informacion
basica de indole parasitologico para fortalecer programas de conservacion y proteccion
de especies de mamiferos acuaticos (MA) neotropicales, el mismo se basa en el

siguiente articulo de investigacion publicado:

Uribe, M., Brabec, J., Chaparro-Gutiérrez, J. J. & Hermosilla, C. (2023)
Neglected Zoonotic Helminthiases in Wild Canids: New Insights from South America,
Front. Vet. Sci. 10. https://doi.org/10.3389/fvets.2023.1235182

(Este articulo pertenece al Research Topic Wildlife Parasitology: Emerging Diseases

and Neglected Parasites)

Frontiers in Veterinary Science; ISSN: 2297-6477
Factor de impacto 2022: 3.2
Cuartil 2022:
Veterinary (miscellaneous) Q1
Clasificacion Publindex 2023: A1
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Capitulo 7 - Morphological and molecular characterization of Chiorchis fabaceus in wild
Antillean manatees (Trichechus manatus manatus) and a global checklist on sirenian
ecto- and endoparasites

Este capitulo apunta al desarrollo y cumplimento de los objetivos especificos 1)
Evaluar el uso de diferentes tipos de muestras para la deteccién de agentes parasitos en
mamiferos acuaticos (MA) por métodos no invasivos, 2) Contribuir al conocimiento general
de las parasitosis presentadas en mamiferos acuaticos (MA) neotropicales y animales
silvestres asociados, 3) Generar informacion basica de indole parasitolégico para
fortalecer programas de conservacion y proteccion de especies de mamiferos acuaticos
(MA) neotropicales, 4) Establecer un biobanco de muestras coproparasitologicas y de
metazoarios de mamiferos acuaticos (MA) neotropicales para analisis laboratoriales
posteriores y fines investigativo/académico/pedagodgicos y 5) Establecer un primer mapa
epidemioldgico de las enfermedades parasitarias que circulan en mamiferos acuaticos
(MA) a través del Geographic Information System (GIS) con los datos obtenidos en la
presente propuesta investigativa para Colombia; el mismo se basa en el siguiente

articulo de investigacion en revision:

Uribe, M., Arévalo-Gonzalez, K., Taubert, A., Hermosilla, C., & Chaparro-

Gutiérrez, J. J (manuscript in preparation) Morphological and molecular characterization
of Chiorchis fabaceus in wild Antillean manatees (Trichechus manatus manatus) and a
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Antillean manatees (Trichechus manatus manatus) and a global checklist on

sirenian ecto- and endoparasites

M. Uribe 2P, K. Arévalo-Gonzalez ¢, A. Taubert 2, C. Hermosilla 2, J.J. Chaparro-

Gutiérrez b=

a Institute of Parasitology, Justus Liebig University Giessen, Schubertstralle 81 Giessen, Germany
b CIBAV Research Group, Veterinary Medicine School, University of Antioquia, UdeA, Calle 70 No. 52 — 21, Medellin, Colombia
¢ Wildlife Conservation Society (WCS) Colombia, Avenida 5 Norte # 22N-11, Cali, Colombia
d Cabildo Verde Sabana de Torres, Carrera 11 N° 14-75, Sabana de Torres, Colombia
e FINS- Fundacion Internacional para la Naturaleza y la Sostenibilidad, Calle Laran M75 L4, Andara, Chetumal, Quintana Roo,
México

* Corresponding author: jenny.chaparro@udea.edu.co

Abstract

Ecto- and endoparasites have an impact not only on vulnerable wildlife populations but
also on One Health, Additionally, biological factors such as the host species,
concomitant infections, infection dose and/or age might influence susceptibility thereby
demanding regular monitoring of imperilled species such as the Antillean manatee
(Trichechus manatus manatus). As part of the national conservation effort to preserve
free-ranging Antillean manatees in Colombia, a parasitological survey was conducted
between the years 2011 and 2022 on naturally deceased Antillean manatees within the
Magdalena River basin (MRB), the main river of this country with a basin size of
approximately 257.438 km?. In total, 24 stranded Antillean manatee carcasses (n = 24)
in the MRB were analysed via necropsies for presence of gastrointestinal metazoan
parasites. Herein, a total of 31 adult Chiorchis fabaceus trematodes were recovered
from the gastrointestinal tract and analysed via scanning electron microscopy (SEM) for

ultrastructural illustration of tegument, the small anterior oral acetabulum and the large
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posterior muscular ventral acetabulum. Additionally, molecular phylogenetic analysis of
C. fabaceus was conducted based on an almost complete coding sequence of the 18S
ribosomal RNA (rRNA) gene. Phylogenetic result indicates that C. fabaceus is related to
Orthocoelium orthocoelium and to other common paramphistome species parasitizing
the rumen and/or reticulum of ruminants, which is in accordance with its relationship by
taxonomy. Finally, we provide a checklist of understudied ecto- and endoparasites
circulating in threatened Antillean manatees and the subspecies Florida manatees
(Trichechus manatus latirostris). The data presented here will contribute not only to
better understand sirenian trematode diversity but also to extend knowledge on
biodiversity reduction, as is the case for monoxenous parasites of manatees, and their

possible influence on ecosystem health.

Keywords: Antillean manatee, Trichechus manatus manatus, Chiorchis fabaceus,

trematodes, biodiversity, Sirenians

1. Introduction

Manatees and dugongs, colloquially classified as sirenians, represent a large
herbivorous aquatic mammal group inhabiting tropical and subtropical regions
distributed within the continents of America, Africa, Asia, and Oceania. Irrespective of
their geographic distribution, all extant sirenian species are currently listed either as
vulnerable or endangered species to extinction by the International Union for
Conservation of Nature (Hines et al., 2012; Marsh et al., 2011). Thus, free-ranging
sirenians are internationally protected by the Convention on International Trade in
Endangered Species (CITES) and by the Specially Protected Areas and Wildlife
Protocol for preservation of their natural habitats (Bertram and Bertram, 1973; Vélez et
al., 2018). Sirenians of the American continent belong to the family Trichechidae,

consisting of two manatee species, i.e. the Amazonian manatee (Trichechus inunguis)
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inhabiting in the Amazon river basin, and the West Indian manatee (Trichechus
manatus). The former species encompasses two recognised living subspecies (Table 2),
the Antillean manatee (Trichechus manatus manatus) and the Florida manatee
(Trichechus manatus latirostris). Antillean manatees inhabit the Caribbean coastline and
inland water bodies from northern South America, Mesoamerica and Mexico whereas
the Florida manatee is restricted to south-eastern Florida coasts, the Caribbean Sea and
the Mexican Gulf (Bertram and Bertram, 1973). The strong currents of the Florida strait,
deep water and the northern Gulf coast cold winters create an effective barrier for gene
flow, suggesting little or no intermingling between Florida and Antillean manatee
populations (Domning and Hayek, 1986). Additionally, the Antillean manatee phenotypic
plasticity demonstrates at least a coastal marine- and a riverine-ecotype within this

subspecies (Castelblanco-Martinez et al., 2021).

Regrettably, Antillean manatees (7. manatus manatus) in Colombia are currently in
continuous decline, therefore seeming mandatory to strengthen national conservation
programs (Debrot et al., 2023). Moreover, several reports evidence devastating impact
of anthropogenic pressure on wild manatees, mainly due to illegal hunting, watercraft
collisions, sewage pollution, brevetoxicosis, accidental death in fishing nets, invasive
alien species and habitat loss (Bossart et al., 1998; Castelblanco-Martinez et al., 2009;
Lazensky et al., 2021; Montoya-Ospina et al., 2001; O’Shea et al., 1985; PySek et al.,
2020; Vélez et al., 2019; Wyrosdick et al., 2018). Consistently, the latest assessment
referred to a population size of approximately 400 Antillean manatees left inhabiting the
Colombian-Caribbean drainage basin (Castelblanco-Martinez et al., 2012; Debrot et al.,
2023). Free-ranging Antillean manatees still reside in the Orinoco River, the Caribbean,
and the Magdalena River basin (MRB) in Colombia. The MRB represents the largest
natural habitat area with a basin size of approximately 257.438 km?, and therefore of
enormous importance for the conservation of this endangered aquatic mammal (Bertram
and Bertram, 1973; Debrot et al., 2023; Montoya-Ospina et al., 2001). Since manatees
are robust long-living aquatic mammals, they seem to be considered as adequate

sentinel species for ecosystem health (Bonde et al., 2004; Fricke et al., 2022; Wright et
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al., 2002). Manatees are obligate herbivorous mammals feeding both on a plethora of
fresh- and salt-water plants, and daily consuming up to 10% of their body weight (Bonde
et al., 2004; Bossart, 2011). Thus, as equal as for other neotropical semiaquatic wildlife
species, manatees should be considered as potential reservoir hosts for water-, food-
and gastropod-borne parasites (Uribe et al., 2021; Vélez et al., 2018). Additionally,
wildlife parasite biodiversity is of great importance in terms of host conservation, and
also to understand wildlife as reservoir host for non-zoonotic and zoonotic parasites as
reported previously (Gémez and Nichols, 2013; Sparagano et al., 2021; Thompson et
al., 2010). Consistently, recent investigations reported not only on intestinal parasites of
manatees such as Chiorchis fabaceus, Nudacotyle undicola, Eimeria manatus and
Eimeria nodulosa, but also on zoonotic-relevant parasites such as Giardia and
Entamoeba (Vélez et al., 2019, 2018). Nevertheless, detailed knowledge on parasites of
manatees, i. e. the life cycle, epizootiology, pathogenesis, immunity, and clinical
relevance, is still in its infancy and needing further field investigations (Vélez et al., 2019;
Wyrosdick et al., 2018). Additionally, biological factors such as the host species,
concomitant infections, infection dose and/or age might influence susceptibility to certain
parasitoses in manatees (Wyrosdick et al., 2018). For instance, enteric parasitoses such
as cryptosporidiosis, giardiasis and eimeriosis are more frequently reported in neonates
or young animals than in older ones (Kantzanou et al., 2021; Ryan et al., 2021; Vélez et
al., 2018), since homologous reinfections generally result in immunological protection
(Hermosilla et al., 2012). While there are some parasitological data on egg-, cyst- and
oocyst-morphology of relevant manatee parasites such as Chiorchis groschafti, C.
fabaceus, N. undicola, Pulmonicola cochleotrema, E. manatus and E. nodulosa, there is
lack of information on morphological and molecular analyses of manatee-specific
parasites when compared to terrestrial mammals (Behringer et al., 2018; Vélez et al.,
2019; Wyrosdick et al., 2018). In order to close this knowledge gap, 24 stranded
Antillean manatee carcasses (n = 24) within the MRB were analysed via necropsies for
presence of metazoan parasites. Herein, a total of 31 adult C. fabaceus trematodes
were recovered from the gastrointestinal tract and further analysed via scanning electron
microscopy (SEM) for ultrastructural illustration of tegument, the small anterior oral
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acetabulum, and the large posterior muscular ventral acetabulum. Additionally,
molecular phylogenetic analysis of C. fabaceus was conducted based on an almost
complete coding sequence of the 18S ribosomal RNA (rRNA) gene. Presented
phylogenetic results indicate that the gastrointestinal trematode C. fabaceus is closely
related to the species Orthocoelium orthocoelium as well as to other common
paramphistome species parasitizing the rumen and/or reticulum of ruminants, which is in
accordance with its relationship by taxonomy. Herein, we describe new insights on the
pathogensis of chiorchiosis as a neglected gastropod-borne disease of Antillean
manatee. Finally, we provide a useful checklist of understudied ecto- and endoparasites
circulating in Antillean manatees as well as Florida manatees (Trichechus manatus
latirostris) including information on their microhabitat, geographic distribution when it

was available and organism annotations.

Table 2: Extant living and extinct species in the order Sirenia.

Order  Family Species Subspecies Common name Classification
§
Sirenia  Dugongidae Dugong dugon Dugong VU
Hydrodamalis gigas® Steller's seacow EX
Trichechidae Trichechus senegalensis African manatee VU
Trichechus inunguis Amazonian manatee VU
Trichechus manatus* T. manatus West Indian manatee
T. manatus manatus  Antillean manatee EN
T. manatus latirostris  Florida manatee VU
Prorastomidaet Pezosiren portelli EX
Protosirenidaet  Prorastomus sirenoides EX

T Extinct taxa. ¥ Manatee species included in present study. $ Based on the International
Union for Conservation of Nature (IUCN) threat levels of classifications for endangered
species.

2. Materials and methods

2.1. Study area, sample collection and parasite examination
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Between 2011 and 2022 a total of 24 deceased Antillean manatee carcasses (n = 24)
were reported by local communities along the MRB as part of the regional initiative for
the conservation of manatees with the support of non-governmental organizations
(NGO) and Colombian environmental authorities. All animals were found dead floating in
rivers, marshes, and wetlands in the departments of Antioquia, Bolivar, Cesar, and
Santander (Fig. 2). During the study period, it was not always possible to analyse whole
deceased animals and respectively organs due to challenging tropical conditions leading
to advanced decomposition (i. e. autolysis). A total of 10 carefully gross necropsies (n =
10) were performed in Antillean manatees from marshes across inter-Andean valley
locations in the departments of Antioquia and Santander, respectively. Based on the
Koppen-Geiger climate classification manatee carcasses were retrieved from tropical
monsoon climate in the Middle Magdalena valley (Beck et al., 2018). Deceased
manatees were morphologically identified and measured, thereafter assigned to 1 of 3
age classes based on body size (adults > 275cm, juveniles between > 175cm - <
275cm, and calves < 175cm) according to (O’Shea et al., 1985). Gender of animals was
determined, and decomposition carcasses stage classified in accordance to and the
assignment of etiological death criteria of the Sirenian Specialist Group for South
America (SSGSA) (Moore et al., 2020): i) cold stress, ii) crushed/drowned, iii) other
human-related, iv) other natural, v) perinatal, vi) undetermined (other), vii) undetermined
(too decomposed), viii) verified/not necropsied, and ix) watercraft. A complete evaluation
of the manatees’ mantle was carried out searching for potential ectoparasites and
external symbionts. The in situ comprehensive parasitological (metazoan) examination
of the respiratory system (i. e., nasal cavity, trachea, bronchi, lungs, larynx), digestive
tract (i. e., throat, oesophagus, stomach, small and large intestine), and cavitary organs
including pancreas, liver and bile ducts, heart, pulmonary arteries, spleen, and kidneys
took place at the environs where the manatees were found dead. The collected
metazoan parasites were respectively fixed in 90% EtOH and RNAlater™ (Invitrogen™)
preserved, incubated at 4 °C overnight, and stored at —20°C until further morphological
and molecular characterization were performed. Metazoan parasites were examined
using the BH-52™ light microscope equipped with a SC30™ digital camera (Olympus,
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815 Hamburg, Germany). For the morphometric analysis, the Olympus SZX7™ (Olympus
816  Corporation, Tokyo, Japan) stereomicroscope system with Olympus DP27™ and
817 SC30™ digital camera were used. For digital pictures analyses an Olympus CellSens™
818 imaging software was here used.

- H. amphibius
[ ] Inland water [ ] Cesar

|:| Sampling area |:| Bolivar
Madgalena basin - Antioquia

819 O Necropsiedma_natees- Santander

820 Figure 2 Geographical location map of the Madgalena River Basin (MRB) within
821 Colombia. Detailed coordinate information on the sampling localities is refrained due to
822 the species conservation status. The presence-only modelling for Hippopotamus
823  amphibius distribution was predicted using Maximum Entropy (MaxEnt) algorithm and
824  expert opinions on this invasive alien species in Colombia.

825  2.2. Ethic statemen

826

827 The manatee carcasses were collected by conservation programs operated by the
828 Reserva Natural de la Sociedad Civil Cabildo Verde (RNSC-CV), the Wildlife

829  Conservation Society WCS and Corporacion Autbnoma Regional de Santander (CAS).
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All animal procedures were approved by the Ethics Committee for Animal
Experimentation of Universidad de Antioquia (AS No. 132) under collection permit No.
0524 of 2014 (IDB0321), performed in strict compliance with the EU Directive
2010/63/EU, in accordance to the Guidelines for the treatment of marine mammals in
field research (Gales et al., 2009), and to the Guidelines of the American Society of
Mammologists (ASM) for the use of wild mammals in research and education (Sikes,
2016). All animals included in this study were found dead, and their carcasses were
either collected along the main boat transits or by local communities.

2.3. Scanning electron microscopy (SEM)

As previously successfully used in previous parasitological reports on aquatic mammals
such as the common bottlenose dolphins (Tursiops truncatus), sperm whales (Physeter
macrocephalus) and manatees (Hermosilla et al., 2018; Vélez et al., 2019; Villagra-
Blanco et al., 2017), herein we analyse the ultrastructure of trematode species C.
fabaceus recovered during field necropsies. Briefly, the adult parasites were gently
homogenized to lysate the body tissue and organs including the uterus and cirrus sac in
order to obtain eggs. Some droplets of the supernatant of the parasite macerate and
whole specimens were carefully deposited on 10 mm diameter poly-L-lysine (Merck,
Darmstadt, Germany) pre-coated glass coverslips (Nunc). Trematode stages were fixed
in 2.5% glutaraldehyde (Merck) and thereafter post-fixed in 1% osmium tetroxide
(Merck), washed in double-distilled water (ddH20), critical point dried by CO2-treatment
and subsequently gold particles-covered as described for manatee parasite probes
(Vélez et al., 2019). Afterwards, specimens subjected to SEM analysis were examined
using XL30® scanning electron microscope (Philips, Hillsboro, USA) allocated at the

Institute of Anatomy and Cell Biology, Justus Liebig University Giessen, Germany.
2.4. Molecular phylogenetics

To characterize the metazoans collected during necropsy procedures, the specimens
were rehydrated in descendant concentrations of EtOH, gently washed 5 times in 1X
34
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PBS solution, and thereafter lysate in ALT buffer with 20mg/ml proteinase K added
incubated at 56°C. Total DNA was obtained following the manufacturer instructions for
the DNeasy Blood & Tissue Kit® (Qiagen, Dusseldorf, Germany). Partial ribosomal
regions of the small subunit (SSU), the large subunit (LSU) and 5.8S were amplified
using the following specific primers: WormA, NF1, 18S, WormB, (for the SSU), ZX-1,
NC2, Plagi 28S-r1, D3A, D3B (for the LSU) and NC1 (for the 5.8 S) (Littlewood and
Olson, 2014)(Vélez et al., 2019) . A ~1600 bp partial ribosomal fragments of the small
subunit  (18S) region were PCR-amplified using the primers: for-5'-
GGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTT-3', and rev-5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3',
following thermocycle profiles previously described (Vélez et al., 2018). The PCR
amplicons were isolated from a preparative agarose gel using the HiYield Gel/PCR DNA
Extraction Kit (Sud-Laborbedarf, Gauting, Germany). All PCR products were bi-
directionally sequenced by LGC Biosearch Technologies (Berlin, Germany). Superfamily
Paramphistomoidea representative 18S rDNA sequences of the recognized extant
species were included to reveal the phylogenetic position of analysed specimen.
SegManPro 7.1.0 (DNASTAR Inc., USA) was used to in silico edit, and finally
assembled the sequence. The 18S rDNA alignment were conducted using the online

version of MAFFTv. 7 (available at https:/mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh and

Standley, 2013). Finally, a Neighbor-Joining algorithm analysis under 1000 bootstrap
replicates was conducted in MEGAX software. Nucleotide sequence divergences were
calculated using Kimura2-parameter (K2P) model for multiple substitution distance
correction and were in the units of the number of base substitutions per site (Kumar et
al., 2018). The bootstrap consensus tree inferred from 1000 replicates was taken to
represent the evolutionary history of analysed helminth (Felsenstein, 1985). Branches
corresponding to partitions reproduced in less than 50% bootstrap replicates were
collapsed. The obtained DNA sequences of C. fabaceus has been submitted to

GenBank under the accession number.

2.5. The checklist structures

35



%% UNIVERSIDAD

Facultad de Ciencias Agrarias

887
888
889
890
891
892
893
894
895
896
897
898
899
900
901
902

903

904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915

The current manuscript discusses an annotated checklist of protozoan, helminthic, and
arthropod parasite species reported in the West Indian manatee (7. manatus), based on
extensive literature searches through May 2023. The checklist was drawn up based on
publications from the period between 1838 and 2021. A systematic bibliographic search
of the PubMed database (U.S. National Library of Medicine National Institutes of Health;

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed), the Marine Mammals Research and

Conservation Discussion (MARMAM; https:/lists.uvic.ca/mailman/listinfo/marmam),

Scopus (https://www.scopus.com), ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/), Web

of Science (https://www.webofscience.com), and World Register of Marine Species;

(WoRMS; https://www.marinespecies.org/) was also performed using the keyword
search phrases of various taxa in combination with manatee infection and case reports.
Described parasite taxa have been arranged in systematic order. The list further
includes information on the microhabitat, geographic distribution when it is available and

organism annotations.

3. Results
3.1. Morphological and molecular parasite identification of Antillean manatee

There were neither ectoparasites nor external symbionts detected in the mantle of the
manatees studied. A macroscopical examination of the liver, kidneys, pancreas, and
spleen was performed during the evaluation of the manatee carcasses. A longitudinal
cut along the respiratory system (nose, larynx, trachea, and bronchi) as well as an
examination of the peritoneum- and thoracic cavity resulted in the absence of metazoan
parasites. The gastrointestinal examination of one case, i. e., an adult male Antillean
manatee, unveiled the abundant presence of non-segmented helminths in the posterior
portion of the stomach, the small intestine to the caecum and the first portion of the
colon (i. e., ascendant colon) from the necropsies performed above. This individual
presented a low body condition, absence of food content in the anterior portion of the
gastrointestinal tract, multiple stomach petechial areas and perforating gastric ulcers.
Additionally, marked unilateral nephromegaly of the left kidney was observed with
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916 consequent loss of typical kidney lobulations for the species as equal as multiple
917 parenchymal accesses. No macroscopic evidence of segmented helminths (cestodes),

918 acanthocephalans, or nematodes were observed.

919 Thereafter, metazoan parasite examination showed two morphological types of
920 digenean adult trematodes, one narrower and smaller than the other (Fig. 3A).
921 Tegument folds and grooves were slightly visible around the mouth opening area in the
922 dorsal surface view (Fig. 3B). Distinctly a circular-shape subterminal large ventral
923 acetabulum was noticed and the genital pore was located at an anterior-acetabular level
924  (Fig. 3C). As other related paramphistomes, commonly referred to as gastric- or rumen-
925 flukes, analysed specimens were characterized by the absence of an oral sucker. The
926 collected trematodes mean morphometric measurements were total body length of 5.64
927 mm, body breadth of 3.97 mm, and an acetabular opening of 1.14 uym x 1.17 ym. Based
928 on the trematode intra-organic distribution within the host and parasite characteristic
929 traits, the specimen described herein correspond well with the cladorchiid digenean

930 species Chiorchis fabaseus.

931

932 Figure 3 Microphotograph images illustration of adult specimen of Chiorchis fabaseus
933 recovery from an adult male Antillean manatee (Trichechus manatus manatus)
934 gastrointestinal tract in Cienega de Paredes (Santander), Colombia. (A) Ventral view of

935 whole specimen’s shows the two morphological body types in accordance with (Bando
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et al., 2014). Notice the small mouth opening (mo) and the large muscular caudal
acetabular opening (ao) or ventral/caudal sucker. (B) Dorsal surface view. (C) Ventral
view close-up photograph of the genital pore (gp) opening at the anterior one-third.
Scale bars: (A) 2 mm, (B) 500 um, and (C) 1 mm.

The scanning electron microscopy (SEM) analyses allowed to evidence a bluntly
rounded posterior end and slightly tapered anterior end without oral lobes of trematodes
(Fig. 4A). As equal as the related genus Paraibatrema sp., herein described specimens
showed lack of a genital sucker. An elongate middle to large robust body with maximum
width at middle-body level and aspinose smooth tegument with folds and grooves was
evidenced in the acetabular region (Fig. 4B). Adult parasite stages exhibit a double-

walled deeply seated acetabulum opening with post acetabular region cobble shaped

but papillae absence. The depth of the acetabular sucker was approximately 1 mm.

Figure 4 (A) Lower magnification scanning electron microscopy (SEM) micrograph of
whole adult Chiorchis fabaceus specimen showing the tegument, the small oral opening
and the large ventral acetabulum. (B) Higher magnification of large ventral acetabulum

border and folded tegument. Scale bar: (A) 1mm, and (B) 100um.

Additionally, to identify the digenean trematode relationship within the superfamily
Paramphistomoidea, an almost complete 1662 bp-long fragment of 18S ribosomal RNA

(rRNA) gene subjected to phylogenetic analysis showing that analysed specimen
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clustered within the representative of Chiorchis fabaseus (Fig. 5). Newly characterized

gene sequences were deposited in GenBank.

{ Paramphistomum cervi KJ459936
o Cotylophoron cotylophorum KF303808

Explanatum explanatum JX678225

60

19 Velasquezotrema tripurensis JX518987
Gastrothylax crumenifer JX518986
9 Nudacotyle undicola MF538578
{ Calicophoron calicophorum L06566
4 — Diplodiscus mehrai KX506857
L Fischoederius elongatus JX518982
32 Olveria indica JX678227
Orthocoelium orthocoelium JX678231
% Chiorchis fabaceus MF370224
4100‘: /% Chiorchis fabaseus

Carmyerius spatiosus JX518972

Figure 5 Bootstrap consensus tree inferred from 1000 replicates, taken to represent the
evolutionary history of the taxa analysed. Phylogenetic position of digenean trematode
isolate obtained during manatee necropsy is indicated by a green triangle. The analysis
involved 14 trematode 18S rRNA nucleotide sequences obtained during the present
study (1) or retrieved from the GenBank database (13), and one sequence of

Carmyerius spatiosus, used as outgroup.

3.2. An annotated checklist of West Indian manatee (Trichechus manatus) reported
parasites

3.2.1. Metamonada

Giardia sp.

Microhabitat: not mentioned (faecal examination)'-?

Locality: Brazil', Colombia?

References: (Borges et al., 2017a)", (Vélez et al., 2019)?
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3.2.2. Apicomplexa

Cryptosporidium sp.

Microhabitat: large intestinal content (Faeces)'-?, floating faeces?, necropsy?
Locality: Brazil"-23

References: (Borges et al., 2011)", (Borges et al., 2009)? ,(Borges et al., 2017a)®

Eimeria manatus (Upton, Odell, Bossart and Walsh, 1989)
Microhabitat: not mentioned (faecal examination)?-3
Locality: Florida’-?, Colombia?®

References: (Upton et al., 1989)', (Bando et al., 2014)?, (Vélez et al., 2018)3

Eimeria nodulosa (Upton, Odell, Bossart and Walsh, 1989)
Microhabitat: not mentioned (faecal examination) '
Locality: Florida'2, Colombia3#

References: (Upton et al., 1989)', (Bando et al., 2014)?, (Vélez et al., 2018)3, (Vélez et
al., 2019)*

Eimeria trichechi (Lainson, Naiff and Shaw 1983)
Microhabitat: not mentioned (faecal examination)’

Locality: Brazil'
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References: (Lainson et al., 1983)'

Eimeria sp. A and Eimeria sp. B
Microhabitat: not mentioned (faecal examination)’
Locality: Colombia’

References: (Vélez et al., 2019)’

Eimeria spp.
Microhabitat: not mentioned (faecal examination)’
Locality: Florida', Puerto Rico'

References: (Wyrosdick et al., 2018)’

Entamoeba sp.
Microhabitat: not mentioned (faecal examination)’
Locality: Colombia’

References: (Vélez et al., 2019)’

Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1908)
Microhabitat: not mentioned (serological assay)'-3, Brain*, Cerebellum®

Locality: Brazil !4, Belize?, Puerto Rico?, Florida®
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References: (Attademo et al., 2016)", (Sulzner et al., 2012)?, (Bossart et al., 2012)3,
(Buergelt and Bonde, 1983)%, (Smith et al., 2016)°

3.2.3. Digenea
Chiorchis fabaceus (Diesing, 1838)

Microhabitat: not mentioned (faecal examination)'367 duodenum?, ilium®, colon?45,

caecum?®, small intestine?, stomach?
Locality: Florida’-?, Mexico®, Dominican Republic*, Puerto Rico®, Colombia®’"

References: (Bando et al., 2014)", (Beck and Forrester, 1988)?, (Olivera Gomez, 2017)3,
(Mignucci-Giannoni et al., 1999b)*, (Mignucci-Giannoni et al., 1999a)°, (Vélez et al.,
2018)8, (Vélez et al., 2019)7, current study’

Chiorchis groschafti (Coy Otero, 1989)

Microhabitat: large intestine’, not mentioned (faecal examination)?#, intestine?,

gastrointestinal tract®
Locality: Puerto Rico'3, Florida?, Mexico?, Belize®

References: (Bossart ef al., 2012)", (Bando et al., 2014)?, (Coldn-Llavina et al., 2009)3,
(Olivera Gémez, 2017)*, (Lucot et al., 2020)5

Moniligerum blairi (Dailey, Vogelbein & Forrester, 1988)

Microhabitat: not mentioned (faecal examination)'#, mucosa and submucosa of the

small intestine?3

Locality: Florida'234, Puerto Rico*
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References: (Bando et al., 2014)", (Beck and Forrester, 1988)?, (Dailey et al., 1988)3 ,
(Wyrosdick et al., 2018)*

Nudacotyle undicola (Dailey, Vogelbein & Forrester, 1988)

Microhabitat: not mentioned (faecal examination)'#5, small intestine?3, duodenum?,

caecum?, colon?
Locality: Florida™?3°, Colombia*, Puerto Rico®

References: (Bando et al., 2014)", (Beck and Forrester, 1988)?, (Dailey et al., 1988)3,
(Vélez et al., 2018)* , (Wyrosdick et al., 2018)°

Pulmonicola cochleotrema (Travassos & Vogelsang, 1931)

Microhabitat: not mentioned (faecal examination)?8'2, nares/nostrils®3-7- 911 Jungs3>,

stomach3, trachea®1'% "1 bronchi®, laryinx'

Locality: Puerto Rico'-611.12) Florida?3'2, Brazil*57, Mexico®, Belize®, Dominican
Republic'®

References: (Bossart ef al., 2012)", (Bando et al., 2014)?, (Beck and Forrester, 1988)3,
(Borges et al., 2017c)*, (Carvalho et al., 2009)°, (Colon-Llavina et al., 2009)8, (Borges et
al., 2017b)” (Olivera Gomez, 2017)8, (Lucot et al., 2020)°, (Mignucci-Giannoni et al.,
1999b)'°, (Mignucci-Giannoni et al., 1999a)'" , (Wyrosdick et al., 2018)?

Remark: Reported as current unaccepted synonymic Cochleotrema cochleotrem31°

3.2.4. Cestoda

Anoplocephala sp.
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Microhabitat: small intestine’
Locality: Florida'
References: (Beck and Forrester, 1988)’

Remark: Infection of 1 specimen of Anoplocephala sp. in a single manatee likely was
accidental and of equine

origin’

3.2.5. Nematoda

Ascarididae gen. sp.

Microhabitat: not mentioned (faecal examination)’
Locality: Mexico'

References: (Olivera Gomez, 2017)’

Cutidiplogaster manati (Furst von Lieven, Uni, Ueda, Barbuto & Bain, 2011)
Microhabitat: Skin'-2

Locality: Florida', Japan?

References: (Gonzalez et al., 2021)', (von Lieven et al., 2011)?

Remark: Highly specialized free-living epibionts of the skin', report in captive animal?.

Heterocheilus tunicatus (Diesing, 1839)
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Microhabitat: not mentioned (faecal examination)'8, stomach? 367 duodenum?, small

intestine?, colon?, caecum?, gastrointestinal tract®
Locality: Florida™-?8, Puerto Rico®’8, Mexico*, Belize®, Dominican Republic®

References: (Bando et al., 2014)", (Beck and Forrester, 1988)?, (Colén-Llavina et al.,
2009)3, (Olivera Gémez, 2017)*, (Lucot et al., 2020)°, (Mignucci-Giannoni et al., 1999b)®,
(Mignucci-Giannoni et al., 1999a)’, (Wyrosdick et al., 2018)2

3.2.6. Arthropoda

Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus (Wiedemann, 1821)
Microhabitat: skin

Locality: Florida

References: (Reeves and Gillett-Kaufman, 2020)

Remark: Parasite capable of locating, landing on, and bite West Indian manatees.

Anopheles atropos (Dyar & Knab, 1906)
Microhabitat: skin

Locality: Florida

References: (Reeves and Gillett-Kaufman, 2020)

Remark: Parasite capable of locating, landing on, and bite West Indian manatees.

Balaenophilus manatorum (Ortiz, Lalana & Torres-Fundora, 1992)

Microhabitat: skin':2
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Locality: Cuba’, Mexico?
References: (Ortiz et al., 1992)", (Suarez-Morales et al., 2010)?

Remark: Arthropod reported as epibiont?.

Chelonibia manati (Gruvel, 1903)

Microhabitat: skin’

Locality: Puerto Rico', Cuba?

References: (Mignucci-Giannoni et al., 1999a)’, (Ortiz et al., 2010)?

Remark: Reported as a commensal species'?

Culex (Melanoconion) iolambdis (Dyar 1918)
Microhabitat: skin
Locality: Florida

References: (Reeves and Gillett-Kaufman, 2020)

Remark: Parasite capable of locating, landing on, and bite West Indian manatees.

Sinelobus sp. (Sieg, 1980)
Microhabitat: skin
Locality: Cuba

References: (Ortiz et al., 2010)
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Remark: Reported as a commensal species
4. Discussion

Parasitic trematodes are found all over the world, but they are most prevalent in tropical
and subtropical areas (Furst et al., 2012; Robinson and Sotillo, 2022). The digenetic
trematodes are a diverse group of parasites with over 25000 species that have a
significant economic impact as a major cause of morbidity and mortality in human and
animal health (Esch, 2002; Keiser and Utzinger, 2009; Toledo and Fried, 2019).
Moreover, the global trematode burden appears to be significantly underestimated, and
thus trematode-derived diseases have been neglected for years (Chai and Jung, 2022).
At least one digenetic trematode has been reported from most groups of wildlife,
however the complex life cycles which commonly involve 2 to 3 or even 4 obligate
intermediate hosts remain not fully described, and therefore the majority of trematodes
infecting wildlife species are still considered neglected or still unknown (Bolek et al.,
2019; Esch, 2002). Consequently, the manatee trematode life cycles of the species C.
fabaceus, C. groschatfti (Cladorchiidae), Indosolenorchis hirudinaceus
(Paramphistomidae), = Moniligerum  blairi ~ (Opisthotrematidae), @ N.  undicola
(Nudacotylidae), P. cochleotrema (Opisthotrematidae), Solenorchis travassosi
(Cladorchiidae), and Zygocotyle lunata (Paramphistomatidae) are partially unsolved
since larval stages and gastropod intermediate hosts remain undescribed (Bando et al.,
2014; Blair, 1980; Vélez et al., 2019).

Current study identified an Antillean manatee extensively infected with C. fabaceus
within the superfamily Paramphistomoidea (Cladorchiidae family). This trematode was
the first described parasite in sirenians almost 185 years ago (Diesing, 1838). During the
past century, this gastrointestinal parasite was sporadically identified in Belize,
Colombia, Dominican Republic, Florida, Mexico, and Puerto Rico based on eggs
morphology, but there are scarce data descriptions on adults (Bando et al., 2014; Beck
and Forrester, 1988; Bossart et al., 2012; Coldn-Llavina et al., 2009; Lucot et al., 2020;
Mignucci-Giannoni et al., 1999b, 1999a; Olivera Gomez, 2017; Vélez et al., 2019, 2018).
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Herein, we describe via SEM analysis the high-resolution morphology of tegument,
genital pore, large ventral sucker, and molecular identification of C. fabaceus adults
parasitizing the stomach, small and large intestine of free-ranging Colombian manatees
inhabiting the MRB. Since the outdated Chiorchis hawkesii thereafter classified as
Pseudodiscus (Hawkesius) hawkesii (Firdausy et al., 2019), to date the genus Chiorchis
is composed by two trematode species, i.e., C. fabaceus and C. groschafti, and
Chirochis purvisi reported in turtles (Southwell and Kirshner, 1937). As reported
previously for other closely related paramphistomes parasitizing the digestive tract, liver
and bile duct of many herbivorous ruminants, this infections results in important
productivity and economic losses among domestic animals (Anuracpreeda et al., 2015).
Adults of C. fabaceus were found mainly located in the manatee stomach but extended
to the duodenum, jejunum, ileum, caecum, and ascendant colon. Consequently,
chiorchiosis may lead to extensive intestine ulcerative areas due to strong sucking
activities of ventral acetabula and resulting in multifocal necrotizing colitis in manatees
as described in monogastric semiaquatic mammals infected with parasites of the
Cladorchiidae family (Uribe et al., 2021). Likewise related amphistomes characterized to
generate mucosal lesions in the stomach and intestine, chiorchiosis in manatees could
manifest with loss of appetite and consequent low body condition, foetid diarrhoea,
dehydration, emaciation, extreme weakness with consequent exhaustion, oedema and

subnormal temperature (Conga et al., 2022; Sreedevi et al., 2017).

Furthermore, ostensibly smaller trematode species such as M. blairi and N. undicola are
associated with histological lymphoplasmacytic ulcerative enteritis with submucosal
oedema and crypt atrophy, grossly visible and variably haemorrhage, nodular, necrotic,
and rugose intestinal mucosa in manatees (Arnett-Chinn et al., 2013; Dailey et al., 1988;
Panike et al., 2017; Weisbrod et al., 2021). Conversely, C. fabaceus, which are much
larger than M. blairi and N. undicola, might induce severe gastrointestinal mucosal
lesions through strong sucking activities in infected host. The large muscular ventral

acetabulum is not only large (1 mm of diameter) but also deep. Our findings strongly
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suggest that highly underestimated enteric trematode should be considered as a

concomitant cause of death in manatees with high parasitic burden.

Since all extant trematodes require either terrestrial/amphibious or aquatic obligate
gastropod intermediate hosts, it would be appropriate to analyse in depth the gastropod
fauna (e. g., snails, slugs, and semi-slugs) inhabiting aquatic biomes (i.e., flooded areas,
rivers, natural lakes, and coastal line) shared by manatees, domestic animals, and
humans to better understand life cycle of sirenian trematodes such as C. fabaceus.
Moreover, trematode larval stages should be investigated in grass and seagrasses,
mangrove, algae and invertebrates as main sirenian dietary sources (Allen et al., 2018;
Takoukam Kamla et al., 2021). The predicted hippopotamus (Hippopotamus amphibius)
distribution in Colombia is overlapping with the Antillean manatee habitats, thus raising
the possibility of intra-specific interactions between these two megaherbivore aquatic
animals and the ecological or parasitological consequent effects of this invasive alien
species remains unsolved (Subalusky et al., 2021). Further research is necessary to
understand complex trematode-gastropod interactions in order to develop effective
diagnostic field tests, and determine the parasite burden (Pfukenyi and Mukaratirwa,
2018).

In the annotated parasite check list, we present a total of 24 taxa records of protozoans,
helminths, and arthropods so far described in West Indian manatees. Some of these
reports include common manatee-specific, i.e. monoxenous species, as well as
incidental parasites, epibionts, or facultative parasite species that could also interfere
with manatee health. The monoxenous coccidians E. manatus, E. nodulosa and Eimeria
trichechi have all been reported in Brazil, Colombia and USA (Bando et al., 2014; Upton
et al., 1989; Vélez et al., 2018). In Colombian manatees, smaller coccidian oocyst sizes
of E. manatus have been described as types A and B (Vélez et al., 2019). Moreover,
important cosmopolitan zoonotic parasites such as Cryptosporidium, Giardia,
Toxoplasma gondii and Entamoeba have been identified infecting wild manatee
populations along the Neotropics. As ubiquitous zoonotic protozoans, Cryptosporidium
parvum and Giardia intestinalis are significant etiologies of diarrhoea worldwide and
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responsible for numerous water- and food-borne diseases outbreaks (Jones and
Tardieu, 2021; Ryan et al., 2021). Cryptosporidiosis and giardiasis have been identified
as emerging and neglected poverty-related diseases (PRD) in developing countries
where the major wildlife role for disease transmission to human populations has been
highlighted (Santin, 2020; Zhang et al., 2021). Environmental water pollution with either
highly resistant C. parvum-oocysts or G. intestinalis-cysts originating from humans and
domestic animals sewage, represent the main route of infection for wild manatees as
discussed elsewhere (Appelbee et al., 2005). More importantly, C. parvum and G.
intestinalis infect various species of aquatic mammals including the Antillean- and
Amazonian manatee in Brazil (Borges et al., 2017a) and zoonotic C. parvum genotype
was identified in sirenians (Morgan et al., 2000). For Giardia there is only one report in
Colombian Antillean manatee (Vélez et al., 2019). Public health threatening PRD are
often recorded in aquatic-, semiaquatic mammals and marine environments (Olson et
al., 2004). Despite not been fully elucidated, several T. gondii transmission routes have
been identified in aquatic ecosystems and numerous species of wild marine mammals
around the world (Li et al., 2022). Manatees are not the exception and this polyxenous
obligate intracellular parasite, capable to infect all warm-blooded mammals, occurred as
well in free-ranging Amazonian- and Florida manatee populations (Mathews et al., 2012;
Smith et al., 2016). Additionally, T. gondii antibodies have been detected in captive
Antillean manatees (Attademo et al., 2016). To the best of our knowledge, potentially
zoonotic Entamoebal Entamoeba-like in manatees have only been identified in two
reports respectively from Colombia and Florida (Vélez et al., 2019; Wyrosdick et al.,
2018). Since all extant sirenians play key ecological roles in fresh-, brackish-, and
marine biomes, further research is needed on manatee-associated toxoplasmosis to
revel its clinical importance as either congenital- or postnatal toxoplasmosis. As
manatee meat is consumed in many countries the role of T. gondii transmission to

humans should not be underestimated.

The genus Anoplocephala is the only manatee cestode reported in literature likely as an

accidental finding of equine origin as equal as the record of Ascarididae gen. sp. The
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occurrence of this parasites could be explained because manatees share habitat with
domestic animal and human populations with consequent sewage pollution and potential
parasite transmission (Beck and Forrester, 1988; Olivera Gomez, 2017; Titcomb et al.,
2021). To the best of our knowledge there are only two species of West Indian manatee-
specific nematodes reported. Respectively, the gastrointestinal ascarid Heterocheilus
tunicatus (Heterocheilidae) widely reported in Florida, Puerto Rico, Mexico, Belize, and
Dominican Republic, while the skin-associated Cutidiplogaster manati (Diplogastridae)
was first reported on a captive manatee in Japan and the body surface of free-roaming
manatees in Florida (Gonzalez et al.,, 2021; von Lieven et al., 2011). Since the
nematode life cycles are completely unknown further research will be needed to fully
understand their distribution, clinical manifestation, and health impact among sirenian

populations.

The mosquitoes Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus, Anopheles atropos, and Culex
(Melanoconion) iolambdis have a wide host range and capable bite manatees (Blosser
et al., 2016; Reeves and Gillett-Kaufman, 2020). Mosquito-borne pathogens such as
Dirofilaria immitis, Plasmodium spp., the group C orthobunyaviruses (GRCVs),
Venezuelan equine encephalitis (VEE) group viruses, eastern equine encephalitis (EEE)
virus, and Madariaga virus are all present in the Americas (Blosser and Burkett-Cadena,
2017; Escobar et al., 2020; Manrique-Saide et al., 2070) and might be accidentally
transmitted to matinees. Finally, some arthropods such as Balaenophilus manatorum,
Chelonibia manati, Sinelobus sp. located on the manatee’s mantle have also been
reported but rather as commensal epibionts.

In conclusion the present study adds new morphological and molecular phylogenetic
insights on the neglected C. fabaceus trematode species in manatees as a baseline for
further parasitological research on this imperilled aquatic mammal. As already stated,
West Indian manatees have a pivotal role as sentinel of ecosystem health (Bonde et al.,
2004; Fricke et al., 2022; Wright et al., 2002), harbouring a plethora of non-zoonotic and
zoonotic parasites, and thus evidencing pathogen interchanges in the human-domestic
animal-wildlife interphase. Nonetheless, the lack of knowledge on the life cycle,
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pathogenesis, immunity, and clinical impact of most manatee parasites requires
interdisciplinary efforts to comprehend transmission routes and possible pathogenic

implications on the manatee population health status.
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Conclusiones generales — Inesperadas y agradables sorpresas

En un mundo cada vez mas globalizado, factores antropogénicos como la
agricultura intensificada con los consiguientes monocultivos agroindustriales (Barrera-
Ramirez et al., 2019), la explotacion desmesurada de los recursos naturales mediante
la mineria ilegal, la tala indiscriminada (Unda and Etter, 2019), la caza, trafico y
consumo de fauna silvestre (Nogueira-Filho and da Cunha Nogueira, 2018), han hecho
cada vez mas estrecha la interfaz humano-animal, aumentando asi el riesgo de
trasmision bidireccional de enfermedades infecciosas y el colapso de la red trofica (El
Bizri et al., 2020; Magouras et al., 2020; Fricke et al., 2022). Hoy en dia, la vigilancia
constante de las enfermedades relacionadas con la fauna silvestre y los animales
domeésticos es imperativa no solo para comprender mejor su impacto adverso en el
medio ambiente, las poblaciones humanas y animales, sino también en la conservacion
de la biodiversidad (Karesh et al., 2012; Grogan et al., 2014; Zambrano et al., 2014;
Day, 2016; Nicholson et al., 2020; Uribe et al., 2021b).

No obstante, la evidencia del proceso coevolutivo hospedador-parasito se ha
demostrado hace millones de afos (Mya) tanto en diferentes taxones de parasitos
protozoarios/metazoos como en diversas especies de huéspedes (Schall, 1990; Le
Bailly and Araujo, 2016; Tinsley and Tinsley, 2016; de Castro Costa et al., 2019). Por
ejemplo, los estudios de metabarcoding y secuenciacion de alto rendimiento de
parasitos antiguos a partir de coprolitos, sedimentos de alcantarillado, tejidos
momificados, sedimentos funerarios y suelos de permafrost proporcionaron
conocimientos cientificos Unicos sobre la salud de las poblaciones humanas
prehistéricas y las comunidades de parasitos, reconstruyendo la parasitofauna natural
de huéspedes ya extintos, permitiendo asi comprender como los parasitos
coevolucionaron junto con sus poblaciones de hospedadores (Wood, 2018). Aunque es
bien sabido que la evolucién es fundamental en todos los campos bioldgicos, la
coevolucion hospedador-parasito es la evolucidn reciproca de especies que interactuan
a lo largo del tiempo, siendo un proceso generalizado y bastante diverso. Por lo tanto,
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los parasitos ejercen una presion de seleccion en las poblaciones de hospedadores
dependiente de la carga parasitaria y los genotipos de sus hospedantes, los cuales al
tener una baja adaptabilidad disminuyen su numero a medida que los parasitos los
infectan (Gibson et al., 2015). Por lo tanto, se propone la coevolucion para mantener la
diversidad genética tanto en las poblaciones de hospedador como de parasitos
(Hamilton et al., 1990). Con base en el concepto mencionado anteriormente, el proceso
de coevolucion ha estado ocurriendo durante millones de afios favoreciendo el
refinamiento de los mecanismos de transmisién y mantenimiento de los parasitos en
diversas poblaciones de hospedadores. Por tanto, la interaccion hospedador-parasito, a
menudo desencadena una adaptacion evolutiva en la que el parasito se replica y
propaga sin generar un dafio marcado o una alteracion organica importante en el
huésped afectado en un mundo cada vez mas hiperconectado (Wild et al., 2009; White
et al., 2021).

Existen numerosos ejemplos de este proceso de coevolucion, ya que a través de
la paleoparasitologia y la arqueoparasitologia se ha dilucidado la ocurrencia de
enfermedades parasitarias tanto en poblaciones humanas como animales en la
antigiedad (Sazmand, 2021). Los reportes de coexistencia entre parasitos y
poblaciones tanto humanas como animales se han documentado desde la antigiedad
tanto en el viejo como en el nuevo mundo. Incluso desde el Cretacico temprano se
tienen registros fosiles de parasitos metazoarios como los piojos masticadores
(Rasnitsyn and Zherikhin, 1999). Otro ejemplo es la filogenia de fosiles de artropodos
que ubica a cimicidos (Familia: Cimicidae) hace 115 millones de afos como
especialistas hematéfagos que afectaban tanto a murciélagos como a aves, ya en la
actualidad, dos de los principales cimicidos ectoparasitos en areas urbanas son los
chinches de las especies Cimex lectularius y Cimex hemipterus, separadas hace 47
millones de afos, parasitan a los humanos y a lo largo del proceso de coevolucion se
adaptaron a ser parasitos generalistas (Roth et al.,, 2019). A pesar de sus grandes
letrinas publicas de varios asientos con instalaciones de lavado, sistemas de

alcantarillado, legislacion sanitaria, fuentes y agua potable en los acueductos de la
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antigua Roma, se reportan en estas poblaciones parasitos como el tricocéfalo Trichuris
trichiura, el nematodo Ascaris lumbricoides, el cestodo de los peces Diphyllobothrium
sp. y la Entamoeba histolytica. Todas estas parasitosis estaban ampliamente
distribuidas entre la poblacion romana (Johnson et al., 2021). Algunos ectoparasitos
como las pulgas (Pulex irritans), los piojos de la cabeza (Pediculus humanus capitis),
los piojos del cuerpo (Pediculus humanus corporis), los piojos pubicos (Phthirus pubis) y
los chinches (C. lectularius) también se reportaron con frecuencia a lo largo del vasto

territorio del imperio romano (Mumcuoglu, 2008; Mitchell, 2017; Johnson et al., 2021).

Ademas, algunos ejemplos de parasitos antiguos que coexistieron hace millones
de afios con humanos y animales en el nuevo mundo (Neotropico) son ampliamente
reportados a lo largo del subcontinente suramericano. El analisis parasitologico de
coprolitos ha permitido explorar relaciones ecoldgicas en la antigiedad (Petrigh et al.,
2019). Se han dado importantes descubrimientos parasitolégicos en restos humanos a
lo largo de sitios arqueologicos de Suramérica (Brasil, Argentina, Chile y Peru); algunas
de esas enfermedades parasitarias salieron de Africa debido al trafico europeo y
asiatico de esclavos dispersandose por todo el mundo. Ademas, en el proceso de
domesticacion de los animales, los humanos también adquirieron patégenos de
animales domésticos (e.g., ganado bovino, ovino, caprino, porcino, aves, renos, yaks,
camélidos, roedores, conejos y peces), ya que los humanos modificaron
considerablemente sus habitos de consumo y cambiaron dramaticamente los entornos
naturales con la actividad agropecuaria (Novo and Ferreira, 2016). Por lo tanto, la
evaluacion parasitolégica de coprolitos animales es una herramienta importante para
promover el conocimiento sobre las diferentes taxas de parasitos que infectaban
poblaciones humanas en la antigiedad, contribuyendo indirectamente a comprender la
ocurrencia de ciertos parasitos zoonoticos relevantes de animales prehistoricos y
humanos (Sianto et al., 2014). El registro molecular de parasitos mas antiguo se
documenté en la Puna del sur de Argentina en coprolitos de grandes mamiferos
carnivoros del Pleistoceno, e.g., puma (Puma concolor). Coprolitos de puma

recuperados del sitio paleontoldgico y arqueoldgico Penas de las Trampas 1.1 fechados
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entre 16573 y 17002 calBP (calibrated years before the present), reportaron la
ocurrencia de huevos morfologicamente compatibles con Toxascaris sp., que
posteriormente fueron confirmados por analisis de ADN mitocondrial antiguo (ADNm)
como Toxascaris leonina (Petrigh et al., 2019). Ademas, otro estudio analizé 30
coprolitos felinos de un sitio arqueoldgico del sureste de Piaui utilizado por grupos
humanos en el pasado donde se encontraron huevos de Spirometra sp., Toxocara cati,
Spirurida, Oxyuroidea, Calodium cf. hepatica, Trichuris cf. muris, Trichuris sp., y otros
Trichuridae, Oncicola sp., y larvas de nematodos (Sianto et al., 2014). Algunos de estos
hallazgos parasitolégicos se reportan en la actualidad en diferentes especies de félidos
y canidos silvestres neotropicales (Uribe et al., 2021b, 2023). Por lo tanto, debe
discutirse aqui el papel de las poblaciones animales en la transmision de parasitos
zoondticos en la region. Los agentes parasitarios tuvieron una mayor proliferacion
desde finales del Pleistoceno y principios del Holoceno, a lo largo de la llamada
revolucion Neolitica, en la zona de la medialuna fértil de Mesopotamia donde se dieron
condiciones ideales para la domesticacion y la instauracion del sedentarismo con el
consiguiente aumento de la densidad de las poblaciones humanas y animales, todo ello
favoreciendo un estrecho contacto entre humanos y animales. Finalmente, con el inicio
de la “tecnificacion” de la agricultura, se favorecié el asentamiento de poblaciones
nomadas que ademas generaron condiciones ideales para la proliferacion de
multiplicidad de especies vertebradas e invertebradas y asi la consecuente transmision
de parasitos al conglomerarse alrededor de una plantacion o producto poscosecha. A
pesar de este auge dado a lo largo de la revolucion neolitica, se han reportado
parasitos en coprolitos a lo largo de diversos periodos histéricos con un mayor

desarrollo de técnicas para su identificacion entre 1955 y 1969 (Camacho et al., 2018).

Por lo tanto, el concepto de salud global (Global Health | One Health) no es
nuevo y reconoce que la relacion en constante evolucién entre los animales, los
humanos y las plantas del planeta ha dado y sigue dando forma al curso de la historia
humana (Evans and Leighton, 2014). La serie de objetivos estratégicos conocidos como

los "Principios de Manhattan" se derivaron de una reunion de la Sociedad para la
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Conservacion de la Vida Silvestre en 2004, en la que se reconoci6 la interdependencia
existente entre la salud humana y animal como factor fundamental en la salud publica,
el suministro de alimentos y la economia mundial. La novedosa incorporacion de la
salud de los ecosistemas, incluida la vida silvestre en la iniciativa "One Health",
constituye una estrategia global que destaca la necesidad de un enfoque holistico y
transdisciplinario que incorpore la experiencia multisectorial en la investigacion de la
salud de la fauna silvestre, los humanos y los animales domésticos como iguales (por
favor ver Figura 2) considerando las diferentes interacciones entre ellos (Destoumieux-
Garzén et al., 2018). Durante la ultima década se ha observado un aumento
significativo de agentes infecciosos que afectan tanto a humanos como a animales, con
la consiguiente propagacion de agentes infecciosos y la aparicion de multiples
epizootias en poblaciones animales, epidemias en poblaciones humanas con una
efectiva transmisibilidad zoondtica entre ambas, haciendo por ende la aparicion de
potenciales pandemias cada vez mayor (Pfeffer and Dobler, 2010; Han et al., 2016;
Rahman et al., 2020; lhekweazu et al., 2021). La salud humana y animal también se
han visto amenazadas por la resistencia a los antimicrobianos (lwu et al., 2020). Estos
principios fueron un paso vital hacia el reconocimiento de la importancia critica de los
enfoques colaborativos e interdisciplinarios para responder de manera adecuada e
integral a las enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes, pero
particularmente para la inclusion de la salud de la fauna silvestre como un componente
esencial de la prevencion mundial de enfermedades infecciosas, la vigilancia, el control

y la mitigacion de las mismas (Mackenzie and Jeggo, 2019).

La fauna silvestre se define normalmente como animales que deambulan
libremente, ya sean mamiferos, aves, peces, reptiles, anfibios o invertebrados sin
ningun tipo de intervencion humana directa en su domesticacion y/o sometimiento a
practicas zootécnicas de ningun tipo. Los animales silvestres portadores de agentes
infecciosos siempre supondran cierto grado de riesgo para la salud de los humanos y
de los animales domésticos, por lo que la interfaz humano-animal-ecosistema es de

gran importancia en la evoluciéon y aparicion de patdégenos, demandando asi un
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seguimiento o vigilancia epidemiologica constante. Por lo tanto, es esencial conocer las
causas y consecuencias de las actividades humanas para una interpretacion rigurosa y
adecuada de la dinamica de las enfermedades infecciosas, promoviendo asi politicas
de salud publica efectivas. Como un activo valioso a nivel mundial, la seguridad en
salud siempre debe entenderse a escala global y desde una perspectiva transversal
que integre la salud humana, animal, vegetal, ecosistémica y la biodiversidad

(Destoumieux-Garzoén et al., 2018).

. Medicina humana
Enfermedades no transmisibles

Salud publica

Enfermedades infecciosas
Red social

Resistencia antimicrobiana Medicina evolutiva

Enfermedades multifactoriales Urbanizacién

Zoonosis & Epizootias Ciclos & Reservorios

animal

Ln

ecosistémica

se

Relacion Animal-Humano Précticas culturales

Ecologia
Medicina veterinaria

Ecotoxicologia
Domesticacion
Marcolegal

Figura 6: El concepto Global Health | One Health como enfoque holistico,

transdisciplinario y multisectorial. Adaptado de (Destoumieux-Garzén et al., 2018)

En un mundo rapidamente cambiante con una preocupacion creciente por la
pérdida de biodiversidad y un numero cada vez mayor de enfermedades humanas y
animales derivadas de la vida silvestre, ahora se reconoce ampliamente la necesidad
de una investigacion eficaz sobre la salud de la fauna silvestre. Sin embargo, los
procedimientos aplicables y los conocimientos obtenidos de los estudios relacionados
con la salud humana y de los animales domésticos pueden solo extrapolarse
parcialmente a la fauna silvestre. Por lo tanto, la dificultad intrinseca de la investigacion
de la salud en animales silvestre esta relacionada en gran medida con las

caracteristicas zoologicas, comportamentales y ecologicas de las esquivas poblaciones
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de vida libre distribuidas muchas veces en remotas areas de estudio (Ryser-Degiorgis,
2013; Hermosilla et al., 2015; Ebmer et al., 2020; Uribe et al., 2022, 2023). Aunque la
evaluacion clinica en animales domeésticos puede ser desafiante, la situacion se
complejiza aun mas cuando nos referimos a la fauna silvestre (Myers, 2006; Kull, 2014).
Debido a que es comun que, entre los animales silvestres, las manifestaciones de
signos clinicos sean el resultado de coinfecciones y considerando que muchas
parasitosis pueden resultar en manifestaciones subclinicas, los trastornos inducidos por
parasitos suelen ocurrir mas frecuentemente en neonatos deébiles y/o gerontes, que

suelen convertirse en presa de los depredadores.

En esta misma linea, las enfermedades infecciosas emergentes con potencial
zoonotico (e.g. bacterias, virus, hongos y parasitos) con frecuencia tienen animales
silvestres como reservorios naturales y por ende representan un factor de riesgo
importante para la salud publica. En este proceso estan involucrados diversos
patdgenos y vias de transmision, asi como multiples factores de riesgo epidemiolégicos
y ambientales, aumentando el intercambio de zoonosis parasitarias entre poblaciones
de fauna silvestre, humanos y animales domésticos. Aun se desconoce el numero total
de enfermedades infecciosas transmisibles entre animales y humanos, pero
actualmente existen registros de aproximadamente 1415 patdgenos zoonoéticos (Taylor
et al., 2001), de los cuales el 62% se originan en la fauna silvestre (Taylor et al., 2001,
Kruse et al.,, 2004; Childs et al., 2007). El estrecho contacto que existe actualmente
entre poblaciones de animales silvestres y poblaciones humanas es cada vez mas
frecuente debido a los dramaticos cambios antropogénicos en los ecosistemas que se
vienen produciendo desde hace décadas alrededor del mundo (Petrigh et al., 2019;
Rahman et al.,, 2020; |lhekweazu et al., 2021). Algunos de estos cambios estan
directamente mediados por el establecimiento de monocultivos agroindustriales
(Barrera-Ramirez et al., 2019), la expansion de la frontera agricola debido a la
ganaderia comercial extensiva, la mineria ilegal, la tala indiscriminada (Unda and Etter,
2019), la caza (Nogueira-Filho and da Cunha Nogueira, 2018) y el trafico ilegal de fauna

silvestre. Finalmente, todos estos factores contribuyen al colapso de la cadena
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alimentaria (Fricke et al., 2022). Dado que muchas de estos animales silvestres
comparten sus biomas con comunidades humanas rurales o suburbanas, se los
considera centinelas ideales de la salud publica y, por lo tanto, la evaluacion de la
homeostasis de la salud y la enfermedad se puede usar indirectamente para determinar
no solo la salud del ecosistema, sino también el estado de salud de otros individuos con
los que comparten nichos ecologicos. Se ha documentado la ocurrencia de
enfermedades zoonoéticas generadas por tanto por proto- como metazoarios
particularmente infrecuentes y desatendidas en animales silvestres de vida libre a lo

largo de la historia con multiples ejemplos en varios continentes.

La emergencia o reemergencia de enfermedades infecciosas asociadas a los
animales silvestres resalta la necesidad de una mayor comprension de los mecanismos
y factores involucrados en la ecoepidemiologia de las parasitosis (Martinez, 2018; Uribe
et al., 2022). En consecuencia, con los resultados obtenidos en los Capitulos 1 al 7
desarrollados en marco del concepto de Global Health | One Health, se procedera a
continuacion a desglosar y discutir los hallazgos parasitologicos obtenidos en la
presente tesis doctoral. Los esfuerzos muestrales de la presente propuesta de
investigacion cubrieron una amplia gama de regiones biolégicas desde los Andes hasta
la Amazonia, el Caribe e incluyeron también la vasta cuenca del Orinoco. Segun la
clasificacion climatica de Koppen-Geiger (Beck et al., 2018), diversos patrones
climaticos como la selva tropical (Af), sabana (Aw), semiarido calido (Bsh), clima
desértico calido (Bwh), subtropical humedo (Cfa), oceanico (Cfb), mediterraneo de
verano calido (Csb), subpolar oceanico influido por monzones (Cwc), clima subtropical
hamedo influenciado por los monzones (Cwa) y tundra (ET) fueron incluidos a lo largo
del presente estudio, como se muestra en la Figura 3a. Diversas especies de animales
silvestre como el manati antillano (Trichechus manatus manatus), el perro de monte
(Speothos venaticus), el capibara (Hydrochoerus hydrochaeris), el puma, el zorro
cangrejero (Cerdocyon thous), el jaguar (Panthera onca), el jaguarundi (Herpailurus
yagouaroundi) y el ocelote (Leopardus pardalis) fueron evaluadas parasitolégicamente

durante el desarrollo de la tesis. Teniendo en cuenta la importancia de la interfaz
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humano-animal, se realizé también una evaluaciéon a nivel nacional de la reactividad
serologica frente al nematodo angiotrépico A. vasorum en 955 caninos domésticos
(Canis familiaris) resaltando la importancia epidemiolégica de la fauna silvestre en el
ciclo de vida del parasito y su potencial transmision entre diversas especies de
gasteropodos y carnivoros, respectivamente como hospedadores intermediarios y
definitivos. Se incluye también una revision mundial sobre el nematodo
angioneurotrépico Gurltia paralysans, llevada a cabo tanto en felinos silvestres como
domésticos.

Con base en la division geopolitica colombiana actual, se realizaron diferentes
tipos de muestreos y/o analisis parasitologicos en 12 de los 32 departamentos del pais,
que constituyen un total de 524.970 Km?, aproximadme la mitad (~50.3%) del area

continental del territorio nacional colombiano como se ejemplifica en la Figura 3b.

Figura 7: Mapa geografico descriptivo del total de areas de muestreo cubiertas durante
la tesis doctoral en el territorio nacional colombiano. a) Clasificacién climatica Képpen-
75
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1883  Geiger para Colombia; Af: Selva tropical, Aw: Sabana, Bsh: Semiarido calido, Bwh:
1884  Clima desértico calido, Cfa: Subtropical humedo, Cfb: Oceanico, Csb: Mediterraneo de
1885  verano calido, Cwc: Subpolar oceanico influido por monzones, Cwa: Clima subtropical
1886 humedo influenciado por los monzones, ET: Tundra. b) Diferentes departamentos de
1887 acuerdo con la division geopolitica de Colombia; Las areas muestreadas se muestran
1888 en rojo: 1) Atlantico, 2) Sucre, 3) Coérdoba, 4) Antioquia, 5) Santander, 6) Arauca, 7)
1889  Risaralda, 8) Cundinamarca, 9) Casanare, 10) Meta, 11) Caqueta y 12) Amazonas.

1890 Dado que los animales silvestres se consideran excelentes bioindicadores de la
1891  salud de los ecosistemas, mediante la evaluacion de parasitos transmitidos por el agua,
1892 los alimentos, el suelo y los gasteropodos, se contribuira a generar estrategias para
1893  evitar la transmisibilidad zooantropondtica a las poblaciones humanas y transmisién a
1894  animales domésticos y/o sinantrépicos (Bossart, 2011b; Cunningham et al., 2017; Uribe
1895 et al., 2021a, 2021b, 2023). En cuanto a la abundancia parasitolégica esperada en la
1896  region tropical, considerada como una de las areas con mayor biodiversidad a nivel
1897  mundial, la presente tesis doctoral identificé una plétora de parasitos tanto en animales
1898 silvestres como en animales domésticos a lo largo del territorio nacional colombiano
1899 (Tabla 2), trayendo a colacién la importancia ecoepidemiolégica de los animales
1900 silvestres bajo el concepto de Global Health | One Health, fomentando asi esfuerzos
1901  continuos para controlar y erradicar agentes infecciosos generados por parasitos proto
1902 y metazoarios (Waikagul, 2006; Balakrishnan, 2017; Dantas-Torres, 2021). Si bien esta
1903 tesis doctoral se llevd a cabo en Colombia como territorio articulador unico entre
1904  América Central y Suramérica, los métodos y resultados obtenidos pueden extrapolarse
1905 facilmente a otras regiones tropicales u otras latitudes considerando la novedad y

1906 relevancia global de la informacion aqui contenida.

1907 Tabla 3: Lista resumida de parasitos identificados y respectivos huéspedes a lo largo
1908 de la presente tesis doctoral

Parasito Hospedaros Zoonotico Referencia

Spirometra sp. L. pardalis v Capitulo 1
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B

P. onca

Toxocara cati L. pardalis v
P. onca

Oncicola sp. L. pardalis *
P. onca

Cystoisopora sp. L. pardalis
P. onca

Taenia omissa P. concolor

H. yagouaroundit

Protozoophaga obesa H. hydrochaeris Capitulo 2
Strongyloides sp. v

Echinocoleus

hydrochoerid

Trichostrongyloidea

Monoecocestus sp.

Hippocrepis hippocrepis

Plagiorchis muris v
Taxorchis schistocotyle

Neobalantidium coli v

Cryptosporidium sp.
Entamoeba sp.

Eimeria trinidadensis

Cycloposthiidae

Gurltia paralysans F. catus Capitulo 3
Angiostrongylus vasorum C. familiaris Capitulo 4
Spirometra mansonoides C. thous v Capitulo 5
Dipylidium caninum S. venaticus v Capitulo 6

Lagochilascaris cf. minor  C. thous
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Spirometra mansonoides v

Chiorchis fabaceus T. m. manatus Capitulo 7

1909  v: Parasitos con potencial zoonético. T: Linaje hermano de Taenia omissa. *: Debido a

1910 la clasificacion a nivel de género no se puede aseverar a ciencia cierta del caracter

1911  zoonotico del mismo.

1912 De forma general aqui se reporta la identificacién de un total de veintitrés (n = 23)
1913 taxones de parasitos a través de diferentes metodologias investigativas tales como
1914  varias técnicas de examen coproparasitolégico, ensayos inmunoabsorbentes ligados a
1915 enzimas (ELISA), microscopia electronica de barrido (SEM), asi como la identificacion
1916 molecular y filogenética posterior. Algunos de estos parasitos, particularmente los
1917 reportados en felinos silvestres como jaguares, ocelotes, pumas y jaguarundis, fueron
1918 rescatados del olvido. De igual forma algunas especies de parasitos aca reportadas
1919  constituyen nuevos registros de hospedadores o amplian las areas de distribucion
1920 geograficas previamente conocidas para estos agentes parasitarios. En consecuencia,
1921 el compilado de informacion aca presentado generé nuevos conocimientos y destaco
1922 las perspectivas futuras de la investigacion parasitolégica como un campo aun en
1923  expansion en las Américas. Es importante enfatizar que un total de nueve especies de
1924  parasitos (n = 9) identificados tienen relevancia zoonética y pertenecen a diferentes
1925 grupos taxondmicos (protozoos apicomplejos, ciliados y ameboides, trematodos,
1926  acantocéfalos, nematodos y cestodos). Por lo tanto, algunas especies de parasitos de
1927 gran relevancia para la salud publica se describen con mayor detalle, mientras que
1928 oftras se analizan desde un punto de vista general evitando asi la redundancia de los

1929  Capitulos desarrollados anteriormente.

1930 El primero de estos inesperados y sorprendentes hallazgos fue el reporte de
1931  Spirometra sp. y Spirometra mansoni en felinos y canidos silvestres, respectivamente.
1932 La esparganosis es una enfermedad desatendida transmitida por el agua y los
1933 alimentos de distribucién mundial, causada por los estadios larvarios (plerocercoides)

1934 de cestodos pertenecientes al género Spirometra con localizacién en diversos tejidos y
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organos (Galan-Puchades, 2019; Kuchta et al., 2021; Brabec et al., 2022). Los seres
humanos se infectan al consumir o usar carne cruda de huéspedes intermedios (por
ejemplo, anfibios, reptiles) en cataplasmas tradicionales o bebiendo agua que contiene
copépodos infectados (Kuchta et al., 2015). El reporte de infecciones con Spirometra en
Surameérica tiene lugar desde principios del siglo XX (Mueller et al., 1975). Este género
de cestodos ha sido previamente registrado en félidos silvestres suramericanos
(Almeida et al., 2016; Acuia-Olea et al., 2020; Arrabal et al., 2020). Hasta donde
sabemos, aqui reportamos Spirometra sp. por primera vez en jaguares y ocelotes
colombianos de vida libre (Uribe et al., 2021b). Ademas, mediante la identificacién
molecular de un espécimen adulto de cestodo recuperado de un zorro cangrejero en el
municipio de Ciudad Bolivar, Antioquia, Colombia, confirmamos la ocurrencia del agente
causal mas frecuente de la esparganosis humana (es decir, Spirometra mansoni). Esta
especie de parasito es comunmente reportada en el sudeste asiatico, representando la
segunda especie congenérica con potencial zoondtico conocido en las Ameéricas
(Brabec et al., 2022). Asi, el analisis filogenético bajo el criterio de maxima verosimilitud
resolvid la posicién del cestodo en lo profundo del clado de S. mansoni, demostrando
asi por primera vez la presencia del agente causal de la esparganosis humana en el
continente americano (Brabec et al., 2022). Este fue un resultado inesperado y bastante
novedoso que proporciond nuevos datos sobre la distribucion global de diferentes
genotipos de este importante cestodo ya que la presencia simultanea de la segunda
especie congenérica con potencial zoonaético urge investigaciones mas profundas sobre
el ciclo de vida de este parasito y la epizootiologia de una enfermedad parasitaria que

podria estar afectando de forma silente la salud publica en las Américas.

Por otro lado, la toxocariasis causada por T. canis y T. cati es una helmintiasis
zoondtica cuyos residentes huevos pasan a las heces tanto de canidos como félidos
permaneciendo infectivos para a una gran variedad de vertebrados, incluidos los
humanos, durante afnos en el medio ambiente (Wu and Bowman, 2020). Basado en el
insidioso impacto de la toxocariasis en la salud humana, las brechas de investigacion y

una mejor comprension de la poco estudiada biologia de T. cati son esenciales para
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guiar las acciones de control y prevencion de esta parasitosis reportada frecuentemente
en infantes (Maciag et al., 2022). La prevalencia de Toxocara sp. en subpoblaciones de
perros y gatos domeésticos del continente americano pueden oscilar entre 0 y >87 % y/o
entre 0 y >60 % respectivamente, mientras que T. cati muestra una mayor prevalencia
en animales menores de 1 aino de manera similar a la prevalencia de T. canis en perros
jévenes (Ketzis and Lucio-Forster, 2020). La toxocariasis es considerada la enfermedad
helmintica gastrointestinal ubicua en poblaciones de canidos y félidos domésticos (Wu
and Bowman, 2020). Por el contrario, los reportes e informacion sobre toxocariasis en
felinos silvestres es muy escasa. Aqui reportamos la ocurrencia del potencialmente
zoonotico T. cati en jaguares y ocelotes, destacando nuevamente el papel potencial que
juega la fauna silvestre en la transmisién de este parasito a las poblaciones humanas
(Uribe et al., 2021b). Este nematodo ascarido es la especie dominante en la mayoria de
los felinos, debido a su complejo ciclo de vida con transmisién lactogénica y una amplia
gama de huéspedes paraténicos, como roedores (ratén y rata), macacos (Macaca
mulatta), pollos, codornices (Coturnix japonica) , porcinos, lombrices de tierra (Eudrilus
eugeniae) e incluso por ingestion de higado crudo de pato, bovino y/u ovino (Bowman,
2020; Peng et al., 2020). A pesar de la distribucion mundial de T. cati y su endemicidad
en la mayoria de los paises de América (Bolivar-Mejia et al., 2014), la toxocariasis en
humanos y felinos aun es poco reportada en las areas rurales de Colombia, ya que la
mayoria de los estudios se han realizado en areas urbanas (L6épez-Osorio et al., 2020).
Una vez mas, esto demuestra la importancia de realizar estudios parasitolégicos
constantes no solo en felinos silvestres como hospedadores definitivos sino también en
poblaciones de otros animales silvestres que puedan actuar como hospedadores

paraténicos del Toxocara.

Ademas de identificar del cestodo Spirometra sp. y el nematodo ascarido T. cati
en félidos silvestres, aqui se describe el primer reporte en América de S. mansoni en un
zorro cangrejero (Uribe et al., 2023). Ademas, se reporta la presencia de nematodos
zoonoticos del género Strongyloides en poblaciones endémicas de roedores silvestres

como los capibaras (H. hydrochaeris) siendo entonces posibles reservorios silvestres de
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estrongiloidiosis tanto para animales domésticos como humanos que habitan la cuenca
del Orinoco (Uribe et al., 2021a). A pesar de ser una helmintiasis relevante con una
estimacion de 30 a 100 millones de humanos infectados por Strongyloides en todo el
mundo (Byard, 2019; Krolewiecki and Nutman, 2019), este nematodo zoondtico
permanece altamente desatendido debido a su complejo ciclo de vida con
autoinfecciones crénicas (Nutman, 2017). La estrongiloidiosis humana es causada
principalmente por la especie Strongyloides stercoralis u otras especies del género
Strongyloides spp. con estadios parasitarios endégenos y de vida libre que persisten en
el hospedador durante décadas, llegando a una tolerancia mutua o estabilidad
enzootica (Grove, 1996). Al igual que otras enfermedades helminticas, el diagnéstico de
la estrongiloidiosis puede ser complejo y su tratamiento problematico debido su
dispersion por las migraciones masivas de poblaciones humanas (Byard, 2019). El
parasito tiene un amplio espectro de sus manifestaciones clinicas, puede causar un
breve periodo sintomatolégico y signos agudos después de la infeccion inicial, para
posteriormente pasar a un cuadro asintomatico crénico durante décadas debido a la
capacidad del nematodo para autoinfectar a los huéspedes infectados (Byard, 2019). La
estrongiloidiosis humana es una enfermedad desatendida especialmente durante la
gestacion y la lactancia, etapas en las cuales ha sido poco estudiada, a pesar de la
importancia epidemiolégica que reviste la transmision lactogénica para los neonatos
(Wikman-Jorgensen et al., 2021). Al ser una parasitosis transmitida por el suelo, las
larvas infectivas de Strongyloides pueden penetrar la piel humana y causar larva
migrans cutanea (LMC). Por lo tanto, las poblaciones sinantrépicas de capibaras
infectadas con Strongyloides pueden contribuir activamente a la propagacion de LMC y
originar la diseminacion del parasito entre animales domésticos y poblaciones
humanas. Por ende los capibaras deben monitorearse constantemente como una

potencial fuente de transmisidén de este parasito tilenchido (Uribe et al., 2021a).

Ademas, en la misma especie de roedor gigante mencionada anteriormente (H.
hydrochaeris) reportamos por primera vez al trematodo Plagiorchis muris, expandiendo

el numero de potenciales hospedadores de este parasito (Uribe et al., 2021a). La
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plagiorquiosis es una enfermedad zoondtica transmitida por alimentos que constituye un
importante problema de salud publica a nivel mundial a pesar de los tratamientos
antihelminticos de amplio espectro disponibles. (Fried et al., 2004). La plagiorquiosis es
una enfermedad generada por trematodos intestinales que se presenta tanto en
humanos como en roedores. Curiosamente, la familia Plagiorchiidae esta conformada
por diez especies con potencial zoondtico: Plagiorchis harinasutari, Plagiorchis
javanesis, Plagiorchis philippinensis, Plagiorchis elegans, Plagiorchis koreanus,
Plagiorchis maculosus, Plagiorchis muelleri, Plagiorchis muris, Plagiorchis neomidis y
Plagiorchis vespertilionis (Chai et al., 2009). Estos trematodos intestinales tienen un
origen, distribucion y divergencia muy complejos que aparentemente comienzan en las
regiones orientales de Laurasia (territorio moderno del sudeste asiatico), desde donde
estos parasitos se propagaron a través del paleomicrocontinente de Amur y Beringia
hacia Norteamérica expandiendo posteriormente su distribucion a través de Centro y
Suramérica (Bogatov and Vainutis, 2022). Es importante destacar que dentro de la
familia Plagiorchiidae, P. muris es la especie que mas frecuentemente infecta a los
humanos, siendo reportada en todos los continentes (Suleman et al., 2019). Este
trematodo intestinal altamente desatendido se considera una "enfermedad transmitida
por roedores" con endemicidad en Asia y Norteamérica a través de una ruta de
transmision efectiva de roedores a humanos (McMullen, 1937; Asada et al., 1962; Hong
et al., 1996; Chai and Lee, 2002; Youn, 2009). Por el contrario, la informacion sobre la
epidemiologia de la plagiorquiosis, su ciclo de vida y los casos humanos siguen siendo
escasos para Africa, las Américas y Europa (Rogan et al., 2007; Franssen et al., 2016;
Catalano et al., 2019). Por lo tanto, la descripcion presentada aqui amplia el rango de
distribucion geografica previamente conocido de P. muris y constituye el primer registro
del capibara como hospedador de esta parasitosis. Por lo tanto, recomendamos futuras
investigaciones sobre este trematodo zoondtico eurixeno en animales domeésticos
suramericanos y humanos que comparten el habitat de los capibaras. Se requieren mas
estudios para dilucidar el ciclo de vida de P. muris, el espectro de gasterépodos como
hospedadores intermedios obligados, los potenciales hospedadores intermedios

secundarios y otros hospedadores definitivos que puedan intervenir en el ciclo del
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parasito, asi como el impacto en la salud publica que puede tener la plagiorquiosis al

afectar poblaciones humanas.

Adicionalmente, en capibaras colombianos aqui se reporta la presencia de
Cryptosporidium, apicomplejo antropozoondtico transmitido por el agua. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que el 91% de la poblaciéon humana
tiene acceso regular a fuentes de agua potable tratada, ya sea a través de redes
publicas de acueductos, pozos artesanales o perforaciones subterraneas, pero aun asi
al menos 1800 millones de personas continuan haciendo uso de agua contaminada con
heces, causando al menos 502000 muertes por cuadros diarreicos generados por
Cryptosporidium al afio (Lim and Nissapatorn, 2017). La criptosporidiosis es la segunda
causa de muerte, especialmente entre los nifios menores de 5 afios (Checkley et al.,
2015; Platts-Mills et al., 2015). Siendo esta parasitosis identificada como uno de los
principales agentes etioldgicos de brotes diarreicos en poblaciones humanas (Lim and
Nissapatorn, 2017). En este mismo sentido, los géneros Cryptosporidium y Giardia son
ampliamente reconocidos en todo el mundo como agentes etiolégicos transmitidos por
el agua desatendidos responsables de multiples brotes en poblaciones humanas,
epizootias entre animales domésticos y silvestres, asi como una transmision
bidireccional efectiva en la interfaz humano-animal (Dixon, 2009; Kutz et al., 2009).
Estos agentes parasitarios han sido ampliamente estudiados, por o que no siempre son
consideradas como enfermedades tropicales desatendidas (por sus siglas en inglés;
Neglected tropical diseases - NTDs) y no se incluyen en la lista de enfermedades
tropicales elegibles para una revision prioritaria (Priority Review Voucher - PRV) de la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) (Archer et al., 2020;
Choy and Huston, 2020). A pesar de que la OMS o los CDC no la consideran NTD, la
criptosporidiosis sigue siendo altamente prevalente en zonas rurales de Africa, Asia,
América, Oceania y Europa (Becker et al., 2015; Korpe et al., 2018; Kantzanou et al.,
2021). Asi, la criptosporidiosis demuestra ser uno de los agentes etioldgicos
responsable de multiples brotes de trastornos gastroentéricos en poblaciones humanas

a nivel mundial como una enfermedad relacionada con la pobreza (PRD) (Ryan et al.,
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2021). La criptosporidiosis en humanos causada principalmente por Cryptosporidium
parvum, se ha convertido en una de las principales causas de enfermedades diarreicas
en todo el mundo, lo que representa una importante amenaza para lactantes y

pacientes inmunocomprometidos (Kantzanou et al., 2021). El género Cryptosporidium

ya ha sido reportado en 10 familias de roedores (Perz and Le Blancq, 2001; Ziegler et
al., 2007; Lv et al., 2009; Stenger et al., 2015; Feng et al., 2020; Garcia-Livia et al.,
2020). Consecuentemente, se ha descrito una baja prevalencia de infecciones naturales
por C. parvum en capibaras (Hydrochoeridae) de Brasil (Meireles et al., 2007).
Adicionalmente, la ocurrencia de Cryptosporidium se ha descrito en otras especies de
mamiferos semiacuaticos de vida libre como el lebn marino sudamericano (Otaria
flavescens), la nutria de rio norteamericana (Lontra canadensis), la nutria de rio
neotropical (Lontra longicaudis) y la nutria gigante (Pteronura brasiliensis) (Gaydos et
al., 2007; Borges et al., 2018; Ebmer et al., 2020). Estas dos ultimas especies de nutrias
comparten su habitat natural en Colombia con poblaciones de capibaras, explicando asi
una potencial via de transmision de ooquistes esporulados altamente infectivos y
resistentes de Cryptosporidium entre estas especies. Dado que el subtipo de
Cryptosporidium encontrado en capibaras tenia una similitud genética del 100 % con el
subtipo aislado de C. parvum 11aA15G2R1 en bovinos (Meireles et al., 2007), aumenta
la importancia de la forma bidireccional en la que los ooquistes de Cryptosporidium de
paredes gruesas podrian propagarse con facilidad en medios acuaticos entre
mamiferos semiacuaticos como los capibaras hacia animales domésticos y humanos
(Uribe et al., 2021a).

Igualmente, en capibaras colombianos reportamos otras dos especies de
parasitos protozoarios potencialmente zoonéticos (Neobalantidium coli y Entamoeba
sp.) (Uribe et al.,, 2021a). Anteriormente conocido como Balantidium coli, pero
recientemente renombrado como Neobalantidium coli basado en el polimorfismo de las
secuencias de SSrDNA, esta especie de protozoo intestinal tiene como principales
hospedadores y reservorios a los cerdos domésticos afectando también otras especies

de mamiferos done se incluyen los primates (Pomajbikova et al., 2013). Diversos
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animales como roedores, cameélidos, bovinos, asnales, y ovicaprinos también se han
propuesto como reservorios de la neobalantidiosis humana (Nilles-Bije and Rivera,
2010; Ponce-Gordo and Garcia-Rodriguez, 2021). El N. coli es un parasito ciliado
desatendido oportunista que se puede encontrar en todo el mundo y afecta a una
variedad de hospedadores, incluidos los cerdos domésticos que son el principal
reservorio, mientras que los humanos se infectan a través del contacto directo o
indirecto con cerdos u otros hospedadores infectados que eliminan quistes infecciosos
(Giarratana et al., 2021). En las zonas rurales y en algunos paises en desarrollo donde
las heces de los hospedadores contaminan el suministro de agua, existe una mayor
probabilidad de que la neobalantidiosis se desarrolle en humanos (Schuster and
Ramirez-Avila, 2008). A pesar del hecho que Ila neobalantidiosis ocurre
predominantemente en regiones tropicales y subtropicales, también se han informado
infecciones por N. coli en regiones geograficas templadas (Yu et al., 2020). Esta
enfermedad cosmopolita y desatendida transmitida por el agua puede ser subclinica en
humanos, ya que se observa principalmente en cerdos, o puede desarrollarse como
una tiflocolitis fulminante con diarrea sanguinolenta mucoide que finalmente puede

conducir a ulceras perforantes del colon (Schuster and Ramirez-Avila, 2008).

En cuanto a la deteccion de Entamoeba sp. en capibaras, es notable que dentro
del género, la especie Entamoeba histolytica es un parasito que se encuentra
frecuentemente contaminando vegetales y frutas, estando directamente asociado con
enfermedades diarreicas en humanos como un importante problema de salud publica
transmitido por los alimentos en todo el mundo (Li et al.,, 2020). Por lo tanto, este
protozoo ameboide es una de las principales especies de parasitos intestinales
reportados en humanos, causando particularmente diarrea aguda, disenteria, colitis e
incluso abscesos hepaticos (Dacal et al., 2020; Li et al., 2021). Como la cuarta causa
parasitaria principal de mortalidad humana, E. histolytica infecta principalmente a nifios
en paises en desarrollo, transmitida por la alimentos y/o agua contaminados con quistes
infectivos de E. histolytica altamente resistentes (Li et al., 2020). Una vez mas, es

altamente probable que la fauna silvestre desempefie un papel clave en la transmisién y
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el mantenimiento de esta parasitosis zoonética (Li et al., 2020). Sin embargo, como en
el caso de los primates no humanos es necesario aclarar mas este punto, ya que
diferentes especies de Entamoeba podrian interpretarse como E. histolytica debido
tanto a la escasez de datos morfolégicos y moleculares como a los vacios en la
informacion publicada recientemente sobre las especies del género Entamoeba
(Elsheikha et al., 2018). En consecuencia, los capibaras sinantrépicos de vida libre
deben considerarse hospedadores naturales de varios parasitos zoondéticos relevantes
transmitidos por el agua, los alimentos, el suelo y los gasteropodos de relevancia para
la salud publica (Uribe et al., 2021a).

De la misma manera, aqui identificamos la ocurrencia del nematodo
Lagochilascaris cf. minior lo que implica un problema de salud publica (Uribe et al.,
2023). La lagochilascariosis humana causada por Lagochilascaris minor es una
enfermedad zoonoética extremadamente desatendida que se limitada al continente
americano. Este es un parasito ascaride humano raro (orden Rhabditida) que
principalmente se manifiesta como una enfermedad cronica persistente por anos
(Neves, 2016; Campos et al., 2017). En la lagochilascariosis cronica, las larvas se
enquistan en los tejidos subcutaneos del cuello, los senos paranasales y las mastoides
(Campos et al., 2017). Ademas, L. minor puede causar lesiones en la region de la
cabeza y el cuello, incluidas las amigdalas, los globos oculares, los senos nasales, el
oido medio, los alvéolos dentales, la rinofaringe, los pulmones, las areas sacras y con
menos frecuencia el sistema nervioso central (SNC). Los seres humanos se infectan
después de la ingestion de carne cruda o poco cocida de animales de caza (que actuan
como huéspedes intermedios o paraténicos) con larvas de L. minor enquistadas en el
tercer estadio (Tanowitz and Machado, 2013). En las Américas, se han identificado mas
de 100 casos de lagochilascariosis en humanos (Campos et al., 2017). Se han
reportado casos humanos de lagochilascariosis en paises de Centro y Suramérica
como Bolivia (Ollé-Goig et al., 1996), Brasil (Neves, 2016), Colombia, Costa Rica ,
Ecuador (Calvopifia et al., 1998), México (Barrera-Pérez et al., 2012), Paraguay (Roig
O. R et al., 2010), Peru, Surinam (Oostburg, 1992), Trinidad y Tobago (Draper, 1963) y
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Venezuela (Orihuela et al., 1987). Para el caso de Colombia solo se han documentado
tres casos de lagochilascariosis en humanos (Little and Botero, 1984; Moncada et al.,
1998). Por lo tanto, aqui se identifica por primera vez L. c¢f. minor en un zorro
cangrejero, por lo que la presente tesis doctoral constituye el primer reporte de este
parasito en hospedadores no humanos en el territorio nacional colombiano (Uribe et al.,
2023).

Finalmente, con respecto al ultimo parasito zoonético identificado en la presente
tesis doctoral, reportamos el agente causal de la dipilidiosis infectando canidos
silvestres (Uribe et al., 2023). La dipilidiosis es una enfermedad cosmopolita
subestimada causada por el cestodo de la especie Dipylidium caninum (familia
Dipylidiidae), se ha identificado en varias especies silvestres como los zorros, lobos,
chacales, hienas, coyotes, perros mapaches (Nyctereutes procyonoides) y guepardos
(Rousseau et al., 2022). Recientemente se han propuesto dos variaciones genéticas
para la especie: el genotipo canino y el genotipo felino (Beugnet et al., 2018;
Labuschagne et al., 2018). Si bien la infeccién por D. caninum generalmente ocurre en
canidos y félidos como huéspedes definitivos principales, puede infectar a los humanos
después ingerir pulgas o piojos adultos con cisticercoides infecciosos, siendo reportada
principalmente en infantes que conviven con huéspedes definitivos infectados con D.
caninum (Hogan and Schwenk, 2019). Hay casos de dipilidiosis humana reportados en
varios paises siendo una parasitosis de distribucién mundial (Gutema et al., 2020).
Como se ha visto para otras PRD, la dipilidiosis humana afecta principalmente a nifios
de paises en desarrollo con precarias condiciones higiénico-sanitarias, sin embargo,
hasta ahora se ha hecho muy poco para prevenir o controlar esta parasitosis. Las
manifestaciones clinicas de la dipilidiosis humana a menudo consisten en prurito con
dermatitis leve del area perineal y excoriaciones lineales secundarias al rascado
constante. Ademas, se han descrito diarrea, vomitos y pérdida de peso (Chong et al.,
2020). La transmision de este cestodo intestinal es bidireccional (es decir, animales
silvestres a domésticos y de animales domésticos a silvestres) debido a los habitats

compartidos particularmente durante la noche, cuando los animales silvestres se
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acercan a las poblaciones humanas en busca de alimento (Rousseau et al., 2022). Por
lo tanto, este reporte amplia el rango de distribucion geogréafica de D. caninum sensu
lato a las regiones Panamazoénica y Norte andinas y constituye el primer registro de este
cestodo antropozoonético en perros de monte (Uribe et al., 2023). El cestodo del perro
de monte analizado correspondia al genotipo canino de D. caninum propuesto
recientemente, que posee una mayor frecuencia de presentacion, tiene un periodo
prepatente mas corto y una vida media mas larga en caninos a comparacion del

genotipo felino (Beugnet et al., 2018).

A pesar de no tener relevancia clinica ni epidemiolégica en poblaciones
humanas, aqui se identificaron otros parasitos no zoonéticos tanto en animales
silvestres como domésticos. Sin embargo, estos agentes etiolégicos son importantes
para comprender la dinamica de los parasitos y el papel que desempefan en la salud
de sus hospedadores animales. Ademas, algunos de estos parasitos reportados
también constituyen nuevos registros de hospedadores o hallazgos parasitolégicos que
durante muchas décadas han sido olvidados en la literatura. Uno de estos casos es el
acantocéfalo del género Oncicola identificado tanto en ocelotes como en jaguares
(Uribe et al., 2021b). Se sabe que este acantocéfalo circula entre los felinos
suramericanos desde hace casi 9000 anos (Amin, 2013; Sianto et al., 2014; Orrell,
2017), pero aca lo traemos del olvido reputandolo por primera vez en félidos silvestres
colombianos (Uribe et al., 2021b). Otro hallazgo parasitolégico inesperado que se limita
a infectar especies animales tanto carnivoras como herbivoras es la Taenia omissa
identificada filogenéticamente colectada de una puma hallada muerta y un jaguarundi
atropellado (Uribe et al., 2021b). Hasta la fecha, los datos moleculares de T. omissa se
limitan a reportes de ocurrencia en hospedadores intermediarios naturales como la
alpaca (Vicugna pacos) y la corzuela colorada (Mazama americana) (Gomez-Puerta et
al., 2017). Por lo tanto, contribuimos a ampliar los datos de secuencia disponibles de
esta especie de cestodo en félidos, expandiendo su rango de distribucién geografica a
Colombia y agregando al jaguarundi como nuevo hospedador definitivo. De manera

similar, en las mismas especies de hospedadores mencionadas anteriormente, se
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identificaron ooquistes morfolégicamente compatibles con Cystoisopora, por lo tanto
recomendamos identificar a nivel de especie en futuras investigaciones si estos
ooquistes pertenecen a Cystoisospora rivolta, Hammondia hammondi o Besnoitia sp.,
como algunos de los coccidios formadores de quistes mas frecuentemente reportados
en felinos silvestres y domésticos (Dubey, 2018). Ademas, aqui se reporta la ocurrencia
de especies de protozoos altamente subestimadas como Eimeria trinidadensis, el
nematodo Protozoophaga obesa, el capilarido Echinocoleus hydrochoerid y los
nematodos pulmonares A. vasorum y G. paralysans, el cestodo del género
Monoecocestus sp., y los trematodos Hippocrepis hippocrepis, Taxorchis schistocotyle y
Chiorchis fabaceus. Para todos estos parasitos desatendidos, llamamos la atencion
sobre las posibles consecuencias que pueden tener para la salud de los animales
silvestres infectados, generando asi conciencia sobre las especies de parasitos
cripticos que circulan en poblaciones de animales silvestres. Finalmente, los animales
silvestres de vida libre deben ser considerados no solo como reservorios naturales para
varios patégenos sino también como hospedadores que se ven afectados por ellos. De
igual forma este concepto es aplicable a los animales silvestres peridoméstico y/o
sinantropico por definicién en estrecho contacto directo con poblaciones humanas. Por
lo tanto, las especies emblematicas de animales silvestres aqui investigadas pueden
ser una buena manera de llamar la atencion sobre la importancia de las investigaciones
parasitarias bajo el concepto de Una salud (One Health), particularmente para especies
desatendidas de animales vertebrados e invertebrados.

89



S
|53

UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

Facultad de Ciencias Agrarias

2248
2249

2250
2251
2252
2253
2254
2255
2256
2257
2258

2259
2260
2261
2262
2263
2264
2265
2266
2267
2268
2269
2270
2271
2272
2273
2274

2275
2276

Recomendaciones

Como regla general en todas las comunidades, las coinfecciones tienen
consecuencias tanto en la epidemiologia como en epizootiologia de los agentes
infecciosos y el proceso de adaptacién coevolutivo ente hospedador y parasito, por lo
tanto, se necesita un mejor conocimiento fundamental sobre las enfermedades
parasitarias para comprender su papel en la emergencia y remergencia de potenciales
zoonosis como una problematica de salud publica (Hoarau et al., 2020). De igual forma,
el comprender el impacto directo e indirecto que diversos agentes parasitarios tienen
tanto a nivel poblacional como individual en la homeostasis salud / enfermedad de los

animales, reviste vital importancia para abordar este topico de forma integral y holistica.

Con base en los resultados aca presentados, buscamos crear conciencia sobre
la gran diversidad de especies de parasitos cripticos que circulan en la fauna silvestre,
so pena de la dificultad intrinseca de muestrear estos individuos. Alentamos también a
realizar mas estudios parasitologicos en individuos de la vida silvestre, animales
peridomeésticos, sinantrépicos y poblaciones humanas para identificar parasitosis de
importancia en la salud publica en pro de prevenir la diseminacién y contagio de
parasitos potencialmente zooantropondticos. Las especies emblematicas aca
estudiadas constituyen también una eficiente estrategia para llamar la atencion sobre la
investigacion parasitologica bajo una perspectiva de Una Salud. Puesto que, para el
Neotrépico y las Américas la parasitologia en fauna silvestre es un area aun en
expansion, la vigilancia constante de enfermedades parasitarias en animales silvestres
es imperativa para comprender su impacto en poblaciones humanas, de animales
peridomeésticos y sinantrépicos. Finalmente, si bien el compendio actual gener6é nuevos
conocimientos parasitologicos de relevancia nacional e internacional se destacan
algunas perspectivas y vacios en la informacion actualmente publicada que

investigaciones parasitolégicas futuras podrian subsanar, tales como:

o Realizar futuros muestreos en jaguarundis (Herpailurus yagouaroundi) a lo largo de

su distribucidon en las Américas, para esclarecer la potencial diversidad de nuevas
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especies de Taenia sp. en estos como hospedadores definitivos, asi como en sus

hospedadores intermediarios herbivoros.

Para el inventario total de especies de felinos silvestres en el territorio nacional
colombiano no se tiene una linea base de las potenciales parasitosis en ellos
presentes. Por ende, evaluar parasitologicamente individuos de las especies
Leopardus wiedii y L. tigrinus favoreceria a comprender mejor el panorama global y

estatus parasitolégico de estos felinos silvestres en el pais.

En el caso de los capibaras si bien aca se presentan resultados de algunos
parasitos en la especie Hydrochoerus hydrochaeris, a la fecha no hay reportes
parasitologicos en la literatura para la otra especie congenérica Hydrochoerus

isthmius.

Continuar ahondando la informacion parasitologica tanto para roedores silvestres

como sinantropicos bajo una perspectiva de Una salud.

Puesto que el ciclo bioldgico de Gurltia paralysans permanece sin resolver, dilucidar
el mismo mediante la evaluacion de hospedadores intermediaros (gasterépodos
terrestres pulmonados) en las areas de previos reportes en pais, contribuiria a
esclarecer el panorama vy distribucion epidemiolégica de esta parasitosis altamente

destendida.

Si bien se realiz6 una primera aproximacion para comprender la seroprevalencia,
reactividad antigénica y presencia de anticuerpos a nivel nacional para
Angiostrongylus vasorum en caninos domeésticos, no se conocen los potenciales
hospedadores definitivos silvestres de parasitosis en Colombia, ya que ellos actualn

como principales diseminadores y reservorios del parasito.

Seria importante identificar la presencia de A. vasorum y otras especies del género
Angiostrongylus sp. en hospedadores intermediaros (gasteropodos terrestres
pulmonados) en el pais, puesto que algunas de estas especies poseen potencial de
transicion zoonodtica como es el caso de A. cantonensis. De esta forma no solo se
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entenderia mejor el ciclo de vida de este parasito angiotropico sino también se
esclareceria el riesgo epidemiolégico de angiostrongiliasis humana en el pais y su

consecuente implicacion para la salud publica.

A pesar de expandir la previa distribucidn conocida de Spirometra mansoni al
continente americano como principal agente etiolégicos de esparganosis en
humanos, la taxonomia a nivel tanto morfolégico como molecular para esta especie
de la familia Diphyllobothriidae aun permanece sin resolver totalmente. Puesto que
el entendimiento del ciclo de vida de esta especie de cestodo, su presencia en otros
vertebrados, asi como su precisa morfologia y posterior clasificacion filogenética, se
hacen indispensables para entender mejor la repercusion que el reporte de este

parasito tiene en el continente americano.

Al ser una especie en peligro de extincién el manati antillano (Trichechus manatus
manatus), para el cual se han venido presentando multiples mortalidades a lo largo
de los afos en el territorio nacional colombiano sin una aparente causa definida a la
fecha, se deberia ahondar mas en el posible rol de los parasitos como potencial
causa concomitante de muerte en estas especies. asi como el posible intercambio
bidireccional de parasitos entre poblaciones neozoas de hipopotamos

(Hippopotamus amphibius) y de manaties en el territorio nacional colombiano.

Se requiere profundizar en la relevancia para la salud publica a nivel nacional de
Lagochilascaris cf. minor y Dipylidium caninum, aca reportados en caninos

silvestres.

Tanto para las especies de animales silvestres aca muestreadas como para las
especies de mamiferos marinos de la Tabla 1. aca no incluidos, se hace evidente la
necesidad de comprender la parasitofauna en ellos presente mediante la generacién
de una linea base de informacion parasitologica, con especial énfasis en los

ectoparasitos y hemoparasitos.
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Material Suplementario
Material Suplementario Capitulo 1: The following material is available online at
https://www.mdpi.com/article/10.3390/pathogens10070822/s1, Video S1: 3D model of T.

omissa rostellar large hook, Video S2: 3D model of T. omissa rostellar small hook.

Material Suplementario Capitulo 2: The following are available online at
https://www.mdpi.com/article/10.3390/pathogens10091152/s1,  Figure  S1:  Adult
specimen of Hippocrepis hippocrepis (Trematoda: Notocotylidae) found in capybara
manure pellet piles collected in a flooded area of La Maporita. Scale bar: 2 mm, Figure
S2: Cycloposthiidae cyst (47.28 ym x 33.03 um), notice adoral ciliary zone (white
arrowhead), vestibulum (red arrowhead), and cytoproct (black arrowhead). Scale bar: 10
pm, Video S1: Biopercular plugged Echinocoleus hydrochoeri egg, Video S2:
Biflagellate egg of Hippocrepis hippocrepis.

Material Suplementario Capitulo 3: The following are available online at
https://www.mdpi.com/article/10.3390/pathogens10121601/s1, Table S1: Gastropod

species as potential intermediate hosts for G. paralysans in Colombia.
Material Suplementario Capitulo 4: The following supporting information can be

downloaded at: https://www.mdpi.com/article/10.3390/microorganisms10081565/s1,

Table S1: Dog serum database.
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Material Suplementario Capitulo 5: The following supporting information can be
downloaded at: http://doi.org/10.3201/eid2811.220529, Appendix and Methods.

Material Suplementario Conferencia Internacional

Esta informacion suplementaria se basa en el poster titulado “Wide
Gastrointestinal Parasite Survey in World's Largest Extant Semiaquatic Rodent
Hydrochoerus hydrochaeris (Linnaeus 1766)° que fue presentado en la 28th
International Conference of the World Association for the Advancement of Veterinary

Parasitology Dublin, Ireland July 19th-22nd. A continuacion de adjunta le mismo:
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A Wide Gastrointestinal Parasite Survey in World's Largest Extant
Semiaquatic Rodent Hydrochoerus hydrochaeris (Linnaeus 1766)
Manuel Uribe 12, Juan Vélez 12, Arlex Rodriguez-Duran 3, Jesus Cortés-Vecino 3, Sara Lopez-Osorio 2, Anja Taubert!,

Carlos Hermosilla 1, Jenny Chaparro-Gutiérrez 2

1-Institute of Parasitology, Justus Liebig University Giessen, Germany. 2 CIBAV Research Group, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia. * Grupo de Investigacion Parasitologia Veterinaria, Universidad Nacional de Colombia.
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Free-ranging capybaras (Hydrochoerus hydrochaeris) are
affected by wide range of proto- and metazoan, including
zoonotic water-, food- and gastropod-borne parasitoses as
opportunistic neozoan infections in semi-aquatic ecosystems.
Overlapping of capybara’s natural ecological habitats with
human/domestic animal activities, as seen in the Orinoquia
region, have unfortunately increased in last decades. Three wild
capybara populations located in Colombian Orinoco savannah
were studied for occurrence of gastrointestinal parasite
infections. A total of 46 faecal samples were collected from free-
ranging capybaras close to cattle farms. Applying standard
parasitological techniques, coproELISAs for detection of
Cryptosporidium- and Giardia-specific antigens, PCRs and
macroscopical analyses, the study revealed infections of 16
different parasite taxa.

Figure 1. Precise geographic location of sampling zones.

O Population centers */

Table 1: Gastrointestinal parasites prevalence in capybara feces

Six zoonotic parasites were identified, i. e. Cryptosporidium sp.,
Entamoeba sp., Neobalantidium coli, Lagochilascaris cf. minor,
Strongyloides sp., and Plagiorchis muris). |dentified P. muris
trematode represent the first report within South America and
likewise constituting the first host record. Alongside, presence of
the ascarid species Lagochilascaris cf. minor expands previous
distribution range of emerging lagochilascarosis in the Americas.
Overall, parasitological findings include four new host records
(Lagochilascaris sp., Plagiorchis muris, Neobalantidium coli, and
Entamoeba sp.). Present findings constitute a baseline data for
future monitoring studies targeting impact of anthropogenic
changes on capybara’s population health conditions and thereby
contributing to protection of these semi-aquatic giant rodents
tightly linked to activities of domestic'animals and humans.

Bocas del Arauca Cinaruco La Maporita Total
Phylum Parasite Stage Technique Prevalence
n=15 n=8 n=23
Protozoa Apicomplexa Cryptosporidium sp. QOocysts coproELISA 133 75 34.8 34.8 (16/46)
Eimeria trinidadensis Qocysts SAF 13.3 25 26.1 21.7 (10/46)
Amoebozoa Entamoeba sp. Cysts SAF 26.7 25 8.7 17.4 (8/46)
Ciliophora Neobalantidium coli Cysts SAF 6.7 - 4.3 4.3 (2/46)
Cyclophosthium sp. Cysts SAF 40 - 17.4 21.7 (10/46)
Metazoa  Platyhelminthes
Class: Nematoda Ascarididae Eggs SAF 20 25 348 28.3 (13/48)
Lagochilascaris-like Eggs SAF 13.3 - - 4.3 (2/46)
Echinocoleus hydrochoeri Eggs CF/SAF 48.7 87.5 56.5 58.7 (27/46)
Protozoophaga obesa Eggs/Larvae/Adult SS/CF/SAF 20 125 17.4 17.4 (8/46)
Strongyloides sp. Larvae SAF 48.7 25 43.5 41.3 (19/46)
Ancylostomatidae Eggs CF/SAF 53.3 25 39.1 41.3 (19/46)
Class: Cestoda Monoecocestus sp. Eggs CF/SAF 6.7 - 8.7 6.5 (3/46)
Taeniid Eggs CF/SAF - 12.5 - 2.2 (1/48)
Class: Trematoda  Hippocrepis hippocrepis Eggs/Adult SF/SS/SAF 26.7 12.5 13 17.4 (8/46)
Plagiorchis muris Adult Sequencing 6.7 - - 2.2 (1/46)
Taxorchis schistocotyle Eggs SS/SAF 40 75 34.8 43.5 (20/46)
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