UNIVERSIDAD
SAN SEBASTIAN

VOCACION POR LA EXCELENCIA

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
ESCUELA DE MEDICINA VETERINARIA
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA
SEDE DE LA PATAGONIA

DESCRIPCION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE QUISTES
PARASITARIOS DE CESTODOS, ENCONTRADOS EN
EJEMPLARES DE PUDU (Pudu puda), INGRESADOS ENTRE LOS
ANOS 2016-2024, A LA UNIDAD DE MORFOLOGIA Y
DIAGNOSTICO

MEMORIA DE TiTULO COMO UNO DE LOS REQUISITOS PARA OPTAR AL

TITULO DE MEDICO VETERINARIO

Profesor guia: Dr. Frank Alexis Vera Otarola
Estudiante: Catalina Andrea Schmauck Lizama

Puerto Montt, Chile
2025



DERECHO DE AUTOR

© Catalina Andrea Schmauck Lizama. Se autoriza la reproduccion parcial o total de esta
obra con fines académicos, por cualquier forma, medio o procedimiento, siempre y
cuando se incluya la cita bibliografica del documento.

Puerto Montt, Chile
2025



HOJA DE CALIFICACION

En Puerto Montt, el 10 de julio, de 2025 los abajo firmantes, dejan constancia que el (Ia)

estudiante Catalina Andrea Schmauck Lizama de la carrera o programa de Medicina

Veterinaria, ha aprobado la tesis o memoria de titulo para optar al titulo o grado

académico de Médico Veterinario con una nota de 6,8

CA

Dr. Frank Vera

Dra. Margarita Gonzalez

A-ZJ.&A-— :
<\ —=—)

Mg. Jazmin Muena




DEDICATORIA

Dedicado para mi yo pequefa, la cual que, con amor por los animales, comenz6 a
construir este suefo. Esta tesis es el resultado de afios de esfuerzo y dedicacion, la cual

me ha llevado hasta aqui, a un paso de convertirme en profesional.



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quiero expresar mi mas sincero agradecimiento a mi familia. A mis
padres, quienes siempre han estado a mi lado con su amor incondicional, apoyo y
confianza. Gracias por creer en mi, por todo el sacrificio que han hecho y su constante

presencia en este camino.

A mis amigas, por ser ese refugio de risas, comprensién y apoyo. Gracias por los
aprendizajes compartidos, por la compafiia en las largas horas de estudio y por su
amistad. Sin su constante apoyo durante todo este proceso, sin duda, no habria sido

posible llegar hasta aqui.

A mis mascotas, por ser una fuente constante de inspiracion, aliento y amor. Por ellos
elegi esta hermosa carrera. Son mi recordatorio diario de que el amor incondicional

también impulsa a seguir nuestros suefios.

A todas las personas que han participado directa o indirectamente en este proceso, ya
sea a través de sus consejos, apoyo o simplemente creyendo en mi capacidad para
alcanzar mis metas. Gracias a ustedes, que me han acompafiado a lo largo de este

camino, ya sea de cerca o a la distancia.

También quiero hacer una mencion especial agradeciendo a la Tecno6loga médica
Jeraldine Poveda, por su entrega de conocimientos, paciencia y constante apoyo durante

el proceso practico de este estudio, el cual fue fundamental.

Finalmente, quiero agradecer a mi profesor guia, Frank Vera, por su paciencia,
dedicacion y su valioso conocimiento, su disposicién para guiarme en cada paso ha sido
fundamental para la realizacibn de mi memoria de titulo y mi desarrollo como futura
profesional. Estoy profundamente agradecida por su orientacion y por siempre estar

dispuesto a ayudarme a mejorar.



TABLA DE CONTENIDO

DERECHO DE AUTOR .....oiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt [
HOJA DE CALIFICACION ..ottt et e eae s e eaeeaeeae e ii
DEDICATORIA ... i
AGRADECIMIENTOS ... iv
INDICE DE TABLAS ..ottt ettt ettt ettt eeae et et e stesaeeaenae e vii
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt et eteete et e ete et e etestesaesae e viii
RESUMEN. ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e s e bbb b et e e e e e e e e s s annnbbeneeeeaeas iX
A B ST RA CT ..ttt ettt oottt e e e e e e e e ettt et e e e e e e e b b r et e e e e e e e e e a e aa e eeaaeas X
1. INTRODUCCION ...ttt ettt se et e e aese e ese s eseneseese e eseneseenas 1
1.1. Caracteristicas generales del pudd y distribucion ............ccccccoiiiiiiiiiiiinnineennnnns 1
1.2. Conducta, reproduccion y alimentacion ...........ccccccoiiiiiiiiiiiiiiee e 1
1.3. Estado de conservacion y principales amenazas.............ueeeeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeaeaeannnnns 2
RS TR0 Y/ [ o] o F= U1 F= W oo gl ox= T | (1| - NSRS 2
1.3.2. MOIdidaS GE PEITOS ....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiiii bbb ebsessnnsnnne 2
1.3.3. ALTOPEIIOS ...ttt 3
1.3.4. Enfermedades infecciosas Y parasitarias..................ueeeeeeemmmmmiimmnniiiiiiiiiennnnnen. 3
1.4. Definicion de enfermedad parasitaria...............cccoevvevviiiiiei e 4
1.5. Principales enfermedades parasitarias que afectan al pudU ................ccooovvvnnnnnnnn. 4
IR T I I 1= 0 1 = 10 o o 1S 5

IR T2 VL= 0 = 0T [0 1 5
I TR0 TR =] (o o [0 1 6
1.6. Cestodos desSCritOS €N PUAU ......uui i e e et e e e e e e 6

1.7. Técnicas diagnésticas y hallazgos macroscopicos y microscépicos en cestodos. 7

2. HIPOTESIS ...ttt ettt ettt 9
3. OBUIETIVOS ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e aaaeeeaans 10
3.1, ODJEtiVO GENETAI ....cceuiiiee e 10
3.2. ODbjetivoS €SPECIICOS......uuriiiii et 10
4. MATERIALES Y METODOS .....ooieioe oo e e 11
4.1, TIPO A€ ESIUAIO ...cc i e 11



4.2. Criterios de inClusion Y @XCIUSION .......ccccoiiiiiiiiicii e 11

4.3, MALEIIAIES ... 11
4.3.1. Materiales para realizar UNa NECIOPSIA .......ovveeeeeieieriiiiiiieeeeeeeeeeeiiine e e e 12
4.3.2. Materiales para realizar histopatologia ............ccccevvvviviiiiiiie i, 12
4.3.3. Clasificacion TaXONOMICA ........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeee et ee e 13

B4, MELOUOS. ..o 13
o R \ VL= Tox o] 11 - U 13
4.4.2. Proceso hiStopatOlOQICO ........uuuiiiieeeeieeiece e 15
V2 NG T - "o [0 0 4 £= W O =1 o o [0 17
4.4.4. ANASIS €StadiStICO ..ovvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 19
4.4.5.  ANALISIS ESCIPLIVO ....eeiiiiiiiiieee ettt e e e 20

T S 1 I 12 5 0 1 21
5.1 Caracterizacion MaCrOSCOPICA .....uuuuerriieeeeeiiiiiiiieieee e e e e e e ettt e e e e e e e e e s aenbaeeeeeeeens 21
5.2 CaracterizaCion MICTOSCOPICA. ... ..uuuurrrieeeaeaiaiiiiiiiieeeeee e e e e st e eeea e e e e s s annbeeeeeeeaens 23

B. DISCUSION..... .ottt ettt sttt ettt ettt s ettt et se st e s ene b s ene e 33

6.1, ODJELIVO L ... 33
6.1.1. Caracterizacion MaCrOSCOPICA ... ..uuvrreeeeeeeeiiiiiiiieieeaeaeeeeaaiiirieeeeeeae e e e e eneeeeees 33
6.1.2. Caracterizacion MICTOSCOPICA .....uuurrrreiieeee ittt e e e e e e e e e e e 34

L © ] o= 11 o PP 35
6.2.1. Clasificacion taXONOMUCA..........coeeiieiee e 35

SR T © ] o= 110 T 1Y USSR 36
6.3.1. Prevalencia de quistes parasitarios en érganos y cavidades........................ 36

7. CONGCLUSIONES. ... .outtttiiiiuiiittiiiietaeeeuaeeaaesaee e seeeesesaesssssssssssssssssssesssssnsnnssnnnns 38

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cuviieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39

S N (N @ 1 T 44

6.1. Anexo 1. Adaptacién de Procedimientos Técnicos de “Manual de procedimientos

del laboratorio de histopatologia veterinaria”®, por J. Muena, y F. Vera, 2021 ............ 44

6.2. Anexo 2. Mediciones morfolégicas de las diferentes especies de C. tenuicollis

previamente detectadas, por G. Cengiz, G. Tenekeci y N. Bilgen, 2019.................... 48

6.3. Anexo 3. Tabla de contingencia para analisis estadistico, afio 2024, elaboracion

010 - 48

6.4. Anexo 4. Extracto del convenio Servicio Agricola y Ganadero - Centro de

rehabilitacion de fauna silvestre de la Universidad San Sebastian ..............cccccuuveee. 49

6.5. Anexo 5. Certificado de uso de muestras ONG Chiloé Silvestre.............cccuuveee. 50

6.6. Anexo 6. Carta Gantt, desarrollo metodolégico de memoria de titulo, afio 2025,
€1aDOTACION PrOPIA. ... . ettt 51

Vi



6.7. Anexo 7. Medicion de largo y ancho en quistes parasitarios de cestodos,
encontrados en cavidades y 6rganos de ejemplares de pudu, afio 2025, elaboracion
0] (0] 0 - RSP 52

6.8. Anexo 8. Resultado del analisis estadistico Chi-cuadrado, para evaluar la
asociacion entre la presencia de quistes parasitarios y la localizacion anatémica en
ejemplares de pudd, afio 2025, elaboracion propia .........cccoeeeeeveevevviiiiiiieeeeeeeeeiinn, 53

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Promedio general de largo y ancho de quistes parasitarios de cestodos, segun
localizacion anatomica en ejemplares de pudu. Fuente: elaboracion propia, 2025....... 22
Tabla 2. Promedio de largo y ancho de quistes parasitarios de cestodos, segun
localizacion anatémica y origen del caso en ejemplares de pudd. Fuente: elaboracion
PrOPIA, 2025, ... e it e e e e e e e e e — e e e e e ee e et aaaaaeraaana 22
Tabla 3. Resultados de la identificacidbn molecular de quistes parasitarios encontrados en
ejemplares de pudud. Fuente: Elaboracion propia, 2015. .......ccoooeviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeei, 28
Tabla 4. Prevalencia general de quistes parasitarios de cestodos en ejemplares de pudu.
Fuente: elaboracion propia, 2025. ... 29
Tabla 5. Prevalencia de quistes parasitarios de cestodos en érganos y cavidades de
ejemplares de pudu, analizados entre 2016 y 2024. Fuente: elaboracion propia, 2025.30
Tabla 6. Frecuencia de presencia y ausencia de quistes parasitarios de cestodos segun
organo, cavidades y mas de una presentacion en ejemplares de pudu, evaluados entre
2016 y 2024. Fuente: elaboracion propia, 2025. .........oooviiiiiiiieeeeeeeeeee e 31

Vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. (B) Necrosis y hemorragia concéntrica (*) en el trayecto de migracion del
parasito (Abdollahi et al., 2023). .......ooviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 19
Figura 2. (C) Abundante aumento del tejido conectivo alrededor del parasito (flecha),
hepatocitos (punta de flecha) (Abdollahi et al., 2023)..........ocuuiiiiiiiiiiici e 19
Figura 3. Morfologia de quistes parasitarios encontrados en cavidad. (A) Forma ovalada,
(B) y (C) Forma esférica. Fuente: elaboracion propia, 2025...........ccccouiiivieeeeenniiiiiennee. 23
Figura 4. (A) Estructura quistica, cisticerco viable (flecha), fiboras musculares cardiacas
(*). H&E. 4X. (B) Canales espirales (*). H&E. 10X. (C) Ganchos del parasito (flecha). H&E.
40X. Fuente: elaboracion propia, 2025. ........cciii i 24
Figura 5. (A) Estructura quistica, cisticerco viable (flecha). H&E. 4X. (B) Infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitario y eosinofilico (*). H&E. 10X. Fuente: elaboracién propia,
120 TSP PRRRRRR 24
Figura 6. (A) Canales espirales (flecha). H&E. 10X. (B) Cuerpos calcéareos (*). H&E. 40X.
Fuente: elaboracion propia, 2025. ..........oiiiiii i 26
Figura 7. (A) y (B) Ganchos del parasito (circulo). H&E. 4X y 10X. (C) Ganchos del
parasito (flecha). H&E. 40X. Fuente: elaboracion propia, 2025...........ccoevvviiieiieeeeeeennnns 28
Figura 8. Corte histoldégico a mayor profundidad. (A) y (B) Ganchos del parasito (circulo).
H&E. 4X y 10X. (C) Ganchos del parésito (flecha). H&E. 40X. Fuente: elaboracion propia,
120 YT PP PPRRPR 28
Figura 9. Distribucion porcentual de individuos positivos y negativos a quistes parasitarios
de cestodos en pudu evaluados entre 2016 y 2024. Fuente: elaboracion propia, 2025.29
Figura 10. Distribucion porcentual de quistes parasitarios de cestodos segun érganos,
cavidades y mas de una presentacion, en ejemplares de pudu. Fuente: elaboracién
[S1 0] o1 W24 0 14 TP PPPTPP PP 30
Figura 11. Distribucion de la presencia y ausencia de quistes parasitarios de cestodos,
segun localizacion anatomica en ejemplares de pudu. Fuente: elaboracion propia, 2025.
...................................................................................................................................... 32

viii



RESUMEN

El pudd (Pudu puda) es el ciervo mas pequefio del mundo, endémico de los bosques
templados de Chile y Argentina. En los ultimos afios, la poblacién de esta especie ha
disminuido por causas antropogénicas, pérdida de bosques y fragmentacion del habitat,
como consecuencia de esto, ha quedado mas susceptible a transmision de
enfermedades parasitarias por el estrecho contacto con animales domésticos. El objetivo
de este estudio es describir los quistes parasitarios de cestodos, hallados en ejemplares
de pudu recibidos en la Unidad de Morfologia y Diagnéstico Veterinario de la Universidad
San Sebastian, entre los afios 2016 y 2024. El analisis se realiz6 a través de necropsias
para la evaluacion macroscopica y mediante técnicas histopatoldgicas para el estudio
microscopico, ademas de llevar a cabo la clasificacion taxonémica para la identificacion
de los cisticercos. Luego de analizar 165 casos, los resultados evidenciaron 50 casos
positivos a la presencia de quistes parasitarios, lo cual corresponde a un 30,3% del total
de los casos. La mayoria de estos quistes se localizaron en cavidades toracica y
abdominal (66%), con un tamafio promedio significativamente mayor que los encontrados
en organos. Histologicamente, los quistes presentaron cipsulas de tejido conectivo que
contenian larvas viables compatibles con Cysticercus tenuicollis (estado larval de Taenia
hydatigena). La caracterizacion taxonémica mediante histopatologia e identificacién
molecular determind la presencia de T. hydatigena, T. omissay T. serialis. Los resultados
estadisticos evidenciaron una asociacion significativa entre la localizacion anatomica y la
presencia de quistes, destacando una preferencia del parasito por superficies serosas de
las cavidades. Este estudio logré identificar 3 especies diferentes de Taenias spp.
presentes en pudu (Pudu puda). Considerando los resultados obtenidos y la escasa
investigacion existente sobre las enfermedades parasitarias causadas por cestodos en
especies vulnerables como el pudd, es esencial realizar mas estudios cientificos que
profundicen este tema, dado que muchas de estas enfermedades pueden representar un
problema en la salud publica, por su potencial zoonético.

Palabras claves: Pudu puda, enfermedades parasitarias, Taenias spp., Chile.
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ABSTRACT

The pudu (Pudu puda) is the smallest deer in the world, endemic to the temperate forests
of Chile and Argentina. In recent years, the population of this species has decreased due
to anthropogenic causes, loss of forests and habitat fragmentation, as a consequence of
this, it has become more susceptible to transmission of parasitic diseases due to close
contact with domestic animals. The aim of this study is to describe the parasitic cysts of
cestodes, found in pudu specimens received at the Veterinary Morphology and Diagnosis
Unit of the Universidad San Sebastian, between 2016 and 2024. The analysis was carried
out through necropsies for macroscopic evaluation and histopathological techniques for
microscopic study, in addition to taxonomic classification for the identification of cysticerci.
After analyzing 165 cases, the results showed 50 positive cases for the presence of
parasitic cysts, which corresponds to 30.3% of the total cases. Most of these cysts were
located in the thoracic and abdominal cavities (66%), with an average size significantly
larger than those found in organs. Histologically, the cysts presented capsules of
connective tissue containing viable larvae compatible with Cysticercus tenuicollis (larval
stage of Taenia hydatigena). Taxonomic characterization through histopathology and
molecular identification determined the presence of T. hydatigena, T. omissa, and T.
serialis. Statistical results showed a significant association between anatomical location
and the presence of cysts, highlighting a preference of the parasite for serous surfaces of
the cavities. This study identified 3 different species of Taenias spp. present in pudud (Pudu
puda). Considering the results obtained and the scarce existing research on parasitic
diseases caused by cestodes in vulnerable species such as the pudd, it is essential to
conduct more scientific studies that delve into this topic, given that many of these diseases
can pose a problem for public health due to their zoonotic potential.

Keywords: Pudu puda, parasitic diseases, Taenias spp., Chile.
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1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas generales del pudu y distribucion

El pudd o pudu del sur (Pudu puda, Molina 1782), es uno de los ciervos mas pequefios
del mundo (Hershkovitz, 1982), debido a su baja altura de hombros, la cual es de
alrededor de 30-40 cm y su peso corporal que no supera los 15 kg (Jiménez, 2010). Las
hembras son mas pequefias que los machos. Estos ultimos desarrollan cornamentas
cuando alcanzan un afo, renovandose anualmente (Iriarte, 2008). Su pelaje es marron,
con areas mas oscuras en la regiéon media del dorso, y los cervatillos presentan manchas
amarillas, las cuales no se encuentran a partir de los tres meses de edad

aproximadamente (Iriarte, 2008).

Es endémico de los bosques templados de Chile y Argentina (Colihueque et al., 2020).
En Chile se distribuyen desde la VII a la XI (Region del Maule a la Regidén de Aysén),
incluyendo la Isla de Chiloé (X Region de los Lagos), ubicandose desde el nivel del mar
hasta los 1700 metros de altitud (Silva-Rodriguez et al., 2016).

1.2. Conducta, reproduccién y alimentacion

Se describe al pudl como un animal sedentario, cauteloso y solitario, su pelaje le permite
adaptarse al camuflaje dentro del bosque. La madurez sexual de ambos ejemplares
(macho y hembra) ocurre después del afio de vida, entre los 15 y 18 meses de edad. El
periodo durante el cual se aparea es en época de otofio y entre los meses de marzo y
abril, se puede apreciar a la cria en compafiia de la hembra (Hershkovitz, 1982; Reyes
et al., 1988). La duracion de la gestacion es de 202 a 233 dias aproximadamente, en
donde nace una unica cria (Iriarte, 2008), la cual presenta un peso que varia entre los
700 y 1100 gramos (Reyes et al., 1988). Es herbivoro, por ende, su dieta se basa
principalmente en helechos, arbustos, frutos y flores. También consume de las orillas o
areas mas abiertas del bosque, plantas de alto crecimiento, compuestas por hojas

jovenes, y brotes de arboles (Iriarte, 2008; Jiménez, 2010).



1.3. Estado de conservacion y principales amenazas

Su estado de conservacion segun la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN 2016), es de casi amenazado. Sin embargo, en Chile segun los datos
actualizados el 2024, el Reglamento de Clasificacion de especies (RCE) considera al

pudd como vulnerable.

En los dltimos afios, la tasa de poblacion de pudu ha disminuido principalmente debido a
causas antropogénicas, pérdida de bosques y la fragmentacién del paisaje (Mufioz-Caro
et al., 2024). Por otro lado, las poblaciones de estos ejemplares son depredadas de forma
natural por el puma (Puma concolor), el zorro chilla (Lycalopex griseus) y el zorro culpeo

(Lycalopex culpaeus) (Iriarte, 2008).

1.3.1. Miopatia por captura

Por otro lado, la poblacion de estos ejemplares se ve perjudicada por causas como la
miopatia por captura, la cual se define como un sindrome producido en el proceso de
control, manipulacién y transporte de animales silvestres, en donde los altos niveles de
estrés pueden generar una serie de cambios fisioldgicos como el uso prolongado del
metabolismo anaerdébico, produciendo grandes cantidades de &cido lactico, acidosis
metabdlica severa y necrosis muscular secundaria. Para evitar la aparicion de esta
enfermedad lo 6ptimo es la prevencién, métodos de contencidén que utilizan sustancias

quimicas, como la xilacina y algunos neurolépticos (Lannes et al., 2010).

1.3.2. Mordidas de perros

El dafio a la biodiversidad causado por perros asilvestrados (Canis lupus familiaris) se
encuentra definido a nivel mundial (Young et al., 2011). En Chile se ha registrado que
una de las causas basales de muerte en pudu (Pudu puda) es el ataque de perros (Silva-
Rodriguez et al., 2009). Estos ataques o depredaciones toman en consideracion desde
heridas o lesiones hasta la muerte de los animales (Zanini et al., 2008). Por lo tanto, los
perros afectan el equilibrio de las poblaciones de especies silvestres, asi como el

bienestar animal de los individuos de éstas (Young et al., 2011).



1.3.3. Atropellos

El enlace requerido entre las diferentes areas que la fauna silvestre emplea para
desplazarse, alimentarse, descansar y reproducirse, esta siendo impactado por altos
niveles de degradacion ambiental (Clevenger, 2003). Uno de los principales agentes de
la fragmentacion de habitat son las carreteras, las cuales transforman los ecosistemas y
actian como agresor inespecifico sobre la vida silvestre. La prevalencia de
atropellamiento y su frecuencia estaria asociado con multiples factores, incluido el
movimiento vehicular, la velocidad permitida, el ancho de la via, la conducta de las
especies y la cobertura vegetal. El atropello de fauna es la consecuencia directa mas
evidente de reconocer, debido a que en las carreteras se perciben los cuerpos de los
animales muertos (Arroyave et al., 2006). Segun Silva-Rodriguez (2009) indica que “las
causas principales de la llegada de pudu a los centros de rehabilitacion de fauna silvestre,

fueron los ataques de perros y los atropellos de automdéviles”. (p.99).

1.3.4. Enfermedades infecciosas y parasitarias

Por otra parte, se sabe que la aparicion de enfermedades infecciosas en fauna silvestre
es trascendental para comprender las consecuencias posibles que éstas pueden tener
en la conservacion de estos animales. En Chile, una serie de entidades mérbidas se han
descrito en distintas especies de ungulados nativos. Muchos de ellos se encuentran en
riesgo constante de infectarse con Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis debido
a la alta frecuencia de este patdégeno reportada en el ganado (Llanos-Soto y Gonzalez-
Acuia, 2019; Valenzuela-Sanchez y Medina-Vogel, 2014). En relacién a esto, no se han
registrado hallazgos patoldgicos de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en
pudues de vida libre, no obstante, esta bacteria ha sido sefialada como la causa de
muerte de un individuo en cautiverio, tal como lo reportan Llanos-Soto y Gonzalez-Acufia
(2019). Los mismos investigadores, han reportado en otros ejemplares de pudu la
deteccion del virus de la diarrea viral bovina (VDVB).

Cabe destacar, que los cérvidos han sido descritos como especies centinelas de la
contaminacion ambiental por Toxoplasma gondii, dado que el consumo de carne cocida

o insuficientemente cocida, ha permitido el desarrollo de formas quisticas en humanos.



En el mismo sentido, algunos autores confirman la evidencia de susceptibilidad de esta
especie en cautiverio a enfermedades del ganado, tales como Pestivirus, Leptospira
interrogans (serovars Hardjo y Pomona) y a otros patdogenos del ganado como Neospora
caninum y Chlamydia abortus (Hidalgo-Hermoso et al., 2024). Esta informacion respalda
el hecho de que el pudu puede ser una especie centinela, que da cuenta del estado de
enfermedades infecciosas circulantes, que eventualmente se pueden convertir en

eventos epidemiolégicos (Gorla, 2016).

1.4. Definicién de enfermedad parasitaria

Las enfermedades parasitarias constituyen un problema de salud publica por su alta
frecuencia en paises emergentes y por la aparicion en paises desarrollados, debido a la
alta morbilidad (Apt, 2014). Como definicion, se puede entender que enfermedad es
cuando ocurre una alteracion del estado fisiolégico de una o de varias partes del cuerpo,
ya sea por causas conocidas, a través de los sintomas y/o signos que son caracteristicos
y que el avance de la enfermedad es mas o menos previsible (Organizacion Mundial de
la Salud, 2006).

En esta linea, un parasito se define como todo organismo vegetal o animal que se
beneficia de otro organismo (hospedero), como fuente de alimentacién o para uso de
habitat para sobrevivir, requiriendo parcial o totalmente del mismo en asociacion de sus
relaciones con el ambiente exterior. El objetivo del parasito es aprovecharse de su
hospedero mediante el beneficio repetido o continuo de alimento, teniendo como
propdsito también asegurar su desarrollo y garantizar la existencia de su propia especie
(Pardo y Buitrago, 2005). Si en algin momento la relacién biolégica establecida entre el
parasito y el hospedador actia en favor del parasito, ademas de manifestar signos

clinicos, se habla de parasitosis o enfermedad parasitaria (Herbosa y Gutiérrez, 2011).

1.5. Principales enfermedades parasitarias que afectan al pudu

Rioseco (1979) reportd los siguientes parasitos presentes en pudu: Cysticercus tenuicollis
encontrado en cavidad abdominal y peritoneo visceral, Dictyocaulus sp. el cual se

encontré en pulmén, Sarcocystis sp. presente en musculatura esquelética y cardiaca, sin



alteraciones histopatologicas y en aparato digestivo: Ostertagia sp., Trichostrongylus axei

y Oesophagostomum venulosum.

Algunos de los parasitos anteriormente nombrados que afectan al pudd como Cysticercus
tenuicollis y Sarcocystis sp., podrian tener un origen doméstico, en donde los perros
actian como hospedadores definitivos, también se describe Linguatula serrata, un
crustaceo parasito cosmopolita y quiste hidatidico causado por Echinococcus granulosus,
los cuales podrian ser adquiridos por parte de los pudues de canidos silvestres como los
zorros (Oyarzun-Ruiz et al., 2018). Este mismo autor describié Dictyocaulus eckerti, un
nematodo el cual ha sido registrado por primera vez en la Region De los Rios, en donde

se aislaron siete nematodos desde los bronquios pulmonares de un pudd.

1.5.1. Trematodos

La clase trematoda pertenece al phylum platelmintos, estos se caracterizan por ser
gusanos planos los cuales no presentan segmentaciones, en estado adulto parasitan
como principal 6rgano el higado, conductos biliares, pero también a rumen y reticulo de

rumiantes (Diaz, 2013).

Dentro de esta clase, el género mas relevante en veterinaria es la Fasciola hepatica, el
cual tiene una amplia distribucion mundial, los caracoles intervienen como hospedadores
intermediarios en el ciclo biolégico. Las lesiones se presentan principalmente en el
higado y la sintomatologia clinica es gastrointestinal secundaria al efecto hepatico
(Lopez-Villacis et al., 2017).

1.5.2. Nematodos

La clase nematodo se caracterizan por ser gusanos redondos, poseen un cuerpo
cilindrico, el cual esta revestido por una cuticula proteica, que lo protege y ayuda en el
movimiento, son bilaterales, su tamafio varia desde milimetros hasta mas de 8 metros.
Estos se alojan en cualquier érgano, sin embargo, la mayoria esta asociado al tubo
digestivo y sus estructuras anexas. Su ciclo bioldgico puede ser directo o indirecto, en

donde intervienen de uno a varios hospederos intermediarios (Garcia-Prieto et al., 2014).



Los nematodos del grupo de los Trichostrongylus son los parasitos mas frecuentes en el
aparato digestivo del rumiante, en donde también se ha reportado casos en pudues. En
el tracto digestivo alcanzan su estadio adulto y liberan los huevos al medio a través de
heces, estos se dispersan por las praderas y el desarrollo de la larva a estadio 3

dependera de diferentes condiciones (pH, temperatura, ambiente).

Dentro del tracto digestivo hay diversas especies de pardsitos, las mas comunes
encontradas en el abomaso son: Haemonchus contortus, Ostertagia; en el intestino
delgado, Cooperia sp., Trichostrongylus sp., Nematodirus y Strongyloides papillosus; y
en el intestino grueso se ha reportado a Oesophagostomum venulosum (Herrera et al.,
2013).

1.5.3. Cestodos

Los cestodos! pertenecen al phylum platelmintos, estan constituidos por segmentos
planos o proglétides las cuales se unen y forman un estrobilo, estos se fijan a los tejidos
del hospedador definitivo a través del primer segmento también conocido como escélex

el cual presenta cuatro ventosas con ganchos.

Se caracteriza por parasitar en su etapa adulta el aparato digestivo del hospedador
definitivo, sin embargo, en su etapa larval afecta a su hospedador intermediario en
organos como cerebro, pulmon, corazén, higado, masculo y otras visceras. Esta Ultima
fase se conoce como cisticercos o cisticercosis, conocida cominmente como taenia
(Diaz, 2013).

1.6. Cestodos descritos en pudu

Hay dos tipos de cestodos, presentes en Chile que se han descrito en pudu. El parasito
Taenia hydatigena se localiza en el intestino delgado de perros, lobos, coyotes, zorros y
otros canidos, sin embargo, la fase larvaria, conocida como C. tenuicollis se encuentra

en el higado y mesenterio de rumiantes (Romero et al., 2011). Dicho esto, se reportd por

! De acuerdo con lo descrito en la Real Academia Espafiola (RAE), las palabras cestodos, nematodos y
trematodos no llevan tilde.



primera vez en siete casos de pudues chilenos la presencia de metacestodos compatibles
con Cysticercus tenuicollis, el estado larvario de Taenia hydatigena en omento, higado y

pleura durante examenes post mortem (Mufioz-Caro et al., 2024).

Por otro lado, Echinococcus granulosus, es un parasito de gran relevancia, ya que es de
caracter zoonético. Los huéspedes definitivos son los carnivoros y los intermediarios,
suelen ser herbivoros (p. €j., ovejas, cabras, ganado, camellos y cérvidos) estos albergan
la etapa larvaria del parasito (metacestodo). En la etapa adulta del parasito se producen
huevos, el cual habita en el intestino delgado del hospedador definitivo, estos se eliminan
en las heces y quedan a disposicion para que el hospedador intermediario los ingiera, en
donde la oncosfera eclosiona y penetra en la mucosa intestinal migrando a través del

torrente sanguineo a 6rganos internos como el higado (Agudelo, 2016).

Antilef (2013) informa la presencia de quistes hidatidicos, el cual representa el estado
larvario de Echinococcus granulosus, hallados en higado y pulmén de pudu los cuales

fueron extraidos a través de necropsia.

1.7. Técnicas diagnésticas y hallazgos macroscopicos y microscopicos en
cestodos

El diagnostico de una enfermedad parasitaria se debe comprobar por la identificacion del

parasito causante, o de sus métodos de dispersiéon (Pardo, 2005).

En el caso de los cestodos se toma una seccion histologica de una larva (escoélex) del
quiste ectdpico de C. tenuicollis mediante tincion de hematoxilina-eosina, en donde por
medio de un microscopio se observan las ventosas (protoescolex) de la larva y el tejido
conectivo de donde se extrajo (Muioz-Caro et al., 2024).

Por otro lado, también es posible realizar un andlisis molecular mediante la técnica de
PCR (Reaccioén en cadena de la polimerasa), el cual se basa en la extraccion de ADN
genomico del parasito. Para ello, las muestras se transfieren a tubos de 1,5 ml y se
maceran con agujas hipodérmicas estériles. Posteriormente se lleva a cabo la
amplificacion del ADN, en donde se utilizan cebadores especificos, siguiendo el protocolo

de ciclos y temperaturas descritos por Bowles et al. (1992). Este procedimiento permite



amplificar un fragmento del gen cox1, marcador molecular cominmente utilizado para la

identificacion y diferenciacion de especies de cestodos (Mufioz-Caro et al., 2024).

En los hallazgos macroscopicos de Cysticercus tenuicollis se observo en la cavidad
toracica adherencia del parasito en pleura pulmonar, en omento mayor, serosa hepética
y serosa intestinal (Antilef, 2013). En lo que respecta a lo microscépico segun los analisis
histopatolégicos, no se observd caracteristicas de infiltracion inflamatoria grave en el

lugar asociada con el parasito, tampoco en omentos, ni pleura (Mufioz-Caro et al., 2024).

Entregados los antecedentes bibliograficos anteriores, la importancia de este estudio se
centra en la necesidad de profundizar los conocimientos macroscopicos y microscéopicos
de enfermedades parasitarias producidas por cestodos, en especies vulnerables, como
lo es el pudu. Ademas, estos parasitos pueden constituir un problema importante en salud
publica, dado que muchos de ellos son zoondticos.



2. HIPOTESIS

Los quistes parasitarios de cestodos mas prevalentes en ejemplares de pudd (Pudu
puda), ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagndstico Veterinario, de la Universidad
San Sebastian, entre 2016 y 2024, corresponden en los descritos para Taenia

hydatigena.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

I. Describir macroscopica y microscOpicamente los quistes parasitarios de cestodos
encontrados en ejemplares de pudu, recibidos por la Unidad de Morfologia y Diagnostico
Veterinario de la Universidad San Sebastian, Sede de la Patagonia, en el periodo de 2016
al 2024.

3.2. Objetivos especificos

|. Caracterizar macroscopicamente a través de necropsia y microscopicamente mediante
histopatologia, los principales hallazgos de quistes parasitarios de cestodos y sus
lesiones asociadas, encontrados en oOrganos de ejemplares de pudd (Pudu puda),

ingresados entre los afios 2016 al 2024, a la Unidad de Morfologia y Diagndstico.

II. Determinar la clasificacion taxondmica mediante la observacion microscépica y técnica
PCR de los estados larvales (cisticercos), presentes en los quistes encontrados en
organos de ejemplares de pudu (Pudu puda), ingresados entre los afios 2016 al 2024, a

la Unidad de Morfologia y Diagndstico, para relacionarlos con especies de Taenias spp.

lll. Definir la prevalencia de quistes parasitarios de cestodos por individuo y 6rgano
analizado, encontrados en ejemplares de pudd (Pudu puda), ingresados entre los afios

2016 al 2024 a la Unidad de Morfologia y Diagnaéstico.

IV. Analizar la asociacién entre la cantidad de quistes parasitarios de cestodos y los
diferentes érganos afectados en ejemplares de pudu (Pudu puda), ingresados entre los
afios 2016 al 2024 a la Unidad de Morfologia y Diagnostico, con el fin de determinar si
existe una relacion significativa entre la presencia o ausencia de quistes en 0rganos o

cavidades.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tipo de estudio

Este estudio es de tipo no experimental, observacional transversal descriptivo
cuantitativo, en donde se reunieron muestras representativas de quistes parasitarios
encontrados en organos de pudd, ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagndstico
Veterinario de la Universidad San Sebastian, Sede de la Patagonia, desde los cuales se
calculé la prevalencia de los estados larvales de Taenia Hydatigena. Esto se realizé en
un tiempo determinado (afios 2016 a 2024), en donde no fue necesario un posterior

periodo de seguimiento (Hernandez et al., 2014).

4.2. Criterios de inclusién y exclusion

Se incluyeron las muestras con un buen estado de fijacion y que presentaron estructuras
quisticas en 6rganos tales como higado, musculo, corazén, pulmén y rifidn, asi como en
cavidades. Se excluyeron aquellas muestras de pudld que presentaron evidente

putrefaccion y/o autolisis (Strafuss, 1988).

4.3. Materiales

Para la realizacion de este estudio, se utilizaron muestras de quistes parasitarios
encontrados en 6rganos de pudd, recolectadas entre los afios 2016 al 2024, las cuales
correspondieron a un banco de muestras obtenidas por medio de necropsia, ademas de
las que se realizaron durante el periodo restante del 2024. Todas las muestras utilizadas
cuentan con el permiso del Servicio Agricola y Ganadero (SAG), que se desprende de
los puntos 3 y 4 del convenio suscrito entre esta institucion estatal y CEREFAS USS, en
el cual, se hace énfasis en el apoyo diagnéstico que puede entregar la Universidad al
SAG, ver Anexo 4.

Estas muestras fueron procedentes del Centro de Rehabilitacién de Fauna Silvestre de
la Universidad San Sebastian (CEREFAS USS), ONG Chiloé Silvestre y Bioparque
Zoologico Buin Zoo.
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4.3.1. Materiales para realizar una necropsia

Vestimenta de Proteccion personal y bioseguridad: Guantes de latex o nitrilo,
pechera de plastico desechable, botas de seguridad, overol, cofia, mascarilla y
antiparras (Poveda, 2023).

Instrumental Quirudrgico: Bisturi, porta bisturi, chairas o astil, costétomo,
cuchillos, pinzas Kelly, pinza punta de ratén, tijera mayo punta roma (Paredes et
al., 2018).

Material de Conservacion: Frasco para fijacion de muestras, alcohol etilico 70%
(para la fijacion de quistes libres), formalina tamponada al 10% para la
conservacion de los quistes parasitarios extraidos desde musculatura (Paredes et
al., 2018).

También, fue necesario contar con una camara fotogréafica o celular para la captacion de

imagenes, las cuales fueron de utilidad, ademéas de eso se realizd una revision de las

solicitudes de examen de necropsias ingresadas durante los afios 2016 a 2024 a la

Unidad de Morfologia y Diagnadstico.

4.3.2.

Materiales para realizar histopatologia

Vestimenta de bioseguridad: Delantal, zapatos cerrados y antideslizantes,
guantes de latex o nitrilo, pelo tomado o uso de gorro, antiparras y mascarillas
(Muenay Vera, 2021).
Fijacion de la muestra: Formalina al 10%
Microscopiay dictado: Bisturi, histocassetes de plastico
Inclusion de la muestra: con procesador automatico STP 120 de myr
o Deshidratacion: Alcoholes (70°, 95°y 100°)
o Aclaramiento: Xilol
o Impregnacion o infiltracion: Parafina liquida (entre 58-65°C)
o Formacién de taco: Moldes de metal, parafina sélida
Microtomia: Microtomo Leica RM2125 RTS, bafio de flotacion Kedee KD-P water

bath (recipiente eléctrico) , estufa Binder (agua 40°C), portaobjetos.
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e Desparafinacion: Xilol, alcoholes (100°, 95° y 70°) agua destilada
e Tincion: Hematoxilina y eosina (H&E)

e Deshidratacién y montaje: Alcoholes (70°, 95° y 100°), xilol, cubreobjetos

4.3.3. Clasificacion Taxon6mica

e Guias de Identificacion: Material bibliografico, manuales y libros de identificacion
de cestodos.

e Planillas Excel

e Microscopio: Microscopio 6ptico Leica DM 500 y lupa para la observacion de
caracteristicas morfologicas (aumentos de 10x, 40x, 100x).

4.4. Métodos
4.4.1. Necropsia

Consiste en el examen anatomico cuidadoso y sistematico del cadaver para determinar
los cambios morfolégicos sufridos por tejidos, 6rganos, sistemas o aparatos del cuerpo,
a fin de establecer la causa de muerte del individuo, por ende, es un método de
diagnéstico indispensable para la mejor comprension de las enfermedades (Paredes et
al., 2018).

4.4.1.1. Informes de Necropsia

Se verificaron los informes de necropsia archivados entre los afios 2016 a 2024 de la
Unidad de Morfologia y Diagnéstico, en donde fue til para este estudio informacion
como: el numero de caso, fecha, especie, sexo, tipo de érganos muestreados, hallazgos

macroscopicos y fotografias (Paredes et al., 2018).

4.4.1.2. Técnicas de necropsia en rumiantes

Las necropsias fueron realizadas por un médico veterinario del area, en el laboratorio de
necropsia de la carrera de Medicina Veterinaria USS sede Patagonia, siguiendo el
método para rumiantes indicado por Paredes et al. (2018) en el “Manual de necropsia en
animales domésticos y envié de muestras a laboratorio” del Instituto de Patologia Animal

de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Austral de Chile, esto en
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conjunto con los protocolos de necropsia de la Unidad de Morfologia y Diagndstico de la

Universidad San Sebastian.

De manera general, segun Canton y Odriozola (2019), la técnica de necropsia en

rumiantes se basa en:

=

Posicionar el cadaver en decubito dorsal

Inspeccidn de la superficie externa en busca de hallazgos

3. Incision de la piel desde el menton al ano a través de la linea media, pasando
por ambos lados del prepucio o glandula mamaria respectivamente

4. Seccionar la pared abdominal mediante un corte paramedial desde la region
xifoidea a la parte anterior del pubis

5. Extraccion del tracto gastrointestinal

6. Extraccion de higado

7. Extraccion de los 6rganos urogenitales

8. Extraccion de los érganos de la cavidad bucal y cuello

9. Abertura de la cavidad toracica

10. Extraccion de lengua, trdquea, eséfago, pulmones y corazén desde la cavidad

torécica

11.Toma de muestras de los érganos extraidos

4.4.1.3. Obtenciény conservacion de las muestras

Se extrajeron muestras de aproximadamente 2x2 cm de cada quiste parasitario,
dependiendo de su localizacion anatémica (ya sea en musculo o en cavidades). Las
muestras encontradas en cavidades se procesaron y analizaron macroscépicamente,
mientras que las que se ubicaron en musculo fueron sometidas a analisis histopatol6gico

a nivel microscopico y también a evaluacion macroscopica (Lértora et al., 2004).

Las muestras se conservaron y fijaron en formalina al 10% neutralizada o tamponada, y

toda muestra fue rotulada (Muena y Vera, 2021).

4.4.1.4. Descripcién macroscépica de quistes parasitarios
Entre los hallazgos macroscépicos de Cysticercus tenuicollis, se ha descrito la

observacion de adherencias en la cavidad toracica, formadas entre el parasito y la pleura
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pulmonar, en omento mayor, serosa hepatica y serosa intestinal (Antilef, 2013). Los
quistes parasitarios que se han encontrado en la cavidad abdominal cuentan con una
pared fina, llenos de un liquido acuoso claro y con un escélex con manchas blancas,
algunos adheridos al mesenterio, ademas se han encontrado cavidades quisticas en
areas transversales del higado (Cengiz et al., 2019). Estos fueron los criterios utilizados

en la caracterizacion de los quistes parasitarios.

4.4.2. Proceso histopatoldgico

Las muestras de tejidos con quistes parasitarios fueron procesadas y analizadas en el
laboratorio de histopatologia animal, segun lo indicado en el “Manual de procedimientos
de laboratorio de histopatologia veterinaria” escrito por la TM Jazmin Muena Meneses y
Dr. Frank Vera Otarola, del afio 2021 (Anexo 1) y se complementaron con el “Manual de
Laboratorio de técnica histolégica” escrito por la TM Jeraldine Poveda Tapia, del afio
2023.

4.4.2.1. Fijacion de tejidos

La fijacion de tejidos consiste en la preservacion de la estructura y compaosicion celular
de las muestras biolégicas para su analisis microscépico (Cediel et al., 2009). El fijador
de eleccién actuara minimizando la destruccién por microorganismos y enzimatica
durante largos periodos de tiempo. La fijacion se realiz6 con formalina al 10%,
neutralizada en una proporciéon 1:10 tejido/formalina. El tiempo que se demora en fijar

depende del tamafio de la muestra (Isaac et al., 2023).

4.4.2.2. Inclusion de la muestra
La finalidad de esto fue reemplazar toda el agua del interior del tejido por un medio mas
compacto. Esto permitié obtener cortes de tejido finos (3 a 5 um) y seriados para ser

observados bajo el microscopio oOptico.
Esto requiere de una serie de sub-pasos:

a) Deshidratacion: Se realizo con una bateria de alcoholes etilicos ascendente

(70°, 95° y 100°); las muestras se sumergiran en cada estacion.
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b) Aclaramiento: Se utilizé xilol, un liquido intermediario que es miscible con
alcohol absoluto y parafina, las muestras fueron sumergidas en este liquido que

ademas proporciona al tejido un poco de transparencia.

c) Impregnacion o infiltracion: Con parafina en estado liquido, a altas
temperaturas (58 a 65 °C), las muestras fueron sumergidas para que la parafina

ingrese en su interior.

d) Formacion del taco o molde: Posterior a la completa infiltracién y con la ayuda
de moldes de metal, la muestra se introdujo en parafina solidificada a temperatura

ambiente.

4.4.2.3. Microtomia

El micr6tomo es un instrumento mecanico y de precision el cual permite obtener cortes
finos y seriados, estos deben ser de no mas 5 um de espesor y se obtiene una cinta de
parafina con tejido. Una vez obtenidos los cortes, las cintas deben ser estiradas sobre
agua tibia (40 °C aprox.), la cual se mantiene en un recipiente eléctrico llamado bafio de
flotaciéon. La temperatura del agua permite calentar la parafina junto con el tejido y asi

estirar los cortes.

4.4.2.4. Desparafinacion

Se retira toda la parafina del tejido, ya que esta no permite el ingreso de los colorantes
hacia el tejido, por ende, se utiliza xilol que disuelve el medio consistente dejando solo el
tejido adherido al vidrio. Este proceso termina una vez que la muestra de tejido es
nuevamente hidratada, sumergiendo los portaobjetos en una bateria de alcoholes

descendente (100°, 95° y 70°) y finaliza con agua destilada.

4.4.2.5 Tincion

En esta etapa los quistes parasitarios fueron sometidos a un proceso de tefido para
analizar el contraste entre sus diferentes componentes estructurales. La tincion de
eleccion fue hematoxilina y eosina (HE), se aplican ambos colorantes de forma sucesiva.
La hematoxilina tifie los nucleos celulares de un tono azul-negro, por el contrario, la
eosina tifie principalmente componentes béasicos del tejido y la mayoria de los

componentes del citoplasma, entregando un color rosado (Brusco et al., 2015).
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4.4.2.6. Deshidratacion y montaje

Con el proposito de conservar las muestras tefiidas de forma permanente, después de la
coloracion se realiz6 nuevamente una deshidratacién, con una bateria de alcoholes
ascendente (70°, 95° y 100°). Posteriormente se aclar6 en xilol, esta vez el liquido tuvo
la funcion de transparentar un poco el tejido, esto permitié una observacion al microscopio

Optico de mejor calidad (Isaac et al., 2023).

Para finalizar el procesamiento histolégico fue necesario cubrir la muestra con un
cubreobjetos, con la ayuda de una resina sintética, la cual, al secarse permite que la

muestra quede completamente aislada.

4.4.3. Taxonomia Cestodos

Para realizar la identificacidn taxondmica mediante morfologia se utilizé la tabla de
mediciones morfolégicas de las diferentes especies de C. tenuicollis previamente
detectadas (Anexo 2) la cual estd descrita en el estudio cientifico “Caracterizacion
molecular y morfolégica de Cysticercus Tenuicollis en ciervo rojo” por Gorkem Cenginz,

Gozde Tenekeci y Nuket Bilgen, del afio 2019.

4.4.3.1. Procedimiento de identificacién parasitolégica mediante técnica
histologica

Las muestras de Organos que presentaron quistes parasitarios fueron procesadas y
analizadas en el laboratorio de histopatologia animal, siguiendo el protocolo descrito
anteriormente para el andlisis histologico. Ademas de identificar las principales lesiones
asociadas, se realizd una evaluacion detallada de sus caracteristicas morfologicas, con
especial énfasis en la observacion de estructuras diagnosticas clave, como los ganchos
del escoélex. En cortes histolégicos las ventosas aparecen como circulos musculares
debido a las estriaciones radiales de fibras musculares, por otro lado, los extremos
anteriores pueden presentar cuerpos calcareos que repletan el parénquima, la funcién de
estos no se conoce, pero son de utilidad para identificar los parasitos, se pueden observar
como estructuras ovales basofilicas que a veces tienen un aspecto de anillos
conceéntricos y también la presencia de ganchos, lo cual permitio realizar la clasificacion
taxonomica de los protoescolex parasitarios (Gardiner y Poynton, 1999). Se consideraron

cisticercos viables aquellos que presentaban estructuras parasitarias, tales como:
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canales espirales, ganchos y cuerpos calcareos. Por otra parte los cisticercos
degenerados o inviables fueron aquellos que carecian de estructuras anteriores y/o

presentaban calcificacion.

4.4.3.2. PCR

El analisis molecular, fue llevado a cabo en el contexto de una investigacion realizada por
parte de mi profesor patrocinante e incluyé algunas de las muestras analizadas en el
presente estudio. Las muestras que presentaron quistes parasitarios y que fueron
seleccionadas para la clasificacion taxonémica, se sometieron a una amplificacion de una
seccion del gen coxl, utilizando ADN. Para esto, se emplearon los cebadores JB3 (5'-
TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3') y JB4.5(5-TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-

3’), siguiendo el protocolo de ciclos y temperatura descrito por Bowles et al. (1992).

4.4.3.3. Descripcion microscopica en musculos

A diferencia de los quistes hidatidicos, la cisticercosis no produce reaccion
granulomatosa parasitaria con células gigantes multinucleadas, pero si causa dafio
hepatico en forma de necrosis y hemorragias, como respuesta a esto hay proliferacion
de tejido conectivo. Al microscopio se puede observar una fibrosis y areas hemorragicas
en el parénquima hepatico. En estas zonas fibroticas se observaran células inflamatorias
compuestas por linfocitos y macréfagos cargados con hemosiderina (sider6fagos), las
proliferaciones en los conductos biliares acompafiaran a esta respuesta inflamatoria, por
otro lado, también se observara necrosis de los hepatocitos y disociacién de los cordones
(Cengiz et al., 2019).
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Figura 2. (C) Abundante aumento del tejido conectivo alrededor del pardsito (flecha), hepatocitos (punta de flecha) (Abdollahi et
al., 2023).

4.4.4. Andlisis estadistico

En este estudio se realizé estadistica descriptiva, en donde se organizo, visualizé y
resumieron los datos, para poder obtener conclusiones de los hallazgos macroscépicos
y microscépicos observados en los quistes parasitarios de cestodos (Hernandez-
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Sampieri y Mendoza, 2018). Se calculé el porcentaje correspondiente de cisticercos

presentes por érgano.

La variable que se utilizo fue cualitativa nominal, en la cual no existe un orden especifico
ni una jerarquia entre sus categorias. Estas variables pueden consistir en respuestas
binarias, como “si” 0 “no” (Martinez et al., 2014). Para el analisis, se emple6 una tabla de
contingencia de elaboracion propia (Anexo 3), en la cual se registré la presencia o
ausencia de quistes parasitarios en 6rganos y cavidades (Clifford y Taylor, 2008).

Posteriormente, se analizé estadisticamente mediante “chi cuadrado” a través del

programa GraphPad Prism 10 y se realiz6 un gréfico para poder facilitar la interpretacion.

4.4.5. Analisis descriptivo

Para facilitar el andlisis de los resultados durante las observaciones macroscopicas se
realizaron tablas y graficos circulares de acuerdo a la cantidad de quistes parasitarios por
organo y la cantidad de quistes que se encontraron libres en cavidades utilizando el

programa de Microsoft Excel® 365.
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5. RESULTADOS

Objetivo 1: Caracterizar macroscOpicamente a través de necropsia Yy
microscopicamente mediante histopatologia, los principales hallazgos de quistes
parasitarios de cestodos y sus lesiones asociadas, encontrados en organos de
ejemplares de pudu (Pudu puda), ingresados entre los afios 2016 al 2024, a la
Unidad de Morfologia y Diagnéstico.

5.1 Caracterizacién macroscépica

Tras la recopilacion de muestras de quistes parasitarios de cestodos en ejemplares de
pudd (Pudu puda), ingresados entre los afios 2016 y 2024 a la Unidad de Morfologia y
Diagnostico Veterinario de la Universidad San Sebastidn, Sede de la Patagonia, Se
obtuvo un total de 165 muestras, de las cuales 50 presentaron quistes parasitarios ya sea
en cavidades u 6érganos. A continuacion, se llevé a cabo la caracterizacion macroscoépica
de los quistes, en donde se realiz6 una medicion de largo y ancho (en centimetros) de
los quistes parasitarios encontrados tanto en cavidades como en 6rganos (higado,
pulmén, musculo, corazén) (ver anexo 7). A partir de estas mediciones, se calculo el
promedio general de las dimensiones de los quistes (Tabla 1), asi como el promedio
correspondiente segun el origen de los casos, diferenciando entre muestras provenientes
de Chiloé silvestre (CS) y de la Universidad San Sebastian (USS) (Tabla 2). Cabe
destacar que, en el caso de las muestras provenientes del Bioparque Zoolégico Buin Zoo,
no se registraron casos positivos a quistes parasitarios de cestodos ni en cavidades, ni

en Grganos.
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Tabla 1. Promedio general de largo y ancho de quistes parasitarios de cestodos, segun localizacion anatémica en ejemplares de
pudu. Fuente: elaboracion propia, 2025.

Localizacion anatémica Promedio largo (cm) Promedio ancho (cm)
Cavidad 3,0 2,5
Pulmon 0,7 0,5
Higado 2,0 1,8
Corazon 0,4 0,3
Musculo 0,7 0,5

Tabla 2. Promedio de largo y ancho de quistes parasitarios de cestodos, segun localizacion anatomica y origen del caso en
ejemplares de pudu. Fuente: elaboracion propia, 2025.

Cavidad Promedio largo (cm) Promedio ancho (cm)
Promedio CS 3,0 2,5
Promedio USS 3,0 2,5
Promedio largo (cm) Promedio ancho (cm)
Promedio CS 2,0 1,8
Promedio USS 1,9 1,7
Pulmon Promedio largo (cm) Promedio ancho (cm)
Promedio CS 0,7 0,5
Promedio USS 0,7 0,4
Corazén Promedio largo (cm) Promedio ancho (cm)
Promedio CS 0,4 0,3
Promedio USS 0,4 0,3
Musculo Promedio largo (cm) Promedio ancho (cm)
Promedio CS 0,6 0,5
Promedio USS 0,7 0,4

A partir de los resultados obtenidos, se puede apreciar que los quistes parasitarios localizados
en cavidades presentan un promedio de tamafio significativamente mayor en comparacion con
los quistes que se desarrollan en 6rganos. Sin embargo, entre los érganos evaluados, el higado
destac6 como la segunda localizacion con quistes de mayor promedio de tamafio, superando a
los otros 6rganos evaluados (pulmon, corazén, musculo), los cuales presentaron dimensiones

mucho menores.
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Mediante la observacion macroscopica de los quistes parasitarios localizados en cavidad toracica
y abdominal, los cuales estaban adheridos al mesenterio, zonas pleurales parietales y viscerales,
se pudo determinar que presentaban caracteristicas morfolégicas compatibles con formas
vesiculares esféricas y ovaladas en su mayoria, con una superficie lisa, transllcida y de aspecto
brillante. El color predominante fue blanquecino perlado, permitiendo en algunos casos la
visualizacién de estructuras internas, como el protoescélex invaginado. En cuanto a la

consistencia, fueron blandos y varié segun la cantidad de liquido contenido.

Por otro lado, los quistes parasitarios en 6rganos, presentaron al igual que en cavidades una
morfologia esférica u ovalada, pero encapsulados dentro del parénquima, mientras que algunas
estaban protruyendo hacia la superficie del 6rgano afectado. Su tamafo fue variable, con
didmetros que variaron desde unos pocos milimetros hasta centimetros, dependiendo del estadio
de desarrollo que presentaron al momento de la necropsia. La superficie externa se caracterizo
por ser bien definida, pero en algunos casos se evidencié adhesién o fibrosis del tejido

circundante.

Figura 3. Morfologia de quistes parasitarios encontrados en cavidad. (A) Forma ovalada, (B) y (C) Forma esférica. Fuente:
elaboracion propia, 2025.

5.2 Caracterizacion microscopica

Del total de las muestras con quistes, 18 presentaron quistes parasitarios en érganos, y
de éstas, 11 fueron utilizadas para realizar la descripcion histopatolégica. Tras el analisis
histopatolégico se identificaron diversos hallazgos microscépicos asociados a estos

pardsitos. Los 6rganos afectados incluyeron corazoén, pulmon, higado y musculo.
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En los distintos casos evaluados de musculo cardiaco con presencia de quistes
parasitarios, se observaron estructuras quisticas compatibles con cisticercos viables, y
un caso, reporto la presencia de quistes de Sarcocystis spp. Los quistes en su mayoria
estaban rodeados por una capsula de tejido conectivo fibroso, dentro de la cual se
evidencié material eosinofilico fibrilar acelular y estructuras parasitarias con la presencia

de canales espirales y de ganchos del parasito.

Figura 4. (A) Estructura quistica, cisticerco viable (flecha), fibras musculares cardiacas (*). H&E. 4X. (B) Canales espirales (*). H&E.
10X. (C) Ganchos del pardsito (flecha). H&E. 40X. Fuente: elaboracion propia, 2025.

En cuanto a la respuesta tisular del hospedador, se observo un infiltrado inflamatorio de
tipo linfoplasmaocitario y eosinofilico, distribuido de forma focal en el miocardio, mientras

que en otros casos no se evidencio una reaccién inflamatoria evidente.

Figura 5. (A) Estructura quistica, cisticerco viable (flecha). H&E. 4X. (B) Infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario y eosinofilico (*).
H&E. 10X. Fuente: elaboracion propia, 2025.
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Ademas, en varias muestras se identificaron focos de angiogénesis, en particular en
zonas adyacentes a la capsula del quiste. En un caso particular, se observo la presencia
de dos estructuras quisticas, sin embargo, una de ellas era viable y la otra estaba en
estado degenerado. Solo se visualizaba la pared fibrosa, acompafada de infiltrado

inflamatorio linfocitario y macrofagico.

Por otro lado, en las muestras de tejido pulmonar, se observaron alteraciones
histopatolégicas en donde el parénquima pulmonar presenté en distintos casos, signos
de congestion e hiperemia, asi como edema difuso y engrosamiento de tabiques
alveolares. Las estructuras bronquiales y bronquiolares en algunos casos presentaron
hiperplasia epitelial bronquiolar e infiltrado inflamatorio peribronquiolar, compuesto por
linfocitos, plasmocitos y eosinoéfilos. En relacién con las estructuras parasitarias, se
identificaron quistes con pared fibrosa delgada, los cuales en su mayoria poseian
cisticercos viables. En zonas adyacentes a los quistes, se describio infiltrado inflamatorio

mixto, asi como focos de angiogénesis en los bordes del tejido fibroso.

En lo que respecta al caso que se presentd en higado, se observo una estructura quistica
con cisticercos viables, conformada por una pared de tejido conectivo denso regular. El
contenido del quiste presentd sustancia amorfa eosinofilica acelular. Por otro lado, la
parte externa de la cubierta fibrosa present6é hepatocitos normociticos y normocrémicos,

infiltrados por moderada cantidad de células eosinofilicas.

En las muestras de tejido muscular evaluadas, se identificaron quistes parasitarios
compatibles con Sarcocystis spp., conformados por una pared fibrosa delgada y una
estructura parasitaria parcialmente conservada, sin evidencias de infiltrado inflamatorio
en el tejido adyacente. En el segundo caso, se observo un cisticerco viable, rodeada por
tejido fibroso, en donde se presento infiltrado inflamatorio eosinofilico, el quiste presenté
una cubierta de cuticula bien definida y un canal espiral interno, en donde se evidencio

zonas de coloracion basofilicas, correspondientes a cuerpos calcareos.
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Figura 6. (A) Canales espirales (flecha). H&E. 10X. (B) Cuerpos calcdreos (*). H&E. 40X. Fuente: elaboracion propia, 2025.
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Objetivo 2: Determinar la clasificacion taxondmica mediante la observacion
microscopicay técnica PCR de los estados larvales (cisticercos), presentes en los
quistes encontrados en drganos de ejemplares de pudu (Pudu puda), ingresados
entre los afios 2016 al 2024, a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico, para

relacionarlos con especies de Taenias spp.

Con el proposito de determinar la clasificacion taxondmica de los quistes parasitarios
encontrados en érganos de pudd, se llevé a cabo un analisis microscopico detallado de
los estados larvales (cisticercos) presentes en 5 muestras. Este analisis se enfoco
principalmente en la observacion de estructuras morfologicas del protoescolex,
particularmente en los ganchos. Estos fueron visualizados a través de cortes histologicos
seriados obtenidos con micrétomo, en secciones de 4 micras. Mediante esta técnica fue
posible identificar y cuantificar el nimero de ganchos presentes, permitiendo su
comparacion con la tabla de mediciones morfoldgicas de C. tenuicollis, presentes en
diferentes especies animales previamente detectadas (Anexo 2). Luego de la
observacion de los casos de quistes parasitarios, que se presentaron en érganos y
cavidades, el resultado mas relevante fue la cuantificacion de 28 ganchos en promedio
en los casos analizados, lo cual concuerda con el nimero de ganchos que se presentan
en C. tenuicollis, descritos en ovejas y cabras. Este hallazgo se muestra en las figuras 7
y 8, en las que se puede observar cortes seriados del protoescélex, mostrando los
ganchos a diferentes aumentos.
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Figura 7. (A) y (B) Ganchos del pardsito (circulo). H&E. 4X 'y 10X. (C) Ganchos del pardsito (flecha). H&E. 40X. Fuente: elaboracion
propia, 2025.

Figura 8. Corte histolégico a mayor profundidad. (A) y (B) Ganchos del pardsito (circulo). H&E. 4X y 10X. (C) Ganchos del pardsito
(flecha). H&E. 40X. Fuente: elaboracion propia, 2025.

Adicionalmente, las muestras analizadas histopatol6gicamente, fueron sometidas a un
protocolo de PCR, luego de lo cual, se determin6 que, de los 5 quistes analizados, 3

corresponden a T. hydatigena, uno a T. omissa y uno a T. serialis.

Tabla 3. Resultados de la identificacion molecular de quistes parasitarios encontrados en ejemplares de pudu. Fuente: Elaboracion
propia, 2015.

Descripcion Sexo Edad Localizacion  PCR/secuencia
Quiste en musculo Macho Adulto Quemchi T. serialis
Quiste en cavidad Hembra Adulto Calbuco T. hydatigena
Quiste en cavidad Macho Adulto Ancud T. hydatigena
Quiste en corazon Macho Adulto Puerto Montt T. omissa
Quiste en cavidad Macho Adulto Puerto Montt T.hydatigena
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Objetivo 3: Definir la prevalencia de quistes parasitarios de cestodos por individuo
y organo analizado, encontrados en ejemplares de pudd (Pudu puda), ingresados

entre los afios 2016 al 2024 a la Unidad de Morfologia y Diagndstico.

Con la finalidad de definir la prevalencia de quistes parasitarios de cestodos por individuo
y 6rgano analizado, se evaluaron un total de 165 muestras de ejemplares de pudu (Pudu
puda) ingresados entre los afios 2016 y 2024 a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico
Veterinario de la Universidad San Sebastian, Sede la Patagonia. De estos, 50 muestras
(30,3%) presentaron uno 0 Mmas quistes parasitarios compatibles con formas larvales de
cestodos, ya sea en cavidades u 6rganos, esto indica que aproximadamente 1 de cada 3
ejemplares ingresados durante el periodo de estudio estuvo infectado por formas larvales
de cestodos (Tabla 3).

Tabla 4. Prevalencia general de quistes parasitarios de cestodos en ejemplares de pudu. Fuente: elaboracion propia, 2025.

N° individuos negativos N° individuos positivos N° total de muestras
115 50 165 30,3

DISTRIBUCION PORCENTUAL POR INDIVIDUO

m N° individuos negativos ~ mN° individuos positivos

Figura 9. Distribucion porcentual de individuos positivos y negativos a quistes parasitarios de cestodos en pudu evaluados entre
2016 y 2024. Fuente: elaboracion propia, 2025.
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En el analisis por 6rgano, se identifico la presencia de quistes con distinta frecuencia en
las siguientes localizaciones: cavidades (66%), pulmén (8%), higado (2%), corazén (6%),
musculo (4%) y mas de una presentacion (14%), siendo los quistes en cavidades los mas
frecuentes, seguido de ejemplares con mas de una presentacion y pulmoén, el cual

corresponde al 6rgano mas afectado (Tabla 4).

Tabla 5. Prevalencia de quistes parasitarios de cestodos en érganos y cavidades de ejemplares de pudu, analizados entre 2016 y
2024. Fuente: elaboracion propia, 2025.

Casos negativos Casos positivos  Total evaluados %

Rifién 50 0 50 0,0

Musculo 48 2 50 4,0
Corazon 47 3 50 6,0

Higado 49 1 50 2,0

Pulmén 46 4 50 8,0
Cavidad 17 33 50 66,0

Mas de una presentacion 43 7 50 14,0

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE CASOS POSITIVOS
POR ORGANOS

m Rifion

= Musculo

m Corazon
Higado

mPulmon

m Cavidad

® Mas de una presentacion

Figura 10. Distribucion porcentual de quistes parasitarios de cestodos segun drganos, cavidades y mds de una presentacion, en
ejemplares de pudu. Fuente: elaboracion propia, 2025.
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Objetivo 4: Analizar la asociacion entre la cantidad de quistes parasitarios de
cestodos y los diferentes 6rganos afectados en ejemplares de pudu (Pudu puda),
ingresados entre los afios 2016 al 2024 a la Unidad de Morfologia y Diagndstico,
con el fin de determinar si existe una relacién significativa entre la presencia o

ausencia de quistes en 6rganos o cavidades.

Con el fin de determinar si existe una asociacion significativa de quistes parasitarios de
cestodos en 6rganos y cavidad evaluados, se elabor6 una tabla de contingencia (Tabla
5), considerando la presencia o ausencia de quistes en cada uno de los 6rganos
analizados (higado, pulmén, corazén, musculo, rifion y cavidades) en un total de 50

ejemplares de pudu (Pudu puda), los cuales dieron positivo a quistes parasitarios.

Tabla 6. Frecuencia de presencia y ausencia de quistes parasitarios de cestodos segtin drgano, cavidades y mds de una presentacion
en ejemplares de pudu, evaluados entre 2016 y 2024. Fuente: elaboracion propia, 2025.

Presencia de quistes (si) Ausencia de quistes (no) \ Total

Rif6n 0 50 50

Musculo 2 48 50
Corazoén 3 a7 50

Higado 1 49 50

Pulmoén 4 46 50
Cavidad 33 17 50

Mas de una presentacion 7 43 50

A partir de los resultados presentados en la tabla 6, se determiné que los quistes
parasitarios en cavidad fue la localizacion anatémica con mayor numero de casos
positivos, con 33 individuos afectados, lo que representa el 66% del total. Por el contrario,
el rinidn no presentd ningln caso positivo en ninguno de los ejemplares analizados. Los
demas 6rganos presentaron una frecuencia mucho menor de casos positivos: pulmén (4
casos), higado (un caso), corazdn (3 casos), musculo (2 casos) y mas de una
presentacion (7 casos). Este ultimo se desglosa de la siguiente manera: cavidad y pulmon
(2 casos), cavidad e higado (3 casos), higado y pulmén (un caso), corazén y cavidad (un
caso). En todos los érganos, la ausencia de quistes fue predominante, con excepcion de

cavidades, las cuales concentraron la mayor proporcion de hallazgos positivos.
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Estos resultados indican una distribucion no homogénea de los quistes entre los 6rganos,
sugiriendo una posible preferencia por cavidades como sitio de localizacion parasitaria.
Este patron respalda la necesidad de realizar un analisis estadistico para determinar si la
asociacion entre localizacién anatomica y presencia de quistes es estadisticamente

significativa.

Para este analisis, se aplico una prueba estadistica de Chi-cuadrado (Anexo 8), utilizando
GraphPad Prism 10, con el objetivo de determinar si la distribucion de los quistes entre
los diferentes 6rganos era aleatoria 0 si existia un patron asociativo. El resultado del
analisis fue estadisticamente significativo (p=0,0001), lo que indica una relacién no
aleatoria entre el 6rgano afectado y la presencia de quistes parasitarios. En particular, se
observé que las cavidades fueron la localizacibon mas frecuentemente afectada por

quistes parasitarios de cestodos en ejemplares de pudu.

Distribucion de la presencia y ausencia de quistes parasitarios de
cestodos, segun localizacion anatomica

Mas de una presentacion

Cavidad Bl Ausencia de quistes (no)
Pulmon El Presencia de quistes (si)
Higado

Corazon

Musculo

Rifion
I | I I ] 1
0 20 40 60 80 100

Figura 11. Distribucion de la presencia y ausencia de quistes parasitarios de cestodos, segun localizacién anatomica en ejemplares
de pudu. Fuente: elaboracion propia, 2025.
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6. DISCUSION

En este estudio, se analizaron 165 muestras de ejemplares de pudu (Pudu puda), de los
cuales 50 resultaron positivos a la presencia de quistes parasitarios. Los individuos
evaluados provinieron del Centro de Rehabilitacion de Fauna Silvestre de la Universidad
San Sebastian, la ONG Chiloé Silvestre y el Bioparque Zoologico Buin Zoo, y fueron
ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagndstico entre los afios 2016 y 2024, con el
objetivo de identificar y comprender la presencia de quistes parasitarios de cestodos
desde un enfoque morfolégico, taxonémico y estadistico.

6.1. Objetivo 1

6.1.1. Caracterizacion macroscopica

En relacion a la caracterizacion macroscopica de los quistes parasitarios encontrados,
tanto en cavidades, como en 6rganos (ver anexo 7), se evidencié una mayor cantidad de
casos positivos en cavidades, lo cual concuerda con lo reportado en Singh et al. (2015),
quienes describen una alta prevalencia de T. hydatigena en cavidades de rumiantes
domeésticos como cabras y ovejas. Esta informacion puede extrapolarse a cérvidos, como
el pudd, por compartir caracteristicas fisiolégicas como la rumia. De igual manera, indican

la presencia de los quistes parasitarios adheridos al parénquima hepatico.

El tamafio de los quistes depende de la localizacién anatémica en donde se alojan (Sierra
y Valderrama, 2017) dicho esto, se realiz6 una medicion de largo y ancho (en
centimetros), de los quistes y tras calcular los promedios correspondientes (ver tabla 1),
llama la atencion que los quistes localizados en cavidades presentaron un mayor tamafio,
a diferencia de los que se encontraban en érganos. A partir de esto se puede inferir que
esta diferencia de tamafio se debe a la mayor disponibilidad de espacio libre, ademas de
una menor presion tisular, lo que permite un crecimiento mas expansivo por parte del
parasito. Por otro lado, algunas especies como T. hydatigena presentan un evidente
tropismo por cavidades, esto significa que han adaptado su ciclo de vida para localizarse

preferentemente es esas zonas del hospedador (Almeida-Secaira et al., 2017).
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Es importante mencionar, que en los ejemplares de pudu provenientes del Bioparque
Zoolégico Buin Zoo, no se registraron casos positivos a quistes parasitarios de cestodos
ni en cavidades, ni en 6rganos. Esta ausencia de hallazgos podria explicarse por el hecho
de que se trata de individuos que se encuentran en cautividad, por lo que se ve afectado
el ciclo de vida del parasito y se dificulta su transmision desde hospedadores definitivos
como perros u otros hospedadores potenciales, hacia el hospedador intermediario como

lo es el pudu (Mufioz-Caro et al., 2024).

Por otro lado, las caracteristicas macroscopicas observadas en los quistes parasitarios,
coincidieron con las descripciones reportadas por Ehab et al. (2020), quienes sefalan
que estos quistes suelen presentar una pared delgada, transparente, de color
blanquecino lechoso, con formas ovaladas o similares a burbujas y un contenido de
aspecto acuoso. Ademas, se describen cominmente como estructuras adheridas o

colgantes sobre la superficie de los 6rganos o cavidades afectados.

6.1.2. Caracterizacién microscépica

En los casos correspondientes a muasculo cardiaco y musculo esquelético, se
identificaron estructuras quisticas compatibles con C. tenuicollis. En los casos, ademas,
se reporto la presencia de Sarcocystis spp. en musculatura cardiaca y esquelética, lo cual
concuerda con lo reportado por Antilef (2013). Los resultados obtenidos en este estudio
muestran coincidencias con lo descrito por Rioseco et al. (1979), quienes no observaron
alteraciones histopatoldgicas asociadas a la presencia del parasito. Esto se reflejo en
algunos casos analizados, donde no se evidenci6 reaccion inflamatoria. Sin embargo, en
otros se observo infiltrado inflamatorio mixto, compuesto principalmente por eosinofilos y
linfocitos, ademas de estructuras parasitarias con ganchos visibles.

En las muestras de tejido pulmonar se observé la presencia de edema y congestion, asi
como exudado en los espacios alveolares, hallazgos que coinciden con lo descrito por
Pathak (1982). Ademas, en las zonas adyacentes a los quistes parasitarios se evidencio
un infiltrado inflamatorio mixto, coincidente con lo reportado por Perl et al. (2015), quienes
describen que las lesiones en el parénquima pulmonar asociadas a C.tenuicollis se

caracterizan por un infiltrado inflamatorio compuesto por neutréfilos y macrofagos.
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En relacion con el caso de quistes parasitarios detectados en el higado, los hallazgos
observados son concordantes con lo descrito por Cengiz et al. (2019), quienes sefalan
que la cisticercosis induce dafio tisular acompafiado de proliferacion de tejido conectivo
denso y fibrosis en el parénquima hepético. Sin embargo, se observaron diferencias en
el tipo de infiltrado inflamatorio, mientras que dichos autores destacan una respuesta
predominantemente eosinofilica, en este estudio se evidencié principalmente la presencia
de linfocitos y macréfagos. Por otro lado, en los extremos se pueden observar la
presencia de cuerpos calcéareos, los cuales se presentan como estructuras ovales de

coloracién basofilica (Gardiner y Poynton, 1999).

En algunos casos se observaron quistes parasitarios en diferentes estados. Mientras que
algunos estaban viables, otros presentaron signos de degeneracion en el hospedador.
Las muertes de los quistes suelen ocurrir a los nueve meses post infeccion, mientras que
quistes viables pueden permanecer en el hospedador durante varios afios (Kyvsgaard y
Murrell, 2005).

6.2. Objetivo 2

6.2.1. Clasificacion taxondmica

La clasificacién taxon6mica, mediante histopatologia de la observaciéon microscépica del
protoescélex de los quistes parasitarios, uno de los hallazgos mas relevante fue la
identificacion de T. hydatigena. Tras cuantificar los ganchos del parasito, se encontraron
28 ganchos, lo cual coincide con los resultados presentados en los estudios de Cenginz
et al. (2019) y Ehab et al. (2020). Sin embargo, es importante destacar que este nimero

de ganchos coincide con los cisticercos encontrados en ovejas y cabras.

6.2.2. Histopatologiay PCR

Las secciones de protoescolex de los quistes parasitarios, se seccionaron a 4 micras,
luego se tifieron con H&E y se observaron en un microscopio éptico, mismo protocolo
que utilizaron autores como Mufioz-Caro et al., (2024), para el analisis histopatoldgico de

cestodos en pudu.

En el andlisis molecular de PCR, llama la atencion que las muestras resultaron positivas

a diferentes tipos de taenias: 3 corresponden a T. hydatigena, unoa T. omissayunoaT.
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serialis. Este hallazgo puede explicarse, segun Fernandez et al. (2022), por el hecho de
que el diagnéstico molecular es mas confiable y presenta mayor sensibilidad, en

comparacion con la observacion de ganchos por medio de histopatologia.

T.omissa, T. serialis y T. hydatigena presentan ciclos de vida similares, en donde destaca
el papel de canidos silvestres y perros domeésticos como huéspedes definitivos (Mufioz-
Caro et al., 2024). Sin embargo, existe una diferencia en sus huéspedes intermediarios.
En el caso de T. serialis, segun Desplazes et al. (2019), Los huéspedes intermediarios
son lagomorfos y roedores. No obstante, un estudio de Bariselli et al. (2023), realizado
en ciervos corzos (Capreolus capreolus) en Italia detecté este parasito, o que sugiere
que los cérvidos podrian también actuar eventualmente como hospedadores

intermediarios.

6.3. Objetivo 3y 4

6.3.1. Prevalencia de quistes parasitarios en érganos y cavidades

Los casos positivos a quistes parasitarios en ejemplares de pudu, en su mayoria
presentaron una marcada preferencia por cavidades toracica y abdominal, lo cual
concuerda con lo reportado por Antilef (2013). De manera similar, Rioseco et al. (1979),
evaluaron ocho ejemplares de puddu, los cuales resultaron positivos a C. tenuicollis, con
presencia exclusiva de los quistes en cavidades. En contraste, en los 50 casos positivos
analizados en este estudio, ninguno presenté quistes parasitarios en rifildn, segun Aleida-
Secaira et al. (2017), C. tenuicollis se localiza principalmente en estructuras serosas
como el epiplén, mesenterio y peritoneo, sin registrarse casos en el rifidn, lo que sugiere
una preferencia del parasito por superficies serosas. Los resultados obtenidos en este
trabajo presentaron diferencias estadisticamente significativas, con respecto a la
presencia y ausencia de quistes parasitarios de cestodos entre los 6rganos.

La importancia de este estudio radica en que se logro evidenciar una alta prevalencia
(30,3%) de quistes parasitarios de cestodos en pudu, una especie la cual se encuentra
vulnerable, con una marcada predileccion por cavidad toracica y abdominales (66%), lo
que resultd estadisticamente significativo (p=0,0001). Ademas, se identificaron
cisticercos viables y degenerados mediante el analisis histopatologico, con infiltrados

inflamatorios de diferentes tipos, y se confirmaron tres especies distintas de Taenias spp.
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(T. hydatigena, T. omissa y T. serialis) mediante PCR. Estos hallazgos no solo amplian
el conocimiento sobre la distribuciéon anatémica y la morfologia de estos parasitos, sino
que también alertan sobre su posible rol como hospedador intermediario en ciclos
parasitarios zoonoticos, principalmente vinculados a perros domésticos como

hospedadores definitivos.
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7. CONCLUSIONES

Objetivo 1:

- Los quistes parasitarios presentes en cavidades poseen un promedio de tamafo mayor

a los que se presentan en érganos.

- Se logré identificar cisticercos viables y degenerados, asociandose algunos de ellos a
diferentes tipos de infiltrado inflamatorio, tales como: eosinofilico, linfocitario,

macrofagico, linfoplasmocitario.
Objetivo 2:

-Luego del analisis taxondmico mediante histopatologia, se determiné la presencia de 28
ganchos en promedio, lo que permite inferir que los cisticercos corresponden a T.
hydatigena, tal como sucede en cabras y ovejas.

-Los analisis moleculares confirman que los ejemplares corresponden a 3 especies de

Taenias spp. (T. hydatigena, T. serialis y T. omissa).
Objetivo 3y 4:

-Del total de los individuos analizados, un 30,3% presenté cisticercos ya sea en cavidades

u érganos.
-La mayor prevalencia de cisticercos se present6 en cavidades, con un 66% de los casos.

-En relacion a la presencia y ausencia de cisticercos, los resultados fueron
estadisticamente significativos (p=0,0001), concluyéndose que existe una relacion no

aleatoria entre el 6rgano afectado y la presencia de quistes parasitarios.

-Se acepta la hipoétesis, ya que la mayoria de los casos identificados por analisis

molecular, corresponden a T. Hydatigena.
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9. ANEXOS

6.1. Anexo 1. Adaptacion de Procedimientos Técnicos de “Manual de

procedimientos del laboratorio de histopatologia veterinaria”, por J. Muena, y F.

Vera, 2021

UNIVERSIDAD
SAN SEBASTIAN

Facultad de Medicina Veterinaria
Carrera Medicina Veterinaria
Sede de la Patagonia

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DEL LABORATORIO
DE HISTOPATOLOGIA VETERINARIA

TM. Jazmin Muena Meneses — Dr. Frank Vera Otdrola

Puerto Montt, 2021

44



2. Procedimientos Técnicos

2.1 Fijacion Tisular:

La fijacion de tejidos o células consiste en la detencién de los procesos de putrefaccion
y autdlisis que inician inmediatamente después de la muerte, estos pueden producir
cambios morfoldgicos y estructurales indeseados para el correcto andlisis y diagnéstico.
Por tanto, el tiempo que transcurre desde la toma de muestra hasta el contacto con el
fijador debe ser el minimo posible.

Existen métodos de fijacion fisicos y guimicos, siendo los mas efectivos los de tipo
guimicos, entonces hablaremos principaimente de liguidos fijadores. Si bien existen
diversos tipos de liquidos fijadores, en el Laboratorio de Histopatologia veterinaria de la
USS utilizamos el fijador de rutina, es decir, Formalina al 10% neutralizada.

El Formaldehido comercialmente obtenido al 37 o 40%, es un fijador que forma enlaces
con las proteinas de los tejidos y su efecto es conseguido de forma segura cuando es
diluido con aqua al 10%. Por tanto, de la solucién comercial se diluye 1 parte del fijador
en 9 partes de agua y es neutralizade a saturacion con carbonato de calcio, esta mezcla
es conocida como formol o formalina al 10% neutralizada. La preparacion debe ser con
elementos de proteccion y bajo campana de extraccién de gases.

Para lograr una correcta fijacion de la muestra se debe tener en cuenta que la proporcidn
muestra fijador debe ser 1:10 y el tiempo que demora en fijar depende del tamarno de la
misma muestra, por tanto, para muestras mas pequefias (menos a 5 mm) deben
permanecer embebidas en formalina por al menos 24 horas a temperatura ambiente.
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Otro fijador en el laboratorio es el metanol, este es utilizado para fijar los extendidos
citoldgicos. Y su manipulacién es minima, su forma comercial esla lista para usar, los
portaobjetos se sumergen por unos segundos en el liquido y se dejan secar al aire.

2.2 Microscopia y Dictado:

Corresponde  al inicio del procesamiento histopatolégico, se realiza a muestras
provenientes de biopsias o necropsias que han cumplido con el tiempo dptimo de fijacion.
Este item es importante para quiar al analisis y posterior diagndstico del caso.

Es llevado a cabo por el MV Patdlogo en conjunto con la TM, en este paso el médico
observa macroscépicamente y hace una descripcion de la muestra en cuanto a forma,
color, consistencia y otros, ademas se realiza medicion del tamano y registro fotografico.
La TM toma dictado y anota los antecedentes en |a hoja de solicitud del caso.

Por dltimo, el MV Patdlogo procede a seccionar la/las muestras y selecciona uno o mas
fragmentos de aproximadamente 2 mm de espesor que serd representativo de la lesion,
se encapsulan en histocassette de plastico identificados con el nimero de caso
correspondiente para continuar con el procesamiento.

2.3 Inclusién de la muestra:

Este paso del procesamiento histolégico tiene por objetivo reemplazar toda el agua del
interior del tejido por un medio mas consistente, en este caso se forman tacos de parafina
que contienen en su interior la muestra de tejido. Esto permitird obtener cortes de tejido
finos (3 a 5 pm) y seriados para ser observados bajo el microscopio dptico.

La inclusidn requiere de una serie de sub-pasos para lograr su proposito final:

a) Deshidratacion: se realiza con una bateria de alcoholes etilicos ascendente (707,
95° y 1007), las muestras se sumergen en cada estacion.

b) Aclaramiento: se utiliza xilol, un liguido intermediario que es miscible tanto con el
alcohol absoluto como con la parafina, las muestras son sumergidas en este
liguido que ademas proporciona al tejido un poco de transparencia.

c) Impregnacion o infiliracién: con parafina en estado liquido, a altas temperaturas
(58 a 65 "C), las muestras son sumergidas para que la parafina ingrese en su
interior.

d) Formacién del taco o molde: posterior a la completa infiltracion y con la ayuda de
moldes de metal, la muestra se introduce en parafina que serd sdlida a
temperatura ambiente.
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2.4 Microtomia:

Consiste en obtener cornes finos y seriados, idealmente de no mas 5 pm de espesor ¥
obteniendo una cinta de parafina con tejido. Para lograr este paso se utiliza el micrétomo,
un instrumento mecanico y de precision que permite obtener este tipo de cortes. En el
Laboratorio contamos con un microtomo de rotacion, lo que significa que la muestra es
movil y la navaja de corte fija.

Una vez obtenidos los cortes, las cintas deben ser estiradas sobre agua tibia (40 °C
aprox.) que se mantiene en un recipiente eléctrico llamado bano de flotacion. La
temperatura del agua permite calentar la parafina junto con el tejido y asi estirar los
cortes, permitiendo como parte final de esta etapa adherir los cortes sobre portaobjetos
gue se dejan secar en estufa a 70 °C por minimo una hora.

2.5 Desparafinacion:

Es el proceso mediante el cual se retira toda la parafina del tejido, infiltrada y que
encapsula. La parafina no permite el ingreso de los colorantes hacia el tejido, entonces
se utiliza xilol que en este caso disuelve el medio consistente dejando solo el tejido
adherido al vidrio.

Este proceso termina una vez que la muestra de tejido es nuevamente hidratada, para
esto se sumergen los portaobjetos en una bateria de alcoholes descendente (1007, 95° y
70°) que finaliza con agua destilada.

2.6 Tincién o Coloracidn:

El tejido debe ser tefido o coloreado para observar contraste entre los diferentes
componentes estructurales, se aplica la tincion de rutina hematoxilina y eosina (HE), la
cual proporciona diferenciacion entre nicleo y citoplasma principalmente. Se aplican
ambaos colorantes de forma sucesiva.

La hematoxilina es considerada un colorante nuclear, tifie principalmente los
componentes dcidos del tejido como los dcidos nucleicos que se encuentran en el nicleo
de la célula. Cuando un componente es tefido por este colorante se dice que es
basofilico, es decir, que tiene afinidad por la hematoxilina que es un colorante que se
comporta de forma bésica.

La eosina es considerada como el colorante citoplasmatico, tife principalmente

componentes basicos del ejido y la mayoria de los compoenentes del citoplasma son de
este tipo, ademds de diversos elementos extracelulares. Cuando un componente es
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tenido por este colorante se dice que es eosinofilico o acidofilico, ya que, tiene afinidad
por la eosina que es un colorante acido.

2.7 Deshidratacion y Montaje:

Con el propésito de conservar las muestras tefidas de forma permanente, luego de la
coloracion se realiza nuevamente una deshidratacion, con una bateria de alcoholes
ascendente (70°, 95° y 100°) se elimina el agua en el interior del tejido que esta vez es
de un espesor mucho menor (micrones).

Posteriormente se aclara en xilol, esta vez el liquido intermediario tiene la principal
funcion de transparentar un poco el tejido. Lo que faculta una observacion al microscopio
optico de mejor calidad, permite un mejor paso de la luz a través de la muestra.

Para finalizar el procesamiento histoldgico es necesario cubrir la muestra con un
cubreobjetos, vidrio de menor espesor que es adherido a la muestra en el portaobjetos
con la ayuda de una resina sintética, la cual, al secarse permite gque la muestra guede

completamente aislada y el preparado permanece en el tiempo.

6.2. Anexo 2. Mediciones morfoldgicas de las diferentes especies de C. tenuicollis
previamente detectadas, por G. Cengiz, G. Tenekeci y N. Bilgen, 2019

Acta Parasitologica

Table 1 Morphological measurement in present study and previously reported

Present study

2034 199.1+10.93, 198.7+10.49
- 94.8+7.4,957+548

1359 13485+11.63,141.8+833
- 73.55+5.12, 74.65+6.64

(1] (4] (3] [26]
Host Taruca, Red Brocket Deer  Goat, sheep Sheep  Sheep, goat
Number of hooks 36-44, 36-44 28-31,29-31 - 30,28
Length of large hooks (um)  194.5-206.5 194-205, 193.0-207.0
Large hooks blade (um) 59.9-77.7 92.0-99.0, 91.0-99.0
Length of small hooks (um)  121.3-138.6 137-147, 131.0-147.0
Small hooks blade (pm) 66.6-76.5 72.0-78.0,70.5-77.0

Red deer

24
186.96-191.88
49.2-59.04
132.84-137.76
54.12-59.04

6.3. Anexo 3. Tabla de contingencia para analisis estadistico, afio 2024, elaboracidn

propia

Organo Presencia de quistes (si)

Ausencia de quistes (no)

Total

RifA6N

Musculo

Corazon

Higado

Pulmén

Cavidad

Més de una presentacion
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6.4. Anexo 4. Extracto del convenio Servicio Agricola y Ganadero - Centro de
rehabilitacion de fauna silvestre de la Universidad San Sebastian

3.- Por otra parte, durante el transcurso de parte de los afios 2023 y 2024 se ha registrado
una epidemia de Influenza Aviar Altamente Patdgena (IAAP) sin precedentes, donde
diversos subtipos estan causando brotes alrededor del mundo; entre estos se sefialan los
brotes notificados a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA) por Canada,
Estados Unidos, Colombia, Venezuela, Ecuador y Peru.

4 .- A partir de dicha experiencia, se hace necesario fortalecer la cooperacion con los centros
de rescate y/o rehabilitacion con el fin de compartir acciones para el diagnostico,
considerando las posibilidades de encontrar reservorios de diversas enfermedades en la
fauna silvestre.
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6.5. Anexo 5. Certificado de uso de muestras ONG Chiloé Silvestre

CERTIFICADO

Ancud, 20 de enero de 2025

El Centro de Conservacion de la Biodiversidad Chiloé-Silvestre RUT 65.012.432-4 representado

por el Dr. Javier Cabello Stom, RUT 13.407.897-9, certifica, en primera instancia, que:

# Posee un centro de rehabilitacién de fauna silvestre inscrito en el Registro Nacional de
Tenedores de fauna silvestre por resolucidn exenta N° 132/2017 del 1-02-2017 cuyo
articulo segundo faculta a Chilod-Silvestre a recibir especies de fauna silvestre protegida
como el pudi (Pudu puda), siendo la principal especie que hace ingreso a dicho centro.

* A todos los animales que hacen ingreso por dafios en su estado sanitario, se les realiza
un examen clinico y tratamientos correspondientes a la afeccién que cursan, ademis de
la toma de muestras bioldgicas para su diagndstico y para investigacion cientifica con
instituciones asociadas (Universidad San Sebastian). Esto incluye la colecta de muestras
formoladas, en el caso que algiin animal fallezca o tenga que ser eutanasiado.

* Los protocolos para tomas de muestras de pudli, utilizadas en el presente estudio,
denominado “DESCRIPCION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE QUISTES
PARASITARIOS DE CESTODOS, ENCONTRADOS EN EJEMPLARES DE PUDU (Pudu
puda), INGRESADOS ENTRE LOS ANOS 20162024, A LA UNIDAD DE
MORFOLOGIA Y DIAGNOSTICO”, fueron aprobados por los equipos veterinarios de
las instituciones involucradas.

+  Todos los procedimientos estuvieron a cargo de Médicos Veterinarios titulares de cada
institucion y las muestras fueron colectadas como parte de los procedimientos de rutina
de medicina preventiva en pacientes sanos yio fallecidos, conservandose en bancos de

muestras para colaborar con futuros estudios.

Se emite el presente certificado para los fines que el interesado estime convenientes

Centro de Conservacion

De la Biodiversidad
paviercabellostomichiloesil vestre el
wiww.chiloesilvestre.cl

+569 58715115
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6.6. Anexo 6. Carta Gantt, desarrollo metodolégico de memoria de titulo, afio 2025,
elaboracion propia
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Link para revisar detalle:
https://drive.google.com/file/d/1pKB1bXHdWr3K1Zplt26 TKVDSYH2yYv1S/view?usp=dri
ve link
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6.7. Anexo 7. Medicion de largo y ancho en quistes parasitarios de cestodos,
encontrados en cavidades y 6rganos de ejemplares de pudu, afio 2025, elaboracion
propia

N° de caso ‘ Organo o cavidad Medicién largo (cm) Medicién ancho(cm) Origen

120-24N Cavidad 3,8 2,7 CS
149-2023 Cavidad 2,3 2,4 CS
2143-23H Cavidad 1,6 1,8 CS
120-2023 Cavidad 2,8 2,2 CS
1039-18N Cavidad 3,1 2,6 CS
905-17-N Cavidad 2,2 1,4 CS
1619-21N Cavidad 4,7 3,3 CS
107-2022 Cavidad 2,3 2,2 CS
163-2024 Cavidad 2,5 1,8 CS
SIN Cavidad 3,3 2,5 CS
573-21N Cavidad 4,3 34 USss
S/IN Cavidad 2,1 2 USss
573-21N Cavidad 34 3,3 USS
144-2022 Cavidad 1,8 1,6 CS
1583-21N Cavidad 3,2 3 USS
2292-24H /2024-077 Cavidad 2,8 2,5 USss
SIN Cavidad 1,9 1,8 CS
011-2024 Cavidad 1,7 15 CS
2023-12H/2227-24H Cavidad 2,9 2,6 USS
1536-21-N Cavidad 4,7 3,5 USssS
2193-24H Cavidad 3,6 2,8 USS
200-2024 Cavidad 3,2 1,7 CSs
2354-24H Cavidad 3,2 2,3 USS
167-24N Cavidad 3,5 3,3 CS
656 Cavidad 3,3 3,3 CS
SIN Cavidad 2,1 1,8 CS
141-24-N/2279-24H Cavidad 1,7 1,7 CS
108-2023 Cavidad 2,6 2,1 CS
1281-19N Cavidad 3,6 2,2 CS
36-2024 Cavidad 3,9 3,5 CS
2211-24H/97-24-N Cavidad 2,3 2 CS
108-2023 Cavidad 3,5 2,8 CS
656-16 Cavidad 51 3,3 CS
H5 92-2022 Cavidad 2,6 2,4 CS
106-2022 Cavidad 2,5 1,8 CS
114-2024 Cavidad 2,5 2,5 CS
2415-24H Cavidad 2,8 2,5 CS
160-2023 Cavidad 4,1 3,7 CS
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916-17N Cavidad 3,5 3,4 CS
656-16 Higado 1,7 2,1 CS
2211-24H / 97-24-N Higado 2,6 1,7 Uss
163-2024 Higado 2 15 CS
1821-22-N Higado 1,8 2 USS
1596-21-N Higado 2,1 1,6 Uss
2415-24H Pulmoén 0,9 0,7 CS
60-25N Pulmén 1 0,6 USS
1821-22-N Pulmoén 0,6 0,4 USS
72-2024/ 2216-24H Pulmoén 0,4 0,2 Uss
164-2024 Pulmoén 1,2 0,7 CS
1039-18N Pulmén 0,4 0,3 CS
011-2024 Pulmoén 0,5 0,3 CS
3023N / 2144-23 H Musculo 0,7 0,4 USss
2412-24H Musculo 0,6 0,5 CS
141-24N/ 2274-24H Corazo6n 0,4 0,3 USS
123-2023 /2414-24H Corazén 0,3 0,2 CS
135-2023 / 2413-24H Corazén 0,6 0,4 CS
840-17-N Corazén 0,3 0,3 CS

6.8. Anexo 8. Resultado del andlisis estadistico Chi-cuadrado, para evaluar la
asociacion entre la presencia de quistes parasitarios y lalocalizacion anatémica en
ejemplares de puddu, afio 2025, elaboracion propia

Table Analyzed Contingency: Prospective data (chi-square test)

P value and statistical significance

Test Chi-square
Chi-square, df 1324, 6

P value <0,0001

P value summary o

One- or two-sided NA

Statistically significant (P < 0.05)? Yes

Data analyzed
Number of rows 7
Number of columns 2
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