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Resumen: La fauna silvestre puede ser reservorio de numerosos patdégenos que pueden poseer importancia
zoondtica; sin embargo, debido a las dificultades en la captura y manejo de estos animales, en muchas ocasio-
nes se hace complicado obtener muestras para analizar. En este trabajo se presentan ejemplos citados de la
literatura sobre como las carcasas de animales silvestres atropellados, pueden ser una alternativa para la co-
lecta de muestras de tejidos o de ectopardsitos que permitan la deteccién de patdgenos, incluyendo su debida
manipulacién y preservacién para obtencién de estos datos.
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Summary: Wild fauna could be reservoir for numerous pathogens that may have zoonotic importance; however, due to
the difficulties in capturing and handling these animals, it is often difficult to obtain samples for analysis. In this work,
examples are presented of how the carcasses of run-over wild animals can be an alternative for the collection of samples
that allow the detection of pathogens.
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Introduccion

A nivel mundial se estima que millones de animales silvestres mueren cada afio a causa del transito vehicular,
lo que impacta en las poblaciones de las especies involucradas, principalmente a aquellas que se encuentran ame-
nazadas o son mas vulnerables (Borda-de-Agua et al., 2014; Medrano-Vizcaino et al., 2021). Ademds de las posi-
bles consecuencias ecoldgicas, este tipo de accidentes tienen un impacto negativo en los seres humanos, ya sea
por las pérdidas econémicas en los vehiculos o por las consecuencias en la salud de los conductores y pasajeros,
las cuales pueden ser desde lesiones leves graves hasta la muerte (Williams y Wells, 2005; Morelle et al., 2013).
Sin embargo, mas alla de representar aspectos negativos desde el punto de vista de la conservacién y para la
economia de los propietarios de los autos, estas carcasas pueden ser utilizados con fines cientificos.

Inicialmente, estudiar los patrones del movimiento de animales dentro de las dreas de accidentes podria
facilitar el seguimiento de los eventos y permitir medidas de gestién que prevengan o minimicen otros atro-
pellos a la fauna silvestre (Borda-de-Agua et al., 2014; Ceia-Hasse et al, 2017). Esto también puede proporcionar
informacidn sobre cuiles son las especies que habitan un area, sus movimientos, distribucién, comporta-
miento, dieta o incluso la presencia de especies raras o nuevas (Gottdenker et al., 2001; Reid y Koch, 2017; Sch-
warz etal., 2020). Por otra parte, las carcasas de fauna silvestre atropellada aportan informacién biolégica atil,
ya que la extraccién de tejidos adecuados o pieles puede ser utilizada en estudios genéticos, ademds, pueden
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proporcionar informacién sobre la presencia de pardsitos o patdgenos que circulan en estos animales (Ryhan
& Spraker, 2010; Mufiéz-Garcia et al., 2019; Schwarz et al., 2020; da Costa et al. 2022). En este sentido, las
carcasas de animales atropellados podrian verse como una oportunidad para acceder a material bioldgico de
especies que rara vez se capturan, servir para establecer programas de vigilancia epidemiolégica y/o zoonética
pasiva, entre otros (Gottdenker et al., 2001; Richini-Pereira et al., 2010; dos Santos et al., 2021; Aguilar-Vargas
etal., 2022).

A pesar de lo anterior, la toma de muestras puede representar un reto en el dmbito de la manipulacién de
tejidos potencialmente infectados, al igual que la descomposicién, por lo que se deben tomar ciertos cuidados en
la recoleccién, dependiendo del objetivo del estudio para el que se muestrea. En esta revisién se abordardn temas
de seguridad, muestreo de ectopardsitos, tejidos y sangre para andlisis molecular de patégenos o filogenéticos.

Bioseguridad y toma de muestras de carcasas de faunasilvestre atropellada

Hay muchos factores que influyen en los atropellos de la fauna silvestre, p. e. factores relacionados con la
cobertura vegetal, la fragmentacién de bosques o la pérdida de habitat; comportamientos asociados al con-
ductor, velocidad, flujo vehicular, estado del auto y vias; comportamiento intrinseco de las especies animales
(White & Dusek, 2015; Ceia-Hasse et al., 2017; Aguilar-Vargas et al., 2022). Aunado a lo anterior, otros factores
podrian afectar el comportamiento normal de los animales, por ejemplo, presencia de patégenos no reconoci-
dos en animales silvestres (Woodford, 2000; Ryser-Degeorgis, 2013; Aguilar-Vargas et al., 2022). En estas con-
diciones, se recomienda adoptar medidas de bioseguridad para garantizar la salud del personal. Entre las me-
didas basicas de proteccién estd el uso de guantes y mascarillas desechables, titiles tanto para levantar la car-
casa de la carretera y transportarlo al laboratorio, como para tomar las muestras in situ. En otros casos se po-
drian utilizar batas desechables y proteccién ocular. Las carcasas también pueden ser transportadas al labora-
torio, siempre y cuando se tengan en cuenta varios factores para garantizar que el material no contamine el
vehiculo, como el uso de contenedores especiales o bolsas de almacenamiento de material biolégico. Actual-
mente existen protocolos para el transporte de carcasas de fauna doméstica y silvestre, los cuales se reco-
mienda revisar (Woodford, 2000). Si no se dispone de contenedores adecuados para garantizar la bioseguri-
dad, es mejor tomar muestras en el sitio. Otro punto que debe ser considerado, es la emision de un informe o
resultados obtenidos del cadaver, foto-documentacién de la carcasa y sus alrededores, al igual que la utiliza-
cién de dispositivos para marcar la ubicacién de donde ocurrié el atropello, lo que brindara datos de la pobla-
cién silvestre de esa zona (Fidino et al., 2022). Como principio inicial, la bioseguridad siempre debe conside-
rarse desde la toma de la muestra, sea in situ o en el laboratorio, para garantizar la integridad de la muestra, y
la salud del personal (Tabla 1).

Finalmente, no solo se debe procurar la toma adecuada de la muestra y su llegada al laboratorio, -sea un
segmento o la carcasa entera-, sino también se deben tomar precauciones para evitar otros accidentes de tra-
fico asociados con la manipulacién de las carcasas.



Tabla1: Equipo necesario para toma de muestra de carcasas de faunasilvestre atropellada (adoptado de Sanchez, 1990).

Equipo de Proteccion personal (EPP) Equipo para toma de muestras

Overol desechable. Tubos con EDTA para toma de muestras de sangre o coagulos.

Tubos de 50 mL o envases de mayor tamafio con formol 10%

Delantal impermeable. tamponado para histopatologia.

Tubos de 15 0 50 mL con preservantes de acidos nucleicos (RNA

Cafas. Later o solucién a base de sales de zinc) para muestras para PCR.

Tubos con etanol 70% grado molecular, para

Mascarillas. analisis entomoldgico.

Equipo basico de necropsia (hacha, cuchillo, bisturi, pinzas

Guantes con malla de acero. para tejidos, tijeras).

Guantes de nitrilo-neoprex. Envase para descarte de objetos punzocortantes.

Botas impermeables. Jeringas de diversos volimenes, con agujas de diversos calibres.

Lonay caja hecha de material a prueba de derrames (en Portalaminas para citologfas
caso se decida transportar la carcasa).
Tarjetas FTA para realizar impronta de tejidos o manchas

de sangre / coagulos.
Desinfectantes (virkon, hipoclorito de sodio, alcohol Bolsas con cierre hermético para evitar el derrame de tubos
70% desnaturalizado). con contenidos liquidos.

Hielera o envase hermético con bolsas o elementos enfriantes
(gel pack) para transporte en frio de muestras para cultivo.

Muestrasy analisis

Es importante reconocer que la integridad de las muestras dependerd del tiempo de descomposicién del
animal. Por ejemplo, animales que no presenten signos avanzados de descomposicién, como olor fuerte o a
descompuesto e hinchazén por llenado de gases en cavidad u 6rganos abdominales; que no muestren signos
visibles de haber sido extensivamente depredado por animales carrofieros; que no hayan sido extensamente
colonizado por hongos o bacterias, puede ser considerado para su estudio in situ, o, dependiendo de la capaci-
dad, ser transportado al laboratorio bajo las condiciones de bioseguridad anteriormente mencionadas. Signos
como los anteriores son indicadores de una carcasa en mal estado y consecuentemente, no apta para estudios
de vigilancia epidemioldgica o zoonética pasiva (Brooks, 2016). Es importante considerar que la descomposi-
cién del animal estara regida principalmente por el tipo de clima, el grado de exposicién al sol y presencia de
otros organismos que puedan alimentarse del cadaver o colonizarlos.

Consecuentemente, los animales eviscerados o en estado avanzado de descomposicién no deben ser con-
siderados para la extraccion de muestras de tejidos u érganos, ya que el tejido puede estar altamente deterio-
rado para realizar estudios histopatoldgicos, al igual que los acidos nucleicos de los posibles patégenos que
colonizan estos dérganos. En estos casos, la colecta de ectopardsitos puede ser mejor indicada.

Moscas, ectoparasitos y comensales

Los vertebrados mantienen asociaciones con diferentes grupos de invertebrados externos, ya sean verda-
deros ectopardsitos que se alimentan de la sangre de sus hospedadores, o comensales que viven en la piel,
plumas, pelo o escamas. Los verdaderos ectoparasitos incluyen sanguijuelas, insectos (piojos, pulgas, moscas
y escarabajos) y ardcnidos (4caros y garrapatas); mientras que los comensales incluyen grupos altamente espe-
cializados de dcaros (p. ej., acaros de las plumas) o insectos (p. €j., polillas Pyralidae de la subfamilia Chrysau-
ginae, o escarabajos Amblyopinus) (Waage y Montgomery, 1976; Delgado, 2012). Otro grupo especial de ectopa-
résitos son los térsalos (familia Cuterebridae s.l.) que se encuentran dentro de la piel (Ruiz et al., 1993). Ademas,
en familias de Diptera como Calliphoridae, Sarcophagidae o Muscidae, algunas especies son parasitos que se
alimentan de tejidos de vertebrados vivos, las cuales no deben confundirse con especies de esas mismas fami-
lias que se sienten atraidas por los cuerpos en descomposicidn, si se trata de una miasis activa antes de la
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muerte. De ser posible, se deben utilizar pinzas entomoldgicas para la extraccién de los ectopardsitos, y de un
medio de preservacién adecuado, como el etanol 96% de grado puro, es importante para el transporte de estos
especimenes para su debida identificacién en el laboratorio de entomologia (Anénimo 2000). En el caso de las
moscas, deben ser sacrificadas en agua caliente y luego en etanol o se pueden llevar vivas al laboratorio y colo-
carlas en una cdmara de cria con carne y obtener los adultos.

La recoleccién de ectopardsitos o comensales es importante para aumentar el conocimiento sobre las po-
blaciones locales, en particular en especies raras de vertebrados. Dependiendo de la especie de ectoparisitos,
algunos grupos dejan las carcasas poco después de la muerte (p. ej., pulgas), mientras que otros permanecen
mas tiempo (garrapatas). Por otro lado, mientras que las garrapatas o dcaros Laelapidae son muy ficiles de
visualizar en la piel, dcaros de las superfamilias Dermanyssoidea o Analgoidea son mds dificiles de observar
en las carcasas en el campo. En términos generales, los ectoparasitos deben ser preservados en etanol puro 70-
96% para identificacién morfoldgica (Arzda y Brescovit, 2006). También se puede considerar conservarlos en
soluciones estabilizadoras hiperténicas, como el RNA Later, o soluciones a base de sales de zinc, las cuales
pueden precipitar proteinas sin alterar la conformacién de moléculas de 4dcido desoxirribonucleico mitocon-
drial (ADNmt), el cual es til para estudios filogenéticos y para la deteccién de patégenos (Santolin et al., 2013;
Varela, 2016, Campana et al., 2016). Ademas, garrapatas ingurgitadas pueden mantenerse vivas para obtener
huevos (en caso de hembras) y ninfas y adultos (en caso de larvas y ninfas, respectivamente) (Arzta y Brescovit,
2006; Bermudez et al., 2015).

Los ectopardsitos hematéfagos como garrapatas, pulgas y piojos, son vectores relevantes de varios grupos
de patdgenos, entre ellos bacterias de los géneros Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma, Borrelia, Yersinia, Bartonella o
Francisella; protozoarios como Babesia o Hepatozoon;y diferentes familias de virus que causan fiebres hemorra-
gicas o encefalitis (Guimaraes et al., 2021, Charles et al. 2022). Por lo tanto, las carcasas de animales atropella-
dos no solo brindan datos sobre la relacién ectoparasitos-hospedero, sino que también pueden aportar infor-
macién sobre los patdégenos y otros microorganismos asociados a estos artropodos (Oteo et al., 2014). De he-
cho, se han desarrollado articulos recientes sobre enfermedades transmitidas por garrapatas utilizando ga-
rrapatas recolectadas en carcasas (Spolidorio et al., 2012; Bermudez et al., 2021; Calchi et al., 2020; Hirun-
kanokpun et al., 2022).

Enel caso devirus transmitidos por garrapatas, dado que algunos virus de dcido ribonucleico (ARN) deben
conservarse a bajas temperaturas, es preferible no conservar las garrapatas en etanol, sino mantenerlas vivas
hasta que se extraiga el ARN. De igual forma, para aumentar la carga bacteriana para cultivar ciertas especies
bacterianas, las garrapatas deben mantenerse vivas y seguir protocolos establecidos para cada grupo de patd-
genos (Oteo et al., 2014).

Endoparasitos

El término "endoparasito’ abarca un grupo amplio y diverso de parasitos que viven dentro de sus hospe-
deros, ya sea intracelularmente (p. €j., células sanguineas) o extracelularmente, en este dltimo caso afectando
varios tipos de tejidos u 6rganos enteros; por ejemplo, la Fasciola spp. en cérvidos (Gomez-Puerta et al., 2016)
y nematodos como Bailysascaris spp. en mapaches (Lombardo et al., 2022) son conocidos parasitos internos de
fauna silvestre que pueden ser evidenciados en las carcasas. El origen de la infestacién en los hospederos varia
segtn los grupos de endoparasitos, ya que puede ser mediada por un vector (p. ej., Babesia spp., Plasmodium
spp.), via consumo de agua (Gnathostoma spp,), o por ingestiéon (Hepatozoon spp.) (Flynn, 1973; Guimaraes et al.,
2001; Mehlhorn, 2016). En varias especies, los ciclos de vida pueden ser complejos, involucrando hospederos
intermedios y definitivos. Ademds, se pueden encontrar diferentes etapas como formas inmaduras, adultos,
huevos o quistes en diferentes 6rganos.

Para evaluar los endopardsitos de los animales atropellados, se deben transportar las carcasas al laborato-
rio, preferentemente animales con bajo grado de descomposicién y no eviscerados. En el laboratorio, la ne-
cropsia puede revelar la presencia de helmintos en los 6rganos (Aguilar-Vargas et al., 2022); de prepararse sec-
ciones histoldgicas de tejidos, se puede evidenciar la presencia de quistes, en especial patégenos de importan-
cia zoondtica como Sarcocystis o Toxoplasma (Robertson et al., 2019; Reisfeld et al., 2019; dos Santos et al., 2022).
En algunos casos se pueden recolectar heces, las cuales pueden brindar informacién sobre la presencia de hel-
mintos o protozoos, o pueden ser utilizadas para cultivos de heces.

Debido alavariedad de microorganismos que se consideran endoparasitos, ademds de la variedad de formas
que se pueden encontrar, para la identificacioén se deben aplicar diferentes procedimientos de conservacion y
fijacién de las muestras; entre ellos estd transporte de muestras en frio; o fijacién de heces para observacién de



estructuras (huevos) de helmintos, utilizando formol al 10% tamponado (ver Castro y Guerrero, 2001; dos Santos
etal., 2021).

Tejidos y sangre

Los tejidos de animales atropellados (p.e. higado, rifién, bazo, pulmén, cerebro, sangre, y piel) pueden
contener informacién sobre la ecologia de patégenos o agentes potencialmente zoondticos que circulan en la
fauna silvestre (Rodriguez-Castro et al., 2017; Richini-Pereira et al., 2010; Fleer et al., 2014). No obstante, como
se ha explicado anteriormente, este tipo de muestra es muy susceptible a la descomposicién, en especial en el
trépico donde la abundancia de hongos y bacterias, la alta humedad y temperaturas, pueden acelerar la degrada-
cién de tejidos y 6rganos. Ademas, la presencia de carrofieros puede dejar un pequefio margen de tiempo para
que un tejido u 6rgano sea recuperable (Mazur-Panasiuk y Wozniakowski, 2020; Sorensen et al., 2016). Conse-
cuentemente, la colecta de este tipo de muestra dependerd en gran medida del grado de su degeneracién.

Existen algunos ejemplos de qué tipo de microorganismo puede ser detectado en carcasas de animales
silvestres, lo cual es evidenciable en los hallazgos en animales vivos. En este sentido, Aguilar-Vargas et al.
(2022), hacen un completo andlisis sobre patologias encontradas en necropsias de animales atropellados en
Costa Rica, ademds de una amplia lista de pardsitos nemdtodos, trematodos, cestodos, acantacéfalos, ademds
de bacterias de interés sanitario como Staphylococcus aureus o protistos como Trypanosoma cruzi. Por otro lado,
Mycobacterium bovis, un potencial agente zoondtico conocido fauna silvestre, se ha encontrado en mustélidos,
principalmente en tejones (Meles meles) y mapaches (Procyon lotor) en Reino Unido y Estados Unidos (Delahay
et al., 2007; Szekeres et al., 2019). Hallazgos de este tipo son importante, considerando que ambas especies
son frecuentemente objeto de accidentes viales, ademds de ser animales sinantrdpicos.

Por otro lado, la informacién de sangre o tejidos puede ser complementaria a los microorganismos detec-
tados de los ectoparasitos colectados de las carcasas. En este sentido, patégenos asociados a ectoparasitos pue-
den ser detectados molecularmente o aislados a partir de muestras de sangre o de tejidos como bazo, higado
orifiones, en diversos grupos de vertebrados, especialmente mamiferos (Millin et al., 2015; Soraes et al., 2017;
Szekeres et al., 2018). Esto ha conllevado al reportes de bacterias de la familia Anaplasmaceae (Ebani et al.,
2011), Rickettsia (Szabé et al., 2019), Borrelia (Szekeres et al., 2018), 0 hemopardsitos como Hepatozoon, Babesia,
Theileria (Carvalo et al., 2021), incluso el reconocimiento de nuevas cepas o especies patégenos como Theileria
terrestris (Mongruel et al., 2022).

De los érganos frescos y reconocibles pueden tomarse muestras para histopatologia y almacenarse en for-
malina tamponada al 10%; sin embargo, se pueden realizar mas estudios sobre las carcasas para evaluar el
grado o la extension de la reduccién de la calidad del ADN. Para pruebas moleculares, el tejido se puede alma-
cenar en soluciones estabilizadoras, como RNA Later, o soluciones a base de sales de zinc (Lykidis et al, 2007)
para transportarlo al laboratorio donde se analizard. Del material colectado, se puede extraer material gené-
tico de agentes fingicos, como hongos de los géneros Amauroascus, Metarhizium, Aspergillus, Emmonsia, Paraco-
ccidioides y Pichia, (Richini-Pereira et al., 2010)., o de organismos rickettsiales, como Ehrlichia canis (Santoro et
al., 2017), y de otros posibles agentes de interés veterinario, con el fin de purificar y concentrar los dcidos nu-
cleicos para PCRy otras aplicaciones posteriores.

Por otra parte, los codgulos pueden recolectarse mediante cardiocentesis, extraerse de las fosas nasales o
heridas abiertas (Fleer et al., 2014). Los estudios han revelado que los codgulos de sangre de animales muertos
podrian usarse para recuperar ADN protozoario como Babesia en bovinos hasta 26 horas después de la muerte
(Singh et al., 2007); ADN de Theileria y Babesia en sangre coagulada de caballos vivos (Jaffer et al., 2010), y agen-
tes virales de sangre coagulada de perros (Calderdn et al., 2007). Otro método de conservacién citado para los
coagulos de sangre y la sangre no coagulada son las tarjetas FTA, cuyo objetivo es proteger el ADN de las mues-
tras e inhibir el crecimiento de bacterias y hongos (Smith y Burgoyue, 2004).

Conclusiones

Los atropellos de fauna silvestre pueden ser incorporados en diversos tipos de investigaciones cientificas,
ya sea la informacién geografica recabada de dénde ocurren los atropellos y que permitan la implementacién
de medidas de seguridad para la fauna silvestre, como la construccién de pasos subterraneos o arbéreos en
lugares donde asi sea necesario. Por otro lado, aunque la informacién que se puede obtener de carcasas de
animales atropellados es muy dependiente del grado de descomposicién, el aprovechamiento al maximo del
uso de tejidos y su estabilizacién, brinda datos importantes sobre la ecologia de parasitos y microorganismos
patdgenos, también servirin de centinelas y como base para estudios de vigilancia pasiva. Dentro de un
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enfoque Una Salud, el aprovechamiento de las carcasas bajo estos criterios, debe ser abordada de forma inter-
disciplinaria, lo cual incluiria el “reclutamiento” de personal que monitoree estos accidentes en dreas cercanas
a parques nacionales o dreas naturales, ademds de personal capacitado que realice la colecta de ectoparisitos,
la necropsia de las carcasas y el procesamiento seroldgico o molecular para la deteccién de potenciales patdge-
nos (Richini-Pereira et al., 2010; Schwarz et al., 2020; Aguilar-Vargas et al., 2021).
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