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Resumen

El estudio de los parásitos helmintos como actores claves en los ecosistemas se ha profundizado de manera continua con el tiempo, de esta manera, se han visto capaces de afectar no tan solo a su hospedador, sino que a sus dinámicas poblacionales y al manejo de recursos en un ambiente, características que han llevado a que ciertas especies sean consideradas como ingenieros ecosistémicos, marcadores biológicos de sus hospederos e indicadores ambientales de contaminación, entre otros. No obstante, el uso de estos organismos para tales fines necesita aun superar limitaciones en el conocimiento. En este sentido, mamíferos invasores como ratas del género Rattus y sus helmintos, por su distribución mundial, colonización de distintos ambientes e importancia en salud pública, pueden ofrecer modelos hospedero-parásitos ventajosos para desarrollar el estudio de los helmintos parásitos, ya que si bien los helmintos de estas especies han sido estudiadas extensamente a lo largo de su distribución mundial, aun existen brechas de conocimiento que necesitan mayor análisis y estudios multidisciplinarios, dentro de las que se reconocen; (1) El afecto de la antropización en los ensambles de helmintos, (2) co-infecciones con otros patógenos, sobre todo enfermedades que sean de importancia para la salud pública como suelen ser las enfermedades zoonóticas, buscando asociaciones que impacten de forma positiva o negativa las prevalencias, y por último (3) el uso de helmintos como indicadores de contaminación ambiental. 
 En el siguiente estudio, mediante la captura de ratas invasoras del género Rattus y el estudio de sus  ensambles de helmintos gastrointestinales en la Región Metropolitana de Chile, se buscará aumentar el conocimiento en estas tres temáticas antes mencionadas.
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Abstract

The study of helminth parasites as key actors in ecosystems has continually expanded over time, accordingly to this, they have been found able to affect not only their host but also their population dynamics and resources management in an environment, characteristics that have led certain species to be considered ecosystem engineers, biological markers of their hosts, and environmental indicators of pollution, among others. However, the use of these organisms for such purposes still needs to overcome limitations in knowledge. In this sense, invasive mammals such as rats of the genus Rattus and their helminths, due to their global distribution, colonization of different environments and importance in public health, can offer advantageous host-parasite models to develop the study of parasitic helminths, considering that even though the helminths of these species have been studied extensively throughout their global distribution, there are still knowledge gaps that need further analysis and multidisciplinary studies, among which are recognized; (1) The effect of urbanization on helminth assemblages, (2) co-infections with other pathogens, specially diseases that are of public health importance such as zoonotic diseases, looking for associations that impact positively or negatively their prevalence, and finally (3) the use of helminths as indicators of environmental contamination. In the following study, by capturing invasive rats of the genus Rattus and studying their gastrointestinal helminth assemblages in the Metropolitan Region of Chile, we will seek to increase knowledge on these three previously mentioned topics.
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Introducción General

Las especies de vida parásita corresponden a cerca del 40% de la biodiversidad mundial. A su vez, componen una cantidad de biomasa que puede llegar a superar a organismos de vida libre en ciertos ecosistemas (Dobson et al., 2008; Preston et al., 2013). Los parásitos son organismos que desempeñan un papel crucial en los ecosistemas debido a que al interactuar estrechamente con sus hospedadores pueden tener un impacto significativo en la salud y la dinámica de sus poblaciones (Mouritsen y Poulin, 2002). Así también, los efectos que ejerzan sobre la densidad de sus hospedadores o efectos que alteren el comportamiento de éstos, pueden producir efectos de forma indirecta sobre factores bióticos o abióticos del ecosistema influenciado por su hospedador (Preston et al., 2016). 
Dentro de los organismos parásitos, un grupo numeroso son los helmintos, los cuales son endoparásitos metazoos representados principalmente por céstodos, nemátodos y tremátodos. Ciertas especies de helmintos parásitos de animales son estudiados por sus características zoonóticas o causantes de daños económico y productivos. Sin embargo, cada vez más existe el interés de estudiarlos con enfoques relacionados a su diversidad y su rol ecológico (Simões y Robles, 2023). En relación a las características que les otorgan importancia a distintos niveles ecológicos, se puede mencionar su capacidad de afectar a hospedadores a nivel de individuo, alterando por ejemplo, la diversidad de su microbiota intestinal y modulando la respuesta inmune frente a co-infecciones con micro o macro parásitos (Jackson et al., 2009; Wegener et al., 2017). En un nivel ecológicamente superior, los helmintos son también capaces de alterar parámetros poblacionales claves como la supervivencia y reproducción de sus hospedadores (Benesh, 2011; Akinyi et al., 2019). De la misma forma, pueden incluso actuar como ingenieros ecosistémicos a causa de su capacidad de modular la disponibilidad de recursos para otras especies (Boze et al., 2012). 
El estudio de los helmintos puede proveer información de interés sobre su hospedador en ámbitos poblacionales, filogenéticos y biográficos, por lo que se han considerado como marcadores biológicos ( Thomas et al., 1996; Lanfranchi et al., 2016). Más allá de su hospedador, los helmintos pueden entregar información extrapolable al ambiente donde se distribuyen, pudiendo utilizarse para monitorear programas de regeneración de hábitats tanto terrestres como acuáticos (Huspeni y Lafferty, 2004; Sáez-Durán et al., 2021), así como indicadores de calidad ambiental frente a contaminantes (Vidal-Martínez et al., 2010). Por lo tanto, para estudios con aproximaciones ecológicas y ecosistémicas, gran interés cobra el utilizar helmintos de especies hospederas de distribución cosmopolita, debido a la accesibilidad y el mayor conocimiento sobre su fauna parasitaria y rasgos ecológicos de la especie (Sures et al.,  1999; Wells et al., 2018). A modo de ejemplo, helmintos asociados a roedores invasores del género Rattus pueden ser de utilidad ya que estos roedores y sus parásitos pueden utilizarse como especies indicadoras o centinelas.
Las especies Rattus rattus y Rattus norvegicus, son originarias de Asia y consideradas especies invasoras cosmopolitas y de alta capacidad sinantrópica (Banks yet al. Smith, 2015), En Chile, estas especies son comunes en gran parte del país, pero particularmente en la zona central (ecosistema mediterráneo), donde se encuentran distribuidos desde zonas urbanas y rurales, hasta zonas naturales (Correa et al., 2017; Lobos et al., 2005; McKinney, 2006). A nivel mundial, estos roedores son considerados dañinos a causa de su alta capacidad de diseminación en ambientes urbanos y naturales (Shiels et al., 2014), generando importantes gastos para controlar sus plagas (Pimentel et al., 2005). De igual manera, actúan como reservorios de patógenos zoonóticos de relevancia para la salud pública (Himsworth et al., 2013). Particularmente en Chile, se han descrito como portadores de patógenos como Leptospira spp. (Correa et al., 2017), Bartonella spp. (Sepúlveda et al., 2023) y Trypanosoma cruzi (Ihle-Soto et al., 2019). Además, en áreas naturales, estas especies invasoras pueden tener un impacto en la fauna nativa, a través de la propagación de enfermedades, la competencia por recursos y la depredación (Sarmento et al., 2014; Banks y Smith, 2015; Salgado et al., 2022). 
Los especies de helmintos que parasitan estos roedores han sido ampliamente descritos en la literatura científica a nivel mundial, incluyendo Chile (Gliga et al., 2020; Grandon-Ojeda et al., 2022). Esta información sirve de base para realizar estudios de la interacción helmintos-Rattus aplicado a diversos enfoques. En este contexto, en esta Tesis doctoral se estudiarán los helmintos gastrointestinales de Rattus norvegicus y R. rattus en la zona central de Chile, utilizando tres enfoques. Primero, se buscará caracterizar el ensamble de helmintos para ambas especies de Rattus en zonas rurales y naturales, buscando identificar factores del ambiente (e.g. antropización) que puedan determinar la composición, diversidad y estructura de los ensambles. Luego, se estudiarán co-infecciones, buscando identificar relaciones entre la presencia de determinadas especies de helmintos con bacterias patogénicas del género Leptospira. Por último, desde un punto de vista ecotoxicológico, se evaluará la capacidad de sus helmintos para amortiguar la concentración de metales pesados en tejidos de los roedores.




Revisión Bibliográfica

1. Perturbaciones humanas en los hábitats y su efecto sobre los helmintos en hospedores silvestres

Los procesos de origen humano que modifican los ambientes naturales (e.g. urbanización, agricultura), generan pérdida y degradación de los hábitats naturales, así como nuevos tipos de hábitats antrópicos que pueden, por un lado, disminuir la diversidad de especies nativas, así como incorporar nuevas especies que pueden ampliar su distribución en función a estos nuevos hábitats intervenidos y a su vez, colonizar hábitats naturales cercanos a ambientes antrópicos (Ng et al., 2011; Moore et al., 2003). Para el caso de un hospedador y sus parásitos, la forma en como vayan a verse afectadas sus poblaciones va a depender en gran medida de la relación ecológica hospedera-parásito y las características a distintos niveles espaciales, desde microhábitat hasta el paisaje (Blasdell et al., 2022; Werner y Nunn, 2020). En consecuencia, predecir el efecto que pueda tener el grado de modificación del hábitat en una especie y el ensamble de sus parásitos es complejo, y es necesario un mayor entendimiento del hospedador y del parásito en cuestión (Froeschke et al., 2013; Murray et al., 2019). Las variaciones espaciales en la composición de una comunidad de helmintos de un hospedador van a ser determinadas por factores asociados tanto al hospedador como al ambiente (Spickett et al., 2017), de esta forma, la modificación del hábitat puede impactar en la riqueza y diversidad de helmintos, tanto por cambio de condiciones ambientales como por posibles cambios ecológicos del hospedador. En forma general, zonas con mayor presencia de elementos de origen antrópico se asocian a una disminución de la riqueza de helmintos, sobre todo en especies de endoparásitos con ciclos de vida indirectos (heteroxenos), ya que estos requerirán la presencia de más de una especie hospedadora presente en el ambiente (Lafferty, 2012; Anders et al., 2019; Kiene et al., 2021; ). Además, pueden verse afectadas de forma negativa especies parásitas con estadios de vida libre como larvas o huevos, las cuales necesitan condiciones aptas (de temperatura, humedad, etc.) para mantenerse viables en el ambiente (Sáez-Durán et al., 2021). Por ejemplo, zonas que brinden mayor exposición a altas temperaturas y alta luminosidad solar (e.g. áreas con baja densidad de cobertura arbórea) pueden afectar la prevalencia de infección de helmintos en roedores (Sáez-durán et al., 2018). Contrario a lo antes mencionado, en el caso de zonas más urbanizadas, existe una mayor cantidad de factores estresantes para el hospedador, así como también el contacto con contaminantes ambientales, estos elementos pueden  significar una menor capacidad de efectuar una respuesta inmune que logre combatir agentes patógenos de forma exitosa (Murray et al., 2019), esto sumado a  una mayor tasa de contacto entre hospederos, debido a una disminución del hábitat, puede aumentar la transmisión de helmintos, sobre todo los de ciclo de vida directo (Hancke y Suárez, 2018; McGarry et al., 2014). 

Para poder entender de forma más adecuada el efecto de la antropización y los cambios de hábitats en la relación hospedero-parásito, se ha planteado el estudio a distintas escalas espaciales analizando variables bióticas y abióticas (Diuk-Wasser et al., 2022). Este enfoque permite una comprensión más completa del patrón de procesos que influyen en la distribución y abundancia de hospedadores y sus parásitos en ambientes heterogéneos y antropizados (Brearley et al., 2013). Por ejemplo, a una escala espacial local, factores bióticos y abióticos como tipo de suelo o la cobertura vegetal son importantes debido que afectan variables como la humedad, radiación UV, temperatura, etc., las cuales serán necesarias para la supervivencia de estadios de vida libre de distintas especies de helmintos (Carrera-Jativa y Acosta-Jamett, 2023). Otros variables de importancia incluyen estructuras de origen antrópico o natural que pueden actuar como refugios para roedores como las especies invasoras del género Rattus (Sabino-Marques y Mira, 2011; Price y Banks, 2018). Estos refugios favorecen la agregación de los hospedadores, generando un aumento para la transmisión de helmintos de ciclo directo (Pizzatto et al., 2014). En una escala espacial más amplia (e.g. paisaje), la transmisión de endoparásitos puede estar determinada por factores como la continuidad del ambiente, relacionada por ejemplo, con la continuidad de la cobertura y estructura de la vegetación, así como también estructuras antropogénicas (e.g. caminos), que pueden generar barreras físicas, produciendo poblaciones de hospedadores menos conectadas, generando cambios de composición y estructura de los ensambles de helmintos (Bordes et al., 2015). 

2.- Co-Infecciones macro- microparásitos
Las co-infecciones se definen como la ocurrencia simultánea de por lo menos dos agentes infecciosos/parasitarios diferentes en el mismo hospedador, incluyendo organismos de distintos niveles taxonómicos y variantes genéticas (Hoarau et al. , 2020). Dentro del estudio de este tipo de infecciones, especial interés ha adquirido el estudio de las co-infecciones compuestas por microparásitos (bacterias, protozoos y virus) y macroparásitos (helmintos), donde el dilucidar si existe interacción entre estos organismos y si esta resulta benéfica o perjudicial para el hospedador, se considera como uno de los grandes desafíos actuales dentro de la epidemiología y ecología parasitaria (Desvars-Larrive et al., 2017; Barry, 2022). En forma general, se describe que los helmintos pueden directa o indirectamente afectar la susceptibilidad del hospedador a una infección por microparásitos mediante antagonismo del mecanismo inmune para combatir a estos agentes. Específicamente, los helmintos activan una respuesta inmune de tipo Th2 (respuesta mediada por células T-helper tipo 2), a su vez, las citoquinas liberadas en la respuesta Th2 inhiben las citoquinas de la respuesta Th1, respuesta normalmente usada por el hospedador para combatir microparásitos. Así también, los helmintos pueden activar células inmunoreguladoras del hospedador que supriman las respuestas Th1 y Th2. En consecuencia, el hospedador podría presentar mayor susceptibilidad a una infección por microparásitos concomitante a una infección con macroparásitos. Este fenómeno es conocido como “facilitación macro-microparásitos” (Nunn et al., 2014), y puede resultar en consecuencias importantes para la patogenicidad o diseminación de una enfermedad a nivel individual y poblacional (Pedersen y (Fenton y Perkins, 2010; Mariën et al., 2022; ). No obstante lo anterior, se han observado excepciones donde la patogenicidad de un microparásito causante de daño inflamatorio se puede ver debilitada por la infección simultánea por macroparásitos debido a la disminución de la respuesta Th1 causada por este último (Ezenwa y Jolles, 2011). De igual manera, también puede observarse esto en parásitos que impongan limitaciones de recursos para otro parásito, como sería el caso de helmintos causantes de anemia junto a microparásitos que infectan eritrocitos (Graham, 2008).

Gran parte del conocimiento actual sobre las  co-infecciones en roedores  seviene origina principalmente de estudios en roedores de laboratorio un ambiente controlado, por lo mismo extrapolar los resultados es difícil a sistemas naturales (Pedersen y Fenton, 2019), por esto cobra importancia estudiar dentro de las poblaciones silvestres el estudiar poblaciones de roedores sinantrópicos, los que son portadores de un alto número de microparásitos zoonóticos (Pedersen y Fenton, 2019 ; Albery et al., 2022). En Chile, los roedores invasores del género Rattus han se han descrito como reservorio de distintos microparásitos que pueden llegar a producir enfermedades graves en las personas, como es el caso de Leptospira spp. (Correa et al., 2017). En Chile la prevalencia de especies de Leptospira en roedores del género Rattus descrita oscila entre 10,3 y 51,2 %, centrándose estos estudios en la zona austral de Chile (Muñoz-Zanzi et al., 2014; Luna et al., 2020), mientras que los estudios de Leptospira en roedores de la zona mediterránea de son todavía escasos (Correa et al., 2017).

3.  Helmintos como indicadores de acumulación o especies centinela
Organismos que tienen una gran capacidad de concentrar en sus tejidos contaminantes en grandes cantidades, se conocen como indicadores de acumulación o especies centinelas ya que pueden ser utilizados para detectar riesgos a contaminantes ambientales como metales pesados, bifenilos policlorados y organofosforados (Yen Le et al., 2014). Algunos helmintos, como acantocéfalos y céstodos, han sido reconocidos como acumuladores de gran magnitud, y debido a esto, han sido postulados como organismos centinelas (Nachev y Sures, 2016). El uso de estos endoparásitos para medir contaminares ambientales tiene como principales ventajas el hacer detectables contaminantes en el ambiente que suelen estar en concentraciones demasiado bajas para ser detectadas por las pruebas analíticas, así como también indicar la biodisponibilidad del contaminante para ser absorbido por los tejidos de la biota (Sures et al., 2017). Adicionalmente, se ha descrito que algunos endoparásitos con alto grado de acumulación pueden causar que hospedadores infectados presenten un menor nivel de metales pesados en sus tejidos comparado a hospedadores no infectados. Esta capacidad es conocida como efecto buffer o amortiguador, lo que implica además un menor daño o toxicidad para el organismo del hospedador (Goutte y Molbert, 2022).
De esta forma, especies invasoras como roedores del género Rattus han sido postulados como especie centinelas debido a su amplia distribución, ser especies no protegidas y estudios han hallado que las concentraciones de contaminantes en sus tejidos y las halladas en muestras ambientales se correlacionan positivamente (Tripodi et al., 2020). Además, sus endoparásitos han sido estudiados como especies centinelas para distintos contaminantes ambientales, como los metales Plomo (Pb) y el Cadmio (Cd) (Sures et al., 2002; Teimoori et al., 2014; Vladov et al., 2020). Estos dos metales pesados no tienen una función biológica esencial en el organismo (Amiard et al., 1987). La exposición a bajas concentraciones de estos metales en el ambiente ha mostrado tener efectos adversos en roedores, como una disminución en la condición de corporal (Shore y Douben, 1994), y cambios patológicos en la histología del riñón e hígado (Tripodi et al., 2020). Para ambos metales pesados se ha observado la capacidad de bioacumularse de forma crónica en tejidos de mamíferos como los roedores silvestres (Tête et al., 2014).
El modelo hospedador-parásito que cuenta con mayor cantidad de estudios es Rattus norvegicus – Hymenolepis diminuta. Esta tenia ha mostrado bioacumular en sus tejidos altas cantidades de plomo y cadmio, por lo que ha sido postulado para monitorear estos contaminantes en zonas urbanas (Sures et al., 2003; Cadcova et al., 2014). No obstante, la prevalencia de este céstodo ha sido baja en estudios realizados en Chile (Landaeta-Aqueveque et al., 2018; Grandon-Ojeda et al., 2022). Por otro lado, poca importancia se le ha dado a especies de nemátodos, que son los más comunes en roedores (Gliga et al., 202018) y que también podrían tener un papel como bioacumuladores de metales pesados. 

4- Brechas de conocimiento en estudios de roedores del género Rattus y sus helmintos

El uso de roedores invasores como Rattus norvegicus y R. rattus tiene la ventaja de ser un sistema hospedero-parásito que permite comparaciones con distintos climas y zonas geográficas, así como estudios en relacionados con el riesgo de enfermedades emergentes de importancia en la salud pública (Morand et al., 2015). Si bien las especies de helmintos en estos roedores han sido estudiadas ampliamente a nivel mundial (Gliga et al., 2020; Islam et al., 2020), se ha enfatizado aún la falta de estudios acerca de temáticas relacionadas con el uso de los helmintos de Rattus spp. como indicadores ambientales, la relación de los helmintos con la infección por microparásitos y estudio de cómo son afectados los helmintos por los cambios de uso de suelo asociados a la antropización (Gliga et al., 2020; Barry, 2022). En Chile, los trabajos sobre helmintos de Rattus spp. han sido principalmente descripciones de sus comunidades, sus patrones de distribución y coexistencia de especies de helmintos (Grandon-Ojeda et al., 2022). 
En este contexto, en esta Tesis se pretende profundizar en la investigación sobre los helmintos gastrointestinales de Rattus spp., enfocando el estudio a temáticas relacionadas con la antropización del ambiente y su efecto sobre el ensamble de helmintos, la co-infección de helmintos con un patógeno zoonótico común en estos roedores (Leptospira spp.) y la asociación que puede existir entre el parasitismo de helmintos y los niveles de metales pesados (Cd y Pb) en los hospederos.



















Hipótesis

Hipótesis 1: Debido a que las perturbaciones humanas en los hábitats pueden alterar la composición y diversidad de parásitos, el ensamble de helmintos gastrointestinales en poblaciones de Rattus spp. varía en respuesta a la antropización del ambiente. 

Predicciones : 
En zonas con un mayor nivel de antropización, las poblaciones de Rattus spp. exhibirán una disminución en la riqueza y diversidad de helmintos gastrointestinales, así como variaciones en la composición del ensamble en comparación a poblaciones de Rattus spp. que habitan zonas naturales.

Hipótesis 2: Considerando que ciertos macroparásitos como los helmintos pueden modular la respuesta inmune de los hospederos, la probabilidad de infección de Leptospira spp. en Rattus spp. está asociada positivamente con la infección de ciertas especies de helmintos gastrointestinales, debido a la facilitación macro-microparásitos.

Predicciones: Una mayor prevalencia e intensidad de infección de ciertos helmintos gastrointestinales aumentará la probabilidad de infección de Leptospira spp. en Rattus spp.

Hipótesis 3: Los helmintos pueden tener la capacidad de acumular metales pesados en sus tejidos y de esta forma pueden modificar la cantidad  biodisponible para el hospedador. Debido a esto, los individuos de Rattus spp. con un mayor grado de parasitación con helmintos mostrarán concentraciones más bajas de metales pesados en sus tejidos en comparación con aquellos con un menor grado de parasitación.
  
Predicciones: - Una mayor parasitación de helmintos en Rattus spp. estará asociado a menores concentraciones de Cadmio y Plomo en tejidos renal y hepático de Rattus spp.
               





Objetivo General

Analizar el ensamble de helmintos gastrointestinales en Rattus spp. en la zona central de Chile y evaluar su relación con la antropización del ambiente, la coinfección con Leptospira spp. y concentraciones de metales pesados en sus hospederos.

Objetivo específico 1: Describir el ensamble de helmintos gastrointestinales y determinar la influencia de la antropización en la composición, riqueza y diversidad del ensamble de helmintos en poblaciones de Rattus spp. en diferentes localidades en la zona central de Chile.

Objetivo específico 2: Evaluar la asociación entre la prevalencia e intensidad de infección de ciertas especies de helmintos gastrointestinales y la probabilidad de infección de Leptospira spp. en Rattus spp. de la zona central de Chile.

Objetivo específico 3: Analizar la asociación entre la parasitación con helmintos gastrointestinales y las concentraciones de cadmio y plomo en tejidos hepático y renal de Rattus spp. de la zona central de Chile.















Materiales y Métodos 

1.- Área de estudio 
El estudio se llevará a cabo en distintas localidades dentro de la zona central de Chile, en particular en la Región Metropolitana. En cada localidad se seleccionarán sitios para cada uso de suelo: rural/periurbano y natural. Las localidades serán: (1) Rinconada de Maipú y Santuario de la Naturaleza Quebrada de la Plata, (2) Reserva Natural Privada Altos de Cantillana y zonas aledañas, (3) Parque Nacional Rio Clarillo y Pirque, (4) Comuna de la Pintana y San Bernardo. Cada sitio dentro de una localidad estará separado por una distancia mínima de 1 kilómetro, lo cual supera las distancias de movimientos de Rattus spp. (Blasdell et al. 2019), lo que permite la independencia entre sitios. Los muestreos en estas zonas se realizarán en las estaciones de primavera y otoño con el objetivo de capturar las fluctuaciones temporales de infecciones por helmintos y Leptospira spp.
 
2.- Muestreo de roedores y obtención de muestras biológicas
En cada sitio de muestreo se instalarán transectos de trampas para la captura de roedores. Las trampas consisten en jaulas de malla metálica (11 cm x 10 cm x 30 cm), las que serán cebadas con avena y esencia de vainilla. Los transectos serán de 40-80 trampas, dependiendo del sitio de muestreo. En cada transecto la distancia entre trampas será de siete metros de distancia. En cada transecto, las trampas estarán activadas por cuatro noches consecutivas.
Una vez capturados los roedores (Rattus spp.), éstos serán anestesiados con isofluorano y eutanaseados con sobredosis de ketamina (40-85 mg/kg) y xilazina (5-25 mg/kg) intramuscular (Yefi-Quinteros y etcol al., 2018). Para cada individuo se determinará su especie, sexo, edad y peso. Inmediatamente posterior a la eutanasia se obtendrán muestras biológicas de hígado, riñones y tracto gastrointestinal, mediante necropsia. Las muestras serán obtenidas de forma aséptica y almacenadas en congelación (-40°C). Las muestras de hígado y un riñón se utilizarán para la medición de metales pesados (Pb y Cd), mientras que el otro riñón se utilizará para la detección de Leptospira spp. El tracto gastrointestinal se utilizará para la obtención de helmintos.
Rattus norvegicus y R. rattus son especies exóticas consideradas dañinas de acuerdo al artículo 6° del Reglamento de la Ley de Caza, por lo tanto, según la Ley pueden ser capturadas y sacrificadas en cualquier época del año y sin limitaciónlimitación de piezas o ejemplares según corresponda. Este estudio se enmarca en el Proyecto FONDECYT 1230457, el cual cuenta con la autorización del SAG  para captura de estos roedores (certificado No 698/2023) y con el certificado de bioética de la Universidad de Chile (23661-VET-UCH).

3.- Tamaño de muestra
Para estimar el número de roedores a colectar se calculó un tamaño mínimo de muestra en base a una fórmula diseñada para estimar una proporción de muestra (Dohoo ety col al., 2019): 

Donde “n” es el tamaño de muestra requerido, “Zα” es el valor z del intervalo de confianza, “p” es la prevalencia esperada, la cual se estimó en 38% en base a prevalencias de Leptospira spp. en Rattus spp. de la zona mediterránea de Chile (Correa et al., 2017) y “L” es la precisión de la proporción esperada. Para este estudio “α” y “L” serán fijados en 5%. En base a lo anterior el número mínimo de muestras será de 363 roedores.

4.-Identificación de especies de helmintos
Los helmintos colectados del sistema gastrointestinal serán almacenados en tubos eppendorf con alcohol al 70%. El proceso de clareamiento de helmintos se realizará mediante solución de lactofenol de Amman y la tinción se realizará utilizando tinción de acetocarmín, en preparaciones semipermanentes (Oyarzún-Ruiz y González-Acuña, 2020). Posteriormente se verán a microscopio óptico, utilizando sus características morfologicas para la identificación, intentando alcanzar el nivel de especie siempre que esto sea posible. Entre la bibliografía para la identificación se utilizarán claves taxonómicas presentes en Robles et al. (2008) y Barman et al. (2020).

6.- Objetivo específico 1

6.1- Caracterización del ensamble helmíntico
El ensamble de helmintos gastrointestinales se analizará en dos tipos de niveles: (1) a nivel de infracomunidad, lo cual se entiende como el conjunto de especies de parásitos (en este caso helmintos gastrointestinales) dentro de un solo hospedador, y (2) a nivel de comunidad componente, el cual se entiende como todas las infracomunidades de parásitos asociados con una especie de hospedador (en este caso género o especie de Rattus) ligados a una área determinada muestreo (Bush et al., 1997).

Dentro de la caracterización del ensamble de helmintos, se determinarán las siguientes variables en base a Bush et al. (1997):
1. Prevalencia: el número de hospedadores infectados con uno o más individuos (especie de parásito o taxón) dividido por la cantidad de hospederos analizados. Esta será estimada a nivel de infracomunidad y comunidad componente.
2. Intensidad de infección: el número de una especie particular de parásito en un solo hospedador infectado, o sea, en cada infracomunidad.
3. Riqueza de especies: número de especies distintas de helmintos. Esta será estimada a nivel de infracomunidad y comunidad componente.

4. Diversidad de especies: medida del número de especies distintas de helmintos junto con la heterogeneidad en el número que cada especie se ve representada. Para determinar la diversidad para cada comunidad componente e infracomunidad de helmintos gastrointestinales se utilizará el índice de Shannon-Wiener (H´). También a nivel de comunidad componente se determinará el índice de Berger-Parker para calcular dominancia numérica de las especies de helmintos, el que expresa la importancia proporcional de la especie de mayor abundancia (Caruso et al., 2008).
5. Estructura de los ensambles: ensamble se referirá a una parte de una comunidad seleccionada desde un punto de vista taxonómico, es decir, un conjunto de especies relacionadas filogenéticamente (e.g. helmintos) que habitan un mismo ecosistema (Fauth et al. 1996), mientras que con el estudio de su estructura se referirá a los patrones de abundancia en los que las especies del ensamble se pueden organizar (Giller, 2012).

Para describir la estructura de las comunidades helmínticas (sólo a nivel de comunidad componente) se medirá el anidamiento mediante el método propuesto por Almeida-Neto et al. (2008), utilizando el índice NODF (métrica de anidamiento basada en la superposición y el relleno decreciente), las comunidades se describen como anidadas cuando las especies pertenecientes a ensambles pobres en riqueza de especies son subconjuntos no aleatorios de especies que pertenecen a ensambles con mayor riqueza de especies de forma sucesiva (Patterson y Antmar, 1986). Además se medirá el recambio de especies descrito como la tendencia de especies de reemplazarse unas con otras entre sitios (Leibold y Mikkelson, 2002). Para esto se utilizará  el paquete de R “metacom”, utilizando una matriz de presencia/ausencia de las especies de helmintos a nivel de comunidad componente.

6.2- Similitud de los ensambles
 Para visualizar y evaluar si los sitios de muestreo pueden ser diferenciados en base valores de abundancia y composición de su comunidad componente de helmintos, se realizará un análisis multivariado de escalamiento multidimensional no métrico (nMDS por sus siglas en inglés) de las especies parasitarias usando una matriz de disimilaridad de Bray-Curtis. Junto a esto se realizará un análisis de similaridad  (ANOSIM), para evaluar la significancia estadística de las diferencias observadas, y un análisis de similitud (SIMPER) para detectar qué especies de helmintos genera la mayor disimilaridad de los ensambles entre sitios de estudio (Clarke, 1993).

6.3- Medición de variables ambientales
Se medirán variables ambientales del hábitat que posteriormente se utilizarán como predictores para analizar diferencias en los ensambles de helmintos. Estas variables se relacionan con estructura vegetacional y antropización (i.e. presencia de estructuras y hábitats antrópicos). Estas variables ambientales se analizarán a nivel local (sitio de muestreo) y de paisaje (zona de amortiguación o buffer alrededor de los lugares de muestreo).
Para la medición de variables ambientales a nivel de local se realizará en cuatro tramos de 10x10 metros a lo largo de un transecto donde serán colocadas las trampas para cada sitio, siguiendo metodologías descritas en Montes de Oca et al. (2017) y Dorigo et al. (2021). Entre las variables a nivel de parche que se medirán se encuentra; porcentaje de cubierta de sotobosque, diámetro de árboles, presencia de árboles y arbustos no nativos, porcentaje de cubiertas impermeables o construidas, porcentaje de cuerpos de agua y presencia de animales domésticos.

Para obtener las variables a escala de paisaje se utilizará imagen satelital en QGIS, y se analizarán utilizando dos buffers concéntricos (500 metros y 1000 metros de radio), estas escalas cubren sobre 5 veces el rango de hábitat de Rattus spp. descrito en la bibliografía (Blasdell et al., 2019; Morand et al., 2019). Se calcularán variables como: a) porcentaje de cobertura arbórea, suelos agrícolas y asentamientos humanos, b) distancia al asentamiento urbano más cercano, c) porcentaje de área cubierta por cuerpos de agua y distancia al cuerpo de agua más cercano, d) heterogeneidad de paisaje calculado con el indice de diversidad de Shannon (H´), e) densidad de vegetación total utilizando el índice de diferencia normalizada de vegetación (NDVI), mediante imagen satelital. 

Análisis estadísticos
Para identificar las variables ambientales de las ya mencionadas que influencien la variación en la composición de cada una de las especies de helmintos en Rattus spp., se llevará a cabo un análisis de correspondencia canónica (CCA, por sus siglas en inglés) utilizando la abundancia de las especies de helmintos gastrointestinales y variables ambientales cualitativas y cuantitativas , se desarrollará a escala de local (de parche) y de paisaje con buffer de 500 metros y con buffer de 1000 metros. Todos los análisis multivariados se realizarán con el programa Rstudio, usando el paquete “vegan”.

Para analizar el efecto de variables ambientales sobre la riqueza y diversidad de especies de helmintos, se utilizarán modelos lineales generalizados mixtos (GLMM) utilizando como variables predictoras las variables ambientales a nivel de paisaje y local como efectos fijos y el sitio de muestreo se agregará como efecto aleatorio. Dado que los atributos del hospedador pueden influir en la infección por helmintos, se incluirán como variables predictoras (fijas) el sexo, tamaño corporal y peso de los hospederos. Para minimizar la multicolinealidad entre las variables ambientales, se realizará un análisis de componentes principales para identificar las variables predictoras cuantitativas altamente correlacionadas. Los modelos se realizarán a nivel de género (Rattus spp.) y a nivel de especie de roedor. Se construirán todos los modelos para cada combinación de predictores utilizando la selección automatizada de modelos con el paquete R "glmulti". La clasificación y selección de modelos se basará en el Criterio de Información de Akaike modificado para tamaños de muestra pequeños (AICc), utilizando el criterio umbral de AICc ≤2 para la selección del mejor modelo (Burnham & Anderson, 1998). 
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7.- Objetivo específico 2

Análisis molecular de Leptospira spp.
7.1- Extracción de ADN
En ADN de riñón se extraerá utilizando el kit de extracción comercial Dneasy blood and tissue kit (Qiagen, Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad del material genético extraído se medirán mediante espectrofotometría. Las muestras extraídas serán procesadas mediante PCR convencional para el gen endógeno de mamíferos IRBP (proteína de unión a retinol inter-fotorreceptor), el que será usado para verificar la integridad de la muestra de ADN de mamífero (Ferreira et al., 2010).

7.2- qPCR y PCR convencional para Leptospira spp.
Las muestras que sean positivas a PCR para el gen IRBP, serán sometidas a qPCR para especies de Leptospira patogénicas. Para esto, se utilizarán primers dirigidos a la amplificación del gen Lipl32, debido a que solo se ha observado en especies patogénicas de Leptospira (Stoddard et al., 2009). Como controles negativo se utilizará agua libre de endonucleasas mientras que como control positivo se usará una muestra positiva a Leptospira interrogans. 

7.5- Análisis Estadístico 
Para investigar como se asocian las co-infecciones al riesgo de infección por Leptospira spp., se utilizarán modelos generalizados lineales mixtos (GLMM), siguiendo la metodología realizada por Carvalho-Pereira et al. (2018). Primero, se realizarán un GLMM usando como variables explicativas variables ambientales y biológicas de los roedores (sexo, edad, tamaño, temporada), seleccionando el modelo más parsimonioso en base al criterio de información de Akkaike (AICc). Posterior a esto, para detectar efectos causales entre distintas especies de helmintos para la probabilidad de infección de Leptospira spp. se realizará un GLMM, con el objetivo de determinar si las co-infecciones contribuyen adicionalmente al poder explicativo del modelo seleccionado con variables ambientales y biológicas de los roedores, utilizando como variables independientes la intensidad de infección y la prevalencia para cada especie de helminto. Se utilizará la probabilidad de infección como variable dependiente binaria, aplicando los GLMM con distribución binomial. 	Comment by Autor desconocido: Para leptospira
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8.- Objetivo específico 3

8.1- Análisis Toxicológico
Para analizar los niveles de Pb y Cd en los roedores, se utilizarán los muestras de hígado y riñón. En términos de su metabolización, luego de ser absorbido, el plomo pasa rápidamente a los tejidos, siendo el riñón y el hígado los órganos que albergan la mayor cantidad (Castellino y Aloj, 1964). En el caso del cadmio su acumulación también se da mayoritariamente en hígado y riñón (Suzuki, 1980). Para Aambos metales pesados puedense ha observado la capacidad de bioacumularse de forma crónica en tejidos de roedores silvestres ( TêteTête et al., 2014).
En el laboratorio, las muestras de hígado y riñón colectadas de cada individuo serán lavadas con agua bidestilada para reducir posible contaminación superficial. Las muestras se mantendrán congeladas (-20° C) hasta posterior procesamiento. Previamente a la medición de metales pesados, se obtendrán muestras de 150 mg de cada tejido. Estas posteriormente serán digeridas utilizando una combinación de ácido nítrico (al 65%) y peróxido de hidrógeno y mediante microondas a presión (Sures et al., 2002). Las muestras serán analizadas en su concentración de Cd y Pb mediante espectrofotometría de absorción atómica con horno de grafito en dependencias de FARMAVET (Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Chile). La concentración de metales para cada muestra será calculada con su respectiva regresión lineal, usando un método de adición estándar (Sures et al., 2003).

8.2- Análisis estadístico
Para estudiar el efecto de la parasitación sobre las concentraciones de Pb y Cd en tejidos de los hospedadores, se realizarán GLMM usando como variables dependientes la concentración de Pb y Cd en tejido hepático y renal. Como variables predictoras se utilizarán el estado de infección, el que se clasificará en mono infectado (individuo parasitado por una sola especie de helminto), infección mixta (individuo infectado por dos o más especies distintas de helmintos) o no infectado, así también se usarán variables biológicas de las ratas como, sexo, madurez sexual, peso y largo del cuerpo. Las variables antes mencionadas serán agregadas a los modelos como efectos fijos, mientras que el sitio de muestreo se agregará como efecto aleatorio. Se construirán todos los modelos para cada combinación de predictores utilizando la selección automatizada de modelos con el paquete R "glmulti". La clasificación y selección de modelos se basará en el Criterio de Información de Akaike modificado para tamaños de muestra pequeños (AICc), utilizando el criterio umbral de AICc ≤2 para la selección del mejor modelo (Burnham & Anderson, 1998).
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