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RESUMEN GENERAL

Con el objetivo de determinar la presencia de especies de Plasmodium en primates no
humanos mediante gota gruesa, reaccion en cadena de la polimerasa multiplex semi anidado
(SNnM-PCR, por sus siglas en inglés) para diferenciacion de especies y secuenciacion, se
analizaron 152 muestras sanguineas de monos de trece centros de rescate de Costa Rica. En
gota gruesa, se determinaron dos muestras con el parasito Plasmodium malariae, en el SnM-
PCR, un total de cinco (3.3%) muestras resultaron positivas a P. malariae, y una muestra fue
secuenciada, confirmando los resultados obtenidos microscopicamente y mediante SnM-
PCR. La secuenciacion y construccion de un arbol filogenético reveld que el parésito P.
malariae/P. brasilianum (GenBank KU999995) encontrado en un mono congo (Alouatta
palliata) es idéntico al reportado recientemente en cuatro casos en humanos que se
produjeron en Costa Rica en los afios 2012 — 2013. El parésito P. malariae/P. brasilianum
fue encontrado en diferentes especies de primates no humanos en cautiverio y en diversas
regiones del Sur de Costa Rica. La similitud de las secuencias de los parasitos encontrados
en humanos y un mono sugiere, que estos Ultimos podrian estar actuando como reservorios
de P.malariae/P. brasilianum, por lo que es importante incluirlos en los programas de control

y erradicacion.

Con el objetivo de determinar la presencia de bacterias del complejo Mycobacterium
tuberculosis mediante PCR, se analizaron un total de 138 hisopados bucales de primates no
humanos de trece centros de rescate de Costa Rica. Ninguno de los animales analizados
presento sintomatologia ni antecedentes sugestivos de enfermedad pulmonar al momento del

muestreo. En el PCR, un total de cinco muestras mostraron banda de amplificacion entre



600-800 pb, sin embargo, la secuenciacion no logré confirmar que fuera material genético
de micobacterias patdgenas. Este trabajo constituye un primer registro de la probable
ausencia de micobacterias patdgenas en PNH, sin embargo, se recomienda no desatender la

enfermedad en esta poblacion.

Palabras claves:

Primates del Nuevo Mundo, malaria, tuberculosis, diagnostico, gota gruesa, PCR, zoonosis,

hisopados bucales, hemoparasitos
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INTRODUCCION GENERAL
MALARIA

La malaria es una enfermedad vectorial causada por protozoos del género
Plasmodium, y transmitida al humano y otros vertebrados, a través de la picadura de
mosquitos hembras hemat6fagas del género Anopheles (Coatney et al., 1971). La
endemicidad de esta enfermedad es generalmente determinada por la distribucion geogréfica
de su mosquito vector el cual se encuentra principalmente en zonas con climas tropicales
(CDC, 2010).

Aproximadamente 150 especies de mamiferos, reptiles y aves pueden actuar como
potenciales hospedadores (Perkins y Austin, 2009). A pesar de tener un gran nimero de
hospedadores, en general, los parasitos de malaria tienden a ser especificos para cada especie.
Las especies reconocidas por causar enfermedad en el humano son: Plasmodium vivax,
Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae y recientemente
Plasmodium knowlesi. Las dos especies de mayor frecuencia a nivel global son: P.
falciparum (més comdn en Africa), la cual es considerada como la especie mas agresiva por
causar la muerte principalmente por coma o anemia, y P. vivax la cual puede causar
infecciones debilitantes y recurrentes, pero rara vez la muerte (Avila-Agbero, 2008).

En Costa Rica, histéricamente, la mayoria de los casos se han concentrado en la
Region Huetar Atlantica, especificamente en el cantén de Matina (Avila-Agbero, 2008).
Desde 1957-2012 se han notificado mas de 93 mil casos de malaria, el 98.34% de estos casos
han sido causados por la especie parasitaria P. vivax, 1.63% por P. falciparum y un 0.03%
por P. malariae. La década de mayor notificacién fue la de los afios 90°s, y a partir del afio

2000 el namero de casos empezd a descender considerablemente. Para el afio 2012 se
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reportaron ocho casos y solamente cinco casos en el 2013, por lo que segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), Costa Rica se encuentra en la fase de pre-eliminacién de la
enfermedad (MINSA, 2014).

La malaria como enfermedad zoondtica fue considerada como un evento de rara
ocurrencia, hasta que se reportdé un gran namero de infecciones por P. knowlesi (especie
propia de los macacos) en Malasia en el afio 2004 (Singh et al., 2004; Ramasamy, 2014).
Desde entonces, los casos en humanos por esta especie de Plasmodium se han descrito en
casi todos los paises del sudeste asiatico, por lo que en la actualidad P. knowlesi es
considerado como la quinta especie de Plasmodium que produce malaria en los seres

humanos (Cox-Singh et al., 2008; White, 2008).

Los primates no humanos son reservorios de varias especies de Plasmodium, se han
reportado en ellos aproximadamente 33 especies del parésito (Coatney et al., 1971; Krief et
al., 2010) entre ellas se encuentran: Plasmodium brasilianum, Plasmodium
coatneyi, Plasmodium cinomolgi, Plasmodium knowlesi, Plasmodium simium y Plasmodium

reichenowi, entre otros (Chinchilla et al., 2006).

En el continente Americano se han detectado en los primates del Nuevo Mundo en
cautiverio como en vida libre por medio de pruebas moleculares, las especies P. simium
afectando a tres especies de monos (Alouatta caraya, Alouatta clamitans y Brachytelles
arachnoides) en Brasil (Costa et al., 2014), y P. brasilianum infectando monos de la familia
Cebidae en Centro y Sur América (Galland, 2000). En Costa Rica, por métodos de
microscopia basica (gota gruesa y extendido fino de sangre periférica tefiido con Giemsa), se
detectd morfoldgicamente la especie de P. brasilianum en una poblacion de monos congo

(Alouatta palliata) (Chinchilla et al., 2006).
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Los parésitos del género Plasmodium son organismos intracelulares que pertenecen
al filo Apicomplexa, orden Haemosporida, familia Plasmodiidae (Wiser, 2015). El ciclo de
vida de todas las especies de Plasmodium es complejo. La infeccion en los mamiferos
comienza con la picadura de un mosquito hembra Anopheles infectado. El ciclo esporogdnico
o sexual inicia cuando las hembras del Anopheles se infectan al ingerir sangre de un mamifero
que tiene parasitos sexuales de Plasmodium (microgametocitos y macrogametocitos). Al
entrar estas formas sexuales al estomago del mosquito los microgametocitos experimentan
una divisién nuclear produciendo alrededor de 8 microgametos flagelados que fertilizaran el
macrogameto femenino. De la unién de estos dos estadios del parésito se genera una nueva
forma denominada como zigoto. Este se transforma en una célula alargada y mévil conocida
como ooquineto, el cual se une a las paredes del estomago del mosquito, al crecer de tamafio
madura transformandose en un ooquiste. Estos ooquistes se romperan liberando cientos de
esporozoitos en la cavidad corporal, donde eventualmente migraran a las glandulas salivales
del mosquito, donde permaneceran listos hasta el momento que un mamifero sea picado por
el Anopheles, quien le transmitird mediante la inoculacion de su saliva los esporozoitos
desarrollados en el vector (Trampuz et al., 2003; Mejia et al., 2012).

El ciclo esquizogdnico o asexual inicia cuando los mosquitos infectados liberan los
esporozoitos de las glandulas salivares durante la alimentacién y estos entran en el torrente
sanguineo del mamifero. Después de aproximadamente una hora, el esporozoito desaparece
de la circulacion, reapareciendo 24-48 horas mas tarde en las células del parénquima del
higado (Mejia et al., 2012). Hay una proteina que cubre la superficie del esporozoito que
Ileva una molécula ligando, que se une especificamente a receptores en la superficie de la
membrana celular de los hepatocitos, esta es la razon por la cual los esporozoitos entran en

las células del higado y no en otras células (Guimaraes et al., 2015). Una vez dentro del
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hepatocito, inicia el ciclo esquizogonico o exoeritrocitico, en el que los esporozoitos se
multiplican de manera asexual formando esquizontes hepéticos, después de que los
esquizontes han madurado, se rompen liberando miles de merozoitos, los cuales entran en la
circulacién para invadir a los eritrocitos (CDC, 2012; Vésquez et al., 2012).

En los eritrocitos, los merozoitos se alimentan de la parte proteica de la hemoglobina,
apareciendo entonces el trofozoito. Nuevamente por medio de reproduccién asexual se
multiplica en el interior de los glébulos rojos, formandose el esquizonte hematico, cuando
éste madura, se rompe el eritrocito liberando nuevos merozoitos. La mayoria de los
merozoitos contintan con este ciclo replicativo infectando nuevos eritrocitos, pero algunos
se convierten en gametocitos, masculinos (microgametocitos) y femeninos
(macrogametocitos) (CDC, 2012; Guimardes et al.,, 2015). La longitud de esta fase
eritrocitica del parasito depende de la especie de parésito: P. falciparum presenta un ciclo
irregular, 48 horas para P. vivax y P. ovale, y 72 horas para P. malariae. El periodo de
incubacion en la mayoria de los casos varia de 7 a 30 dias. Los periodos més cortos se
observan con mayor frecuencia con P. falciparum y los més largos con P. malariae (CDC,
2010).

La reproduccién asexual de los parasitos Plasmodium en la fase sanguinea es la
responsable de las manifestaciones clinicas de la malaria, como la fiebre, sudoracion y
escalofrios, y estan asociadas con la ruptura de los eritrocitos infectados (Collins y Jeffery,
2007; EOL, 2015), también se observa anemia, lesiones renales y defectos de coagulacion
por insuficiencia hepatica, entre otros. Por lo tanto, las manifestaciones clinicas se presentan
como un sindrome febril agudo hasta un cuadro de malaria complicado, que afecta 6rganos
especificos, pudiendo progresar a una falla multisistémica que compromete la vida del

paciente (CDC, 2010; Vasquez et al., 2012).
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El estandar de oro para el diagndstico de la malaria sigue siendo la demostracion
microscopica del parésito en sangre periférica, mediante extendido fino y gota gruesa,
coloreado con reactivo de Giemsa. También existen métodos de deteccion de antigenos y
anticuerpos (CDC, 2012). Los métodos moleculares como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), son una herramienta de diagnostico que permite la deteccion de material
genético (ADN) del parasito en sangre periférica. Este método presenta mayor sensibilidad
que la microscopia convencional, sobre todo cuando la parasitemia es muy baja, por lo tanto,
es mas especifico para la deteccion de especies (Steenkeste et al., 2009).

El tratamiento de la malaria depende de muchos factores, entre ellos de la gravedad
de la enfermedad, la especie de parasito de Plamodium responsable de la infeccién y la region
geogréfica donde se adquirid la infeccion. Factores como la edad, el peso y el estado de
embarazo pueden limitar las opciones disponibles para el tratamiento de la malaria. Las
opciones de tratamiento recomendadas por el CDC son: Atovaquona-proguanil, artemeter-

lumefantrina, mefloquina, clindamicina, cloroquina, entre otros (CDC, 2012).

TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una enfermedad grave, altamente infecciosa, de mucha importancia
para los sistemas de salud. Es producida por bacterias del complejo Mycobacterium
tuberculosis, y puede diseminarse de los animales a los humanos y viceversa por inhalacion
de aerosoles contaminados con el bacilo (Barrueta-Acevedo, 2011). ElI complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) es un grupo de bacilos acido-alcohol resistentes que
son patdgenos oportunistas de humanos y animales. En este grupo estan incluidos: M.

tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti, Mycobacterium africanum y
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Mycobacterium canetti (Une y Mori, 2007). Todas estas especies pertenecen al filo
Actinobacteria, orden Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae (EOL, 2015).

La epidemiologia de la tuberculosis varia sustancialmente en todo el mundo. Las tasas
mas altas se observan en el Africa subsahariana, India, China y las islas del sudeste asiético
(Serafino-Wani, 2012). En el continente americano la incidencia ha ido disminuyendo
constantemente desde 1990 en la mayoria de los paises. Haiti es el pais con la tasa de
incidencia mas alta (222/100,000 habitantes), seguido de Bolivia (131/100,000 habitantes),
Guyana (111/100,000 habitantes) y Pert (101/100,000 habitantes) (PAHO, 2012), mientras
Chile, Costa Rica, Cuba y Uruguay en el periodo comprendido entre 2001 y 2011, destacan
por haber reducido la incidencia anual de todas las formas de tuberculosis. Chile ha reducido
su incidencia a 15/100,000 habitantes, Costa Rica la ha disminuido a 12/100,000 habitantes,
Cuba ha tenido una reduccion a 9.5/100,000 habitantes y Uruguay ha disminuido la
incidencia a 21/100,000 habitantes, y con esto avanzan grandemente hacia la eliminacion de
esta enfermedad (PAHO, 2013; Tenorio, 2013).

Los seres humanos son los Unicos reservorios de M. tuberculosis. El ciclo de infeccion
suele ser de humano a humano; sin embargo, los bacilos tuberculosos tienen una amplia gama
de huéspedes, y se han detectado en peces, reptiles, aves y mamiferos. Naturalmente, la
infeccion de estos animales con M. tuberculosis es ocasionada por los seres humanos,
transmitiéndose posteriormente entre los animales, los que se convierten en una fuente de
infeccion para los humanos (Montali et al., 2001; Oh et al., 2002; Une & Mori, 2007). M.
africanum se encuentra mas cominmente en Africa Occidental y es el responsable de una
cuarta parte de los casos de tuberculosis reportados en humanos, en Gambia, mientras que
M. bovis es la principal causa de la tuberculosis en el ganado vacuno, ciervos y otros

mamiferos. La infeccion de humanos con M. bovis ocurre generalmente en personas
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Inmunocomprometidas, y se asocia al consumo de productos de leche o carne contaminada
(Serafino-Wani, 2012).

Los primates no-humanos también son susceptibles a diferentes especies de
micobacterias (Une y Mori, 2007). En Costa Rica se encuentran las especie Saimiri oerstedii
(mono ardilla), Ateles geoffroyi (mono arafia), Cebus capucinus (mono cara blanca) y
Alouatta palliata (mono aullador) pero hasta el momento no se han realizado estudios que
demuestren la presencia de micobacterias en estas poblaciones. Investigaciones realizadas en
otros paises sugieren que cerca del 70% de las cepas aisladas de estos animales pertenecen
al complejo M. tuberculosis, por lo tanto constituyen un potencial riesgo zoonético (Une
y Mori, 2007; Estrada-Cely et al., 2011; Nath et al., 2012).

La enfermedad tanto en humanos y animales (monos, bovinos y otras especies), se
caracteriza por ser una enfermedad infecciosa debilitante, crénica y progresiva, caracterizada
por la formacion de lesiones granulomatosas tipicas con diversos grados de necrosis,
calcificacion y encapsulacion en pulmones, linfonodos y otros érganos (Michel et al., 2010).

Todos los primates no humanos pueden desarrollar tuberculosis, sin embargo, el
grado de susceptibilidad varia segun la especie. Estudios previos sugieren que los primates
del Viejo Mundo suelen ser mas propensos a desarrollar la enfermedad de tuberculosis en
comparacion con los primates del Nuevo Mundo (Métz-Rensing et al., 2015; Motzel et al.,
2003). En general, los sintomas clinicos son minimos o ausentes hasta que la enfermedad
estd muy avanzada. Con frecuencia, los primates son encontrados muertos sin historia clinica
previa (Montali et al., 2001; Matz-Rensing et al., 2015). Si los sintomas clinicos estan
presentes, suelen ser inespecificos e incluyen: debilidad, paralisis, pérdida de apetito, pérdida
de peso, pelaje opaco, tos, y depresion general. Tos intermitente es un signo clinico

caracteristico de la tuberculosis pulmonar. Los sintomas de la tuberculosis extrapulmonar
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son determinados por los 6rganos afectados. Animales tuberculosos suelen desarrollar
ademas una anemia normocitica normocromica (Métz-Rensing y Kaup, en prensa; Lerche et
al., 2008).

A pesar de que los estudios de investigacion en el continente americano en primates
en cautiverio son muy escasos, se han reportado casos de enfermedad tuberculosa en los
géneros Saimiri, Aotus, Ateles y Cebus (Leathers y Hamm, 1976; Estrada-Cely et al., 2011).

Histoéricamente, el diagnostico de la tuberculosis en primates no humanos vivos en
cautiverio se ha basado en la exploracion clinica, radiografias y la prueba cutanea de
tuberculina intradérmica. Tanto las radiografias como la prueba de tuberculina son
logisticamente dificiles de realizar, ya que requieren la manipulacion del animal en méas de
una ocasion, ademas de ser poco fiables para la deteccidon de la infeccion (Nath et al., 2012;
Wilbur et al., 2012). Estudios previos estiman que la sensibilidad de la prueba de tuberculina
oscila entre 68-75%, mientras que la especificidad se reporta en 96-99% (Monaghan et al.,
1994).

Los ensayos seroldgicos existentes basados en la deteccidn de anticuerpos y medicion
del nivel de citoquinas especificas para el complejo M. tuberculosis han demostrado el
inconveniente de presentar resultados falsos positivos y negativos para la infeccion
(Vervenne et al., 2004). El estdndar de oro para el diagnostico de la infeccion activa con
MTBC en seres humanos y algunos mamiferos sigue siendo el cultivo (American Thoracic
Society, 2000). Sin embargo, los cultivos son notoriamente dificiles de realizar, por ser una
bacteria altamente contagiosa, por lo que requieren laboratorios especializados para su
manipulacion con medidas de bioseguridad especificas y tiempos prolongados de incubacion

(American Thoracic Society, 2000).
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Actualmente se emplean cada vez més los métodos moleculares para la deteccion de
ADN de MTBC en muestras clinicas (esputo, lavado broncoalveolar, hisopados bucales,
aspirado gastrico y biopsias) de humanos y monos (Wilbur et al., 2012), ya que estas pruebas
ofrecen resultados confiables con sensibilidades entre 70-97%, en comparacion con el cultivo
(51.5%), y sobre todo en menor tiempo, por lo cual se consideran herramientas Utiles para
el diagnostico y control de la enfermedad (Mohi et al., 2013).

Hasta el momento la mayoria de las investigaciones de tuberculosis realizadas en
primates no humanos se basan en la aplicacion de una prueba de tuberculina intradérmica,
la cual es una reaccion inmunoldgica de hipersensibilidad retardada contra antigenos de
micobacterias, esta prueba ha sido utilizada desde 1940 para el diagnéstico ante mortem en
primates no humanos, y actualmente es el inico método aprobado por el CDC para realizar
a animales de importacion en cuarentena (Lerche et al., 2008). En el continente Asiatico se
han realizado recientemente estudios moleculares para la deteccién de micobacterias en
poblaciones de monos de diferentes paises (Indonesia, Tailandia, Nepal, Singapur),
encontrando una prevalencia de 31.9% en 263 macacos examinados (Wilbur et al., 2012).

La malaria y tuberculosis son dos importantes enfermedades infecciosas con un alto
impacto social y econémico que afectan a muchos paises. Costa Rica ha realizado grandes
esfuerzos para controlar y erradicar ambas enfermedades, por lo tanto determinar la presencia
de estos agentes infecciosos en primates no humanos es de suma importancia para proteger
tanto la vida de los animales como las personas que estan en contacto con ellos. Por esta
razon es necesario incorporar a los primates no humanos en los programas de control de estas

dos enfermedades.
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ARTICULO |
Deteccion molecular de Plasmodium malariae/Plasmodium brasilianum en primates no

humanos en cautiverio de Costa Rica

Resumen

Se analizaron 152 muestras sanguineas de primates no humanos de trece centros de
rescate de Costa Rica para determinar la presencia de especies de Plasmodium mediante gota
gruesa, reaccion en cadena de la polimerasa multiplex semi anidado (SnM-PCR, por sus
siglas en inglés) para diferenciacion de especies, y secuenciacion. En gota gruesa, se
determinaron dos muestras con el parasito Plasmodium malariae, en el SnM-PCR, un total
de cinco (3.3%) muestras resultaron positivas a P. malariae, y una muestra fue secuenciada,
confirmando los resultados obtenidos microscopicamente y mediante SnM-PCR. La
secuenciacion y construccion de un arbol filogenético reveld que el parasito P. malariae/P.
brasilianum (GenBank KU999995) encontrado en un mono congo (Alouatta palliata) es
idéntico al reportado recientemente en cuatro casos en humanos que se produjeron en Costa
Rica en los afios 2012 — 2013. El paréasito P. malariae/P. brasilianum fue encontrado en
diferentes especies de primates no humanos en cautiverio y en diversas regiones del Sur de
Costa Rica. La similitud de las secuencias de los parasitos encontrados en humanos y un
mono sugiere, que estos Ultimos podrian estar actuando como reservorios de P.malariae/P.

brasilianum, por lo que es importante incluirlos en los programas de control y erradicacion.

Palabras claves:
Primates del Nuevo Mundo, Malaria, diagndstico, gota gruesa, PCR, zoonosis,

hemoparasitos.



Abstract

A total of 152 blood samples collected from non-human primates from thirteen
rescue centers in Costa Rica were analyzed to determine the presence of Plasmodium species
using thick blood smear, semi-nested multiplex Polymerase Chain Reaction (SnM-PCR) for
species differentiation, and sequencing. The parasite Plasmodium malariae was found in two
samples using thick blood smear, a total of five (3.3%) samples yielded positive results to P.
malariae in the SnM-PCR, and one sample was sequenced confirming results obtained
microscopically and in the SnM-PCR. Sequencing and construction of a phylogenetic tree
revealed the parasite P. malariae/P. brasilianum (GenBank KU999995) found in a howler
monkey (Alouatta palliata), is identical to the recently reported in four human cases that
occurred in Costa Rica in 2012-2013. The parasite P. malariae/P. brasilianum was found in
different species of non-human primates in captivity and in various regions of Southern of
Costa Rica. The similarities of the sequences of the parasites found in humans and one
monkey suggest, that latter may act as a reservoir of P.malariae/P. brasilianum, and the

importance to include them in the control and eradication programs.

Keywords:

New World monkeys, malaria, diagnosis, thick blood smear, PCR, zoonoses, hemoparasites.



1. Introduccion

La malaria es una enfermedad vectorial ocasionada por protozoos del género
Plasmodium, que son transmitidos al ser humano y a los primates no humanos a través de la
picadura de mosquitos hembras hematéfagas del género Anopheles (Coatney et al., 1971;
Bannister y Sherman, 2001). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la malaria
es una de las enfermedades parasitarias de mayor importancia y de distribucién mundial, que
representa un problema para los sistemas de salud (World Health Organization, 2014) .

Los parasitos de malaria tienden a ser especificos para cada especie (Singh y
Daneshvar, 2013), sin embargo existen especies del parasito que infectan tanto a las personas
como a los monos, y que no se pueden diferenciar a nivel morfologico, genético e
inmunoldgico. Las especies reconocidas por ocasionar enfermedad en el humano son
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, y
recientemente Plasmodium knowlesi (propia de los primates del Viejo Mundo), que en la
actualidad es considerada como la quinta especie de Plasmodium en producir enfermedad en
los seres humanos (White, 2008; Su, 2010; Singh y Daneshvar, 2013).

En los primates no humanos se ha reportado la presencia de aproximadamente 33
especies del paréasito (Cormier, 2010; Aradjo et al., 2013). En los monos del Nuevo Mundo
las principales especies reportadas son Plasmodium brasilianum y Plasmodium simium
(Galland, 2000), las cuales son indiferenciables de P. malariae y P. vivax, respectivamente
(Yamasaki et al., 2011; Costa et al., 2014; de Alvarenga et al., 2015). La presencia de P.
simium se ha reportado solamente en Brasil en tres especies de monos Alouatta caraya (mono
aullador negro), Alouatta clamitans (mono aullador marron) y Brachyteles arachnoides
(mono arafa lanudo) (Duarte et al., 2008), mientras que P. brasilianum se ha descrito en

aproximadamente 35 especies de monos, en su mayoria en miembros de la familia Cebidae
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y Atelidae de Costa Rica, Panama, Colombia, Perl, Venezuela y Brasil, raramente se ha
reportado en miembros de la familia Callithricidae (Yamasaki et al., 2011; Aradjo et al.,
2013; de Alvarenga et al., 2015). Aln se desconoce, si en condiciones naturales los primates
no humanos portadores de Plasmodium podrian desarrollar la enfermedad de malaria o si
solo actian como reservorios del parasito (Duarte et al., 2008). Sin embargo, en aquellos
animales que han sido sometidos a una esplenectomia experimental, se ha observado que la
infeccion por Plasmodium spp. puede ocasionar debilidad y la enfermedad de malaria, con
cuadros febriles, anemia, ictericia e insuficiencia renal (Coatney et al., 1971; Galland, 2000;
White, 2008).

Las especies de Plasmodium causantes de la infeccién en los primates no humanos
son de gran interés, ya que pueden ser transmitidos de forma natural o por accidente a los
seres humanos (de Alvarenga et al., 2015). Cualquier enfermedad transmitida por vectores,
depende de la bionomia y distribucion de los vectores (Singh y Daneshvar, 2013), y a pesar
de que los agentes vectoriales involucrados en la transmision del parasito a los humanos son
diferentes de los responsables del ciclo selvatico, con la invasion del ser humano en el hébitat
natural de los primates no humanos y la constante proximidad con estos animales en
cautiverio, existe la posibilidad de que ocurra una infeccion de forma natural (Vythilingam
y Hii, 2013). En Asia se ha demostrado que algunas especies de mosquitos del género
Anopheles (Anopheles latens y Anopheles cracens) son altamente zoofilicas, ya que se
alimentan de los monos en la copa de los arboles y también de los humanos a nivel del suelo,
haciendo posible la transmision del parasito de humano a humano, de mono a mono, de

humano a mono y viceversa (Singh y Daneshvar, 2013).



En el afio 2006 se reportd la especie P. brasilianum en seis monos congo de vida
libre de las zonas de Quepos y Limén en Costa Rica, mediante extendidos tefiidos con
Giemsa (Chinchilla et al., 2006). Investigaciones recientes determinaron la presencia de P.
malariae, P. vivax y P. falciparum en monos de vida libre pertenecientes a las cuatro especies
de monos autoctonos de Costa Rica, Saimiri oerstedii (mono ardilla o mono titi), Ateles
geoffroyi (mono arafa), Cebus imitator (mono cara blanca) y Alouatta palliata (mono congo
o aullador). El diagndstico se realiz6 mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés), sin embargo estos hallazgos no fueron confirmados por medio de
secuenciacion de ADN (Chaves-Ramirez et al., 2014). Actualmente Costa Rica se encuentra
oficialmente en la fase de pre-eliminacion de la enfermedad de malaria, habiendo reportado
solamente 8 casos nuevos en personas en el afio 2015 (4 casos por P. vivax y 4 casos por P.
falciparum) (Dra. Calvo, comunicacion personal). P. vivax y P. falciparum han sido las
Unicas especies reportadas en humanos desde 1959, causantes de brotes en diferentes zonas
del pais. P. malariae no habia sido detectada desde 1959 (Vargas, 2001; Calvo et al., 2015),
sin embargo, recientemente se diagnosticaron los primeros cuatro casos de P. malariae en
personas mediante analisis moleculares (PCR en tiempo real), la secuenciacion confirmé los
resultados y los identificd como P. malariae/P.brasilianum (Calvo et al., 2015). De estos
cuatro casos reportados, dos correspondieron a casos clinicos detectados en las zona de
Limén y Alajuela, un caso era asintomatico crénico también de Alajuela y el caso indice
transfusional detectado en San José (Calvo et al., 2015). Aun queda por aclarar si P. malariae
es una especie re-emergente en el pais o si todo este tiempo ha estado presente y no habia
sido detectada microscopicamente o habia sido confundida con P. vivax dada la similitud
morfologica de estadios tempranos del parasito entre estas dos especies (Calvo et al., 2015).

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de parasitos del género
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Plasmodium en muestras de sangre de primates no humanos en cautiverio para determinar si

estos animales podrian actuar como posibles reservorios de los parésitos en Costa Rica.

2. Materiales y métodos
2.1  Poblacion, disefio de estudio y método de muestreo

Se realiz6 un estudio transversal de tipo descriptivo para la deteccion de especies de
Plasmodium en primates no humanos en condiciones de cautiverio en centros de rescate de
vida silvestre y zool6gicos. Se incluyeron en el estudio todos aquellos centros que estuvieron
anuentes a participar. Se realizd un muestreo probabilistico aleatorio simple en el que se
incluyeron todas las especies de monos presentes en dichos establecimientos. La poblacion
de monos en cautiverio en Costa Rica se estimd en alrededor de 250 individuos (Dr. Mauricio
Jiménez, comunicacién personal) y en base en esto, se calculd un tamafio de muestra minimo
requerido de 158 individuos, con un nivel de confianza del 95%, para detectar infeccion,
asumiendo una prevalencia minima esperada del 1% (Cannon y Roe, 1982; n= (1- (1-

P)d).(N-(d-1/2), utilizando el programa Win Episcope 2.0 (Thrusfield, 2001).

2.2 Tomay manejo de la muestra

Los procedimientos realizados a los primates no humanos fueron evaluados y
aprobados por la Comision de Bienestar Animal y Bioética de la Escuela de Medicina
Veterinaria (oficio FCSA-EMV-CBAB-005-2014).

Se inmovilizé al primate con el uso de medicamentos sedantes. El protocolo de
anestesia fue Ketamina (5-20mg/kg), en combinacion con Diazepam (0.5-2mg/kg),

administrado via intramuscular con monitorizacion de parametros vitales. A cada animal se



le realiz6 un examen objetivo general y se evalud su estado nutricional y médico (Ver Anexo
1, Ficha Clinica). Algunos de los pardmetros evaluados fueron condicion corporal, condicion
del pelaje, mucosas y nédulos linfaticos. Se extrajo sangre por puncién de la vena basilica,
cefélica o femoral (1-2 ml aproximadamente). Las muestras se recogieron en tubos con
anticoagulante EDTA y fueron transportadas al laboratorio en una hielera a 4°C, en donde se

almacenaron a -20°C hasta su posterior analisis.

2.3 Diagndstico microscopico

De cada muestra de sangre se realizé una gota gruesa y extendido fino (fijado con
metanol) en un portaobjetos; cada ld&mina fue tefiida con colorante de Giemsa durante 15
minutos, y se examind microscopicamente con el objetivo de inmersion 100x, para identificar
los hemoparasitos. Se determiné como muestras positivas por microscopia, aquellas en las
que en gota gruesa o extendido fino se observo la presencia de parésitos de Plasmodium spp.
en 500 leucocitos. Las laminas positivas fueron remitidas al Laboratorio Nacional de
Referencia de Parasitologia, Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en

Nutricién y Salud (CNRP-INCIENSA) en Cartago, Costa Rica para su confirmacion.

2.4 Anélisis molecular
2.4.1 Extraccién de ADN

Se realizaron extracciones de ADN a partir de sangre total con anticoagulante EDTA,
haciendo uso del kit comercial DNeasy Blood & Tissue de QIAGEN, conforme al protocolo
establecido por el fabricante. Cada muestra de ADN fue debidamente identificada con el

codigo del individuo y conservada a -20°C hasta su posterior analisis molecular.



2.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa multiplex semi-anidado (SnM-PCR, por
sus siglas en inglés) para deteccion de P. vivax, P. malariae y P. falciparum

Todas las muestras de ADN se sometieron a un primer PCR para amplificar un
segmento correspondiente al gen 18S rRNA conservado de Plasmodium spp. Esta
amplificacion se llevd a cabo segun lo descrito por Rubio et al. (1999), con algunas
modificaciones de tiempo y temperatura, como se describe a continuacion: la mezcla de la
reaccion comprendié 14 upl de Dream Tag™ PCR Master Mix (Fermentas®), 1 ul (20
pmol/ul) del cebador PLF, 1 pl (20 pmol/ul) del cebador UNR, 1 pl (20 pmol/ul) del
cebador HUF (Cuadro 1), 5 pl de ADN, y se completé con H20 libre de nucleasas
(Fermentas®) hasta completar un volumen final de 25 ul. El protocolo de amplificacion en
el termociclador fue el siguiente: 5 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C, 40 ciclos
repetidos de desnaturalizacion (94°C por 1 minuto), alineacién (62°C por 1 minuto) y
extension (72°C por 90 segundos) y una temperatura final de extension de 72°C por 10
minutos.

Se realizé una segunda ronda de PCR con cebadores especificos para detectar
especies dentro de este género, utilizando la siguiente mezcla de reactivos; 5 pul del producto
amplificado en el PCR anterior, 13 pl de Dream Taq ™ PCR Master Mix (Fermentas®), 1
pl (20 pmol/ul) del cebador PLF, 1 pl (20 pmol/ul) del cebador MAR, 1 pl (20 pmol/ul)
del cebador FAR, 1 pl (20 pmol/ul) del cebador VIR, para amplificar P. malariae, P.
falciparum y P. vivax, respectivamente (Rubio et al., 1999) (Cuadro 1). Cada una de estas
reacciones se completo con H2O libre de nucleasas (Fermentas®) hasta un volumen final de
25 pl. Las condiciones de amplificacion en el termociclador fueron las siguientes: 5 minutos
de desnaturalizacion inicial a 94°C, 35 ciclos repetidos de desnaturalizacion (94°C por 30

segundos), alineacion (62° por 30 segundos), y extension (72°C por 1 minuto) y una
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temperatura final de extension de 72°C por 10 minutos. Como control negativo se utiliz6 H.0
libre de nucleasas (Fermentas®) y como controles positivos ADN de P. malariae, P.vivax y

P. falciparum proporcionados por el CNRP-INCIENSA.

2.4.3 PCR para género Plasmodium

Las muestras positivas detectadas con el SnM-PCR se sometieron a un segundo PCR
de punto final que amplificé un segmento conservado correspondiente al gen 18S rDNA del
género Plasmodium. Esta amplificacion se llevd a cabo segun lo descrito por Leclerc et al.
(2004) con algunas modificaciones de tiempo y temperatura como se describe a continuacion:
la mezcla de la reaccion comprendi6 14 pl de Dream Tag ™ PCR Master Mix (Fermentas®),
1 pl (20 pmol/pul) del cebador rPLUS5, 1 pl (20 pmol/ul) del cebador rPLU6 (Cuadro 1), 5 pl
de ADN, y se completd con H20 libre de nucleasas (Fermentas®) hasta completar un volumen
final de 25 pl. El protocolo de amplificacion en el termociclador fue el siguiente: 5 minutos
de desnaturalizacion inicial a 95°C, 35 ciclos repetidos de desnaturalizacion (95°C por 1
minuto), alineacion (50°C por 1:30 minutos) y extension (72°C por 1 minuto) y una
temperatura final de extension de 72°C por 5 minutos. Como control negativo se utilizé H>0O
libre de nucleasas (Fermentas®) y como controles positivos ADN de P. malariae, P.vivax y

P. falciparum proporcionados por el CNRP-INCIENSA.

2.4.4 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa (1.5%)
en TBE 1X (Tris base, acido borico, EDTA, pH8, 0.5M) y tefiidos con colorante GelRed ™
Nucleic Acid Gel Strain. La corrida electroforética se realizo a 90 voltios durante 45 minutos.

Como marcador de peso molecular se utilizo GenRuler 100 bp DNA Ladder Plus
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(Fermentas®). Los fragmentos de amplificacion en el SnM-PCR con un tamarfio de 269 bp

(P. malariae), 395 bp (P. falciparum), 499 bp (P. vivax) fueron consideradas positivas, al

igual que los fragmentos de amplificacion en el PCR de punto final con un tamafio de 1050pb.

Cuadro 1: Secuencias de cebadores utilizados en el SnM-PCR y PCR de género para
deteccidn de especies de especies de Plasmodium.

Cebador Secuencia Especificidad Tamarfio del ~ Referencia
producto
SnM-PCR Forward primer Plasmodium
Primera PLF 5’-AGTGTGTATCCAATCGAGTTTC-3’ (Género) 783-821ph* Rubio et
ronda al., 1999
HUF 5’-GAGCCGCCTGGATACCGC-3’ Mamiferos 231 pb**
Reverse primer
UNR 5’-GACGGTATCTGATCGTCTTC-3’ Universal
. . Rubio et
SnM-PCR Forward primer Plasmodium al., 1999
Segunda PLF 5’-AGTGTGTATCCAATCGAGTTTC-3’ (Género)
ronda
Reverse primer
MAR 5’-GCCCTCCAATTGCCTTCTG-3’ P. malariae 269 pb
Reverse primer
FAR 5’-AGTTCCCCTAGAATAGTTACA-3’ P. falciparum 369 pb
Reverse primer
VIR 5’-AGGACTTCCAAGCCGAAGC-3’ P. vivax 499 pb
PCR rPLU5S 5’-CCTGTTTGTTGCCTTAAACTTC-3’ Plasmodium
. . Leclerc et
Género (Género) 1050 pb al.. 2004
rPLU6 5-TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG- '

3’

* Tamafo dependiendo de las especies, P. malariae (821 pb), P. falciparum (787 pb), P. vivax (783 pb).
**En la primera reaccion, los cebadores UNR-HUF, forman un producto de 231 pb que se utiliza como control positivo
individual y debe estar presente en todas las muestras, excepto en el control negativo.

2.4.5 Secuenciacion y construccion de arbol genético.

Los productos positivos tanto en el SnM-PCR como en el PCR para género, fueron

enviados a secuenciar a Macrogen (Seoul, Corea) con el fin de confirmar los resultados. La

edicion de las secuencias se realizd6 manualmente con el programa BioEdit Sequence

Aligment Editor® (Hall, 1999) y se compard mediante el algoritmo BLASTN con la base de
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datos del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information). Las secuencias fueron
alineadas a través de programa MUSCLE (Edgar, 2004) con los parametros predeterminados.
El andlisis filogenético se realiz6 con el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) version 6.0 y se construyd un arbol filogenético para el gen 18S por méxima
verosimilitud (Maximun likelihood). Se emple6 el modelo Tamura-Nei para medir las
distancias evolutivas y la relacion de los clados fue determinada por analisis de remuestreo
(bootstrap) de 1,000 réplicas. Las secuencias de referencia utilizadas para el gen 18S rDNA
de Plasmodium spp se encuentran disponibles en la base de datos de GenBank con los
ndmeros de acceso: HQ283216 (P. falciparum), AY579418 (P. vivax), AY579417 (P.
knowlesi), AY579415 (P. simium), AF130735, KT266778, KC906723 (P. brasilianum),
AF145336 y KJ934251 (P. malariae, esta ultima reportada en Costa Rica). Theileria spp.

(AF162432) se utilizd como grupo externo.

3. Anélisis estadistico

En una base de datos digital se ingreso la informacion obtenida de la ficha clinica y
los resultados de las pruebas diagndsticas; después, se hizo una traduccion a un formato
numérico para facilitar el analisis. Se realiz6 un analisis descriptivo de los resultados a las
pruebas diagndsticas. Se realiz6 una distribucion de frecuencias de resultados positivos y

negativos y de los parametros evaluados en la ficha clinica con los respectivos porcentajes.
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4. Resultados
4.1  Poblacion analizada y recoleccion de muestras.

Entre abril y noviembre de 2015 se visitaron 13 centros de rescate en los cuales se
recolectaron un total de 152 muestras de sangre de monos (Figura 1). En el estudio se
incluyeron cuatro especies de monos autoctonas de Costa Rica, S. oerstedii (16), A. palliata
(32), A. geoffroyi (48), C. imitator (39) y 17 monos de una especie no nativa Callithrix
jacchus (marmosetas). La distribucion del muestreo en cada centro de rescate se muestra en

el Cuadro 2.

Cuadro 2. Numero de primates no humanos analizados por especie y por centro de rescate.

Especie Centros de Rescate Total
A B C D E F G H | J K L M

S. oerstedii 717 - - - 3/3 - - 6/6 - - - - - 16/16

A. palliata 4/4 9/11 - 5/6 3/4 - - 5/6 - 4/6 - 1/6 1/1 32/43

A. geoffroyi - 5/6 5/6 4/5 3/5 5/5 8/9 6/6 7/8 4/5 1/1 - - 48/58

C. imitator 3/3 3/4 2/2 3/4 1/1 6/7 - 6/7 11/12 2/2 2/2 - - 39/44

C.jacchus  17/18 - - - - - - - - - - - - 17/18

Total (%)  31/34 17/21  7/8  12/15 10/13 11/12  8/9 23/25 18720 10/13  3/3 1/6 11 152/179
(91.2) (80.9) (87.5) (80.0) (76.9) (91.6) (88.8) (92.0) (90.0) (76.9) (100.0) (16.6) (100.0)  (84.9)

La descripcion de la poblacion de monos muestreada en los trece centros de rescate
en base a los parametros evaluados en la ficha clinica se detalla en el Cuadro 3. Las especies
de primates no humanos mas frecuentes en cautiverio fueron Ateles geoffroyi (31.6 %) y
Cebus imitator (25.6 %). La poblacién de hembras en cautiverio fue mayor (55.9 %) con
respecto a la poblacion de machos (44.1 %). La mayoria de los monos en cautiverio se

encontraban en una edad adulta (70.4%) y mostraron una condicion fisica normal (82.2 %).
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Cuadro 3. Descripcion de la poblacion de monos analizada en trece centros de rescate de
Costa Rica, en base a la ficha clinica.

Caracteristica Estrato Monos (%)
n=152
Sexo Hembra 85 55.9
Macho 67 441
Edad Adulto 107 70.4
Juvenil 45 29.6
Condici6n corporal Obeso 5 3.3
Normal 125 82.2
Delgado 20 13.2
Caquéctico 2 1.3
Condicion pelaje Buena 147 96.7
Mala 5 3.3
Alopecia Si 12 7.9
No 140 92.1
Ectoparasitos Si 0 0
No 152 100
Mucosas Normales 148 97.4
Congestivas 1 0.6
Ictéricas 0 0
Palidas 3 2.0
Cianética 0 0
Hidratacion Normal 146 96.1
Deshidratacion leve 5 3.3
Deshidratacién moderada 1 0.6
Deshidratacion severa 0 0
Nddulos linfaticos Normales 149 98.0
Agrandados 3 2.0
Enfermedades anteriores Si 23 15.1
No 122 80.3
Desconoce 7 4.6
Tratamientos aplicados Si 35 23.0
No 112 73.6
Desconoce 5 3.4
Evaluacion veterinaria Si 149 98.0
No 3 2.0
Desparasitacion Si 140 92.1
No 3 2.0
AUn no (por edad) 9 5.9

13



4.2 Gota gruesa

De las 152 muestras de sangre analizadas mediante gota gruesa y extendido fino se
encontraron dos muestras positivas, en la que se observé trofozoitos y esquizontes del
parésito, las cuales fueron identificadas como Plasmodium malariae/Plasmodium
brasilianum (Cuadro 4). De estas dos muestras, solamente una fue confirmada por el CNRP-
INCIENSA, esta muestra (E1) correspondié a un mono juvenil de la especie A. palliata del
Centro de Rescate E ubicado en el Pacifico Sur. La segunda muestra (B2) correspondi6 a un
mono juvenil de la especie A. geoffroyi del Centro de Rescate B ubicado en el Caribe (Figura

1).

4.3 Resultados del SnM-PCR.

De los 152 animales estudiados un total de cinco muestras fueron detectadas como
positivas para P. malariae/P. brasilianum (Figura 2). Uno de estos animales correspondi6 al
A. palliata del Centro de Rescate E en el Pacifico Sur, otro se encontraba en el Centro de
Rescate A en el Pacifico Central, y los tres restantes vivian en el Centro de Rescate B en el

Caribe (Figura 1). El andlisis descriptivo de las muestras positivas se detalla en el Cuadro 4.

4.4  Resultados del PCR para el género Plasmodium

Al analizar las cinco muestras detectadas como positivas en el SnM-PCR con el PCR
de género, solamente una de ellas resultd positiva. Esta Gnica muestra (E1), correspondi6 al
mismo mono en el que se observo trofozoitos y esquizontes del paréasito en la gota gruesa

(Cuadro 4).
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Figura 1. Ubicacion geografica de los Centros de Rescate y casos positivos de P. malariae

detectado mediante PCR multiplex semi anidado (SnM-PCR), Gota Gruesa (GG) y
secuenciacion.

M 1 2 3 4 C- C+ M

I269 Eb

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos del SnM-PCR para especies de
Plasmodium. (M: marcador de peso molecular; 1: muestra Al; 2: muestra B1, 3: muestra B2;
4: muestra E1; C -: control negativo; C+: control positivo de P. malariae).
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Cuadro 4. Analisis descriptivo de los animales positivos al Sh(M-PCR para P. malariae

Centro Muestra Especie Sexo Edad cC CP Muc NL EA Gota SnM-PCR
Rescate Gruesa
A Al C. jacchus M J N B N N No NSOP P. malariae
B B1 A. palliata H J N B N N No NSOP P. malariae
B B2 A. palliata M J N B N N No NSOP P. malariae
B B3 A. geoffroyi H J N B N N Perdi6 P.malariae P. malariae
unojo (trofozoitos)
E El A. palliata H J D B N N Perdi6  P. malariae P. malariae

unojo (trofozoitosy
esquizontes

M: macho, H: hembra; J: juvenil; CC: condicion corporal; N: normal, D: delgado; CP: condicion pelaje B: buena; Muc:
mucosas; NL: noédulos linfaticos; EA: enfermedades anteriores; NSOP: no se observaron parasitos.

4.5  Resultados secuenciacion y arbol filogenético

Ninguna de las cinco muestras de sangre positivas en SnM-PCR se pudo confirmar
por secuenciacion, mientras que la muestra positiva en el PCR para género se logro
secuenciar identificAndose como P. malariae/P. brasilianum, y confirmando asi los
resultados obtenidos microscopicamente y mediante SnM-PCR. El anélisis BLASTN en
GenBank mostré 100% de identidad con P. malariae/P. brasilianum (GenBank KJ934251)
reportada recientemente de casos humanos atipicos que se produjeron en Costa Rica en los
afios 2012-2013 (Figura 3). La secuencia de nucledtidos de esta muestra fue depositada en

GenBank y recibi6 el numero de acceso KU999995.
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g5/ P. malariae CR (KU999995)*
26| p. malariae CR1 (K1934251)
P. brasilianum BRA [(KC306723)*
190 | o prasilianum VEN  (KT266778)
P. brasilianum GF  (AF130735)*
P. malariae PNG (AF145336)
—— P. falciparum (HQ283216)

00 P. knowlesl [AY570417)%
a0 ’7 P. simium (AY579415)*
90 ' P. vivax (AY579418)

Theileriaspp (AF162432)

—_
01

Figura 3. Arbol filogenético generado para la secuencia amplificada con el gen 18S rDNA
por maxima verosimilitud, modelo de sustitucion y distanciamiento evolutivo de Tamura-
Nei. El analisis de remuestreo (con porcentaje de 1,000 replicaciones) esta representado por
nameros en cada uno de los nodos. CR: Costa Rica; BRA: Brasil; VEN: Venezuela; GF:
Guyana Francesa; PNG: Papla Nueva Guinea.

* Especies reportadas en primates no humanos, las restantes fueron reportadas en humanos.

5. Discusion

Este trabajo representa el primer estudio transversal, que combina las técnicas
diagndsticas de gota gruesa y biologia molecular (PCR y secuenciacion), para detectar
parasitos del género Plasmodium en primates no humanos en cautiverio de Costa Rica. Como
se analiz6 un 84.9 % de la poblacion de monos en cautiverio en trece centros de rescate, este
trabajo posee una buena representatividad de la poblacion en estudio, lo que brinda validez
interna (Canal-Diaz, 2006). En este estudio se encontr6 el parasito P. malariae/P.
brasilianum en tres especies de primates no humanos (A. palliata, A. geoffroyi y C. jacchus),
lo cual concuerda con lo reportado por otros investigadores, que también encontraron P.
malariae/P. brasilianum en monos de vida libre de Costa Rica (Chinchilla et al., 2006;

Chaves et al., 2015).
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La condicion general de los primates no humanos en cautiverio se determind como
buena, Unicamente en un 3.3 % del total de animales analizados se determiné una mala
condicion del pelaje. En el caso del mono congo, que resultd positivo a P. malariae/P.
brasilianum en gota gruesa y PCR, se determind una condicion corporal delgada, ademés
habia perdido un ojo, presuntamente por peleas con otros monos. Este animal fue encontrado
herido en el bosque, trasladado al Centro de Rescate para asistencia médica, y al momento
del muestreo tenia un mes de haber sido ingresado. En ninguno de los otros animales
analizados en el mismo centro (N=10), situado en el Pacifico Sur, se detectaron casos
positivos. Es posible, que este mono adquiriera el parasito estando en vida libre vy
probablemente ahi se esté presentando un ciclo silvestre para el parasito, lo que se
recomienda confirmar en futuros estudios (Chaves et al., 2015).

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por otros autores sobre la baja
sensibilidad de la gota con respecto al PCR (Lopéz et al., 2011; Mixson-Hayden et al., 2010;
Ndao et al., 2004); un total de cinco (3.3%) de 152 muestras resultaron positivas en SnM-
PCR, mientras que solamente dos (1.3 %) resultaron positivas en gota gruesa. Estos datos
revelan una baja prevalencia de parasitos del género Plasmodium en monos analizados en
Centros de Rescate de Costa Rica, lo cual concuerda con investigaciones en otros paises
como Brasil y Guyana Francesa, donde los autores han reportado prevalencias inferiores al
6 % en primates no humanos en cautiverio (Fandeur et al., 2000; Aradjo et al., 2013; Maeno
etal., 2015).

El PCR multiplex semi-anidado arrojo 5 resultados positivos para la especie P.
malariae/P. brasilianum, lo cual concuerda con lo descrito en la literatura, que es la especie
de Plasmodium mas frecuente en primates del Nuevo Mundo (Duarte et al., 2008; Aradjo et

al., 2013;). Tres de estos cinco animales portadores del parésito se encontraban recluidos en
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un Centro de Rescate en la zona del Caribe, en donde histéricamente se han presentado la
mayor parte de casos de malaria en humanos en Costa Rica (Avila-Agiero, 2008; Grupo
Técnico Nacional de Enfermedades Vectoriales Costa Rica, 2015), en esta misma region,
Chinchilla y colaboradores también reportaron la presencia del parasito en monos Congo de
vida libre (Chinchilla et al., 2006). Los otros dos monos portadores del parasito vivian en el
Centro de Rescate en la zona del Pacifico Central y Pacifico Sur. Las localidades en donde
se encontraron viviendo los animales en los centros de rescate presentaron caracteristicas
ambientales ideales como altitud y temperatura para la supervivencia del agente etioldgico y
el vector transmisor (Avila-Agiero, 2008; Chaves et al., 2015; MINSA, 2014). En este
estudio se reporta por primera vez la presencia de P. malariae/P. brasilianum en la especie
de mono no nativa Callithrix jacchus.

La secuenciacion determind que el parasito P. malariae/P. brasilianum encontrado
en el mono del Pacifico Sur es idéntico a los parasitos reportados recientemente en humanos,
los cuales no habian sido detectados desde 1959 en Costa Rica (Calvo et al., 2015). Estudios
basados en el analisis de la secuencia del gen 18S de P. brasilianum y P. malariae
demuestran, que la similitud entre ambas especies es mas del 99%, difiriendo Unicamente en
un polimorfismo de nucleotido simple. Hoy en dia, los dos parasitos se perciben como
variantes de la misma especie, que se han ido especializado en diferentes hospedadores. Es
por eso que, cuando se encuentra en monos se les denomina P. brasilianum y cuando se
encuentra en humanos P. malariae (Lalremruata et al., 2015).

En condiciones Optimas, donde existe un contacto cercano entre monos y seres
humanos, y exista la presencia de un mosquito vector competente, los parasitos de la malaria
cuartana son capaces de cruzar las fronteras entre hospedadores, dando lugar a una

antropozoonosis (Kirchgatter et al., 2014; Lalremruata et al., 2015; Maeno et al., 2015). Los
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presentes resultados proporcionan evidencia de que los primates no humanos pueden estar
actuando como reservorios de parasitos del género Plasmodium, pudiendo dificultar asi la
erradicacion de la enfermedad de la malaria en el pais.

Las consecuencias de esta situacion son importantes y la aparicion de un hospedador
alternativo del parésito necesita especial atencién por las autoridades de salud (Verhulst et
al., 2012; Maeno et al., 2015). Se recomienda realizar estudios para determinar las especies
de vectores involucrados en la transmisiéon del P. malariae/P. brasilianum en monos y
humanos en las localidades donde se han encontrado monos portadores de parasitos. Costa
Rica se encuentra actualmente en la fase de pre-eliminacion de la enfermedad (MINSA,
2014; Grupo Técnico Nacional de Enfermedades Vectoriales Costa Rica, 2015), por tanto es
de vital importancia incluir a los primates no humanos en los programas de control y

erradicacién de la enfermedad.

6. Conclusiones

El parasito P. malariae/P. brasilianum fue encontrado en diferentes especies de
primates no humanos en cautiverio y en diversas regiones del Sur de Costa Rica. La similitud
de las secuencias de los parasitos encontrados en humanos y en un mono sugiere, que estos
ultimos podrian estar actuando como reservorios de P.malariae/P. brasilianum, por lo que

es importante incluirlos en los programas de control y erradicacion.
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7. Recomendaciones

e Informar a las autoridades de salud para que evallten la inclusion de los primates no
humanos en los programas de control y erradicacion de la enfermedad.

e Realizar investigaciones para determinar los vectores involucrados en la transmision del
parasito, en zonas donde se han encontrado primates no humanos viviendo en cautiverio

infectados con P. malariae/P. brasilianum.
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ARTICULO I

Deteccion molecular de bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis en
primates no humanos de Costa Rica

Resumen

El complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) produce la enfermedad de
tuberculosis en humanos y primates no humanos (PNH), por lo que se considera una seria
amenaza para la vida de estos animales, principalmente aquellos que viven en cautiverio. El
diagndstico de la enfermedad en monos se ha basado principalmente en la respuesta
inmunitaria del huésped para detectar la infeccion, como lo es la prueba de tuberculina, la
cual carece de sensibilidad y especificidad. Esta investigacion representa el primer estudio
que utiliza un método molecular (reaccion en cadena de la polimerasa, PCR) para la deteccién
de material genético de MTBC en PNH en cautiverio. La recolecta de muestras se enfocé en
la cavidad bucal, presunta via de transmision de MTBC. Se analizaron 138 hisopados bucales
de primates no humanos de trece centros de rescate de Costa Rica. Ninguno de los animales
analizados presentd sintomatologia ni antecedentes sugestivos de enfermedad pulmonar al
momento del muestreo. En el PCR, un total de cinco muestras mostraron banda de
amplificacion entre 600-800 pb, sin embargo, la secuenciacion no logré confirmar que fuera
material genético de micobacterias patdgenas. Este trabajo constituye un primer registro de
la probable ausencia de micobacterias patdgenas en PNH, sin embargo, se recomienda no

desatender la enfermedad en esta poblacion.

Palabras claves:

Primates del Nuevo Mundo, tuberculosis, diagndstico, PCR, hisopados bucales
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Abstract

The Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) causes the tuberculosis disease
in humans and non-human primates (NHP), which is considered a serious threat to the lives
of the latter, mainly those living in captivity. The diagnosis has been based mainly on the
host immune response to detect the infection or disease in monkeys, such as the tuberculin
test, which lacks sensitivity and specificity. This research represents the first study using a
molecular method (polymerase chain reaction, PCR) for the detection of genetic material of
MTBC in NHP in captivity. Sample collection was focused on the oral cavity, the presumed
route of transmission of MTBC. Buccal swabs were collected from 138 non-human primates
from thirteen rescue centers of Costa Rica. None of the tested animals showed symptoms or
had a history suggestive of pulmonary disease at the time of sampling. With the PCR, a total
of five samples showed amplification bands between 600-800 bp, however, sequencing failed
to confirm that the detected genetic material was from pathogenic mycobacteria. This paper
represents the first report of the likely absence of pathogenic mycobacteria in NHP, however,

it is recommended to do not disattend the disease in the NHP population.

Keywords:

New World Monkey, tuberculosis, diagnosis, PCR, oral swabs.
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1. Introduccion

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa cronica y a menudo mortal,
producida por bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) (Coscolla et al.,
2013; Rosenbaum et al., 2015). Este complejo esta formado por un grupo de bacilos acido-
alcohol resistente que son patdgenos oportunistas de humanos y animales, en este grupo se
encuentran incluidos: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
microti, Mycobacterium africanum y Mycobacterium canetti (Une y Mori, 2007; Sakamoto,
2012).

El principal agente causante de la enfermedad en humanos es M. tuberculosis, seguido
de M. africanum, mientras que M. bovis es la principal causa de tuberculosis en ganado
vacuno Yy otros mamiferos (Serafino-Wani, 2012). El ser humano es el Unico reservorio de
M. tuberculosis, la infeccion de un mono con esta bacteria, suele ser en primera instancia por
contacto directo y cercano con un humano con tuberculosis activa (Montali et al., 2001; Oh
et al.,, 2002), ya que estos organismos pueden diseminarse entre especies, por medio de
aerosoles que contienen el bacilo, pero también de manera indirecta, por fomites, o
accidentalmente por manejo o procedimientos médicos como intubacién gastrica (Montali
et al., 2001; Estrada-Cely et al., 2011; Sakamoto, 2012; Métz-Rensing et al., 2015). Los
primates no humanos (PNH) también son susceptibles a la infeccion por micobacterias
patdgenas. Investigaciones realizadas en otros paises demostraron, que cerca del 70% de las
cepas aisladas en monos pertenecen al complejo M. tuberculosis, por lo tanto constituyen un
potencial riesgo zoono6tico, dada su capacidad para propagarse rapidamente, principalmente
cuando se encuentran en condiciones de cautiverio (Une y Mori, 2007; Estrada-Cely et al.,

2011; Nath et al., 2012;).
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Todos los PNH pueden desarrollar tuberculosis, sin embargo, el grado de
susceptibilidad varia segin la especie (Une y Mori, 2007; Matz-Rensing et al., 2015).
Investigaciones previas sugieren que los primates del Viejo Mundo suelen ser mas propensos
a desarrollar la enfermedad en comparacién con los primates del nuevo mundo (Motzel et
al., 2003; Lerche et al., 2008; Matz-Rensing et al., 2015); sin embargo, esto parece basarse
mas en datos epidemioldgicos que en experimentos de transmision (Jones et al., 2012). Los
estudios de tuberculosis en primates del Nuevo Mundo son muy escasos, hasta la fecha se ha
reportado la enfermedad en los géneros Saimiri, Aotus, Ateles y Cebus (Leathers y Hamm,
1976; Barragan y Brieva, 2005).

Después de la infeccién inicial con el bacilo, los sintomas clinicos son minimos o
ausentes hasta que la enfermedad estd muy avanzada (Mé&tz-Rensing et al., 2015). En algunos
casos suele ocurrir muerte subita, sin signos evidentes de enfermedad (Montali et al., 2001).
Generalmente la tuberculosis es una enfermedad pulmonar, pero esta bacteria puede
diseminarse internamente y afectar otros 6rganos, convirtiéndose en una infeccion sistémica
(Barrueta-Acevedo, 2011; Métz-Rensing et al., 2015). La enfermedad tanto en humanos
como en animales, se caracteriza por ser una enfermedad infecciosa, debilitante, cronica y
progresiva, caracterizada por la formacion de lesiones granulomatosas tipicas con diversos
grados de necrosis, calcificacién y encapsulacion en pulmones, nédulos linfaticos y otros
organos (Motzel et al., 2003; Engel et al., 2012; Sakamoto, 2012). Cuando la infeccién por
tuberculosis empieza a manifestarse, los animales generalmente presentan letargo
progresivo, anorexia, perdida de peso, pelaje opaco y tos (Van Kampen; Montali et al., 2001;
Lerche et al., 2008; Mé&tz-Rensing et al., 2015).

La prueba intradérmica de la tuberculina es el ensayo ante mortem mas utilizado para

el diagnostico de la tuberculosis en los primates no humanos, acompafado de radiografias y
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exploracion clinica (Montali et al., 2001). Los inconvenientes principales de la prueba de
tuberculina son las de requerir la manipulacion del animal en repetidas ocasiones, ya que la
reaccion debe leerse a las 24, 48 y 72 horas, ademas pueden darse resultados falsos positivos
debido a reacciones cruzadas con micobacterias ambientales (Lerche et al., 2008).
Reacciones falsas negativas pueden deberse a inmunosupresion del animal y a dificultades
en la aplicacion e interpretacion de la prueba (Mazurek et al., 2001).

Actualmente se emplean cada vez mas los métodos moleculares como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), para la deteccion de ADN de MTBC en muestras clinicas
(lavado broncoalveolar, aspirado gastrico y biopsias) de monos, las cuales deben ser
recolectadas en forma invasiva (Wilbur et al., 2012). Estudios recientes han reportado que
las micobacterias también se encuentran presentes en la cavidad bucal de individuos que
sufren tuberculosis pulmonar y extrapulmonar, por consiguiente, pueden ser detectadas
mediante muestras de hisopados bucales en PCR. La sensibilidad y especificidad reportada
para el PCR que utiliza hisopados bucales para detectar MTBC es de 90% y 100%,
respectivamente, con la gran ventaja, de que la toma de una muestran de hisopado oral
representa un método no invasivo y facil de aplicar en PNH. (Wilbur et al., 2012; Wood,
2014; Wood et al., 2015), proporcionando asi resultados confiables y sobre todo en menor
tiempo, por lo cual se considera como una herramienta Gtil para el diagnostico y control de
la enfermedad (Negi et al., 2005).

En Costa Rica las especies autoctonas de primates no humanos son Saimiri oerstedii
(mono ardilla), Ateles geoffroyi (mono arafia), Cebus imitator (mono cara blanca) y Alouatta
palliata (mono aullador). Entre 1990-1992 se detectaron dos casos positivos post mortem en
una tropa de monos arafia del zoologico Simon Bolivar. Los cuatro animales que convivian

con estos monos en el mismo recinto presentaron reaccion positiva a la prueba de tuberculina
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y fueron sacrificados (Dr. Juan Morales y Dr. Danilo Leandro, comunicacion personal).
Desde entonces se han realizado pocos estudios en primates no humanos, usando la
tuberculina sobre todo como técnica de diagnéstico (Dr. Mauricio Jiménez, comunicacion
personal). El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de bacterias del complejo
Mycobacterium tuberculosis en hisopados bucales de primates no humanos en cautiverio
utilizando la técnica de PCR, para determinar si existe un riesgo para las personas que cuidan

0 visitan estos animales.

2. Materiales y métodos
2.1  Poblacion, disefio de estudio y método de muestreo

Se realiz6 un estudio transversal de tipo descriptivo para la deteccion de especies de
Plasmodium en primates no humanos en condiciones de cautiverio en Centros de Rescate de
Vida Silvestre y zool4gicos. Se incluyeron en el estudio todos aquellos centros que estuvieron
anuentes a participar. Se realiz6 un muestreo probabilistico aleatorio simple en el que se
incluyeron todas las especies de monos presentes en dichos establecimientos. La poblacion
de monos en cautiverio en Costa Rica se estimd en alrededor de 250 individuos (Dr. Mauricio
Jiménez, comunicacién personal) y en base en esto, se calculd un tamafio de muestra minimo
requerido de 158 individuos, con un nivel de confianza del 95%, para detectar infeccion,
asumiendo una prevalencia minima esperada del 1% (Cannon y Roe, 1982; n= (1- (1-

P)d).(N-(d-1/2), utilizando el programa Win Episcope 2.0 (Thrusfield, 2001)
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2.2 Tomay manejo de la muestra

Los procedimientos realizados a los primates no humanos fueron evaluados vy
aprobados por la Comision de Bienestar Animal y Bioética de la Escuela de Medicina
Veterinaria (oficio FCSA-EMV-CBAB-005-2014).

Se inmovilizo al primate con el uso de medicamentos sedantes. El protocolo de
anestesia fue Ketamina (5-20mg/kg), en combinacion con Diazepam (0.5-2mg/kg),
administrado via intramuscular con monitorizacion de parametros vitales. A cada animal se
le realiz6 un examen objetivo general y evalud su estado nutricional y médico (Ver Anexo 1,
Ficha Clinica). Algunos de los pardmetros evaluados fueron condicion corporal, condicion
del pelaje, mucosas y enfermedades anteriores. El procedimiento se realiz6 de acuerdo a lo
descrito por Wilbur y colaboradores (2012). Se introdujo en la boca del mono un hisopo
estéril (Omniswab WB10-0035), se realiz6 un suave raspado de fondo de boca y de la cara
interna de las mejillas para obtener saliva y células bucales. Los hisopos se colocaron en
tubos Eppendorf estériles conteniendo un tampdn de lisis celular (Tris 50 MM pH 8,0, EDTA
50 mM, sacarosa 50 mM, NaCl 100 nM, y 1% SDS) y se almacenaron a temperatura

ambiente.

2.3 Analisis molecular
2.3.1 Extraccién de ADN

Se realizaron extracciones de ADN a partir de los hisopados bucales, haciendo uso
del kit comercial DNeasy Blood & Tissue de QIAGEN, conforme al protocolo establecido
por el fabricante. Cada muestra de ADN fue debidamente identificada con el codigo del

individuo y conservada a -20°C hasta su analisis molecular.
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2.3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Todas las muestras de ADN se sometieron a un PCR de punto final que amplificé una
region codificante del gen Rv0577 (presente solamente en micobacterias del complejo
Mycobacterium tuberculosis). Esta amplificacion se llevo a cabo segun lo descrito por Huard
y colaboradores (2003), con algunas modificaciones de tiempo y temperatura como se
describe a continuacion: la mezcla de la reaccion comprendié 14 pl de Dream Tag ™ PCR
Master Mix (Fermentas®), 1 pl (20 uM) del cebador Rv0577F (5’-ATG CCC AAG AGA
AGC GAA TAC AGG CAA-3) 1 pl (20 uM) del cebador Rv0577R (5°-CTA TTG CTG
CGG TGC GGG CTT CAA -3), 5 pl de ADN, y se completd con H20 libre de nucleasas
(Fermentas®) hasta completar un volumen final de 25 pl. El protocolo de amplificacion en
el termociclador fue el siguiente: 5 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C, 35 ciclos
repetidos de desnaturalizacion (94°C por 1 minuto), alineacion (61°C por 1 minuto) y
extension (72°C por 1 minuto), y una temperatura final de extension de 72°C por 10 minutos.
Como control negativo se utilizé H>O libre de nucleasas (Fermentas®) y como controles
positivos ADN de M. tuberculosis y M. bovis proporcionado por el Centro Nacional de
Referencia para la Tuberculosis (CNRTB), Instituto Costarricense de Investigacion y

Ensefianza en Nutricion y Salud (INCIENSA), Cartago, Costa Rica.

2.3.3 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa (1.5%)
en TBE 1X (Tris base, acido borico, EDTA, pH8, 0.5M) y tefiidos con colorante GelRed™
Nucleic Acid Gel Strain. La corrida electroforética se realiz6 a 90 voltios durante 45 minutos.

Como marcador de peso molecular se utilizO GenRuler 100 bp DNA Ladder Plus
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(Fermentas®). Los productos amplificados con un tamafio de 786 bp fueron considerados

positivos, y se enviaron para purificacion y secuenciacion a Macrogen (Seoul, Korea).

2.3.4 Secuenciacion

Los productos positivos en el PCR, fueron enviados a secuenciar a Macrogen (Seoul,
Corea) con el fin de confirmar los resultados. La edicion de las secuencias se realizd
manualmente con el programa BioEdit Sequence Aligment Editor® (Hall, 1999) y se
compar6 mediante el algoritmo BLASTn con la base de datos del NCBI (Nacional Center

for Biotechnology Information).

3. Andlisis estadistico

Se ingreso la informacion obtenida en la ficha clinica y los resultados de las pruebas
diagndsticas en una base de datos digital; después, se hizo una traduccion a un formato
numérico para facilitar el analisis. Se realiz6 un analisis descriptivo de los resultados a las
pruebas diagnosticas. Se realiz6 una distribucion de frecuencias de resultados positivos y

negativos y de los pardmetros evaluados en la ficha clinica con los respectivos porcentajes
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4. Resultados
4.1  Poblacion analizada y recoleccion de muestras.

Entre abril y noviembre de 2015 se visitaron 13 centros de rescate en los cuales se
recolectaron un total de 138 hisopados bucales de monos (Figura 1). En el estudio se
incluyeron cuatro especies de monos autoctonas de Costa Rica, S. oerstedii (15), A. palliata
(28), Ateles geoffroyi (44), Cebus imitator (34) y 17 monos de una especie no nativa
Callithrix jacchus (marmosetas). La distribucion del muestreo por centro de rescate se

muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Numero de primates no humanos analizados por especie y por centro de rescate

Especie Centro de Rescate (CR) Total
A B C D E F G H | J K L M

S. oerstedii 6/7 - - - 3/3 - - 6/6 - - - - - 15/16

A. palliata 2/4 7/11 - 5/6 3/4 - - 5/6 - 4/6 - 1/6 11 28/43

A. geoffroyi - 1/6 5/6 4/5 3/5 5/5 8/9 6/6 7/8 4/5 11 - - 44/58

C. imitator 0/3 1/4 2/2 3/4 11 6/7 - 6/7 11/12 2/2 2/2 - - 34/44

C. jacchus 17/18 - - - - - - - - - - - - 17/18

Total (%)  25/34 921  7/8 12715 1013 11/12 8/9  23/25 18/20 10/13  3/3 1/6 U1 138179
(735) (42.9) (87.5) (80.0) (76.9) (91.6) (88.8) (92.0) (90.0) (76.9) (100.0) (16.6) (100.0)  (77.0)

La descripcion de la poblacion de monos muestreada en los trece centros de rescate
en base a los parametros evaluados en la ficha clinica se detalla en el Cuadro 2. La mayoria
de los monos en cautiverio se encontraban en una edad adulta (70.3%). El 80,4% de los
monos analizados mostraron una condicion corporal normal, mientras que el 14,5% tenian
una condicion corporal delgada y tan solo el 1,5% presentaron una condicion corporal

caquéctica.
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Cuadro 2. Descripcion de la poblacion de monos analizada en trece centros de rescate de

Costa Rica, en base a la ficha clinica.

Caracteristica Estrato Monos (%)
n=138
Sexo Hembra 77 55.8
Macho 61 44.2
Edad Adulto 97 70.3
Juvenil 41 29.7
Condicion corporal Obeso 5 3.6
Normal 111 80.4
Delgado 20 145
Caquéctico 2 15
Condicion pelaje Buena 133 96.4
Mala 5 3.6
Alopecia Si 12 8.7
No 126 91.3
Ectoparéasitos Si 0 0
No 138 100
Mucosas Normales 134 97.1
Congestivas 1 0.7
Ictéricas 0 0
Palidas 3 2.2
Ciandtica 0 0
Hidratacion Normal 132 95.7
Deshidratacion leve 5 3.6
Deshidrataciéon moderada 1 0.7
Deshidratacion severa 0 0
Nddulos linfaticos Normales 135 97.8
Agrandados 3 2.2
Enfermedades anteriores Si 20 145
No 112 81.2
Desconoce 6 4.3
Tratamientos aplicados Si 32 23.2
No 102 73.9
Desconoce 4 2.9
Evaluacion veterinaria Si 135 97.8
No 3 2.2
Desparasitacion Si 126 91.3
No 3 2.2
Aun no (por edad) 9 6.5
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4.2  Resultados del PCR para complejo M. tuberculosis

De los 138 animales analizados un total de cinco muestras presentaron una banda de
amplificacion con un tamarfio entre 600-800 bp; sin embargo, no se pudieron confirmar por
secuenciacion. Estos animales no presentaron ningun signo evidente de enfermedad
tuberculosa al momento del muestreo. Todos convivian en recintos compartidos con otros
animales, tenian entre 1 y 8 afios en cautiverio y el contacto con humanos era escaso (Cuadro

3).

Alajuela

O Casos sospechosos de TB

10000000 0 10000000 20000000 Kilometers \")

Figura 1. Ubicacién geografica de los Centros de Rescate y casos sospechosos de
tuberculosis.



Cuadro 3. Anélisis descriptivo de los animales sospechosos a tuberculosis (PCR)

Centro de Rescate  Especie Sexo Edad CC CP Muc NL Enfermedades
anteriores
A C. jacchus M J N B N N No
A C. jacchus M A N B N N No
B A. palliata H A N B N N Perdié una pierna
E A. palliata M A N B N N No
F A. geoffroyi H A N B N N No

M: macho, H: hembra; A: adulto, J: juvenil; CC: condicion corporal, N: normal; CP: condicion pelaje, B:
buena; Muc: mucosas; NL: nddulos linféticos.

5. Discusién

El presente trabajo representa el primer estudio molecular que se realiza en Costa
Rica para la deteccion de micobacterias patdgenas en primates no humanos en cautiverio.
Hasta el momento la mayoria de las investigaciones de tuberculosis realizadas en primates
no humanos se han basado en la aplicacion de una prueba de tuberculina intradérmica
(Montali et al., 2001); sin embargo, en este estudio se implemento la técnica de PCR para
detectar material genético de micobacterias en hisopados de fondo de boca, el cual es un
método poco invasivo, facil de realizar, requiere minina manipulacion del primate y no se ve
afectada por la respuesta inmunolégica del individuo en comparacion con la prueba de
tuberculina, reduciendo asi el estrés generado al animal (Wood, 2014). Para este PCR se
reporta una alta sensibilidad y especificidad (90% y 100%, respectivamente) comparado con
el PCR en tiempo real (Wood et al., 2015).

Al realizar la revision general de cada individuo y la evaluacion de parametros
clinicos, el 80,4% presentaron una condicion corporal normal, el 14,5% presentaron una

condicion corporal delgada y solamente el 1,5% de los animales muestreados tenian una
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condicion corporal caquéctica, pero ninguno de los animales present6 sintomatologia ni
antecedentes sugestivos de enfermedad pulmonar.

En el PCR cinco (3.6 %) muestras presentaron fragmentos de amplificacion y se
consideraron positivas, sin embargo no se pudo determinar la presencia de bacterias del
complejo M. tuberculosis mediante secuenciacion. Se recomienda realizar a estos animales,
exadmenes complementarios como la prueba de tuberculina y radiografias para descartar por
completo la enfermedad. En los restantes 133 (96.4 %) individuos no se detectaron
fragmentos de amplificacion, por lo que fueron considerados como negativos.

La infeccion de los monos o cualquier otro animal con M. tuberculosis se atribuye al
contacto cercano con individuos con tuberculosis activa (Rabinowitz y Conti; Ghodbane y
Drancourt, 2013; Michel, 2015). La mayoria de los veterinarios de los diferentes centros de
rescate indicaron que procuraban que el contacto de los empleados y turistas con los monos
fuera el minimo necesario, para evitar la transmisién de microrganismos patégenos y la
impronta de los animales. Esto sumado a que Costa Rica presenta una baja incidencia de la
enfermedad en humanos (8 casos/100,000 habitantes en al afio 2014) (Organizacion Mundial
de la Salud, 2014), puede ser la razn que no se confirmaran casos positivos de tuberculosis
en los monos. Contrario a lo que sucede en Per(, en donde la incidencia de tuberculosis en
humanos es bastante alta (101/100,000 habitantes en el afio 2012) (OPS, 2014), y un estudio
en monos en cautiverio encontr6 un 13,6% de 220 animales con bacterias del complejo M.
tuberculosis en la boca de los animales mediante PCR (Rosenbaum et al., 2015).

La no confirmacion de casos positivos constituye un primer registro de la probable
ausencia de micobacterias patdgenas en monos en cautiverio, sin embargo no se debe de
desatender la enfermedad en la poblacién. Se recomienda continuar monitoreando al menos

una vez al afio a los PNH en cautiverio para detectar tempranamente infecciones activas o
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latentes. Costa Rica se encuentra en la fase de pre-eliminacion de la enfermedad de
tuberculosis (Organizacion Panamericana de la Salud, 2013), por lo tanto toda evidencia que
demuestre la presencia o ausencia de tuberculosis en poblaciones de animales, es de suma

importancia.

6. Conclusiones

En el presente estudio no se logro determinar la presencia de bacterias del complejo
M. tuberculosis mediante secuenciacion en primates no humanos en cautiverio. Este trabajo
constituye un primer registro de la probable ausencia de micobacterias patdgenas en PNH,

sin embargo, se recomienda no desatender la enfermedad en esta poblacion.

7. Recomendaciones

e Se recomienda realizar la prueba de tuberculina como prueba complementaria a
monos que resultaron con reacciones sospechosas en PCR para confirmar o descartar
la infeccion.

¢ Realizar pruebas de control de tuberculosis cada afio a los primates no humanos en
cautiverio para detectar tempranamente infecciones activas o latentes.

e Promover que las personas que trabajan en los centros de rescate (médicos
veterinarios, voluntarios extranjeros y empleados), y que tienen contacto con los

animales, presenten constancias médicas que certifiquen la ausencia de la infeccion
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Discusién general

Este trabajo representa el primer estudio transversal, que combina las técnicas
diagndsticas de gota gruesa y biologia molecular (PCR y secuenciacion), para detectar
parésitos del género Plasmodium en primates no humanos en cautiverio de Costa Rica. Como
se analiz6 un 84.9 % de la poblacion de monos en cautiverio en trece centros de rescate, este
trabajo posee una buena representatividad de la poblacion en estudio, lo que brinda validez
interna (Canal-Diaz, 2006). En este estudio se encontré el parésito P. malariae/P.
brasilianum en tres especies de primates no humanos (A. palliata, A. geoffroyi y C. jacchus),
lo cual concuerda con lo reportado por otros investigadores, que también encontraron P.
malariae/P. brasilianum en monos de vida libre de Costa Rica (Chinchilla et al., 2006;
Chaves et al., 2015).

La condicion general de los primates no humanos en cautiverio se determiné como
buena, Unicamente en un 3.3 % del total de animales analizados se determind una mala
condicion del pelaje. En el caso del mono congo, que resultd positivo a P. malariae/P.
brasilianum en gota gruesa y PCR, se determind una condicién corporal delgada, ademés
habia perdido un ojo, presuntamente por peleas con otros monos. Este animal fue encontrado
herido en el bosque, trasladado al Centro de Rescate para asistencia médica, y al momento
del muestreo tenia un mes de haber sido ingresado. En ninguno de los otros animales
analizados en el mismo centro (N=10), situado en el Pacifico Sur, se detectaron casos
positivos. Es posible, que este mono adquiriera el parasito estando en vida libre y
probablemente ahi se esté presentando un ciclo silvestre para el parasito, lo que se

recomienda confirmar en futuros estudios (Chaves et al., 2015).
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Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por otros autores sobre la baja
sensibilidad de la gota con respecto al PCR (Lopéz et al., 2011; Mixson-Hayden et al., 2010;
Ndao et al., 2004); un total de cinco (3.3%) de 152 muestras resultaron positivas en SnM-
PCR, mientras que solamente dos (1.3 %) resultaron positivas en gota gruesa. Estos datos
revelan una baja prevalencia de parésitos del género Plasmodium en monos analizados en
Centros de Rescate de Costa Rica, lo cual concuerda con investigaciones en otros paises
como Brasil y Guyana Francesa, donde los autores han reportado prevalencias inferiores al
6 % en primates no humanos en cautiverio (Fandeur et al., 2000; Aradjo et al., 2013; Maeno
et al., 2015).

El PCR multiplex semi-anidado arrojo 5 resultados positivos para la especie P.
malariae/P. brasilianum, lo cual concuerda con lo descrito en la literatura, que es la especie
de Plasmodium mas frecuente en primates del Nuevo Mundo (Duarte et al., 2008; Aradjo et
al., 2013;). Tres de estos cinco animales portadores del parasito se encontraban recluidos en
un Centro de Rescate en la zona del Caribe, en donde histéricamente se han presentado la
mayor parte de casos de malaria en humanos en Costa Rica (Avila-Agbero, 2008; Grupo
Técnico Nacional de Enfermedades Vectoriales Costa Rica, 2015), en esta misma region,
Chinchilla y colaboradores también reportaron la presencia del parasito en monos Congo de
vida libre (Chinchilla et al., 2006). Los otros dos monos portadores del parasito vivian en el
Centro de Rescate en la zona del Pacifico Central y Pacifico Sur. Las localidades en donde
se encontraron viviendo los animales en los centros de rescate presentaron caracteristicas
ambientales ideales como altitud y temperatura para la supervivencia del agente etioldgico y
el vector transmisor (Avila-Agiero, 2008; Chaves et al., 2015; MINSA, 2014). En este
estudio se reporta por primera vez la presencia de P. malariae/P. brasilianum en la especie

de mono no nativa Callithrix jacchus.
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La secuenciacion determind que el parésito P. malariae/P. brasilianum encontrado
en el mono del Pacifico Sur es idéntico a los parasitos reportados recientemente en humanos,
los cuales no habian sido detectados desde 1959 en Costa Rica (Calvo et al., 2015). Estudios
basados en el analisis de la secuencia del gen 18S de P. brasilianum y P. malariae
demuestran, que la similitud entre ambas especies es mas del 99%, difiriendo Unicamente en
un polimorfismo de nucleétido simple. Hoy en dia, los dos parasitos se perciben como
variantes de la misma especie, que se han ido especializado en diferentes hospedadores. Es
por eso que, cuando se encuentra en monos se les denomina P. brasilianum y cuando se
encuentra en humanos P. malariae (Lalremruata et al., 2015).

En condiciones Optimas, donde existe un contacto cercano entre monos y seres
humanos, y exista la presencia de un mosquito vector competente, los parasitos de la malaria
cuartana son capaces de cruzar las fronteras entre hospedadores, dando lugar a una
antropozoonosis (Kirchgatter et al., 2014; Lalremruata et al., 2015; Maeno et al., 2015). Los
presentes resultados proporcionan evidencia de que los primates no humanos pueden estar
actuando como reservorios de parasitos del género Plasmodium, pudiendo dificultar asi la
erradicacion de la enfermedad de la malaria en el pais.

Las consecuencias de esta situacion son importantes y la aparicion de un hospedador
alternativo del parésito necesita especial atencién por las autoridades de salud (Verhulst et
al., 2012; Maeno et al., 2015). Se recomienda realizar estudios para determinar las especies
de vectores involucrados en la transmision del P. malariae/P. brasilianum en monos y
humanos en las localidades donde se han encontrado monos portadores de parasitos. Costa
Rica se encuentra actualmente en la fase de pre-eliminacion de la enfermedad (MINSA,

2014; Grupo Técnico Nacional de Enfermedades Vectoriales Costa Rica, 2015), por tanto es
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de vital importancia incluir a los primates no humanos en los programas de control y
erradicacion de la enfermedad.

El presente trabajo representa el primer estudio molecular que se realiza en Costa
Rica para la deteccion de micobacterias patdgenas en primates no humanos en cautiverio.
Hasta el momento la mayoria de las investigaciones de tuberculosis realizadas en primates
no humanos se han basado en la aplicacion de una prueba de tuberculina intradérmica
(Montali et al., 2001); sin embargo, en este estudio se implement6 la técnica de PCR para
detectar material genético de micobacterias en hisopados de fondo de boca, el cual es un
método poco invasivo, facil de realizar, requiere minina manipulacion del primate y no se ve
afectada por la respuesta inmunoldgica del individuo en comparacién con la prueba de
tuberculina, reduciendo asi el estrés generado al animal (Wood, 2014). Para este PCR se
reporta una alta sensibilidad y especificidad (90% y 100%, respectivamente) comparado con
el PCR en tiempo real (Wood et al., 2015).

Al realizar la revision general de cada individuo y la evaluacién de pardmetros
clinicos, el 80,4% presentaron una condicion corporal normal, el 14,5% presentaron una
condicion corporal delgada y solamente el 1,5% de los animales muestreados tenian una
condicion corporal caquéctica, pero ninguno de los animales presentd sintomatologia ni
antecedentes sugestivos de enfermedad pulmonar.

En el PCR cinco (3.6 %) muestras presentaron fragmentos de amplificacién y se
consideraron positivas, sin embargo no se pudo determinar la presencia de bacterias del
complejo M. tuberculosis mediante secuenciacion. Se recomienda realizar a estos animales,
examenes complementarios como la prueba de tuberculina y radiografias para descartar por
completo la enfermedad. En los restantes 133 (96.4 %) individuos no se detectaron

fragmentos de amplificacion, por lo que fueron considerados como negativos.

48



La infeccion de los monos o cualquier otro animal con M. tuberculosis se atribuye al
contacto cercano con individuos con tuberculosis activa (Ghodbane & Drancourt, 2013;
Michel, 2015; Rabinowitz & Conti). La mayoria de los veterinarios de los diferentes centros
de rescate indicaron que procuraban que el contacto de los empleados y turistas con los
monos fuera el minimo necesario, para evitar la transmision de microrganismos patdgenos y
la impronta de los animales. Esto sumado a que Costa Rica presenta una baja incidencia de
la enfermedad en humanos (8 casos/100,000 habitantes en al afio 2014) (Organizacion
Mundial de la Salud, 2014), puede ser la razon que no se confirmaran casos positivos de
tuberculosis en los monos. Contrario a lo que sucede en Perd, en donde la incidencia de
tuberculosis en humanos es bastante alta (101/100,000 habitantes en el afio 2012) (OPS,
2014), y un estudio en monos en cautiverio encontrd un 13,6% de 220 animales con bacterias
del complejo M. tuberculosis en la boca de los animales mediante PCR (Rosenbaum et al.,
2015).

La no confirmacion de casos positivos constituye un primer registro de la probable
ausencia de micobacterias patégenas en monos en cautiverio, sin embargo no se debe de
desatender la enfermedad en la poblacién. Se recomienda continuar monitoreando al menos
una vez al afio a los PNH en cautiverio para detectar tempranamente infecciones activas o
latentes. Costa Rica se encuentra en la fase de pre-eliminacion de la enfermedad de
tuberculosis (Organizacion Panamericana de la Salud, 2013), por lo tanto toda evidencia que
demuestre la presencia o ausencia de tuberculosis en poblaciones de animales, es de suma

importancia.
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Conclusiones generales

El hallazgo de P. malariae/P. brasilianum en diferentes especies de primates no
humanos en cautiverio y en diversas regiones de Costa Rica, indica una amplia distribucién
del parasito. La similitud de las secuencias de los parésitos encontrados en humanos y en un
mono sugiere, que estos Ultimos podrian estar actuando como reservorios de P.malariae/P.

brasilianum, por lo que es importante incluirlos en los programas de control y erradicacion.

En el presente estudio no se logré determinar la presencia de bacterias del complejo
M. tuberculosis mediante secuenciacion en primates no humanos en cautiverio. Este trabajo
constituye un primer registro de la probable ausencia de micobacterias patdégenas en PNH,

sin embargo, se recomienda no desatender la enfermedad en esta poblacion.

Recomendaciones generales

e Informar a las autoridades de salud para que evallen la inclusion de los primates no
humanos en los programas de control y erradicacion de la enfermedad.

e Realizar investigaciones para determinar los vectores involucrados en la transmision
del parésito, en zonas donde se han encontrado primates no humanos viviendo en
cautiverio infectados con P. malariae/P. brasilianum.

e Se recomienda realizar la prueba de tuberculina como prueba complementaria a
monos que resultaron con reacciones sospechosas en PCR para confirmar o descartar
la infeccion.
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Realizar pruebas de control de tuberculosis cada afio a los primates no humanos en
cautiverio para detectar tempranamente infecciones activas o latentes.

Promover que las personas que trabajan en los centros de rescate (médicos
veterinarios, voluntarios extranjeros y empleados), y que tienen contacto con los

animales, presenten constancias médicas que certifiquen la ausencia de la infeccion.
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Anexo 1

CNAIRE N NS ARG

UNA Universidad Nacional de Costa Rica 3."\'@
' 4

Centro de rescate:
Coordenzdas geograficas
Fecha:
Ficha clinica
_Especie
Nombre comun
Identificacion
Sexo Edad Temperanwra (CC): | Peso:
= Mascualino = Adulto
= Femenino = Juvenil _
Condicion fizica | Condicion del pelaje | Alopecia Ectaparasitos
- Si = Si
= Obesa = Buena - -
= Namnal = Mala b B
= Delgado Observaciones:
= Caquactico
Mucozas Hidratacion Nodalos Iinfaticos:
=~ Naomnales = Palidas = Naomnal =~ Namnales
= Congestivas = Cianotica = Desh. leve -
= Ictéricas = Desh. Moderada BAgooete
= Desh. severa
Ficha de Manejo
Dieta:
Frecuencia de alimentacion (raciones par dia):
Apetito: = Normal = Dizminuido = Aumentado = Anorexia
Tiempo cautiverio:
Lugares previos al lagar actaal _
Enfermedades anteriores | En caso de que su respussta sea Si, cuales enfermedades ha
| presentado el animal:
Z No
= Desconoce
Tratamientos aplicadoz | En caso d2 que su respuesta sea Si, cuales tratamientos
oSi meédicos han sido aplicados al animal:
Z Na
| = Desconoce
Evaluacion veterinaria Frecuencia de evaluzcion:
o 8i
= No
Desparasitacion Frecuencia de desparasitacion.
=g
= No




