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Resumen

La mayoria de primates silvestres ocupan paises econdmicamente desfavorecidos,
pero aquellos que viven en cautividad se distribuyen por todo el mundo (Ferrie et al., 2014).
Los parques zooldgicos, los centros de investigacion y los santuarios son las principales
instituciones que los albergan por diversos motivos. En el caso de los parques zoolégicos y
de los centros de investigacién uno de sus principales objetivos es la investigacién. Por el
contrario, los santuarios surgen en su mayoria en el pais de origen del primate, con el fin de
rehabilitar y/o preparar los animales para una posible reintroduccion en la naturaleza
(Leendertz et al., 2006). Los primates en cautividad viven en espacios restringidos donde la
reinfeccidn parasitaria es sencilla sin un buen control de los parasitos existentes. Por tanto,
para un mantenimiento éptimo, es vital conocer los parasitos presentes, su forma de
diagndstico y las medidas sanitarias de tratamiento y profilaxis. El conocimiento de las lineas
base de parasitismos de los primates, permite evaluar el estado sanitario de sus poblaciones
y mejorar la profilaxis de las enfermedades en ellas tanto de los primates cautivos como de

los silvestres (Gillespie, 2006).

La diversidad parasitaria es diferente dependiendo del drea de distribucién del
primate, no se dispone de estudios que correlacionen las caracteristicas de un primate con
la diversidad de parasitos que alberga y se ha demostrado que cuanto mds se estudia una
especie, mayor diversidad de parasitos se describen en ella, por ello, resulta imprescindible
aplicar técnicas de diagndstico de forma rutinaria para diagnosticar los parasitos

gastrointestinales (Nunn et al., 2003).

Desde la primera técnica de coprologia parasitaria, se han desarrollado un sinfin de
métodos y estos han ido sufriendo modificaciones para mejorarlos o adaptarlos. Por
ejemplo, algunas de las técnicas cualitativas se han convertido en cuantitativas (Cringoli,
2006; Becker et al., 2011). Conscientes de las limitaciones de equipamiento en ciertas
condiciones de investigacién, se han redisefiado técnicas de diagndstico coproldgico que no
requieren de material laboratorial especializado para simplificar su utilizacién y ampliar sus
posibilidades de uso en el campo o en zonas econdmicamente desfavorecidas (Knopp et al.,

2009), aungue se siguen necesitando estudios sobre técnicas coproparasitarias que ofrezcan
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mayor sensibilidad y espectro de diagndstico sin tener que depender del uso de equipos

caros o inaccesibles (Barda et al., 2013).

Ninguna de las técnicas descritas ha sido estandarizada como la “gold standard” para
la identificacion de todos los parasitos de primates. En la actualidad existe una controversia
sobre la idoneidad de las técnicas coproldgicas. En la Ultima década se han realizado
comparativas para evaluar la sensibilidad de diferentes técnicas para la deteccién de ciertas
formas parasitarias, pero existe escasa bibliografia que compare la sensibilidad de las
técnicas o expongan los inconvenientes y las ventajas de las mismas para las diferentes

situaciones de trabajo (Christie et al., 2011).

Este estudio ha realizado una revision bibliografica sobre las técnicas
coproparasitarias utilizadas en primates que ha permitido escoger alguno de los métodos
de diagnodstico descrito y compararlos entre si. La finalidad de esta evaluacion ha sido
obtener informacion de la diversidad de parasitos presentes en el santuario Vervet Monkey
Foundation y conocer el (los) método(s) de mayor eficacia para su diagnostico. Por ultimo,
se ha estudiado como ciertos factores pueden influir tanto en el disefio del protocolo como

en la eficacia del diagndstico.

Para ello se eligieron métodos de examen directo, de flotacion y de sedimentacién
gue fueron los mas encontrados en la literatura. Durante la fase experimental se
compararon dos procedimientos de homogenizacion y filtrado, asi como distintos métodos

de recuperacién de formas parasitarias tanto en condiciones de laboratorio como de campo.

Los resultados obtenidos apoyan los estudios que combinan flotacion vy
sedimentacién para determinar la prevalencia de un parasito (Katagiri y Oliveira-Sequeira,
2010; Pomajbikova et al., 2013) y exponen algunos de los factores a tener en cuenta a la
hora de elegir una técnica, asi como los riesgos de generalizar los resultados obtenidos por
un autor con una técnica determinada. La utilizacién de distintos protocolos hace que sea
imposible comparar los datos obtenidos por los autores y se recomienda intentar aunar los
esfuerzos para estandarizar las técnicas utilizadas (Ashford y Reid, 2000; Gillespie, 2006;

Ballweber et al., 2014).
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Summary

Most of the wild primates live in developing countries, meanwhile captive primates
are kept all around the world (Ferrie et al., 2014). Zoos, research facilities and sanctuaries
are the main institutions that lodge these animals. Research is the main objective of research
centres and one of the most important functions of zoos. On the contrary, sanctuaries are
located mainly in the countries where primates live with the goal of rehabilitate back into
the wild (Leendertz et al., 2006). Primates in captivity live in enclosures that parasite
reinfection is promoted without an adequate parasite control. So, knowledge about existent
parasites in the collection and how to diagnose, prevent and treat them is essential for an
optimal keeping. Knowing the parasite baseline of primates allows researchers to evaluate
the parasite level and improve the knowledge about these diseases which affect captive and

wild primates (Gillespie, 2006).

Parasite diversity depends on the distribution where the primate lives ; there are no
evidences if there is a correlation between the characteristics of each primate and the
parasites that affects it. It is also demonstrated that as most a primate species is studied
more parasite are described on it, because of that, is essential to perform routinely
coprological techniques to diagnose gastrointestinal parasites in primates (Nunn et al,,

2003).

Since the first coprological technique was described, several methods based on old
technigues have been developed. For example, some qualitative techniques have become
quantitative (Cringoli, 2006; Becker et al., 2011). Aware of the well-known limitations of
different research situations, some coprological techniques have been modified to avoid the
mandatory use of specific laboratory equipment affording their use in the field and
developing countries (Knopp et al., 2009). Even though, studies to develop more sensitive
techniques that do not need the difficult access or expensive equipment must be performed

(Barda et al., 2013).

No one of the primate coprological techniques described in the literature has been

categorised as the gold standard. Nowadays a controversy exists about this issue. During the
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last decade, comparative studies of coprological techniques have been performed, but,
there is little information about several species and about the advantages and disadvantages

of these techniques on the different application situations (Christie et al., 2011).

In this study a literature review was performed to know which are the most used
coprological technigues in primates to compare them. The goals of this study are to know
the parasite diversity in Vervet Monkey Foundation vervet sanctuary and to elucidate which
are the most appropriated techniques to diagnose these parasites. Finally, we also

considered how different factors can modify the results.

For this, a direct smear, flotation and sedimentation techniques were chosen from
the literature to do the comparison. During the experimental phase two methods of
homogenization and filtration were compared, as well as different recovery techniques of

parasitic forms in the field and laboratory situation.

Our results are supported by the studies that combine flotation and sedimentation
techniques to determinate a parasite prevalence (Katagiri and Oliveira-Sequeira, 2010 ;
Pomajbikova et al., 2013). Also, our results show different factors to take into account to
choose the techniques, as well as, the inappropriateness of comparing results from different
authors and obtained with different techniques. The large variability between the
techniques used in the literature make it impossible to compare results among studies; and
is recommended to standardize the techniques in the future to avoid this problem (Ashford

and Reid, 2000; Gillespie, 2006; Ballweber et al., 2014).
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Optimizacion de técnicas coproldgicas para el diagndstico parasitario en el mono vervet

Este apartado trata las generalidades de esta especie. En primer lugar, se explican
los cambios que ha sufrido en su nomenclatura hasta llegar a la actual. A continuacién, se
detallan algunas de sus peculiaridades morfoldgicas y etoldgicas mas caracteristicas que le
han permitido adaptarse a diferentes habitats en los que se encuentra. Por ultimo, se
exponen los distintos centros que suelen albergar esta especie y cudl es la finalidad de

mantenerla en cautividad.

1.1.1. Taxonomia

El origen de la denominacion del orden Primates se remonta a la ordenacion
taxondémica realizada por Linneo en 1758. Se basé en la semejanza con el ser humano para
clasificar los mamiferos en varios grupos. Los mds semejantes al hombre se denominaron

Primates, a continuacion, se encontraban los Secundates y por ultimo los Terciates.

Se cree que los primeros primates pudieron existir hace 65 millones de afios a finales
del Cretacico, divergiendo en catarrinos (monos del viejo mundo) y platirrinos (monos del
nuevo mundo) hace unos 35 millones de afios (Dunbar y Barrett, 2000; Williams et al., 2010).
Actualmente el infraorden Catarrhini forma parte del suborden Haplorrhini y se compone,
entre otras, de la familia Cercopithecidae que divergio de la Hominidae hace 23 millones de
afios (Goodman et al., 1998). Esta familia se clasifica en distintas subfamilias como la
Cercopithecinae formada por numerosas especies con distinto estado de conservacion
(Hacker et al., 1998) como los babuinos (género Papio), los macacos (género Macaca) y los

cercopitecos (género Cercopithecus) (Dunbar y Barrett, 2000).

El género Cercopithecus engloba la mayor parte de los primates autdctonos de Africa
subsahariana (Grubb et al., 2003). En 1966, la especie Cercopithecus aethiops, se incluia
dentro de este género junto con otras 66 especies. Esta, a su vez, se dividia en distintas
subespecies dependiendo de la localizacién geografica (Rowell, 1970), siendo Cercopithecus

aethiops pygerythrus la subespecie distribuida por Sudafrica.
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Diversos cambios en la ordenacion taxondmica hacen que, en 1981, se encuentre
catalogada como la especie Cercopithecus pygerythrus, estando aun incluida dentro del
mismo género (Finchamy Seier, 1981). En 1993, del género Cercopithecus se escinden cinco
de las 66 especies para constituir el nuevo género Chlorocebus. Formando este género
encontramos la especie Cercopithecus pygerythrus que pasa a denominarse Chlorocebus

pygerythrus (Groves, 2001; Wilson y Reeder, 2005).

Existe un consenso creciente acerca de que Chlorocebus constituya un género
independiente de Cercopithecus, pero aun no se ha resuelto la controversia morfoldgica
entre las cinco especies principales que lo forman ni sus subespecies. Los avances en
técnicas moleculares, en secuenciacion de ADN y proximos estudios genéticos podrian
volver a cambiar su clasificacién actual (figura 1) y deberian resolver definitivamente esta

discrepancia (Lernould, 1988; Groves, 2001; Grubb et al., 2003; Jasinska et al., 2013).

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Mammalia
Orden Primates
Suborden Haplorrhini
Infraorden Catarrhini
Familia Cercopithecidae
Subfamilia Cercopithecinae
Género Cercopithecus
Género Chlorocebus
Especie Chlorocebus pygerythrus
Subespecie Chlorocebus pygerythrus excubitor
Subespecie Chlorocebus pygerythrus hilgerti
Subespecie Chlorocebus pygerythrus nesiotes
Subespecie Chlorocebus pygerythrus pygerythrus
Subespecie Chlorocebus pygerythrus rufoviridis

Figura 1. Clasificacion actual de C. pygerythrus.

La forma de nombrar comiUnmente la especie C. pygerythrus estd llena de
desacuerdos. En la mayoria de la literatura reciente, aparece nombrado como vervet,
aungue también es posible encontrarlo como cercopiteco verde o mono (de) vervet. No se
debe confundir la denominacién de mono verde que hace referencia a la especie C. sabaeus

(Jasinska et al., 2013).
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Dependiendo de la formacién académica del autor la palabra "vervet" tiene un
concepto distinto pudiendo llevar a la confusién del lector. En el drea de conocimiento de
los primatdlogos, cuando se utiliza el término vervet, no se usa para referirse a una unica
especie, sino que engloba todas las que forman el género Chlorocebus. Por el contrario, en
el drea de conocimiento de la investigacion en general, los inmundlogos y los virdlogos
utilizan el concepto de "vervet" para referirse a una Unica especie, C. pygerythrus, mientras
que usan el término African Green Monkey cuya traduccién literal seria mono verde

africano, para referirse al género completo Chlorocebus (Jasinska et al., 2013).

1.1.2. Caracteristicas morfolégicas y etologicas

La especiacion alopatrida se da por la separacién fisica de una poblacion inicial en
dos o mas grupos. Como consecuencia del aislamiento reproductivo y dependiendo del
nuevo ambiente al que llegan los animales, se ven favorecidas ciertas caracteristicas
morfoldgicas y determinados comportamientos. Ademas, existe la posibilidad de hibridacion
con otras especies, creando grupos de animales con caracteristicas distintas entre ellos y
con la poblacién inicial (Templeton et al., 1986). A lo largo de la historia evolutiva de los
primates las poblaciones se han ido dispersando por el mundo y han formado poblaciones
con fenotipos y comportamientos muy variables. Pese a que existen ciertas caracteristicas
comunes a casi todas las especies de primates, la diversidad dentro del orden sorprende por
su heterogeneidad en cuanto a su morfologia, ecologia y comportamiento. Se compone de
especies como el Iémur ratén pigmeo (Micricebus myoxinus) con 30 g de peso y tamafio
corporal de 12 cm (sin la cola) hasta el gorila (Gorilla gorilla) con 1,75 m y mas de 150 kg de

peso (Boyd y Silk, 2001).

Generalmente, en todas las especies de primates, las manos y los pies son
pentaddctilos terminados por almohadillas tactiles cubiertas por ufias planas. Los dedos
presentan gran movilidad, permitiendo la flexion total. Los pulgares oponibles
principalmente en manos les dotan de un excelente agarre, lo que les ayuda a trepar a los
arboles, a desplazarse entre sus ramasy a utilizar herramientas. El centro de gravedad esta
caudal por lo que son las extremidades posteriores las que dominan la locomocién. Ademas,

los pies plantigrados, les permiten erguirse sobre sus extremidades posteriores e incluso
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caminar en bipedismo, aunque en el caso de los monos vervets son considerados

cuadrupedos (Fedigan y Fedigan, 1988; Boyd y Silk, 2001).

Todas las especies del género Chlorocebus tienen el tamafio de un gato domésticoy
presentan dimorfismo sexual. Los machos son mas corpulentos que las hembras. El peso
medio de un macho adulto es de 6,4 kg (4,3 — 6,6 kg) con una longitud corporal de unos 42
a 60 cm, frente a los 3,5 kg (2,9 — 5,8 kg) de las hembras y a los 30 — 50 cm de longitud
corporal (Zihlman y Underwood, 2013).

A diferencia de los simios, la mayoria de los monos tienen una cola larga. En el caso
de este género, no es prensil, pero les dota de cierto agarre y les sirve para estabilizarse.
Puede tener una longitud mayor a la corporal, llegando a alcanzar los 70 cm (Cheney vy
Seyfarth, 1990). La coloracién de la piel es azulada en el abdomen mientras que es oscura
en la zona distal de las extremidades y la cara. El pelaje es una mezcla de pelos marrones,
amarillos, grises y verdes con la punta gris claro que dan un color global de amarillento a
verdoso. La parte dorsal del animal es mas oscura mientras que las zonas ventrales son mas

blancas. Las extremidades son largas en relacion con el cuerpo (Groves, 2001).

En comparacion con otros mamiferos de tamafio similar, los primates tienen un
mayor volumen cerebral. En la cara anterior de la cabeza, existen unas grandes drbitas
redondeadas y protegidas por un saliente éseo, que albergan los ojos (figura 2). Esta
disposicién de los globos oculares, les dota de una vision estereoscédpica. La visidén es en
color. Este sentido parece haber ganado importancia, en detrimento del olfato. El hocico es
corto y el sentido del olfato tiene menor importancia en los primates diurnos como C.
pygerythrus. La orientacion de las narinas permite distinguir dos grandes grupos de primates
no humanos (PNH), los platirrinos (hacia los lados) y los catarrinos (hacia abajo) que incluye
al género Chlorocebus. Los vervets, al igual que otros miembros de la superfamilia
Cercopithecoidea presenta abazones que les permiten almacenar alimentos para
consumirlos posteriormente (Abee et al., 2012). La cavidad bucal también esconde la
denticion (figura 3). Entre las diferentes especies de PNH hay un maximo de dos incisivos,
un canino, tres premolares y tres molares poco especializados por cada hemimandibula y

hemimaxilar (Boyd y Silk, 2001). En el caso del género Chlorocebus tienen por cada
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hemimaxilar y cada hemimandibula dos incisivos, un canino, dos premolares y tres molares

(Wolfe-Coote, 2005).

Figura 2. Craneo de C. pygerythrus.

Durante la primera semana de vida aparecen los incisivos inferiores, mientras que
los incisivos centrales superiores aparecen durante la segunda y en la tercera semana de
vida erupcionan los incisivos laterales. Al mes y medio de vida hacen aparicion los caninos,
tanto inferiores como superiores. En la mandibula y el maxilar, aparecen los premolares
entre los dos meses y dos meses y medio. Por ultimo, crecen los molares, en primer lugar,
los inferiores (113 — 119 dias) y en ultimo los superiores (113 — 140 dias). En los meses
siguientes los dientes deciduos irdn cayéndose y dejardn paso a las piezas dentales

permanentes. El primer molar permanente aparece a los 14 meses de edad (Seier, 1986).

Figura 3. Denticion de C. pygerythrus con un afo y cuatro meses (izquierda) y
con ocho aiios de edad (derecha).

31



Introduccion

Vive en grupos sociales compuesto por varios machos y varias hembras, el ratio
macho-hembra es de 1:1 y se establece una jerarquia social. El nimero de individuos varia
desde pequefios grupos formados por apenas cinco monos a grandes grupos compuestos
por mas de 75 integrantes (Struhsaker, 1967b; Dunbar, 1974; Isbell et al., 1993; Turner et
al., 1997; Hacker et al., 1998). Al igual que en otras especies, en los vervets, se ha observado
gue a medida que aumenta el tamafio del grupo, el tiempo que cada miembro dedica a la
vigilancia disminuye. Por el contrario, aumenta la cantidad de comida ingerida. Pero, un
numero excesivo de individuos hace que la cantidad de recursos para el grupo sea menor.
Cada integrante ingerird menor cantidad de alimento y aumentara el tiempo de busqueda.
El tamafio "0ptimo" del grupo parece ser determinado por las hembras que regulan el

numero de machos del grupo permitiéndoles o no la cépula (Baldellou y Henzi, 1992).

La mayoria de las hembras permanecen siempre en el grupo de nacimiento. Por el
contrario, los machos abandonan el suyo al alcanzar la madurez sexual. A lo largo de su vida,
los machos pueden volver a cambiar varias veces de grupo. Este comportamiento migratorio
es propio también de otros monos del viejo mundo (Pusey, 1987). Lo mas habitual es que se
intenten unir a comunidades que han aceptado previamente otros machos de su grupo
(Cheney y Seyfarth, 1983a). Durante el periodo de intercambio, la mortalidad es superior en
machos que en hembras. Al alejarse de su grupo original, algunos de los machos son cazados
por depredadores, otros son atacados por los miembros del nuevo grupo y otros

desaparecen sin dejar rastro (Cheney y Seyfarth, 1983b).

Las hembras de C. pygerythrus no presentan hinchazén perineal ciclico como los
babuinos y la menstruacion es escasa (Seier et al., 1991), por lo que es dificil valorar
externamente el momento del ciclo menstrual, saber si la hembra es fértil o si ha llegado a
la menopausia (Jasinska et al., 2013). Tampoco se aprecia ningln cambio fisico ni de
comportamiento que facilite dicha informacion (Andelman, 1985) por lo que la Unica forma
de conocer la fase del ciclo ovarico es con una citologia vaginal (Wolfe-Coote, 2005). La
duracion media de su ciclo menstrual es de 33 dias mostrando a mitad del ciclo un pico de
leucocitosis probablemente asociado a la ovulacion (Rowell, 1970). La duracién de la fase
[Utea es de 18 dias (Wolfe-Coote, 2005), y la fase menstrual de 2,5-5 dias (Seier et al., 1991;
Wolfe-Coote, 2005; Chomba et al., 2012).
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Los machos son caracteristicos por poseer un escroto de color azul y un pene rojo
(Rowell, 1970; Fedigan y Fedigan, 1988). Pueden tener erecciones voluntarias utilizadas
como comportamiento intimidatorio para otros machos (figura 4). La llegada a la madurez
sexual depende de las caracteristicas del ambiente, aunque los machos suelen ser mas
precoces que las hembras (Cheney y Seyfarth, 1987). En cautividad, los machos suelen ser

considerados sexualmente maduros a los 46 meses de edad (Hiyaoka y Cho, 1990).

Figura 4. Detalle de la regidn genital de un macho de C. pygerythrus.

Los machos de mayor rango copulan con mayor frecuencia y con mayor cantidad de
hembras que los de bajo rango. Durante la gestacion, las hembras aceptan menos montas,
disminuyendo la frecuencia de copula a la mitad (Rowell, 1970). Las hembras de menor
rango social, tienen una tasa de gestacién inferior y un mayor porcentaje de muerte fetal o

neonatal (Fairbanks y McGuire, 1984).

La gestacién dura entre 157 y 167 dias, tras la cual normalmente nace una Unica cria
con menos de 400 g de peso (machos 364 gy hembras 352 g aproximadamente), un pelaje

oscuro y cara rosada (Lee y Else, 1986; Wolfe-Coote, 2005).

Enlos vervets en cautividad los nacimientos se producen durante todo el afio (Wolfe-
Coote, 2005), pero los nacimientos de los silvestres de Sudafrica se concentran entre los
meses de enero y junio. El parto suele ocurrir en las horas de menor actividad, es decir entre
el anochecer y el amanecer. Suele durar entre 15 y 20 minutos (Seier, 1986). El ratio de

nacimientos macho/hembra es de 1:1 (Rowell, 1970; Cheney y Seyfarth, 1987).
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La esperanza de vida en vervets silvestres es dificil de determinar por los altos indices
de depredacién. Se han visto hembras silvestres que han llegado hasta los 17 afios (Cheney
y Seyfarth, 1990). Pero en cautividad se han observado serios problemas de salud a partir
de los 11 — 12 aflos y esa edad sea probablemente su esperanza de vida (Fairbanks y

McGuire, 1986).

Durante los dos primeros meses de vida, el recién nacido pasa mas del 75% del
tiempo agarrado a la zona ventral de la madre que le proporciona proteccidn, calor y
alimento. Durante este periodo el resto del grupo presta grandes atenciones hacia el nuevo
miembro. A partir del segundo mes de vida, disminuye el tiempo agarrado a su madre,
siendo practicamente anecdético a partir del cuarto mes de vida. También se reduce la
atencion del resto del grupo haciala cria. El tercer mes de vida estd marcado por el comienzo
del destete, el pequefio que ya ha empezado a ingerir alimentos sélidos y a explorar su
entorno social y fisico y empieza a independizarse progresivamente de su madre
(Struhsaker, 1967b). La hembra de vervet producird leche entre tres y seis meses (Seier,

1986).

Al igual que otras especies de primates, presentan distintos patrones de coloracién
a lo largo de la vida (figura 5). Los cambios mds patentes y predecibles se dan en la cara, la
colay la espalda permitiendo realizar una estimacion de la edad a distancia. Al nacer y hasta
el mes de vida, la cara esta desnuda y tiene una coloraciéon rosada. Al mes y medio de edad
empieza a pigmentarse y la cara se oscurece; siendo a los tres meses de vida practicamente
negra a excepcion de los parpados y la boca. Los parpados se mantienen blancos durante

toda la vida y en las mejillas comienzan a destacar penachos de pelo (Struhsaker, 1967b).

Figura 5. Patrones de coloracion de la cara.
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El estdmago se sitla perpendicular ala columna vertebral con el fundus a la izquierda
y el antro pilérico a la derecha ventralmente a la curvatura mayor del estdmago. El duodeno
cursa desde la parte ventral del piloro y desciende en sentido caudo-dorsal al colon
ascendente. El yeyuno se encuentra centralmente dentro del espacio peritoneal, medial al
ciego y caudal al colon ascendente y transverso, asi como a lo largo del lateral izquierdo del
abdomen y caudal al rifién izquierdo. El ileon esta ubicado craneal al ciego y caudo-medial
al colon ascendente. El ciego estd ubicado en el lado derecho del abdomen y caudal a la

unién ileocecal (Amory et al., 2013).

En cuanto a la flora bacteriana digestiva del mono vervet, esta es escasa en el
estdbmago. En el intestino delgado, se observa poblacion bacteriana ampliamente
distribuida. En el ileon junto con la flora bacteriana, se observan laminas filamentosas unidas
a la superficie del epitelio. En el ciego las bacterias se encuentran en acinos, parte de las
bacterias estan libres en el lumen y otra parte unida al epitelio. En el colon solo se
encuentran bacterias en el lumen que suelen estar atrapadas con restos de heces en las

criptas (Bruorton et al., 1991).

Como otras especies de cercopitecos, los monos vervets emiten distintas
vocalizaciones cuando se acerca un depredador al grupo. En concreto, emiten tres tipos de
llamadas de alarma diferentes que avisan de la presencia de aguilas, felinos o serpientes. Las
respuestas de los individuos son diferentes en funcion de la llamada de alarma que
escuchen. Por ejemplo, la presencia de un aguila marcial (Polemaetus bellicosus),
desencadena el grito que avisa de la presencia de rapaces. Ante esta vocalizacion, la
estrategia de huida del grupo, es adentrarse en el follaje de los arboles o esconderse en
arbustos. La segunda llamada de peligro, se emite al detectar un felino, como el leopardo
(Panthera pardus), provocando que sus congéneres se apresuren a trepar rapidamente a la
parte mas alta de los arboles. Por Ultimo, el grito emitido al ver una serpiente, como la pitén
de seba (Python sebae), no desencadena una rapida huida como las dos anteriores (figura
6). En este Ultimo caso, la respuesta generada es la incorporacion en bipedismo de los
vervets dirigiendo su mirada hacia el suelo como para localizar la ubicacién del reptil. Las

madres castigan a las crias si utilizan las Ilamadas de alarmas en situaciones donde no existe
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peligro. Por ejemplo, si avisan de presencia de serpientes al avistar un ciempiés (Cheney y

Seyfarth, 1990).

™
s .‘t
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Figura 6. Principales depredadores del mono vervet: aguila marcial (izquierda), leopardo
(centro), Piton de seba (derecha).

1.1.3. Distribucion geografica y habitat

La mayoria de los primates se encuentran distribuidos por Africa, América y Asia.
Viven principalmente en selvas tropicales y subtropicales, teniendo grandes aptitudes para
la vida arbdrea, aunque existen especies como el macaco de Gibraltar (Macaca sylvanus)
que rompen con esta regla. Se trata de la Unica especie de vida silvestre en Europa. Esta
distribuida por el norte de Africa y el sur de Europa (Pefién de Gibraltar y sur de la Peninsula

Ibérica) y, ademas, prefiere vivir en el suelo alejado de las selvas tropicales.

Los platirrinos se encuentran distribuidos por Centroamérica y Sudamérica, a
diferencia de los catarrinos que se localizan en Asia y Africa. Existen excepciones, como los

humanos que tienen una amplia dispersion, ocupando casi la totalidad del planeta.

La situacion politica en diversas zonas del este y oeste de Africa ha provocado que
censar las especies del género Chlorocebus haya sido muy dificil, pero su distribucion esta
bien definida (Zinner et al., 2002). El drea de distribucion es un habitat que tiene que ser
compatible con las exigencias necesarias para garantizar la supervivencia de los animales;
siendo el resultado de los mecanismos de dispersion desde el lugar de origen del taxén. La
poblacidon del género Chlorocebus ocupa una gran variedad de paises africanos como

Ruanda, Burundi, Lesoto, Zimbabue, Suazilandia, Malawi, Mozambique y Sudafrica (Wolfe-
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Coote, 2005). Se trata de un tipo de drea disyunta donde el intercambio genético entre
especies es imposible a excepcidon de algunas zonas de hibridacién (Groves, 2001b). Un
ejemplo de aislamiento genético es lo que sucede entre las poblaciones de C. sabaeus
distribuidas por Africa (Groves, 2001) y las presentes en el caribe (Struhsaker, 1967a; Barrett
et al., 2005). Se cree que las poblaciones de las islas de Saint Kitts, Nevis y Barbados llegaron
cruzando el atlantico en barcos de esclavos a finales del siglo XVII (Turner, 1989; Van der
Kuyl et al., 1996). Viajaron para ser vendidas, pero algunas acabaron siendo liberadas. Se
adaptaron tan bien al nuevo habitat que se convirtié en una especie invasora y ha llegado a

ser considerada como peste (Fedigan y Fedigan, 1988; Boulton et al., 1996).

C. aethiops se encuentra en Sudan, al este de Nilo, el sur de Egipto, Eritrea y Etiopia.
En Etiopia, pero unicamente en las montafas, se encuentra C. djamdjamensis. C. tantalus se
localiza en Sudan, Uganda, Kenia (alrededor del lago Turkana) y se extiende a Togo, Benin,
Nigeria, Niger, Chad, Camerun, Guinea Ecuatorial, Republica Central Africana, Congo, Ghana
(solo en el rio Volta) y se hibrida con C. rufoviridis en Uganda. C. cynosuros se ha descrito en
Namibia, Angola, el sur de Republica Democratica del Congo, Botsuana y Zambia. C.
pygerythrus ocupa desde el Valle del Rift en Etiopia, Somalia, Kenia, Tanzania, Sudafricay el
este de Uganda (figura 7). En Etiopia se hibrida con C. aethiops y con C. hilgerti (Groves,
2001; Gonedelé et al., 2010).

Esta gran distribucién es posible gracias a la gran adaptabilidad de estas especies.
Toleran una gran variedad de habitats (Grobler et al., 2006). Pueden vivir desde en selvas
himedas hasta zonas semidesérticas (sabanas y montes abiertos), desde el nivel del mar
hasta altitudes de 450 metros sobre el nivel del mar (Wolfheim, 1983; Fedigan et al., 1984;
Fedigan y Fedigan, 1988). Chlorocebus esta presente en la mayoria de los ecosistemas de
Africa subsahariana a excepcion de las zonas desérticas v las selvas tropicales. Pese a que
varias especies habitan los bordes de las selvas, como la selva del Congo, raramente se les
encuentra en sus profundidades (Wolfheim, 1983; Lernould, 1988). Parecen preferir zonas
arboladas, pero no muy densas, selvas de arboles de hoja caduca o de arbustos (Nakagawa,
1999). Su amplia distribucién y su gran presencia por las sabanas hace que muchas tribus
remotas tengan nombres especificos para estas especies (Cheney y Seyfarth, 1990) y que

posiblemente sea el género de primate no humano mds numeroso de Africa y del mundo
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(Wolfheim, 1983; Cheney y Seyfarth, 1990; Boyd vy Silk, 2001; Grobler et al., 2006; Jasinska
et al., 2013).

C. aethiops. e Cynosuros. ol pygerythrus. M ¢ saboeus. M ¢ tantalus.

Figura 7. Distribucién de algunas especies del género Chlorocebus en Africa (IUCN, 2016).

Algunas especies de primates son solitarias pero la mayoria son gregarias como las
especies del género Chlorocebus. Normalmente viajan, se alimentan y duermen en grupo
sobre una zona concreta, denominada area de campeo (Harrison, 1983b). Esta suele ser
bastante constante a lo largo del tiempo y contiene los recursos necesarios para satisfacer

las necesidades de todos los integrantes de un grupo (Boyd y Silk, 2001).

Las caracteristicas fisicas del territorio determinan en gran medida las estrategias
adoptadas por los animales. Dedican una gran parte de su tiempo a la alimentacién. Es vital
encontrar, procesar y consumir alimento evitando ser devorado. Por ello, el territorio se

divide en espacios con utilidades especificas. Se distinguen zonas fijas de alimentacion y
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zonas de descanso. El tipo y la cantidad de alimentos son variables lo que influye, al igual
que los depredadores, en el valor del territorio. Los principales depredadores son serpientes,

rapaces, felinos y humanos (Kavanagh, 1981; Harrison, 1983a; Jasinska et al., 2013).

El vervet es un primate omnivoro oportunista, capaz de encontrar comida suficiente
hasta en los ambientes mas pobres (Kingdon y Largen, 1997; Isbell et al., 1998; Dunbar vy
Barrett, 2000). Tiene una preferencia clara por las frutas y las flores, pero su disponibilidad
fluctla entre la época seca y la época de lluvias obligdndolos a variar su dieta, como ocurre
en Kenia (Isbell et al., 1999) y Senegal (Harrison, 1983b). Se alimentan de todo tipo de hojas,
savia, semillas, tallos, setas, frutos, flores, invertebrados, huevos de pdjaros, lagartos,
roedores y otras presas vertebradas de pequefio tamafio (Harrison, 1983b; Fedigan vy
Fedigan, 1988). Los grupos de monos vervets seleccionan su alimentaciéon dependiendo de
la abundancia, de la presencia o ausencia de frutos en los arboles y de la concentracién de
taninos en el alimento (Wrangham y Waterman, 1981; Harrison, 1983b). Las crias tienden a
comer lo que come su madre, lo que permite una rapida adaptabilidad al ambiente donde

se van a desarrollar (Van de Waal et al., 2014).

Su Unica limitacion parece la presencia de agua vy arboles (Wolfheim, 1983; Fedigan
et al., 1984; Fedigan y Fedigan, 1988). Una de las principales diferencias significativas en los
territorios de los monos vervets es la disponibilidad de agua. Los territorios se clasifican en
"humedos", es decir la disponibilidad de agua es permanente y en "secos", donde el acceso
al agua es estacional. Las hembras con disponibilidad de agua todo el afio, tienen su primera
descendencia a los cuatro afios y suelen tener una cria cada afio. Por el contrario, en los
ambientes secos las hembras tardan mds en convertirse en madres. Pueden llegar a los seis
afios sin haber tenido ningun parto. Pero la presencia de agua también atrae a otros
animales, obligando a los vervets a compartir el area de campeo con sus depredadores. El
porcentaje de muerte por depredacion es superior en los grupos que habitan territorios

himedos que en los secos (Cheney y Seyfarth, 1987).

Los vervets seleccionan arboles altos y con buena visibilidad para dormir,
distribuyéndose por sus ramas lo que les protege en gran medida de los atagues nocturnos
de depredadores (Nakagawa, 1999). Con los primeros rayos de sol, el grupo empieza a

moverse hacia las zonas de alimentacion. Durante el dia, alternan a partes iguales, la
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locomocion arboreay la terrestre (Fedigan y Fedigan, 1988). Se mantienen en el suelo para

forrajear o para desplazarse entre zonas arboladas (Wolfheim, 1983).

Existen zonas de solapamiento entre las areas de campeo, donde confluyen
territorios de dos o mas grupos vecinos. Cuando se encuentran miembros de diferentes
grupos, el comportamiento puede ser muy variable, pueden pelearse, huir o mezclarse
pacificamente (Fedigan et al., 1984). La territorialidad co-especifica depende de la especie,
aungue también existe una variabilidad individual y estacional. En el caso de C. pygerythrus,
el grado de territorialidad es variable en funcién del tipo de habitat, estacién, intensidad de
depredadores, el historial de relaciones con otros grupos y la distribucién y abundancia de
alimentos (Kavanagh, 1981; Fedigan et al. 1984). Cuando los recursos son limitados y se
encuentran agrupados, se dan con mayor frecuencia agresiones territoriales. Por el
contrario, en las sabanas arboladas, la intensidad disminuye. Los recursos son abundantes,
pero presentan una amplia distribucion y su defensa presenta mas costes que beneficios
(Kavanagh, 1981). Como norma general, todos los integrantes del grupo defenderan
activamente de intrusos su territorio, pero con ciertas diferencias (Jasinska et al., 2013). En
la mayoria de las especies parece que los machos defiendan, como principal recurso, el
acceso a las hembras mientras que estas, priorizan el acceso al alimento y la defensa de su
descendencia. En la época de reproduccion, los machos se muestran menos agresivos con
las hembras de otros grupos, pudiendo copular con ellas. Es, precisamente en este
momento, cuando existe mayor migracién de machos, favoreciendo el intercambio genético

entre grupos (Henziy Lucas, 1980; Cheney, 1983a).

El campeo varia al igual que cambia su dieta, la distribucién de tiempo de las
actividades y el tamafio del grupo. En las zonas donde los recursos son escasos y/o estan
dispersos, los monos vervets se desplazan mas y tienen mayores territorios. En Senegal, los
grupos se desplazan entre 665y 2.670 metros por dia y cada grupo ocupa unos 1,78 km?. La
densidad mas baja estd en Kenia con nueve individuos por kildbmetro cuadrado. En el lado
opuesto estan los grupos de la isla de Saint Kitts que ocupan extensiones pequefias, de 0,6
km? con densidades elevadas, 255 individuos por km? (Kavanagh, 1981; Harrison, 19833;

Boyd vy Silk, 2001; Jasinska et al., 2013).

40



Optimizacion de técnicas coproldgicas para el diagndstico parasitario en el mono vervet

1.1.4. El mono vervet en cautividad

1.1.4.1. Centros de investigacion

Los centros de investigacion animal, Unicamente albergan animales destinados a
fines cientificos. Ademas de las conocidas "ratas de laboratorio"”, muchos primates son
utilizados en investigaciones biomédicas. Su cercania filogenética con los humanos, hace
gue sus similitudes genéticas y comportamentales sean muy adecuadas para aplicar el
meétodo comparativo. Estas similitudes les convierten en unos candidatos ideales para llevar
a cabo pruebas de seguridad de nuevos productos farmacoldgicos, asi como estudios sobre

procesos cognitivos o sobre enfermedades humanas (Jasinska et al., 2013).

La extraccién de primates de la naturaleza para proveer a los laboratorios ha
disminuido considerablemente. En la actualidad antes de empezar una investigacion se debe
justificar la importancia del nimero de animales necesarios al igual que la especie a utilizar.
La aparicion de métodos alternativos, la regulacién de la Convencién internacional para el
comercio de especies en peligro (CITES) y la comprension de la situacion de las poblaciones
de primates ha sido esencial para disminuir el uso de ciertas especies. La utilizacion de
grandes primates ha disminuido, siendo el chimpancé (Pan troglodytes) el mas utilizado
(Goodmany Check, 2002; Abee et al., 2012). Dentro de los monos del viejo mundo el género
mas utilizado es Macaca, seguido por los géneros Papio y Chlorocebus. Entre 1980 y 1990
los estudios con primates sobre neurociencia, cardiovascular y endocrino aumentaron
ligeramente, mientras que las investigaciones sobre farmacologia disminuyeron. Las
publicaciones sobre virologia e inmunologia aumentaron considerablemente coincidiendo
con las investigaciones sobre el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (Abee et
al., 2012). Los estudios de la biologia reproductiva y la gestion de colonias de primates,
también cobran mayor importancia ya que el tema de conservacion y bienestar empieza a

tener mas fuerza (Stoinski et al., 2012).

El uso de primates como modelo animal, no siempre implica el sacrificio de los
animales que participan en el estudio. Pese a que algunos estudios son terminales, los
estudios de la biologia y comportamiento reproductivo rara vez implican el sacrificio del

primate al finalizar el estudio. Muchas investigaciones de neurociencia o toxicologia incluyen
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la eutanasia humanitaria como parte del protocolo de investigacion. En las ocasiones donde
el protocolo experimental utilizado lo permita, pueden ser acogidos por algin centro
autorizado. Los animales suelen estar bajo condiciones de alta seguridad bioldgica, con una
estricta supervision de los parametros ambientales como la temperatura, la humedad

relativa, el fotoperiodo, la alimentacién, etc. (Hessler y Lehner, 2009).

Las investigaciones pueden centrarse en el estudio del comportamiento de la
especie, de los procesos cognitivos, en estudios funcionales y en la seleccidn genética. En
este caso, los estudios suelen ser longitudinales por lo que las observaciones perduran varios
afios y los animales, pueden ser mantenidos en el centro hasta su muerte. Estos centros
suelen colaborar o formar parte de universidades u organismos publicos de investigacién.
Ademds de ser usuarios de animales, lo que les permite utilizarlos en las investigaciones que
realizan, pueden tener otra funcién, como centro de cria y suministro. Esto autoriza al centro
a poder criar animales y venderlos o cederlos a otros centros. Dependiendo del pais donde
se localicen los centros de investigacién deberan cumplir toda la legislacion vigente al

respecto (Abee et al., 2012).

El mantenimiento de los animales de experimentacion ha enfrentado en numerables
ocasiones el bienestar animal con el avance cientifico, por ello la legislacion intenta regular
la utilizacién de estos animales y las condiciones de alojamiento. Las jaulas individuales y
estériles van dejando paso a programas de enriquecimiento ambiental que favorezcan el

estado de bienestar de los animales objeto de las investigaciones (Erwin y Landon, 1992).

En la investigacion biomédica, las especies de Chlorocebus son un modelo animal
mas apreciado que los roedores (Jasinska et al., 2013). Tiene varias caracteristicas que les
hacen ser muy usados en la investigacion biomédica (Carlsson et al., 2004). Se trata de una
especie de primate, lo que le confiere una cercania evolutiva con los humanos y no son
especies catalogadas en peligro de extincion como, por ejemplo, los chimpancés. Ademas,
son de pequefio tamafio y faciles de mantener en cautividad (NRC (US), 2003). Por ello,
tienen un valor Unico para la investigaciéon génica y para el estudio de la genética de
enfermedades humanas. Cabe destacar su gran utilizacion en investigacién del cerebro,
comportamiento, metabolismo e inmunidad humana (Jasinska et al., 2013). Son

especialmente importantes en el estudio de la presion arterial y el SIDA ya que de forma
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natural desarrollan hipertensiéon arterial y el Virus de Inmunodeficiencia en Simios (SIV)

(Chakrabarti et al., 2002; NRC (US), 2003).

La aparicion de programas de cria en cautividad suele tener como objetivo la
utilizacidon de los animales en biomedicina o para la exhibicion zooldgica. Los primeros suelen
llevarse a cabo en los centros de investigacion con las especies mds utilizadas en
experimentacién animal; mientras que los segundos suelen realizarse en parques zooldgicos

con especies poco habituales o en peligro de extincion.

1.1.4.2. Parques zooldgicos

Encontrar el origen de la tenencia de animales para exponerlos al publico es
complicado ya que hay que remontarse muchisimo en la historia de las civilizaciones
humanas. Se sabe que en las ciudades romanas se podian contemplar combates entre
animales o luchas de gladiadores contra animales. En el siglo XIIl, monarcas y aristécratas
seguian manteniendo animales en cautividad en los jardines de sus palacios. El fin de estas
colecciones era obtener prestigio, impresionando y divirtiendo a sus invitados. Los animales
eran capturados directamente de la naturaleza a cambio de grandes sumas de dinero y se
alojaban en pequefias instalaciones. En 1254, Enrique Il abre las puertas de la Torre de
Londres a todo el publico a cambio del precio de la entrada. Este podia ser pagado con una
dotacién econdmica o con un perro o un gato que se utilizaban para alimentar a los
carnivoros (Harvey, 1829). A mediados del siglo XVIII, continla el interés por la observacion
de animales exdticos, pero disminuye el interés hacia las colecciones privadas (Hahn, 1967).
Tras la revolucién francesa, el concepto de las "casas de fieras" horroriza a los ciudadanos
que lo comparan con un simbolo de tirania. Por ello deciden "liberar a los animales". La
desaparicién de las colecciones privadas da lugar a las primeras instituciones publicas que
albergaban animales silvestres. El primer parque zooldgico fue “Le jardin des plantes" en
Paris (Loisel, 1912). Inspirados por el zooldgico de Paris, Tamford Raffles y Sir Humphrey
Davy fundan, en 1826, la "Zoological Society of London". La finalidad ya no es solo exponer

animales, se empieza a dar importancia a la investigacién (Hahn, 1967).

Con la aparicién de las instituciones publicas, continua la preocupacién por los

animales cautivos. Debido al manejo diario de estos animales en sus jaulas, se empiezan a

43



Introduccion

conocer sus grandes habilidades de aprendizaje y vuelve el interés de exhibir especies nunca
vistas (Kleiman et al., 1996). Pero, la falta de conocimientos sobre las necesidades bioldgicas
de las especies hace que su longevidad en cautividad sea muy corta y se necesite una alta
reposicion de animales. Los parques zooldgicos siguen pagando a cazadores, militares y
balleneros a cambio de animales vivos de sus expediciones. La captura y el transporte de
estos animales se realizan por “ensayo —error”, lo que provoca una gran pérdida de animales
que mueren antes de llegar a su destino. Los parques zooldgicos no solo se proveian de
animales silvestres, también acogian a las mascotas exdticas indeseadas tanto de

particulares como de circos (Dresser et al., 1988; Reichenbach, 1989; Ehrlinger, 1993).

Con el paso de los afios aparecen nuevas legislaciones que regulan las condiciones
de tenencia de este tipo de animales como la directiva 1999/22/CE relativa al
mantenimiento de animales salvajes en pargues zooldgicos o como la ley sobre Bienestar
Animal del 1970 (EEUU). Los zooldgicos también aceptan de forma voluntaria acreditaciones
y guias de buenas practicas éticas procedentes de la Asociacion Americana de Zoos vy

Acuarios (Kleiman et al., 1996).

En la actualidad, los parques zooldgicos tienen como objetivos principales: facilitar
la investigacion, promover la educacién y asegurar el bienestar de los animales albergados.
Para ello se pone en marcha programas de cria en cautividad coordinados entre parques
zooldgicos de todo el mundo por asociaciones como la Asociacidon Americana de Parques
Zooldgicos y Acuarios (AAZPA) o para muchas especies de primates por el Programa de

Supervivencia de Especies Especificas (SSP) (Abee et al., 2012).

En los parques zooldgicos se encuentran una gran cantidad de especies animales,
con una gran variedad de primates. Los PNH constituyen el grupo animal de mayor reclamo
para el publico en los parques zooldgicos, lo que conlleva a que sean muy frecuentes en

cautividad y que el conocimiento de su carga parasitaria cobre importancia (Levecke, 2010).

1.1.4.3. Santuarios o centros de rehabilitacion de fauna silvestre

El objetivo final de los programas de reproduccién en cautiverio para las especies de
primates en peligro de extinciéon, es que la progenie pueda ser reintroducida con éxito. Por

ello son necesarios mas conocimientos sobre el modo de vida de las especies en libertad. El
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aumento del estudio de poblaciones silvestres, el conocimiento sobre su estado de
conservacion y la creacion del CITES hacen imprescindibles la creacién de centros donde
poder mantener a los animales en los paises de origen. Los centros de rehabilitacion de
fauna silvestre o santuarios surgen con el fin de rehabilitar y preparar los animales para una
posible reintroduccién en la naturaleza (Leendertz et al., 2006) y suelen acoger distintas
especies autdctonas heridas o desvalidas mientras que los santuarios suelen especializarse
en un tipo de animal en particular. Suelen localizarse en el pais de origen de las especies. En
el caso del mono vervet su llegada a los santuarios es procedente de laboratorios (Kerwin,
2006), de particulares tras su tenencia como mascotas, de parques zooldgicos y victimas de
accidentes, principalmente atropellos y electrocuciones en cables de alta tension. La
reintroduccién de primates no siempre es posible, ya que se debe sopesar las consecuencias
desastrosas que puede tener en las poblaciones silvestres y si existe un habitat adecuado
disponible (Konstant y Mittermeier, 1982; Soorae y Baker, 2002). Empiezan a realizarse
estudios cientificos sobre la viabilidad de poblaciones reintroducidas de primates como

gorilas en Africa (King et al., 2012) y orangutanes en Indonesia (Russon, 2009).

Los primates albergados en santuarios constituyen una fuente de muestras
bioldgicas muy importante, ya que la toma de esas mismas en la naturaleza supondria un
gran desafio para los investigadores. Aumentaria la dificultad, tanto en tiempo como en

coste de las tomas de muestra (Leendertz et al., 2006).

En general, todos los animales en cautividad permiten avanzar en la comprension de
la organizacién social, la biologia y el comportamiento reproductivo, asi como en la atencion
veterinaria necesaria para una buena gestién de las colonias (Hosey, 2005; Sapolsky, 2005;
Fedullo et al., 2013). Pero no siempre son comparables a las tomas de muestras en el medio
natural, ya que ciertos factores pueden alterar el buen funcionamiento fisiolégico de los
animales. La tenencia en cautividad de un animal silvestre puede no recrear exactamente
las condiciones de su habitat de origen, pudiendo alterar su equilibrio biolégico (Kuntz,

1982).

Las condiciones de alojamiento de los primates cautivos no son las mismas que las
condiciones de vida en libertad. Muchas variables se ven alteradas. Unas malas condiciones

de mantenimiento pueden provocar estrés cronico en los animales, produciendo un
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aumento del cortisol (Kleiman et al., 1996). Animales con altos niveles de cortisol eliminan
mayor numero de huevos de pardsitos aumentando las posibilidades de dispersién de las

enfermedades parasitarias (Chapman et al., 2006b).

Pese a que se intenten reproducir las condiciones ambientales similares a las de la

vida silvestre no siempre es posible. Por ejemplo:

El espacio. Pasan de jaulas inertes donde se mantienen animales aislados a complejas
instalaciones con vegetacion natural que son comparables a un estado de semilibertad. Pero
el tamafio es significativamente mas pequefio que el drea de campeo en condiciones
naturales. Por tanto, la concentracion de animales por metro cuadrado es superior a la que
encontrariamos en condiciones naturales. La cautividad provoca una restriccion espacial y
biolégica alterando el comportamiento de los primates, lo que altera a su vez el patrén de
transmision de ciertas enfermedades (Levecke, 2010). Vivir en grupos mas grandes también

hace que los animales presenten una mayor diversidad de parasitos (Vitone et al., 2004).

La alimentacién. En la naturaleza la alimentacion de los primates ocupa buena parte
de su actividad diaria y suelen ser muy variada. En el caso de los primates en laboratorios y
pargues zooldgicos, el elemento mayoritario de su dieta es pienso preparado. En el caso de
la alimentacién en los santuarios se suele suplementar la alimentacién disponible en las
instalaciones con una variedad de alimentos (frutas, verduras, pan, arroz, soja). En los
santuarios, el agua, suele estar siempre a disposicion de los animales. Su suministro puede
provenir de manantiales no potables o su estancamiento puede hacer proliferar
microorganismos por lo que puede ser la responsable de problemas digestivos en los
animales. Por el contrario, el acceso a la comida se restringe y se utiliza como estrategia para

el manejo lo que altera el comportamiento alimentario de los animales (Levecke, 2010).

El contacto con el hombre. El manejo diario de los primates en cautividad, hace que
los humanos se encuentren expuestos a bacterias, virus y pardsitos procedentes de éste
(Kuntz, 1982). Por ejemplo, en vervets de centros de investigacion biomédica se ha
diagnosticado Blastocystis spp. Ciertos subtipos se postulan como posibles agentes
zoonodticos (Zanzani et al., 2014). También se ha comprobado que la prevalencia de

Balantidium coli suele ser mayor en primates albergados en semilibertad (como en
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santuarios) que en las poblaciones silvestres (Kilbourn et al.,, 2003). En el caso de los
orangutanes huérfanos mantenidos en cautividad con contacto estrecho con humanos se
han detectado infecciones por géneros de Plasmodium habituales de humanos, a diferencia
de los silvestres que lo hacen de especies habituales de primates no humanos (Kilbourn y

Karesh, 1998).

Los tratamientos preventivos. En colecciones que reciben tratamientos
antiparasitarios de forma regular, hay menores tasas de helmintos (Gémez et al., 1996;
Verweij et al., 2003), pero una mayor prevalencia de protozoos (Kalishman et al., 1996;
Nakauchi, 1999; Verweij et al., 2003). La proteccion frente a sus depredadores naturales, asi
como la prevencion y tratamiento de ciertas enfermedades hacen que aumente la
esperanza de vida de estos animales. El aumento de la longevidad se correlaciona con una

mayor diversidad de parasitos (Vitone et al., 2004).

Las alteraciones bioldgicas a las que se somete al animal aumentan el riesgo de
transmision de enfermedades (Kilbourn et al., 2003; Nunn y Dokey, 2006), incrementan la
gravedad de ciertos parasitos (Kuntz, 1982) y promueven ciertas infecciones (Gracenea et

al., 2002).

En los paises donde se mantienen en cautividad primates nativos, es mas frecuente
la exposicidon a patdégenos procedentes de animales recién llegados, de agua o de comida
contaminada, de insectos o de otros animales autéctonos (Labes et al., 2010). Adem3s, en
condiciones de cautividad es frecuente encontrar mayor prevalencia de parasitos
gastrointestinales de ciclo directo y menor prevalencia de los de ciclos mas complejos (ciclo
indirecto) como los que necesitan de hospedadores intermediarios. También tenemos que
destacar que comportamientos habitualmente observados en cautividad, como la
coprofagia, pueden aumentar la prevalencia de pardsitos de ciclo de vida simple

(Pomajbikova et al., 2010).

1.1.5. El mono vervet en Sudafrica y en la regién de Limpopo en particular

Sudafrica esta ubicada en el extremo sur del continente africano y se extiende desde

el trépico de capricornio hasta el cabo de Agulhas. Limita al norte con, de oeste a este,
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Namibia, Botsuana y Zimbabue. Mientras que al este con Mozambique y Suazilandia. El pais
también comparte sus fronteras con un pequefio pais, Lesoto el cual estd totalmente
rodeado por tierras sudafricanas. Dentro de los limites politicos se distinguen cuatro
regiones geograficas principalmente: El desierto, el altiplano, las montafias y el litoral

costero (figura 8).

Figura 8. Mapa de Sudafrica y paises fronterizos
(Universidad de Texas, 2016).

El desierto del Kalahari ocupa el oeste del pais y su extensién de 930.000 km? se
extiende hacia Botsuana y Namibia. Se extiende entre las cuencas de los rios Zambezi y
Orange (Rogers, 1935). El grosor del manto de arena sobre el lecho de roca llega hasta los

100 metros, aunque la media suele rondar los 30 metros (Jones, 1980).

El altiplano ocupa la mayor superficie, se caracteriza por tierras aridas que permiten
la creacion de algunos rios en la época de lluvias, pero la mayor parte de la meseta carece
de rios o lagos, aungue se encuentra el rio Orange que atraviesa Sudafrica, Lesoto, las zonas

del sur de Namibia y Botsuana (Diederichs et al., 2005).
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Las montafias dividen la regidon costera de la meseta interior, desde el cabo de buena
esperanza hasta el valle de Limpopo. Mientras que el litoral costero de Sudafrica limita al
este con el océano indico y al oeste con el océano atlantico y tiene unos 3000 Km de

longitud.

En Sudafrica, el mono vervet, se ha adaptado a vivir alejado de los bosques y ocupa
las sabanas, pero permaneciendo siempre cercano a fuentes de agua y zonas arboladas
(Dunbar y Barrett, 2000). Debido a su alta capacidad de adaptacion se distribuye por zonas
rurales, cultivos agricolas e incluso zonas urbanas como Ciudad del Cabo (Fincham y Seier,

1981).

La marcada estacionalidad de la temperatura y las precipitaciones en Sudafrica
provoca que los monos vervets que pueblan este pais muestren diferencias de
comportamiento principalmente de forrajeo respecto a los paises africanos mas
ecuatoriales, de hecho, en Sudafrica, durante la estacion humeda, cuando hay mayor
abundancia de alimentos, los vervets ocupan una menor extensién de terrenoy se alimentan
de una mayor variedad de alimentos que en la época seca. Asi mismo, se ha demostrado
gue durante la época hiumeda los vervets pueden dedicar mas tiempo de su actividad diaria
a la socializacion y al descanso. Mientras que, en la época seca, se ven obligados a forrajear
mas (Barrett et al., 2005). De igual modo, en Sudafrica se ha observado la colonizacion por
parte de los monos vervets de zonas semiaridas al utilizar fuentes artificiales como recurso
hidrico. Estos grupos, muestran mayor tiempo de anestro entre partos, probablemente

como comportamiento ecoldgico adaptativo (Pasternak et al., 2013).

El hecho de que el mantenimiento de los monos vervets como mascota sea ilegal en
Sudafrica, hace necesaria la existencia de santuarios y centros de rehabilitacion
especializados en esta especie para alojarlos en ellos cuando son requisados por las
autoridades (Grobler et al, 2006). Ademas, los monos vervets en Sudafrica son
habitualmente victimas de disparos, cepos, atropellos, envenenamientos y de ataques de
animales domésticos lo que provoca en ellos, heridas, muerte y genera crias huérfanas (Guy
et al., 2011). Los supervivientes procedentes de estos accidentes también son alojados vy
rehabilitados en santuarios y centros de rehabilitacién. Por lo que existen varios santuarios

dedicados a la rehabilitacion de C. pygerythrus en todo el territorio sudafricano.
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La reintroduccién se ha convertido en una de las principales medidas para el manejo
y rehabilitacion en Sudafrica del mono vervet. Sin embargo, no se disponen de suficientes
publicaciones para documentar su éxito (Guy et al., 2011). De hecho, hasta la fecha se han
publicado pocos trabajos que traten la rehabilitacién y reintroduccion del mono vervet en
Sudafrica (Whittsit, 1995; Wimberger et al., 2010). Wimberger detalla cémo se realizé el
proceso, obteniendo una supervivencia de entre 17 y 50% diez meses después de la
liberacion de los animales. Otro estudio mas reciente de 2011 tuvo una supervivencia del

32% (Guy et al., 2011).

Los vervets han pasado de ser considerados una plaga a empezar a considerarse que
las poblaciones silvestres disminuyen y que deben de ponerse en marcha programas de
proteccién (IUCN, 2016). La conservacién de los primates requiere un gran esfuerzo
multidisciplinar de cientificos y de la poblacién local. Cuanta mas informacién se disponga

mas sencilla sera la toma de decisiones acertadas sobre las especies.
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1.2. Principales parasitos gastrointestinales en el mono vervet

El término pardsito implica a muchos organismos distintos que viven a expensas de
otros animales (hospedadores). Se alimentan de sus tejidos, de liquidos corporales, o del
alimento ingerido por el hospedador. Los tamafios de los pardsitos varian entre tamafios
Unicamente detectables con ayuda de un microscopio hasta organismos que miden mas de
un metro de longitud. Ademads, los parasitos presentan una gran variabilidad en el ciclo de
vida, tanto en las localizaciones en el hospedador como en la forma de transmision de un
animal a otro. Por todo ello, no existe una prueba estandar para identificar a todos los
parasitos (Taylor et al., 2016). Este trabajo se centra en los parasitos gastrointestinales del

vervety los ha separado en protozoos y helmintos.

1.2.1. Protozoos

Los protozoos comprenden un amplio espectro de organismos con caracteristicas
biologicas variables, diferentes ciclos biolégicos y diferente potencial patégeno. Los
hospedadores pueden albergar infecciones latentes durante mucho tiempo y por cambios
en la dieta u otros factores que provoquen estrés bioldgico, puede desencadenarse la
patologia. La gravedad de la patologia dependera del estado bioldgico del hospedador

(Kuntz, 1982).

La capacidad patégena de la mayoria de los protozoos es controvertida, pero se han
encontrado animales sintomaticos con infecciones mixtas de diferentes protozoos en las
cuales un gran porcentaje de trofozoitos eran de Blastocystis spp., el cual a priori se

considera apatégeno (Zanzani et al., 2014).

Cabe destacar la importancia del analisis de la prevalencia de protozoos en primates
en cautividad ya que es habitual encontrar mayores prevalencias de éstos que de helmintos.
Al parecer, las condiciones de cautividad ayudan a la transmision de protozoos debido a su

ciclo de vida directo (Da Silva Barbosa et al., 2015).
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1.2.1.1. Entamoeba coli

Se reproduce por fision binaria y se transmite por ingestion de ooquistes. Los
trofozoitos tienen unas medidas de 15 a 50 um de didmetro mientras que los quistes miden

de 10 a 33 um de diametro (figura 9). Es considerado no patégeno (Taylor et al., 2016).
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Figura 9. Esquema representativo de Entamoeba coli (Flynn,
2007).

Se trata de una de las amebas mdas frecuentemente encontrada en primates, siendo
la mas comunmente descrita en humanos. Se encuentra en el colon y ciego de macacos
(Macaca spp.), babuinos (Papio spp.), gibones (Hylobates spp.), vervets y grandes primates.
Tanto en animales silvestres como animales de laboratorio. En los laboratorios se introducen
al extraer animales directamente de la naturaleza. En ciertos centros de investigacion su

prevalencia puede alcanzar el 95% (Flynn, 2007).

1.2.1.2. Entamoeba histolytica/dispar

Se descubrieron en 1925y se consideraron una misma especie hasta 1993 (Diamond
y Clark, 1993). Durante mucho tiempo se creia factible la diferenciacion morfoldgica de las
dos especies con el microscopio. Se pensaba que solo E. histolytica podia mostrar eritrocitos
fagocitados, pero en 2002 se demostré que no era cierto. (Munene et al., 1998; Karere y
Munene, 2002). Actualmente se recomienda el uso de técnicas moleculares para la
diferenciacion de ambas especies (Levecke, 2010) aunque el diagndstico habitual se realiza
mediante microscopia optica teniendo en cuenta la imposibilidad de diferenciar las dos

especies (Samuel et al., 2001).

Se reproduce por fision binaria y su transmision es directa. En el proceso de
enquistado esta ameba adquiere una morfologia redondeada para, posteriormente, crear la

cubierta quistica. El nucleo se divide hasta dos veces para dar como maximo cuatro nucleos
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en el quiste. Los quistes son eliminados en las heces e infectan a nuevos individuos al ser
ingeridos. Al llegar al intestino del hospedador, eclosionan al mismo tiempo que los cuatro
nucleos se dividen nuevamente. De esta forma, por cada quiste eclosionado se liberan ocho
trofozoitos. Los hospedadores sintomaticos solo eliminan trofozoitos que no son infectivos.
La presencia de portadores cronicos, que si eliminan formas infectivas y actdan como
reservorios, permite que se puedan observar brotes agudos de esta amebiasis con gran

separacion de tiempo entre ellos (Oriel y Seibold, 1972; Kuntz, 1982).

Los trofozoitos de este parasito miden entre 12 y 15 um de didmetro, el nucleo es
vesicular, mostrando un pequefio endosoma central, con un pequefio anillo de granulos a
su alrededor (figura 10). Los quistes miden entre 10 y 20 um de didmetro y muestran un

maximo de cuatro nucleos a su madurez (Taylor et al., 2016).

Trofozoito

—

B /'/._ . .\\ Quiste
- ow

Figura 10. Esquema representativo de Entamoeba histolytica (Flynn,
2007).

Los efectos patdgenos de estos pardsitos son atribuibles a la especie E. histolytica,
ya que E. dispar estd considerada como apatdgena y aungue son muy variables suelen ser
colitis crénica presentando congestion, petequias y ulceraciones de la mucosa del colon. En
ocasiones, pueden provocar la formacion de abscesos, agravando su efecto patdgeno y
aumentando su morbilidad y mortalidad (Loomis et al., 1983; Marquez-Monter et al., 1991;

Verweij et al., 2003).

La gravedad de la sintomatologia dependerd del propio parasito (capacidad
patogena de la cepa) y del hospedador (estado inmunitario, nutricional y flora intestinal).
Los platirrinos son mas susceptibles a desarrollar sintomatologia que los catarrinos. Su

patogenicidad en mono vervet se considera de baja a moderada en comparacion a otros
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parasitos. Si bien, en sinergismo con otros parasitos su patogenicidad aumenta pudiendo
presentar alta morbilidad y mortalidad (Kuntz, 1982; Haq et al., 1985; Verweij et al., 2003;
Flynn, 2007; Levecke, 2010).

Se ha descrito su presencia en la mayoria de primates. En libertad, afecta mas a los
catarrinos que a los platirrinos. Mientras que, en condiciones de cautividad, su prevalencia
es alta en todos los grupos de primates pudiendo superar la prevalencia de Balantidium coli
(Kuntz, 1982; Flynn, 2007), llegando al 44% (Levecke et al., 2007). En el caso de los monos
de Braza (Cercopithecus neglectus) se ha observado una mayor prevalencia en juveniles
(Gillespie et al., 2004). En monos vervets la frecuencia de infeccion es media presentando

una morbilidad de baja a moderada (Flynn, 2007).

1.2.1.3. Giardia duodenalis

G. duodenalis se ha descrito indistintamente en gran variedad de primates. Se ha
estudiado profundamente en grandes primates y poco en otras especies (Nizeyi et al., 2002;
Salzer et al., 2007). Las infecciones por este parasito son mads frecuentes en individuos
jovenes (William, 2001; Flynn, 2007) y se han observado infecciones asintomaticas en
Macaco rhesus (Sestak et al., 2003). La presencia de este parasito en el mono vervet es
media y su morbilidad y patogenicidad bajas (Kuntz, 1982). Su prevalencia en primates en

cautividad suele ser del 41% (Levecke et al., 2007).

Al igual que otros protozoos, su ciclo de vida es directo. Los dos trofozoitos
resultantes del desenquistamiento colonizan la mucosa del duodeno (aunque también se les
ha observado colonizando yeyuno e incluso ileon) donde se reproducen por fisién binaria.
Las sucesivas mitosis producen mas trofozoitos o quistes dependiendo de factores como la
presencia o ausencia de sales biliares (Feng y Xiao, 2011). Los trofozoitos recorren el
intestino, son eliminados en las heces y resisten muy bien en el exterior del animal (Erickson
y Ortega, 2006). La transmision de la enfermedad es producida por la ingestién de quistes,
que son la forma infectiva, presentes en agua y/o comida contaminada. En cambio, en fases
agudas de la enfermedad pueden eliminarse trofozoitos infectivos en las heces, aunque su

resistencia es menor que la de los quistes (William, 2001).
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Sus trofozoitos miden de 9 a 21 um de longitud por 5 a 15 um de anchoy de 2 a 4
um de grosor (figura 11). Todo el género se caracteriza por su forma piriforme con el polo
anterior redondeado y el posterior alargado. En |la parte ventral posee un disco de succién.
Posee dos nucleos y ocho flagelos organizados en cuatro pares. Sus quistes son muy
resistentes en el medio ambiente, son ovoides y miden de 8 a 12 um de longitud por 7 a 10

um de ancho (Bogitsh et al., 2013).

Trofozoito
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Figura 11. Esquema representativo de G. duodenalis (Bogitsh et al.,
2013).

La colonizacion de la mucosa intestinal por parte de los trofozoitos provoca un
aumento del contenido acuoso y mucoso de la luz intestinal, inactivando parte de la funcién
de diferentes enzimas digestivos y provocando atrofia de las microvellosidades intestinales
e hipertrofia de las criptas intestinales. Otra alteracién demostrada de la infeccion de este
parasito es la hipermotilidad intestinal que desencadena la diarrea (Samuel et al., 2001,
William, 2001). Junto con la diarrea se ha descrito dolor abdominal, deshidratacion, pérdida
de peso y alteraciones del desarrollo. En casos severos se han observado sindromes de

maldigestion-malabsorcién (Samuel et al., 2001; Kramer et al., 2009).

El diagndstico se puede realizar mediante deteccidon de los quistes o trofozoitos en
heces. Los trofozoitos solo se observaran en animales con enfermedad aguda. El examen
coproldgico directo o la flotacion con sulfato de zinc al 33% son las técnicas microscépicas
recomendadas. Otros métodos de diagndstico recomendados son los kits comerciales E LISA

que permiten la deteccidn de antigenos en heces (Samuel et al., 2001; Johnston et al., 2003).
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1.2.1.4. Isospora spp.

Se ha descrito de forma puntual especies de este género como [. endocallimici, |.
scorzai, I. cebi e I. paponis infectando a platirrinos y babuinos. Sin embargo, la especie de
Isospora mas frecuentemente encontrada en primates es I. arctopitheci. Esta Ultima se ha

descrito en infecciones cruzadas entre monos platirrinos, carnivoros y marsupiales (Lindsay

etal., 1997).

Su ciclo de vida es directo. Las distintas fases de desarrollo del parasito se encuentran
en los enterocitos de las dos terceras partes distales de las vellosidades intestinales, con una

densidad mayor en el yeyuno (Lindsay et al., 1997).

Los ooquistes esporulados de las especies de este género que afectan a primates,
son ovalados de aproximadamente 40 um de longitud con un esporozoito y un gran glébulo

refractil en su interior (figura 12) (Duszynski et al., 2002).

10 pm

Figura 12. Esquema representativo de
ooquiste esporulado de Isospora
arctopitheci (Duszynski et al., 2002).
Se considera patdgeno ya que se ha observado necrosis apical de los enterocitos con

exposicion de la ldmina propia intestinal en primates infectados experimentalmente, pero

se desconoce su patogenicidad fuera del ambito experimental (Lindsay et al., 1997).
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Los signos clinicos van desde la muerte subita entre tres y cinco dias postinfeccion a
diarrea hemorragica y muerte posterior entre cinco y siete dias postinfeccion (Lindsay et al.,

1997).

El diagndstico se realiza mediante la identificacién de ooquistes en heces. Unos de
los métodos mas utilizados es la técnica de flotacidon con solucidn saturada de sacarosa,
aunque la solucion de sulfato de zinc al 33%, la solucidn salina saturada o el uso de otras
técnicas de concentracién como la sedimentacion son también aceptadas (Lindsay et al.,

1997).

1.2.1.5. Troglodytella abrassarti

Los trofozoitos son elipsoidales aplanados y miden entre 145y 174 um de largo por
87 a 126 um de ancho (figura 13). Poseen tres zonas de cirros que se distribuyen como
anillos concéntricos incompletos, pero su disposicion en forma de espiral les da el aspecto
de que sean continuos. El macronucleo tiene forma de L y posee aproximadamente ocho
vacuolas contractiles distribuidas en dos circulos paralelos a las lineas de cirros (Kooriyama

etal., 2012).

Wista ventrad Vista corsal 30}1

Figura 13. Esquema representativo del trofozoito de
Troglodytella abrassarti (Kudo, 1966).
Este parasito se encuentra habitualmente en el ciego y coldn de los chimpancés en
Africa central, aunque también ha sido descrito en chimpancés utilizados en laboratorios de
investigacién en Estados Unidos. A medida que aumenta el tiempo en cautividad, disminuye

su frecuencia de aparicion (Flynn, 2007).
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Se considera apatégeno, pero se ha relacionado con colitis en chimpancés. El ciclo

de vida es desconocido, pero se piensa que es directo (Howells et al., 2011).

Su diagndstico se realiza identificando el paradsito en heces, no existiendo
recomendaciones de técnicas coproldgicas en particular en la bibliografia (Kooriyama et al.,

2012).

1.2.1.6. B. coli

Este protozoo fue descrito por primera vez como Paramecium coli (Malmsten, 1857).
Su nomenclatura ha ido cambiando hasta denominarlo como B. coli en 1863. Es el protozoo
mas grande que afecta a los primates. Los trofozoitos se localizan en el ciego y colon de los

primates (Schuster y Ramirez-Avila, 2008).

Se identifican dos formas parasitarias, el trofozoito y el quiste. El trofozoito ciliado
mide de 30 a 300 um de largo por 25 a 120 um de ancho. El quiste de forma esférica o
levemente ovalada mide de 40 a 60 um de diametro. La citofaringe del trofozoito esta
situado en el polo anterior formando un estrechamiento y el citopigio en el polo caudal que
es mas redondeado (figura 14). En el citoplasma se puede distinguir un macrontcleo en
forma de salchicha uniforme, pequefios micronucleos de forma redondeada, y dos vacuolas

contractiles (Ferry et al., 2004).

Trofozoito

Cilios periestomales Quiste

Periestoma

Pared
- Cltofaringe Vacuola
% — Vacuola contractil Microntcleo

Macrontcleo

Macrontcleo

Microntcleo

Vacuola alimentaria

Citopigio

Figura 14. Esquema representativo de la morfologia del trofozoito y del quiste de B. coli
(Bogitsh et al., 2013).
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Su ciclo de vida es directo. En los trofozoitos se puede dar la divisién asexual, se
forma un surco transversal que divide a la célula madre en dos células hijas asimétricas, la
célula hija anterior mantiene la citofaringe, aunque tanto la anterior como la posterior
desarrolla una nueva. La reproduccion sexual también es posible, pero no se conocen con
detalle los sucesos nucleares de este tipo de reproduccién. El quiste se considera como la
fase infectiva debido a su pared gruesa que le confiere resistencia a la desecacién y a otros
factores ambientales. La transmisién es directa a través de agua o comida contaminada

(Schuster y Ramirez-Avila, 2008; Bogitsh et al., 2013).

Generalmente se le considera apatdgeno, aunque también se le ha asociado
frecuentemente con sintomatologia gastrointestinal (Jones-Engel et al., 2004). Ademas, la
balantidiosis subclinica cursa con inflamacién superficial de la mucosa intestinal (McClure y
Guilloud, 1971). La enfermedad clinica puede provocar alteracion de la mucosa llegando a
ulcerarla cursando con diarrea y enteritis (Flynn, 2007; Taylor et al., 2016). Se cree que
existen factores determinantes para que la enfermedad curse con sintomatologia clinica
como el pH del contenido intestinal, el estrés, o presencia de otros patdgenos como virus

(Kuntz, 1982).

Esta distribuido por todo el mundo. Afecta a los primates incluido el humano y a la
mayoria de los animales domésticos vy silvestres (Awakian, 1937; Epstein y Awakian, 1937;

Beaver et al., 1984).

El primer caso de balantidiosis en grandes primates se diagnostico en el zooldgico de
Berlin (Christeller, 1922). A partir de entonces aumentaron los casos diagnosticados de
grandes primates en cautividad (Cockburn, 1948; Kim et al., 1978; Teare y Loomis, 1982; Lee
et al., 1990). Pese a que en grandes primates silvestres se ha descrito en pocas ocasiones
(Lilly et al., 2002) si es frecuente encontrarlo en otros primates silvestres (Karere y Munene,
2002). Como es de suponer, se han descrito mayores prevalencias en primates en cautividad
qgue en el medio natural (Kiloourn et al., 2003; Levecke et al., 2007). Las hembras adultas
presentan mayores frecuencias, aunque se desconoce los factores predisponentes (Karere
y Munene, 2002). En monos vervets, la frecuencia de infeccion es moderada con escasa

morbilidad y mortalidad (Kuntz, 1982).
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Para su diagnostico se deben identificar los trofozoitos o los quistes del parasito en
las heces del hospedador mediante técnicas coproldgicas directas o cualquier técnica de
concentracion por sedimentacion (William, 2001). El trofozoito presenta una natacién

rotatoria caracteristica.

1.2.1.7. Chilomastix mesnili

Los trofozoitos son piriformes de 6 a 24 um de longitud por 3 a 10 um de ancho.
Tienen un nucleo anterior, una gran muesca citoplasmatica cerca del polo anterior, tres
flagelos anteriores y un cuarto flagelo corto que se mueve junto con la muesca
citoplasmatica. Los quistes son ovalados y miden de 6 a 10 um de longitud. Contienen un

nucleo y los organulos del trofozoito (Taylor et al., 2016).

Es habitual encontrarlo en el ciego y colon de numerosos primates, como macacos,
vervets, orangutanes, chimpancés y otros, describiéndose una prevalencia de hasta un 26%

(Sestak et al., 2003).

Se le considera normalmente apatégeno, aunque, se ha asociado a casos de diarrea

no se sabe si es el causante u oportunista (Kuntz, 1982).

El diagndstico se realiza identificando los quistes o los trofozoitos en heces mediante
técnicas coproldgicas directas o mediante concentracion por flotacion. También pueden

encontrarse al analizar el contenido intestinal durante una necropsia (Flynn, 2007).

1.2.2. Helmintos

Los primates no humanos son afectados por una gran cantidad de especies de
helmintos muy variada. Sus ciclos bioldgicos pueden ser directos o indirectos y los niveles
de patogenicidad varian en funcién de la especie. Pese a que su localizacion puede afectar
diferentes d6rganos de los primates, los gastrointestinales son considerados los mas

patogenos (Kuntz, 1982).
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1.2.2.1. Strongyloides spp.

Este género fue descrito por primera vez en primates en 1971 (McClure y Guilloud,
1971). En catarrinos, los mas frecuentemente diagnosticados son S. stercoralis, S. cebusy S.
fuelleborni (Abbott y Majeed, 1984). Se han descrito en varias especies de PNH. En 1982,
Harpery colaboradores lo identificaron en monos patas (Erythrocebus patas). En 2005, Krief
y colaboradores lo describieron en chimpancés (Pan troglodytes). En 2012, Kooriyama y

colaboradores lo diagnosticaron en vervets.

Los adultos de este género son filariformes, con medidas de 2 a 5 mm de longitud
por 30 a 80 um de ancho. Poseen un extremo caudal en punta, una pequefia capsula bucal

y un esofago cilindrico que se extiende a lo largo del primer cuarto del parasito.

Los huevos miden de 40 a 70 um de longitud por 20 a 35 um de ancho (figura 15),
poseen una fina cubierta, transparente, y estan embrionados. Del huevo eclosiona, durante
su transito en el intestino o después de ser eliminados en las heces, una larva rhabditiforme
gue mide entre 150 y 390 um de longitud que rapidamente crece hasta 800 um de longitud.
La larva presenta un eséfago muscular corto que termina en un bulbo precedido de un

estrechamiento (Taylor et al., 2016).

Figura 15. Huevo de Strongyloides
fiielleborni (Flynn, 2007).

Su prevalencia en cautividad puede llegar hasta un 23% (Flynn, 2007) aunque

presenta diferencias significativas entre edades y sexos de mismas especies de primates. Es
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mas frecuente en hembras adultas del género Cercopithecus (Karere y Munene, 2002;
Gillespie et al., 2004), en machos adultos de colobo rojo (Piliocolobus kirkii) (Gillespie et al.,
2005b), en macacos japoneses juveniles y geriatricos (Gotoh, 2000). En orangutanes
juveniles menores de cinco afios es superior que en individuos de mas de ocho afios (Labes

etal., 2010).

Es comun en mono vervet y se considera de morbilidad moderada a grave y

patogenicidad media (Kuntz, 1982).

Este pardsito puede desarrollar su accion patoégena afectando a la piel, a los
pulmones o a nivel intestinal. En la piel, las larvas penetran la epidermis provocando
irritacion y dermatitis. En los pulmones, provocan inflamacién del tejido pulmonar asociado
a los trayectos parasitarios que desencadena sintomatologia como tos, bronconeumonia,
pericarditis y hemorragia pulmonar. En el intestino, produce disyuncion del epitelio
intestinal e inflamacién de la lamina propia, pudiendo evolucionar a atrofia de las
vellosidades. Se observard diarrea a veces hemorragica, ulceras intestinales, anemia,
hipoproteinemia, pérdida de peso e incluso la muerte. En casos graves, se ha observado
invasion de tejidos adyacentes al intestino y de los linfonddulos mesentéricos. Los signos
clinicos suelen mostrarse en parasitosis graves asociadas a fendmenos de autoinfeccién y
en animales en situaciones de estrés (De Paoli y Johnsen, 1978; Kuntz, 1982; Abbott vy

Majeed, 1984; Janovy y Roberts, 1994; Chapman et al., 2006a; Flynn, 2007).

El diagnodstico coproldgico se puede realizar mediante técnicas directas en los casos
que se elimina gran cantidad de huevos vy larvas, o mediante técnicas de concentracion,
como la sedimentacion con etil-acetato o la flotacion con sulfato de zinc al 33% para los

casos que eliminan menos formas parasitarias (Flynn, 2007; Greiner et al., 2008).

1.2.2.2. Protospirura sp.

El tamafio medio de los vermes adultos es de 21 mm para los machos y de 35,5 mm
para las hembras. Ambos poseen una gruesa cuticula con estrias transversales. La boca del
pardsito posee dos labios trilobulados con dos denticulos. El eséfago se divide en una
porcion anterior muscular y una posterior glandular (Smales et al., 2009). Los huevos

eliminados en las heces son elipsoidales, larvados, con una cubierta gruesa rodeada de
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sustancia hialina. Los huevos miden de 50 a 56 um de largo por 37 a 42 um de ancho (figura

16) (Petrzelkova et al., 2006).

Figura 16. Huevo de P. muricola.

Parece que en roedores no es patdgeno, pero en capuchinos se ha asociado a
gastritis cronica e incluso perforacion gastrica (Smales et al., 2009). De forma general su
patogenicidad se considera variable dependiendo de la especie de primate y en algunas

especies como los chimpancés sigue siendo desconocida (Kouassi et al., 2015).

Los ratones son su hospedador principal y se han descrito prevalencias que llegan al
70% (Behnke et al., 2000; Smales et al., 2009). Se ha documentado la infeccién por parte de
este pardsito en primates en general, chimpancés, colobo y mono vervet (Kuntz y Myers,
1966; Petrzelkova et al., 2006; Petrasova et al., 2010). Se ha observado mayor prevalencia
de este parasito en primates que forrajean en basura que en los que no lo hacen. La basura,
atrae a cucarachas y otros artropodos que actlan como hospedadores intermediarios, los

cuales pueden ser ingeridos por ratones, pero también por primates (Hahn et al., 2003).
El diagndstico se lleva a cabo identificando la morfologia de los huevos en heces

mediante técnicas de concentracién fisicas (Smales et al., 2009; Kooriyama et al., 2012).

1.2.2.3. Oesophagostomum spp.

Oesophagostomum spp. es el nematodo mas frecuentemente encontrado en
catarrinos como macacos, babuinos y mangabeys (Myers y Kuntz, 1972; McConnell et al.,

1974; Wong y Conrad, 1978) y grandes primates (chimpancés y gorilas). Se asume que la
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especie de mayor prevalencia es O. apiostomum, aunque la diferenciacion con O.
bifurcatum y O. stephanostomum es dificil, por lo que estas otras especies deben de ser

tenidas en cuenta (Flynn, 2007).

Su ciclo de vida es directo. Los huevos se encuentran en fase temprana de division
cuando son eliminados en heces vy si las condiciones ambientales son favorables eclosionan
una larva en 24 a 48 horas. La infeccién se produce por la ingestién de la larva infectiva. Esta
profundiza en la mucosa del colon e induce el desarrollo de un nédulo encapsulado, en la
submucosa o serosa del colon. El nddulo se rompe entre los cinco y ocho dias posteriores y

se libera el nematodo al lumen del colon, donde madura (Kuntz, 1982).

Los primates son susceptibles de infeccion por diferentes especies de
Oesophagostomum. Tomando O. apiostomum como referencia, estableceremos que los
vermes adultos miden de 8 a 10,5 mm de longitud por 0,2 a 0,3 mm de ancho. Los huevos
eliminados en las heces, miden de 60 a 63 um de longitud por 27 a 40 um de ancho (figura

17).

. -

Figura 17. Huevo de Oesophagostomum spp.
(Flynn, 2007).
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En el cercopiteco de cola roja (Cercopithecus ascanius) solo se ha descrito infectando
a hembras adultas (Gillespie et al. 2004). En macacos japoneses se ha observado una
prevalencia que alcanza hasta el 70% (Vickers, 1969) con mayor presencia en juveniles
(Gotoh, 2000). Kuntz considera que es comun diagnosticarlo en vervets con una morbilidad
moderada y es raro que sea patégeno (Kuntz, 1982) aunque Orihel y Seibold le otorgan un

alta morbilidad y patogenicidad (Orihel y Seibold, 1972).

En cuanto a su patogenicidad, depende del estado inmunitario y fisico del
hospedador (Kuntz, 1982). Se pueden observar ulceras, trayectos asociados al proceso de
profundizacién de la larva en la mucosa y pequefios nddulos oscuros de unos 8 mm de
didmetro. La respuesta inmune ante estos ndédulos parasitarios, puede caseificarlos y
calcificarlos (Flynn, 2007). En histopatologia los parasitos se observan encapsulados en

lesiones granulomatosas (Abbott y Majeed, 1984).

La sintomatologia asociada a este pardsito es inaparente en hospedadores
levemente parasitados. En infecciones graves o en individuos inmunocomprometidos se
observa: obstruccidn intestinal, ascitis, debilidad, pérdida de peso, peritonitis, diarrea,

melena y muerte (Kuntz, 1982; Chapman et al., 2006b).

El diagndstico se realiza identificando los huevos del parasito en las heces del
hospedador mediante técnicas de coprologia habituales. Es imposible la diferenciacién de
este género y de “hookworm” (Necator spp.) mediante criterios morfolégicos por
microscopia, por lo que para su diferenciacion se debe realizar coprocultivo o
diagnosticando los nédulos en el intestino. También puede encontrarse adultos en el

intestino durante una necropsia (Taylor et al., 2016).

1.2.2.4. Schistosoma mansoni

Es el Unico trematodo que afecta a primates descrito en el continente africano. Las
especies a las que afecta son el babuino (Munene et al., 1998; Howells et al., 2011), el mono

vervet (Muriuki et al., 1998) y el colobo (Flynn, 2007).

A diferencia de en la mayoria de trematodos, que son hermafroditas, la hembra

(mucho mas fina que el macho) se introduce en cépula en una cavidad muscular del macho
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llamado canal ginecdforo. El macho mide de 12 a 20 mm de longitud por 0,5 mm de ancho,

mientras que la hembra mide de 15 a 30 mm de longitud por 0,1 a 0,3 mm de ancho.

Los huevos se pueden encontrar embrionados cuando se eliminan con las heces.
Presentan caracteristicas peculiares que facilitan su identificacion, el tamafio es de 112 a
117 um de longitud por 40 a 70 um de ancho y presenta una espina terminal caracteristica

(figura 18).

Figura 18. Morfologia vy
tamaio de huevo de
Schistosoma mansoni (Flynn,
2007).
Los adultos de este parasito residen en las venas mesentéricas del intestino delgado.
Son sus huevos los que ocasionan la patogenia del parasito al acumularse en los vasos
mesentéricos o migrar hacia la vejiga e intestino pudiendo dar reacciones de cuerpo extrafio
y émbolos. Se pueden encontrar granulomas provocados por la migracién errante de huevos

a érganos como cerebro, bazo o el higado. Los sintomas que provoca son fiebre, diarrea

hemorragica, hematuria y ascitis (Flynn, 2007).

El diagndstico se lleva a cabo detectando los huevos en heces u orina. Para su
diagnostico en heces se prefiere la técnica directa o la concentracion por sedimentacion
formalina-éter. Se dispone de PCR disefiadas para su diagndstico, pero su alta presencia de

huevos en heces reduce su utilidad (Flynn, 2007; Howells et al., 2011; Taylor et al., 2016).
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1.2.2.5. Ascaris lumbricoides/suum

Es el nematodo mas grande descrito en primates no humanos. Las hembras llegan a
medir 40 cm mientras que los machos alcanzan los 30 cm. Parasitan el intestino delgado de
los primates y presentan dimorfismo sexual. El polo caudal del macho se enrolla mientras
gue el de la hembra se mantiene recto. Los huevos se eliminan en las heces del hospedador

y presentan una cubierta mamilada caracteristica (figura 19) (Bethony et al., 2006).

Figura 19. Huevo de Ascaris lumbricoides
(Taylor et al.,2016).
La patogenia se debe tanto a la migracién de las larvas, por el higado y pulmon,
produciendo sintomatologia hepatica y respiratoria, como por el adulto en el intestino

delgado pudiendo llegar a la obstruccion y perforacién del intestino (Taylor et al., 2016).

Las especies de primates no humanos en las que se ha descrito son muy variadas:
tamarinos (Wenz et al., 2010), macacos (Jones-Engel, 2004), orangutanes (Labes et al., 2010)
y babuinos (Howells et al., 2011).

Su diagndstico se centra en la observacion de los huevos caracteristicos en heces
mediante técnicas de microscopia. Las hembras tienen un alto poder de oviposicion por lo

que las posibilidades de observar los huevos en heces son altas (Bogitsh et al., 2013).

1.2.2.6. Trichuris trichiura

Esta especie de parasito tiene como hospedadores a los PNH y al humano (Taylor et
al., 2016). En el caso de los PNH ha sido ampliamente descrito en chimpancé y vervet
(Kooriyama et al., 2012), colobo (Teichroeb et al., 2009), macacos (Broadhurst et al., 2012)

y gorila de montafia (Sleeman et al., 2009) tanto en cautividad como en semilibertad y
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estado silvestre. Debido a sus implicaciones zoondticas se ha estudiado su prevalencia en
primates en funcién de la cercania al humano, encontrado correlaciones positivas (Wenz et
al., 2010). También se ha descrito la estacionalidad de esta parasitosis en colobos (Teichroeb
et al., 2009). Se ha descrito mayor prevalencia de este pardsito en monos del nuevo mundo
gue en grandes primates, postulandose que estos ultimos pudieran tener cierta resistencia

a la infestacion (Kooriyama et al., 2012).

La morfologia de los huevos de este pardsito es peculiar al tener una forma
claramente ovalada con ambos polos muy marcados, sus medidas medias son de 85 x 28 um

(Sleeman et al., 2009).

La patogenicidad de la infeccion es debida al dafio mecanico que provocan los
adultos al anclarse sobre la mucosa del colon. Lo que ocasiona erosiones del epitelio y

hemorragias (Bogitsh et al, 2013).

La sintomatologia es variable, desde ausente en infecciones leves hasta diarrea,
hemorragias intestinales, anorexia y muerte en infecciones graves. Ademas, el dafio del
epitelio intestinal puede favorecer infecciones bacterianas secundarias que agravan el

cuadro (Bogitsh et al, 2013; Taylor et al., 2016).

El diagnodstico se lleva a cabo observando los huevos caracteristicos en las heces de
los animales infestados. Para este fin se han utilizado técnicas directas (Gémez et al., 1996)
y de concentracién, como la flotacion (Sleeman et al., 2009; Teichroeb et al., 2009) vy la
sedimentacion con formalina-éter (Kooriyama et al., 2012). También se ha utilizado la
secuenciacion de ADN mitocondrial para mejorar los conocimientos acerca de las especies

del género Trichuris (Broadhurst et al., 2012).
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1.3. Técnicas de diagndstico de parasitos gastrointestinales

Las técnicas de diagndstico parasitolégico del tracto gastrointestinal, son
procedimientos que pueden utilizarse como instrumentos de ayuda para el diagndstico del
parasitismo en el esofago, estémago, higado, conductos biliares e intestino delgado vy
grueso. Permiten el diagndstico etioldgico de la mayoria de elementos parasitarios
intestinales por medio de la identificacion morfométrica de las formas evolutivas que se
eliminan con las heces. Las formas parasitarias que podemos encontrar junto a la materia

fecal son adultos, huevos, larvas, ooquistes, quistes, trofozoitos.

En la mayoria de los protocolos descritos para el diagndstico coproparasitario se
aconseja realizar el examen en tres muestras seriadas tomadas en dias alternos ya que las
hembras de los parasitos no eliminan huevos todos los dias. Por tanto, la presencia de
huevos de parasitos, en las heces de los hospedadores, no es constante. Al igual que el resto

de formas parasitarias, donde su excrecioén suele ser irregular (Hall, 1919; Pit, 1999).

Varias opciones estan disponibles para el examen de las muestras fecales
dependiendo de las capacidades del laboratorio, del tiempo disponible y de la informacion

deseada (Ash y Oriel, 2010).

1.3.1 Técnicas macroscopicas directas

El examen macroscopico es sencillo de realizar y muy econémico ya que no se
necesita gran equipamiento para poder realizarlo y aporta una informaciéon muy valiosa
sobre las heces. Las caracteristicas organolépticas de las heces son el resultado de los
procesos fisioldgicos que ocurren durante el procesado de los alimentos. Desde el momento
en el que animal comienza con el masticado de la comida, el resultado de las heces empieza
a determinarse. Un mayor triturado (es decir un mayor masticado) facilitara la digestion
frente a trozos de mayor tamafio que pueden dificultar la digestion, observandose incluso,
pedazos de los alimentos sin digerir en las heces. La composicion de la ingesta, la
masticacion, la saliva, la secrecion de jugos gastricos, asi como la propia digestién, el

peristaltismo, la absorcién de nutrientes y el tiempo que tarde el alimento en recorrer el
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tubo digestivo, determinan el aspecto de las heces resultantes. Estas funciones pueden estar
modificadas por causas mecdanicas, tumorales, degenerativas o infecciosas (virales,

bacterianas o parasitarias) (Rousset, 1993).
Hay varias caracteristicas muy importantes que pueden apreciarse “a simple vista”.

La consistencia. La descripcion de la consistencia varia segun la especie de animal.
Por ejemplo, las heces del ganado bovino, generalmente, son mas blandas que las de los
caballos o primates. En una misma especie, la consistencia depende principalmente de la
dieta y del tiempo que haya permanecido en el colon, es decir de la velocidad de transito
intestinal. Existen diferentes escalas que describen y clasifican la materia fecal en distintos
tipos. Por ejemplo, la escala de heces de Bristol (Amarenco, 2014) que cataloga en 7 tipos
las heces humanas en funcién de su consistencia (tabla 1). Seglin esta escala las heces

ideales son las de tipo 3y 4.
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Tabla 1. Escala de Bristol adaptada a las heces de C. pygerythrus.

Tipo Imagen Descripcidn

Heces secas que se componen de
trozos separados y duros al tacto. Son
frecuentes cuando el animal estd
estrefiido y tiene dificultad para
defecar.

Tipo 1

Los trozos de heces son visibles, pero
se mantienen agregados formando
heces llenas de bultos. Las heces siguen
presentando resistencia cuando de
intenta deformar e indican dificultad
en la defecacion.

Tipo 2

Los trozos de heces no son facilmente
visibles y la superficie es mas lisa,
aunque presenta algunos surcos en
ella.

Los trozos que componen las heces ya
no son visibles y la consistencia en mas
blanda debido a la cantidad de
humedad que alberga.

Tipo 4

Las heces estdn compuestas de varios
trozos, pero con alto contenido en
humedad. La consistencia es
semejante a la de la “pasta de dientes”,
es decir sigue guardando la forma, pero
es muy blando. Puede indicar diarrea.

Tipo 5

Las heces pastosas que pierden la
forma, pero guardan mayor
consistencia que los liquidos.

Tipo 6

Las heces diarreicas completamente

Tipo 7
liguidas sin trozos solidos.
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El color. Los principales responsables de la coloracion de las heces son las sales
biliares presentes en las heces y los alimentos ingeridos. La dieta puede dar colores
“anormales” sin que indique una patologia, pero es importante indicarlo (Hendrix, 1999).

Las coloraciones que pueden adquirir las heces son las siguientes:
Marrén: Es el color ideal de las heces de la mayoria de los mamiferos.

Amarillo (o palidas). Puede ser debido a la ausencia de bilis en las heces, indicando
problemas que ocasionan obstrucciones biliares o disminucién de la lipasa pancreatica,
entre otros. Si se tratan de heces diarreicas y amarillentas pueden ser causadas por

coccidios.

Negro (u oscuras): La presencia de sangre digerida en las heces melénicas dara una
coloracién de marréon muy oscuro a negro alquitranado. Los arandanos pueden confundir,
al igual que un consumo alto de hierro o carbdn, la presencia de sangre puede indicar un

parasitismo grave, asi como otras enfermedades intestinales.

Rojo: Pueden indicar un sangrado en el Ultimo tracto del sistema digestivo (intestino

grueso o recto) pero también puede ser debido a la ingesta de remolacha.

Verde: Puede deberse a transito intestinal demasiado rapido donde las enzimas no
han permitido el cambio de color de la bilis de verde a marrdén (presencia de biliverdina). Los
vegetales verdes como las acelgas, suplementos de hierro o ciertos medicamentos también

pueden provocar esta coloracion.

El olor. Las heces adquieren su olor debido a la dieta y a las bacterias que mediante
la fermentacion producen gases que pueden dar un determinado olor a las heces, los mas
caracteristicos son los olores fétidos como el provocado por el dcido butirico (Bruorton et
al., 1991). Este tipo de olores también pueden ser indicativos de alguna patologia que puede
iracompafiado de otros sintomas como la ictericia. Tanto los cambios de alimentacién como
el sindrome de malabsorcion, infecciones intestinales, pancreatitis crénica pueden afectar
en el olor de las heces y cambiar el equilibrio de flora intestinal que a su vez altera el olor de
las heces. Puede que se trate de la caracteristica mas complicada de identificar de forma

objetiva.
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Presencia de elementos anormales.

Presencia de sangre. Si la cantidad de sangre es abundante la totalidad de la materia
fecal adquirird una coloracion determinada dependiendo del lugar de sangrado. Pero si la
cantidad de sangre es escasa, las heces pueden aparecer con vetas de gamas de color rojo
vivo a negro. Si la lesion esta localizada al principio del tracto digestivo, la sangre aparece
mezclada con las heces mientras que, en lesiones del final del digestivo, la sangre envuelve
las heces. Existen diferentes causas para la presencia de vetas de sangre en las heces como

ancilostomosis, Ulceras en el sistema digestivo y colitis. (Kubab et al., 2006).

Presencia de mucus. Se trata de una sustancia gelatinosa que cubre la pared del
colon. Permite mantener la pared lubricada vy facilita el transito de las heces. Una pequefia
cantidad de mucus junto a las heces se considera normal. Mientras que una presencia
abundante puede asociarse con parasitismo intestinal o con algun tipo de patologia

metabdlica (Hendrix, 1999).

Presencia de trozos de alimentos. Encontrar trozos de alimentos en las heces,
significa que el organismo no los ha digerido. Dependiendo de la naturaleza del alimento es
normal que no se absorban como es el caso de la fibra. En el caso de otros alimentos como
trozos de frutas no siempre tiene que ser patoldgico, pero puede indicar que existe una mala
digestion con etiologias diferentes. La causa puede localizarse en distintos momentos del
procesado de alimentos. Por ejemplo, si el animal padece de alguna patologia dental

masticard menos los alimentos.

Presencia de parasitos o pseudoparasitos. Ciertas formas parasitarias son excretadas
junto a las heces, algunos parasitos, porciones de ellos o sus larvas son lo suficientemente
grandes como para ser detectados a simple vista (Hendrix, 1999). Los endoparasitos suelen
carecer de pigmentos y suelen resistir a las enzimas del hospedador por lo que se suelen
encontrar junto a las deposiciones de los hospedadores (Mehlhorn y Cordero del Campillo,

2001).

El examen macroscépico de las heces aporta una informacién muy valiosa, pero no

permite la deteccion de muchos parasitos. Esto se debe a que las formas parasitarias
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detectables por el ojo humano, son muy escasas. Por ello, es esencial combinarla siempre

con un examen al microscopio.

Todos los exdmenes microscopicos afiaden mas informacidon a las caracteristicas
organolépticas de las heces. Muestran caracteristicas de la estructura microscopica de las
heces ayudando a conocer la dieta del animal y aportando informacion adicional sobre la
composiciony el estado de los elementos que la componen. Con la ayuda de un microscopio,
se pueden observar los restos de almiddn, de bilirrubina o de sus metabolitos (estercobilina),
de celulosa y otros elementos que pueden aparecer como flora yoddfila, pardsitos, polen,

etc.

1.3.2. Técnicas microscopicas directas

El examen directo de las heces se utiliza desde hace varios siglos. En el siglo XVIII,
Antonio Van Leevwnhoek ya determind la presencia de trofozoitos de G. duodenalis en sus
propias heces. Se trata de unas técnicas muy sencillas de realizar. El tiempo de procesado
es muy breve y los materiales necesarios son relativamente econdmicos y faciles de
encontrar, en comparacion con las otras técnicas coproparasitarias. Para realizar estas
técnicas, es conveniente seleccionar la porcidon a examinar de distintas partes de la muestra
fecal, favoreciendo las zonas que presentan anomalias como mucosidad sanguinolenta
(Bailengery Faraggi, 1973). El procedimiento consiste en emulsionar sobre un portaobjetos
una pequefia porcion de heces frescas y una gota de solucion para diluir. La solucion salina
(0,85% NaCl) es muy utilizada ya que permite, si las heces son recientes, detectar el

movimiento de amebas, flagelados, larvas de nematodos y similares (Bowman, 2010).

Las mismas soluciones pueden ser efectuadas con una solucion de lugol (yodo, 2 g;
yoduro potdsico, 4 g; agua destilada, 100 mL) (Portillo et al., 1997). En este caso, los
protozoos perderdan su movilidad rapidamente, pero la cromatina de los nucleos se
coloreard permitiendo identificarla muy facilmente (Bowman, 2010). La tincidén con yodo es

el método mas sencillo para la tincidn de quistes de protozoos (Hendrix, 1999).

Ademas, con la solucién de lugol, se pueden valorar otros pardmetros, como la

cantidad de flora yodofila (se tifie de marrdn y suele aparecer en mayor cantidad en heces
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diarreicas) o el estado de digestién de ciertos elementos como los hidratos de carbono (tabla
2). Segun su desintegracion a lo largo del proceso digestivo, el almiddn se observara con

tonalidades diferentes (Portillo et a/, 1997; Bowman, 2010).

Tabla 2. Tipos de coloracion del almidén en presencia de lugol.

Estado del almidon Coloracion

Azul-violaceo intenso a negro (Mds o
Almidon crudo menos desintegrados por el proceso
digestivo)

Eritrodextrina
(almidon Violeta rojizo o rosa
semidigerido)
Acrodextrina (fase
avanzada de Amarillo
digestidn)

En el examen directo de las heces, con o sin lugol, si la carga parasitaria es elevada,
se identificara con bastante sencillez. El problema surge cuando no se observan ningun
parasito que no se debe considerar que el animal no esté parasitado. Al utilizar un tamafio
de muestra tan pequefio, no es muy fiable ni representativo del global de la muestra (Ashy
Orihel, 2010) aunque no por ello carecen de utilidad. Algunos autores sugieren que diez
examenes directos bien efectuados son bastante mas interesantes y mas fiables que dos
concentraciones examinadas rapidamente. Ademas, las técnicas directas han sido descritas
como iddéneas para el diagndstico de protozoos méviles (Dryden et al., 2005). Por ejemplo,
en un estudio comparado de varias técnicas, el examen directo con lugol encontrd tres

protozoos diferentes mientras que la otra técnica dio negativo (Zanzani et al., 2014).

Si se diluyen las heces con la solucion salina fisiologica, el movimiento de los
trofozoitos se mantiene y sera mas facil reconocerlos. B. coli, nada de forma lenta,
balanceandose. G. duodenalis, se mueve con movimientos bruscos, Trichomonas spp.,
ondula la membrana al moverse. Mientras que las amebas extienden el pseuddpodo y a

continuacién el resto del cuerpo (Hendrix, 1999).

Como norma, las técnicas de concentracion deben completar en lugar de sustituir al

examen en fresco, pero habitualmente solamente se adopta una de ellas (Bowman, 2010).
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De hecho, en heces formadas, algunos laboratorios, han eliminado las técnicas en fresco en
favor de técnicas de concentracion. El uso de procedimientos de concentracién (o
enriquecimiento) para el examen de heces practicamente asegura la deteccion de
organismos incluso en pequefias cantidades que no serian facilmente detectados con

examenes directos (Ash y Orihel, 2010).

Aunque se han descrito muchos procedimientos de concentracién, por lo general se
suelen utilizar los métodos fisicos. Entre éstos, las técnicas de flotacion y sedimentacién son
muy utilizadas para la determinacion de pardsitos intestinales. Las técnicas de
enriquecimiento pretenden, a partir de una gran cantidad de materia fecal, concentrar en
un menor volumen una gran cantidad de las formas parasitarias y eliminar los residuos de la
digestion de manera que pueda ser examinado por el microscopio (Rousset, 1993; Hendrix,
1999). Aumentan, por tanto, el niUmero de pardsitos en una zona precisa de la preparacion,
separando las particulas sélidas de una fase liquida en la que se les ha previamente
introducido. Permiten la agrupacién de formas parasitarias en funcién del peso por unidad
de volumen, es decir en funcion de la densidad. La densidad se expresa en forma de
gravedad especifica (SG) y relaciona el peso de un elemento con el peso de un volumen
idéntico de agua pura (Bowman, 2010). Por ello, la eleccién de la densidad de la solucidn a
utilizar es clave. En el caso de la flotacién se emplean soluciones densas (SG>1,0), de modo
que los solidos con menor densidad, ascienden a la superficie. En el caso de la
sedimentacion, se utilizan soluciones menos densas (SG<1,0) donde los objetos de mayor
densidad, se acumulan en el fondo del recipiente (Truant et al., 1981; Navone et al., 2005;

Mariano et al., 2012).

1.3.3. Métodos por flotacién

El procedimiento de la flotacidon varia desde métodos cualitativos muy sencillos hasta
métodos cuantitativos mas complejos. Los métodos sencillos se basan en llenar un cilindro
con el medio de solucion y la muestra de heces y dejarlo reposar un tiempo. Este reposo,
permite que ciertos elementos asciendan hasta la superficie, reteniendo los restos fecales
en el fondo. A continuacion, se toma una muestra de la parte superior, se traslada a un

portaobjetos y finalmente, se procede a su observacién al microscopio éptico. Los métodos
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mas completos combinan el principio basico de la flotacién simple con camaras de conteo
para convertir el método cualitativo en cuantitativo como puede ser la cdmara de Mc Master
o la técnica de Mini-flotac® (Gémez et al., 1996; Dryden et al. 2005; Ballweber et al., 2014;
Barbosa et al., 2015).

Los métodos de flotacion se basan en las diferencias de densidades entre los huevos,
la materia fecal y la solucion de flotacion. Para que los huevos y ooquistes floten deben tener
una densidad menor a la densidad del medio. De forma ideal, los huevos, quistes y ooquistes
deberian flotar manteniendo su morfologia, mientras que los restos fecales deberian
hundirse en el medio de flotacion facilitando la deteccién de las formas parasitarias (Dryden

et al., 2005; Ash y Orihel, 2010; Bowman, 2010; Katagiriy Oliveira-Sequeira, 2010).

Varios estudios demuestran que pueden existir individuos infectados que son
diagnosticados como libres de patégenos debido a una mala eleccién del método de
diagnostico. Cuanto mayor sea el caso de falsos negativos menor sera la sensibilidad de la
técnica. La sensibilidad depende de la destreza del observador, de la técnica utilizada, del
componente de la solucidon de flotacién elegida y de la especie de parasito que se pretende
diagnosticar. Se han encontrado diferencias significativas entre los resultados obtenidos
para la sensibilidad de soluciones con distintas densidades y con soluciones de naturaleza

diferente (Cringoli et al., 2004; Christie et al., 2011).

Ala hora de decidir el medio de flotacion a utilizar hay que tener en cuenta todas sus
caracteristicas. El pionero en la utilizacién de una solucion de flotacion en parasitologia
parece que fue Koutz en 1941. A partir de ese momento se desarrollaron una multitud de
soluciones con caracteristicas diferentes. Como ya se ha mencionado, es importante la
eleccion de la gravedad especifica de la solucion que permitird o no que asciendan unas u
otras formas parasitarias presentes. Pero, no hay que olvidar los componentes de la soluciéon
ya que son los responsables de las caracteristicas fisicas del medio de flotacion. Por ejemplo,
la solucidn de sacarosa saturada es mds viscosa que otras soluciones a la misma densidad.
Estas peculiaridades demuestran la importancia de realizar una buena eleccion de la
solucién de flotacién entre todas las descritas en la literatura para obtener una sensibilidad
adecuada (Stoll, 1930; Farr y Luttermoser, 1941; Koutz, 1941; Bello, 1961; Dryden et al.
2005; Ballweber et al., 2014).
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En general, los procedimientos basados en el principio de flotacion hacen que la
mayoria de los quistes de protozoos y muchos de los huevos de nematodos y cestodos floten
con relativa facilidad en las soluciones que se suelen utilizar. La densidad de la mayoria de
los huevos de estos parasitos esta entre 1,05y 1,23 (David y Lindquist 1982) encontrandose
principalmente acotados entre 1,1 y 1,2. El problema radica en que algunos huevos de
trematodos y de cestodos no flotan debido a su alta gravedad especifica, en que los
trofozoitos de los protozoos y algunas larvas de nematodos se deterioran, impidiendo ser

diagnosticados (Ash y Orihel, 2010; Bowman, 2010).

Las técnicas de flotacion consisten en realizar una suspensién de un volumen de
materia fecal, en un frasco de boca ancha, con una solucién de flotacién. Tras homogenizar
las heces en la solucidon se procede a su filtrado. Posteriormente, se llena el recipiente con
la mezcla homogenizada hasta formar un menisco en el borde superior del recipiente. A
continuacién, se puede depositar un cubreobjetos en la boca del recipiente, evitando que
gueden atrapadas burbujas de aire y que toda la superficie del cubreobjetos entre en
contacto con la solucion. Se deja reposar durante un tiempo determinado y se toma el
cubreobjetos con cuidado para colocarlo sobre un portaobjetos. En otras ocasiones, en vez
de utilizar un cubreobjetos se puede recoger la parte superficial del menisco con la ayuda
de un asa estéril o una pipeta Pasteur. Y, con la ayuda de un microscépico, se examinan con
el objetivo de 10Xy 40X, todos los campos en la busqueda de formas parasitarias, afladiendo
0 no una gota de colorante (Hendrix, 1999; Dryden et al., 2005; Gillespie, 2006; Bowman,
2010; Taylor et al., 2016).

Como ya se ha mencionado, las densidades especificas de la mayoria de los huevos
de parasitos, presentan una densidad especifica comprendida aproximadamente entre 1,1
y 1,2 g/mL, mientras que el agua corriente contiene una densidad levemente superior 1
g/mL. Motivo por el cual los huevos de parasito no flotan en el agua y se utilizan soluciones
de flotacion con densidades superiores a la de los huevos. Las diferentes soluciones de
flotacion estdn compuestas por agua (que puede ser destilada o no), a la que se le afiade un
concentrado de varias sales o de azUcar, para aumentar su densidad hasta estar
comprendidas entre 1,15 y 1,55 aunque por lo general se buscan gravedades especificas

entre 1,18 y 1,30. Con estas densidades se consigue que la mayor parte de material fecal no
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flote, ya que tiene una densidad igual o superior a 1,3 (Stoll, 1930; Mayhew, 1962; Parfitt,
1969; O’'Grady y Slocombe, 1980; Egwang vy Slocombe, 1982; Cringoli et al., 2004; Cebra y
Stang, 2008; Vadlejch et al., 2011).

Entre los diferentes medios de flotacidén mas utilizados en veterinaria se encuentran
la compuesta por azucar (solucién de Sheather), la solucién de cloruro sédico saturado (sal
de mesa), la solucion de sulfato de magnesio (sal de Epsom), la solucion de sulfato de zincy
la de nitrato sédico. Su eleccion depende de la preferencia personal, de la disponibilidad de
los reactivos y de los pardsitos que se quieren aislar. A continuacién, se detallan las
caracteristicas de estas soluciones segun las descripciones de varios autores (Hendrix, 1999;

Dryden et al., 2005; Bowman, 2010).
Solucidn saturada de fructosa o de azucar (Sheather).
e |agravedad especifica de esta solucion estd comprendida entre 1,27 y 1,33.

e C(Calentar, evitando la ebullicién, 350-355 mL de agua destilada y mezclar 450
- 454 g de azlcar hasta conseguir que se disuelvan completamente. Se puede
agregar 6 mL de formaldehido al 40% o 1 g de fenol cristalizado por cada 100

mL de solucién que servird de conservante.

e Eltiempo de reposo necesario para que floten las formas parasitarias es entre

15y 20 minutos dependiendo de la altura del tubo.

e La viscosidad de la solucién dificulta una buena homogenizacién con el
sedimentoy que algunos huevos floten. No deforma los huevos de los vermes

redondos.
Solucién de cloruro sédico saturado (sal de mesa).
e |agravedad especifica debe de ser entre 1,8 y 1,20.

e Se trata de una solucidn salina saturada. Esta se consigue disolviendo 350 g
de sal en un litro de agua destilada. En otros casos se aconseja afiadir cloruro
de sodio a agua hirviendo hasta que ya no se disuelva y se acumule en el

fondo.
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El tiempo de espera para que las formas parasitarias asciendan y se adhieran
a la parte inferior del cubreobjetos es de 10 — 15 minutos dependiendo de la

altura del tubo.

Se trata de una buena técnica para identificar nematodos, y algunos cestodos
a excepcion de los huevos de Pseudophylidea que no flotan en esta solucion

(Sixtos y Virbac, 2010).

Solucién de sulfato de magnesio (sal de Epsom).

La gravedad especifica de esta solucién se situa entre 1,20y 1,3.

Para preparar la solucidn es necesario afadir, sin dejar de remover, sulfato
de magnesio a un litro de agua. Algunos autores como Dryden indican que es
necesario 450 g mientras que Hendrix recomienda 350 g de sulfato de
magnesio por cada litro de agua. No es necesario calentar la solucion, pero

acelera la disolucion.

Se requiere entre 10 y 15 minutos para que los huevos se adhieran al

cubreobjetos.

Solucidn de sulfato de zinc.

La gravedad especifica de esta solucion se encuentra entre 1,18 y 1,25.

Para realizar este método se utiliza la preparacién de Faust que consiste en
una solucién de zinc al 33%. Para ello hay que diluir 331 g de sulfato de zinc
en un litro de agua. En el caso de querer alcanzar densidades superiores (SG
1,2 — 1,25) afiadir 386 g de sulfato de zinc por cada litro de agua. No es

necesario calentarlo, pero acelera la disolucion.

Se requiere de entre 10 y 15 minutos para que los huevos se adhieran al

cubreobjetos.

Las estructuras de los quistes de protozoos no se ven afectadas por esta solucién y

se concentran adecuadamente al igual que los huevos vy las larvas de helmintos. Pero no es
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conveniente utilizarla en el caso de sospechar de huevos pesados (Por ejemplo, los de Taenia

spp.) ya que estos no flotaran.
Solucién de nitrato sédico.

e |a gravedad especifica que se quiere conseguir con esta solucion es entre

1,18y 1,25.

e Paraobtener densidades de entre 1,18 y 1,2, mezclar 315 g de nitrato sédico
con un litro de agua destilada. Si se quiere conseguir densidades mas altas
mezclar 338 g de nitrato de sodio por cada litro de agua. El calentamiento de

la solucidn facilita la disolucidn, pero no es necesario.

e Se requiere de unos 10 minutos para que los huevos se adhieran al

cubreobjetos.

e Hay que examinarlo rapidamente, de lo contrario la cristalizacién del medio
y la distorsion osmotica pueden dificultar la identificacion de las formas

parasitarias.

Sea cual sea la solucion y la densidad elegida la mejor manera de asegurar la
gravedad especifica del medio de flotacién es mediante el uso de un densimetro. Los mas

adecuados son los que permiten determinar rangos de densidad entre 1,00y 1,40.

Se cree que el origen de las técnicas de flotacion se remonta a Stoll. En 1923,
realizaba un examen directo afiadiendo a la muestra una cantidad de diluyente y lo
observaba al microscopio. Probablemente sea la primera dilucidon que se realizdé donde se
tuvo en cuenta el factor de dilucidn para el calculo de la concentracion de huevos por gramo
de heces. Lane introduce la fase de lavado de la muestra. En 1924, propone otra técnica
donde un gramo de heces era sometido a un lavado con agua para quitar las particulas de
mayor tamafio y posteriormente se le afladia un fluido pigmentado y se realizaba una
flotacion para observarlo a continuacion en un cubreobjetos. En 1930, Stoll propone una
modificacion de su técnica. Aflade una fase de lavado, poniendo diez gramos de heces en

300 mL de agua. A continuacion, llena con el sobrenadante uno o dos tubos de 15 mLy lo
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centrifuga durante un minuto a 1000 rpm. El sedimento lo mezcla con cloruro sédico (SG

1,2) en un tubo colocando un cubreobjetos en contacto con el liquido.

El lavado permite un mejor visionado de las formas parasitarias, pero aparecen
nuevas técnicas sin fase de lavado junto con estudios que demuestran que al eliminar la fase
de lavado la sensibilidad de la técnica es superior. Por lo que se volvid a la flotacién en un
paso, eliminando la fase de lavado, pero afiadiendo un tiempo de centrifugacion que
cambiaba en funcién del autor o de la especie de la que procedia la muestra de heces. El
tiempo de suspensién para permitir a las formas parasitarias ascender a la superficie
también varia de una técnica a otra (Cox y Todd, 1962; Egwang y Slocombe, 1982; Foreyt,

2001; Dryden et al., 2005; Bello y Allen, 2009; Zajac y Conboy, 2012).

En la actualidad se pueden encontrar diversos kits de flotacién fecal disponibles en
el mercado. Algunos como Fecalyzer® y Ovatector® (figura 20) son cilindros de flotacién
semejantes a un tubo de ensayo, pero con distintas dimensiones. Otros como Mc Master o
Mini-flotac® son camaras de pequefia capacidad que permite cuantificar las formas
parasitarias encontradas. En el caso de los primeros, los kits de flotacién suelen
suministrarse con todo lo necesario para realizar el examen: cuchara para realizar la toma
de muestras, varilla para homogeneizarla, colador, cilindro de flotacion y solucion de
flotacion. El Unico material no facilitado es el cubre y el portaobjetos. Mientras que, en el

caso de los segundos, suelen venderse Unicamente las camaras.

Figura 20. Kit de flotacién Ovatector®.
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1.3.4. Métodos por sedimentacion

Las técnicas de sedimentacion se utilizan habitualmente para identificar elementos
demasiado pesados o elementos que se distorsionan mediante los métodos de flotacién. Se
pueden utilizar tanto muestras frescas como conservadasy se trata de separar las particulas
mas pesadas por medio de un asentamiento gravitacional. Gracias a la utilizacion de
soluciones de baja densidad (agua; SG 1) se pueden recuperar, en el fondo del recipiente,
formas parasitarias mdas densas como ciertos huevos, larvas, ooquistes y quistes. Por el
contrario, los elementos menos densos que la solucién, como los restos de fibras, se
guedaran en suspension. Al igual que en los métodos de flotacidn, las caracteristicas
fisicoquimicas de los elementos parasitarios tienen un papel esencial. En efecto, la
concentracién de huevos esta favorecida por el caracter hidrofilo de los huevos. La
sedimentacion se puede lograr mediante centrifugaciéon o mediante el uso simple de la
gravedad. La sedimentacién espontanea es poco practico debido a la lentitud del proceso,
pero puede resultar de gran utilidad en laboratorios de campo cuando el acceso a la

electricidad es restringido o no se dispone de centrifuga (Taylor et al., 2016).

El sedimento obtenido suele contener los parasitos presentes en las heces
procesadas y los restos fecales. Estos, pueden ser excesivos y enmascarar la presencia de
parasitos. Para una mejor visualizacion de los parasitos, es necesario diluir una o dos gotas
del sedimento con una o dos gotas de solucién salina al 0,85% para reducir la densidad de
las particulas en |la preparacién. También se pueden diluir con colorantes, como el yodo, que

facilitaran la deteccién de quistes de protozoos (Ash y Orihel, 2010).

La sedimentacion ha demostrado ser especialmente adecuada para el diagndstico de
huevos de trematodos (Boray, 1969; Rojo-Vazquez et al., 2012) y acantocéfalos, amebas,
ciliados y quistes de G. duodenalis. Por el contrario, muestra una menor sensibilidad ante
huevos de nematodos y ooquistes de coccidios, larvas de nematodos. Para aumentar la
sensibilidad de las técnicas se debe examinar por lo menos la mitad del sedimento al

microscopio (Bowman, 2010).

En 1930, Faust describe una primera técnica de sedimentacién utilizando agua del

grifo como liquido de dilucién. En 1946, Faust y Ingalls sustituyen el agua de grifo por una

83



Introduccion

solucion acuosa de glicerina al 0,5%. Pero ambas técnicas necesitan entre 30 y 45 minutos
para que las formas parasitarias sedimenten. Con el fin de mejorar la deteccién de huevos
de parasitos se propusieron ciertas modificaciones en el liquido de dilucién. Jahnes y Hodges
(1947) utilizando alcohol etilico al 10%, Ritchie (1948) utiliza éter y formalina, Euzéby (1956)
propone afiadir un detergente, Teepol 1%, al agua. Posteriormente, Barrody y Most utilizan
una etapa de centrifugaciéon para disminuir el tiempo de sedimentacién y Boray y Pearson
afiaden un azul de metileno como colorante (Happich y Boray, 1969; Bailenger y Faraggi,

1973).

1.3.4.1. Sedimentacion de etil-acetato-formalina o formalina-etilacetato

A veces también es llamada como la sedimentacion de Ritchie (Petrzelkova et al.,
2006; Hernandez y Maclntosh, 2009) pero hay que tener cuidado puesto que han salido

varias modificaciones después de haber sido descrita por Ritchie en 1948.

La preocupaciéon con el almacenamiento y el uso del éter, un material
potencialmente inflamable y explosivo, en el laboratorio ha llevado a su sustitucion por etil-
acetato. El acetato de etilo ha demostrado ser mads seguro que el éter e igual de eficazen la
recuperacion de los pardsitos presentando una sensibilidad vy fiabilidad similar o incluso
superior en el diagndstico de G. duodenalis, Taenia spp. y Hymenolepis nana. Estos huevos
y quistes parecen tener menor tendencia a quedar atrapados en el sedimento. Un
inconveniente del acetato de etilo es que, en heces frescas, no es tan eficiente como el éter

en la extraccion de la grasa y el material mucoide (Young et al., 1979; Ash y Orihel, 2010).

Se trata de un método muy utilizado en laboratorios de Salud Publica para la
identificacion de huevos, quistes y larvas ya que permite la concentracion de huevos y
quistes sin deformarlos. Es necesario utilizar varios reactivos y soluciones como el cloruro
de sodio, formaldehido en solucidn, éter etilico comercial y una solucién salina isotdnica. El
formol conserva las heces, detiene o enlentece el desarrollo de la mayoria de los parasitos
y reduce el mal olor de las muestras fecales. El acetato de etilo elimina las grasas, pigmentos
y otras sustancias que pueden interferir en la detecciéon de los elementos parasitarios

(Bowman, 2010).
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Se trata de un método ampliamente descrito en la literatura y con un sinfin de
modificaciones. En general, el método consiste en homogeneizar unos gramos de heces con
agua, solucion salina o formol al 10%. El resultante se pasa a través de un filtro, colador o
gasa vy el liquido recolectado se centrifuga a una velocidad determinada, se decanta el
sobrenadante y se resuspende el sedimento varias veces. Se deja reposar y se le afladen
unos mililitros del reactivo utilizado. A continuacion, se agita enérgicamente durante unos

segundos y se vuelve a centrifugar.

En el tubo se pueden observar cuatro capas (figura 21). La primera esta formada por
el éter (o el reactivo que lo remplace) que se queda en la superficie. La segunda es un tapon
de restos fecales y con gran contenido en grasa. La tercera capa sera el formaldehido
utilizado. En el fondo del tubo, se encuentra el sedimento donde estardn los elementos
parasitarios. Con la ayuda de una pipeta Pasteur se extrae una gota del sedimento
directamente o se rompen las tres primeras capas, se voltea el tubo de sedimentacién y se
decanta el sobrenadante. Por ultimo, se suspende, homogeneiza un poco del sedimento, se
le afiade o no una gota de colorante y se coloca en un portaobjetos con el cubreobjetos para

su examen al microscopio con objetivos de 10X y 40X.

Figura 21. Sedimentacion con etil-
acetato-formalina.
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1.3.4.2. Sedimentacion de Telemann

En 1908, Telemann describe este método de sedimentacién con necesidad de étery

acido clorhidrico. En 1928 Rivas, sustituye el acido clorhidrico por acido acético.

Un gramo de heces se homogeniza con acido clorhidrico al 15%. Una vez filtrado a
través de dos capas de gasas humedecidas, se afiade la misma cantidad de éter y se agita
antes de centrifugarlo a 1500 rpm durante un minuto. Al igual que en la sedimentacion de
formalina-etilacetato se observan las mismas cuatro capas. Se vierte las 3 capas superiores

y se observa el sedimento al microscopio.

1.3.4.3. Kits comerciales de sedimentacion

La mayoria de los kits comerciales de sedimentacion contienen recipientes que
pueden ser tubos de centrifuga (en el caso de que sea necesario centrifugar) y algln sistema
de filtracion que permita pasar las formas parasitarias pero eliminar la mayoria de artefactos
con el fin de obtener una preparacién mas limpia en menos tiempo. Suelen utilizar algin
fijador y un surfactante para disgregar y disolver los restos fecales. El objetivo final es

obtener un sedimento que se observara al microscopio.

1.3.4.4. Técnica de Baermann

Se trata de una técnica que permite obtener larvas de nematodos y es especialmente

eficaz para la deteccion de larvas de Strongyloides spp. en muestras de heces.

Consiste en un embudo de cristal de 14 cm de didmetro con un tubo de goma corto
en el extremo caudal que termina con un tubo estrecho (una punta de pipeta Pasteur). Se
cierralagoma con una pinza que permite llenarlo de agua y dejarla salir cuando es necesario.
A continuacién, se coloca una muestra de heces envuelta por varias capas de gasa o sobre
un colador de té sumergiéndola en el agua 1-3 cm. La técnica se basa en la migracion activa
de la larva fuera de las heces debido a que el agua caliente estimula su movimiento. Al salir
de la muestra cae al fondo del recipiente. Se deja reposar 24-48 horas. Sostener un
portaobjetos bajo el tubo estrecho y dejar caer una gota gruesa, colocar un cubre vy

examinarlo al microscopio. O dejar caer unas cuantas gotas y centrifugar y decantar. Se
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pueden utilizar disefios alternativos a este montaje siempre y cuando se conserven sus

caracteristicas esenciales (Hendrix, 1999; Ash y Orihel, 2010; Taylor et al., 2016).

1.3.5. Otros métodos

1.3.5.1. Cultivo de heces

Sirven para llegar al diagndstico definitivo de muchos de los huevos que no se han
podido diferenciar debido a la similitud de algunos. EIl método consiste en mantener los

huevos viables dentro de las heces hasta que la larva se desarrolle y eclosione el huevo.

Para los huevos de nematelmintos se toman 20 — 30 g de heces y se deshace el
material fecal al tiempo que se humedece. Se coloca en un recipiente sin luz directa y se
deja durante siete dias. Durante este tiempo la humedad se debe condensar en las paredes
del recipiente, en el caso de no observar gotas de agua, pulverizar de nuevo la muestra. Para

recuperar las larvas, se puede utilizar la técnica de Baermann.

Si se observan ooquistes de coccidios que no se pueden diferenciar, se puede cultivar
las heces parasitadas para poder llegar a identificarlos. Por ejemplo, al producirse la
esporulacion de ooquistes del género Eimeria, se observa que contiene cuatro esporocistos

mientras que un ooquiste de /sospora spp. contiene Unicamente dos (Hendrix, 1999).

1.3.5.2. Obtencion de elementos parasitarios en la necropsia

Se trata de un método muy importante para diagnosticar elementos parasitarios en
el tracto digestivo. Ademas, también pueden observarse las lesiones ocasionadas, en los
distintos érganos, debido al parasitismo. Durante la necropsia o autopsia de un PNH, el
personal que la realice (normalmente un veterinario) puede identificar facilmente los
trematodos y cestodos. Para el caso de los nematodos se suelen utilizar el método de
decantaciony el de filtrado. Los pardsitos encontrados se colocan en cajas de Petri con suero
salino fisiologico y posteriormente se conservan los cestodos con formol al 10% vy el resto

con etanol.
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1.3.4.2.1. Método de decantacion (Hendrix, 1999)

Una vez anudado cada porcion del tracto digestivo con una doble ligadura a nivel del
cardias, piloro y valvula ileocecal, verter el contenido de cada una de las partes en
recipientes individuales de manera que permita poder especificar la localizacién del parasito
una vez identificado. Se debe raspar la mucosa interna y afiadir el material obtenido al
examen al microscopio. A cada uno de los recipientes se les afiadird agua y se mezclara bien
con el contenido digestivo. Tras unos 45 minutos de reposo, eliminar el sobrenadante.
Repetir el lavado tantas veces como sea necesario hasta que el sobrenadante sea
transparente. Por ultimo, examinar el sedimento. Cualquier pardsito detectado, sera

conservado para su posterior identificacion.

1.3.4.2.2. Método de filtrado (Gimard, 2001)

La diferencia con el método de decantacion es que en el método de filtrado es que
la mezcla de contenido digestivo al que se afiade agua, se debe colar a través de un filtro
con orificios de un milimetro de didmetro y a continuacién por un filtro de 0,354 mm de

didmetro.

Cuando existe una gran carga parasitaria y las formas parasitarias presentes son de
gran tamafio es mas facil de diagnosticar con este método, pero si solo se utiliza esta técnica

los falsos negativos son frecuentes.

Las combinaciones de los métodos de examen vistos hasta el momento son los
utilizados habitualmente para detectar la presencia de pardsitos, pero existen otros. El
examen coprologico solo permite la deteccidn de la infeccion cuando existe excrecion de
formas parasitarias mientras que el diagndstico inmunoldgico se ha demostrado mas eficaz
para detectar algunas infecciones parasitarias. Se consideran mas rapidos y mas simples
para determinar la prevalencia de Fasciola hepatica en animales de produccion. Pero no
existen test seroldgicos para detectar todos los parasitos (Anderson et al., 1999; Reichel et

al., 2005; Meissonnier y Mage, 2007; Salem et al., 2011).
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1.3.5.3. Métodos de diagndstico molecular

Con la aparicion de las técnicas de diagndstico molecular, se pudo perfilar mas la
identificacion de infecciones por parasitos gastrointestinales y diferenciar especies que
hasta el momento resultaba complicado (Haque, 1993). Se disefiaron métodos ELISA que
permitieron diagnosticar parasitos (Mezo, 2009) y se desarrollaron nuevas tecnologias de
diagndstico donde ya no es necesario una muestra de heces sino de sangre (Fagbemi, 1997)
o incluso de saliva (Leendertz et al., 2006). Algunos de los estudios los consideran mas
rapidos, mas simples y/o mas eficaces que los métodos de concentracion (Merino, 1990;
Aldeen, 1995; Morgan, 1998; Otranto y Traversa, 2002; Reichel, 2005; Meissonnier y Mage,
2007; Salem et al., 2011) aunque siguen presentando defectos como las reacciones cruzadas

(Lorenzo, 1998).

El hecho de que aparezcan nuevas técnicas y que se vayan modificando, no hace que
las anteriores dejen de usarse. De hecho, en la actualidad se sigue utilizando el examen
directo, con o sin colorante, aunque lo mas utilizado es una combinacion de diferentes
técnicas coprolégicas. Es una lastima que no exista una Unica técnica ideal para la
identificacion de todos los pardsitos, pero teniendo en cuenta la gran diversidad de los

elementos parasitarios es normal (Baxby, 1984; Anderson et al., 1999; Bowman, 2010).

En general, la correlacién entre los huevos detectados por métodos
coproparasitarios y la carga parasitaria real es considerada baja (Phiri et al., 2006), lo mismo
pasa con los resultados obtenidos por métodos inmunoldgicos (Jacquiet, 2001; Charlier et
al., 2008). Para realizar un estudio de la prevalencia de un parasito, lo ideal serfa utilizar
combinacién de métodos coproparasitarios, inmunolégicos e incluso la necropsia (Dorchies,

2007).
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El objetivo general de este trabajo es optimizar las técnicas de diagndstico parasitarias

en el mono vervet y para ello se definen tres objetivos especificos:

1. Realizar un analisis bibliométrico de los estudios y las técnicas para el diagndstico de

parasitos gastrointestinales en primates.

2. Determinar el método de filtrado y homogenizado mas eficaz para procesar muestras

fecales de Chlorocebus pygerythrus, a partir de una contaminacion experimental.

3. Evaluar diferentes métodos de diagndstico coproparasitario en condiciones de

laboratorio y de campo, para determinar los métodos mas eficaces.
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Para conseguir los objetivos anteriormente citados se planted realizar el estudio en
dos fases. En la primera fase, se realizd un analisis bibliométrico y se analizo, a partir de Ia
literatura, la evolucion de las técnicas coproparasitarias utilizadas en PNH. Esto permitié
observar las modificaciones efectuadas en ellas, los parasitos identificados, las especies de
PNH estudiadas y el tipo de alojamiento en que se encontraban. A partir de los resultados
obtenidos en esta fase, se seleccionaron los métodos de diagndstico coproparasitario mas
idéneos para ser utilizados en monos vervets y se procedid a su evaluacién, con el fin de

optimizar el diagndstico parasitario.

En una segunda fase, se llevd a cabo un estudio experimental que se dividid en tres

etapas:

Etapa 1: comparar dos procedimientos de homogenizacion y filtracion de

material fecal para determinar cual de ellos es mas eficaz.

Etapa 2: evaluar diez métodos de recuperacion de formas parasitarias con heces

contaminadas de manera experimental.

Etapa 3: evaluar ocho métodos de recuperacion de formas parasitarias en una
situacioén real de campo con heces procedentes de monos vervets infectados de

manera natural.
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3.1. Analisis bibliométrico

La bibliometria es una ciencia que estudia la actividad cientifica mediante el andlisis
de la literatura cientifica y los autores que la producen. La parte descriptiva se encarga de
las caracteristicas de la literatura cientifica mientras que la evolutiva estudia la relacién
existente entre estas caracteristicas (Hertzel, 1987). Se puede centrar el andlisis en distintos

niveles en funcion del interés (Moed et al., 1985).

3.1.1. Acotacién de la busqueda

3.1.1.1. Delimitacion del darea de estudio

Para este trabajo, el drea de estudio es especifica y su delimitacién se centrd en los
meétodos coproparasitarios. Por ello, se incluyé en la busqueda todas las técnicas de
diagnostico parasitario realizadas a partir de muestras de heces de cualquier especie de

PNH.

3.1.1.2. Delimitacién del periodo de estudio

Para la delimitacién del tiempo de estudio se tuvo en cuenta que cuanto mayor es el
periodo, mas representativos son los resultados. Al no existir excesiva digitalizaciéon de
articulos antiguos, es complicado acceder a una gran cantidad de ellos. Ademas, se trata de
un tema muy especifico, por lo que no se preveia un gran nimero de documentos que
cumplieran todos los criterios de inclusién. Por ello, el periodo de estudio solo se delimitod

hasta diciembre de 2015, sin poner un limite en cuanto al articulo mas antiguo.

3.1.1.3. Eleccion del buscador y bases de datos

Como herramienta principal de busqueda se utilizé el programa Papers® para Mac®,
version 3.4.7, que realiza una busqueda simultdnea en Google scholar, Pubmed, Web of
Science (BIOSIS Previews) y Science Direct ya que ha demostrado ser mas exhaustiva que
otras bases de datos y ya ha sido utilizada en varios estudios como la Unica fuente de datos

(Brandsma et al., 1990).
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3.1.1.4. Delimitacion de la naturaleza de las publicaciones

Se asume que las publicaciones son la forma en que los investigadores transmiten
sus estudios, y que la aceptacion de los resultados expuestos entre la comunidad cientifica
se mide por la cantidad de citas, y si estas son positivas o negativas (Moravcsik, 1989;

Sancho, 1990).

La naturaleza de las publicaciones puede ir desde libros o articulos de revistas hasta
comunicaciones orales que quedan reflejadas en las actas de congresos, pero uno de los
principales modos de comunicacién de las ciencias experimentales y de la naturaleza son los
articulos en revistas cientificas (Van Raan y Peters, 1989; Pifiero y Ferrandis, 1992). Por este
motivo, la busqueda se centra Unicamente en articulos publicados, excluyendo los libros, los

posters, los monograficos y las comunicaciones orales.

3.1.1.4. Delimitacion de los parametros para la busqueda

La procedencia de articulos que apliquen métodos de diagndstico coproparasitario
en PNH es muy diversa. Se pueden encontrar articulos en revistas de ambito de la
veterinaria, de la medicina humana o incluso de la antropologia. Por esta razon, la busqueda
no se centré en revisar los articulos publicados en algunas revistas, sino que se realizd una

busqueda por pardmetros.

El buscador realizd una revision de todos los articulos almacenados en las bases de
datos que contuvieran en el titulo, en el resumen y/o en las palabras clave estos términosy

la combinacién de ellos.

La mayoria de las revistas con mayor factor de impacto se escriben en lengua
anglosajona, por lo que se decidid tener en cuenta Unicamente el inglés como idioma de

busqueda.

Los parametros utilizados deben adecuarse al drea cientifica estudiada y a las bases
de datos consultadas (Small, 1973; Van Raan y Peters, 1989; Sancho, 1990; Luukkonen,
1990). En este estudio se buscaron una serie de términos que aparecieran en los campos de

“title”, “abstract” y/o “keywords”.
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Los términos utilizados fueron los siguientes:

APE

Catarrhini
Cercopithecus
Chimpazee
Chlorocebus
Colobus

Gorilla

Guenon

Monkey

New world monkeys
Non human primate
Old world monkeys
Platyrrhini

Primate

Endoparasite
Gastrointestinal
Parasites

Helminth

Intestinal parasites
Nematode
Parasites

Protozoa

3.1.2. Seleccidon de la muestra

Coproscopy
Diagnosis

Direct smear

Fecal egg count
Flotation

IFI

Methods comparison
Molecular diagnosis
Parasitological diagnosis
PCR

Sedimentation

Se incluyeron para este estudio todos los articulos publicados en alguna de las bases

de datos que consulta el programa Papers®, que cumplieran las siguientes caracteristicas:

e Elidioma publicado debe ser el inglés.

e  Debe utilizar al menos un método de diagndstico coproparasitario.

e Losindividuos de estudio deben pertenecer al grupo de los PNH.

3.1.3. Recopilacion, procesado de la muestra y analisis de los resultados

3.1.3.1. Recopilacion de la muestra

Los articulos encontrados fueron procesados con el programa de gestidon

bibliografica Papers®, que permite organizar las referencias bibliograficas en funcién de

palabras clave creadas por el usuario, permitiendo un facil manejo de toda la informacion.

El programa también dispone de un motor de busqueda con filtros bibliométricos

que permite acotar la busqueda en funcion de los pardmetros seleccionados.
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3.1.3.2. Tratamiento de los datos y andlisis de los resultados

Todos los articulos se clasificaron en funcién del autor, del afio de publicacion, de la
revista de publicacion, de las técnicas coproparasitarias utilizadas, de los pardsitos

identificados, de los PNH estudiados y del alojamiento.

Para el anadlisis de los resultados se utilizé el programa Papers® (Labtiva Corporation)

y el programa Excel® del paquete Microsoft Office® (Microsoft Corporation).

101



Material y métodos

3.2. Fase experimental

3.2.1. Materiales necesarios para la obtencion y procesado de las muestras

3.2.1.1. Elementos de proteccion

Los elementos de proteccidn personal necesarios durante la recogida y procesado
de las muestras fueron guantes, gafas de seguridad, mascarilla e indumentaria de trabajo

(figura 22).

.4)';
Figura 22. Mascarilla (izquierda) y gafas de seguridad
(derecha).

3.2.1.2. Equipos y materiales fungibles

Todo el equipamiento de laboratorio utilizado para este estudio, se detalla a

continuacion.

e Microscopio binocular. La marca del microscopio fue Nikon modelo alfhaphot-2
YS2, microscopio binocular con objetivos de 10X, 40X, 100X. Las lentes oculares
estaban dotadas de una escala micrométrica para realizar mediciones de los
elementos encontrados. El microscopio tenia una platina mecanica que favorece

gue el portaobjetos se mueva de manera uniforme y constante (figura 23).

Figura 23. Detalle del microscopio.
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Balanza de precision. La balanza utilizada para pesar las muestras fue Mettler
Toledo modelo PL1502E.
Centrifuga. La centrifuga utilizada fue la misma para todo el estudio, marca Hettich,

modelo Universal 300.

Figura 24. Detalle de la centrifuga utilizada.

Fill-flotac® Esta formado por un contenedor y un cono para la muestra que a la
vez sirve de agitador. En la tapa se acoplan dos tapones, el de agitacion y el de
vertido. El primero permite acceder al extremo del agitador mientras que en el
segundo se acopla una punta de pipeta que facilita el vertido del contenido. El
interior de la tapa dispone de un filtro.

Mortero y colador. Se utilizé un colador convencional de cocina.

Frasco seco. Recipiente de plastico transparente, limpio (sin necesidad que sean
estériles), con tapa de rosca que permite un cierre hermético. Los frascos
disponen de espacio suficiente para identificar la muestra.

Kit comercial Uranotest copro®. Se trata de un recipiente con un medio de
conservacioén para la recogida, transporte y filtracion de heces con destino a la
posterior realizaciéon de analisis parasitolégico.

Ovatector® y Camara de Mini-flotac®. Los componentes se detallan en la figura

25.

Figura 25. Detalle Ovatector® (izquierda) y de la camara de Mini-flotac®.
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Se utilizd diverso material fungible que se detalla a continuacion:

e Portaobjetos y cubreobjetos. Todos los portaobjetos utilizados fueron previamente

desengrasados y los cubreobjetos eran cuadrados, de 22 x 22 mm.

e Varilla o depresor lingual. Se utilizaron para introducir la muestra en el frasco, para
eliminar restos vegetales de las heces y para colocar la muestra fecal en el contenedor

de Fill-flotac®.
e Marcadores. Boligrafo, rotulador de identificacién. Permitieron rotular todos los

recipientes para poder identificar todas las muestras en cualquier momento. También

fueron necesarios para poder completar la hoja de resultados.

e Pinzas sin dientes. Permitieron extraer las formas parasitarias macroscopicas

encontradas en las heces.

e Jeringas y pipetas. Se utilizaron para recoger las heces liquidas y para afiadir con

precision ciertas soluciones como el etil-acetato.
¢ Film de cocina. Solo se utilizé en el estudio preliminar, para ponerlo debajo de la jaula.

e Pipeta Pasteur. Se utilizd para romper las capas superiores en la sedimentacion de etil-

acetato formalina y para el examen directo.

e Guantes. Se utilizaron guantes de latex.

e Material de limpieza. Todo el material de limpieza para limpieza de superficies,

material y personal: estropajo, cepillo, varilla limpia tubos, etc.

e Tubos de centrifuga. Tubos de cristal para que no se deformen por la solucién de etil-

acetato (Rousset, 1993). Tenian una capacidad de 15 mL con una boca de 15 mm.

e (asas. Se utilizaron gasas médicas de hilo.

3.2.1.3. Soluciones y reactivos

Para el estudio se necesitaron distintas soluciones y reactivos que se detallan a

continuacion:
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e Agua. Se utilizé agua del grifo para las soluciones de flotacion, para la
sedimentacién por gravedad y para la limpieza de la zona de trabajo, del

personal y del material.

e Formaldehido al 10%. Se trata de un reactivo necesario para una de las

sedimentaciones realizadas.

e Etil-acetato. Se trata de un reactivo necesario para una de las sedimentaciones

realizadas.

e Aceite de inmersién. Aceite de inmersion Euromex®.

e Lugol. Se trata de un colorante. Se utilizd en el examen directo con colorante.

e Virkon®S. Se trata de un desinfectante eficaz frente a virus, bacterias, levaduras
y hongos. La preparacién de la solucidén consiste en poner una tableta de Virkon®
S en 500 mL de agua. El material debe permanecer 10 minutos sumergido antes
de ser aclarado con agua. La solucién se preparaba diariamente. Con la solucion
de Virkon® S se llend un recipiente para ir dejando todo el material que estaba

en espera de ser aclarado y posteriormente lavado con detergente.

e Soluciones de flotacion. Se utilizaron dos soluciones de flotacion. La primera, la
solucion de cloruro de sodio se prepard con sal de mesa Royal® comprada en un
supermercado de la zona y con agua del grifo. Se afiadid 331 g de sal a 1000 mL
de agua con el fin de alcanzar la densidad deseada (SG 1,2). La segunda solucién
de flotacidn, la solucién de sulfato de zinc al 33% fue elaborada a partir de 450
g de sulfato de zinc en polvo (Zinc Sulfate PanReac AppliChem®) mezclada con
un litro de agua de grifo para conseguir la densidad deseada (SG 1,2). La
gravedad especifica de las soluciones de flotacién se ajustd y comprobd

diariamente con la ayuda de un densimetro.

Antes de realizar las técnicas laboratoriales con heces se comprobd que las

soluciones no estuvieran infectadas por ninguno de los parasitos. Se realizaron todas las

105



Material y métodos

técnicas de flotacion Unicamente con las soluciones de flotacion y las de sedimentacién con

agua del grifo, obteniendo resultado negativo en todos los casos.

3.2.2. Seleccion de la muestra

3.2.2.1. Lugar y especies

Este estudio se realizé en Valencia (Espafia) y en Tzaneen (Sudafrica) y se utilizaron
tres especies de PNH: mangabeys de coronilla blanca (Cercopithecus negletus), cercopitecos

de brazza (Cercocebus atys lunulatus) y vervets.

La primera fase se desarrollé en los laboratorios de parasitologia de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Cardenal Herrera CEU, Valencia (Espafia). Se utilizaron heces
procedentes de mangabeys de coronilla blanca y cercopitecos de brazza albergados en el
parque zooldgico Bioparc Valencia perteneciente a la fundacién Bioparc (figura 26). Se
seleccionaron estas especies por ser las de mejor acceso y mas proximas filogenéticamente

al mono vervet.

La segunda fase se desarrollé en el laboratorio de campo de Vervet Monkey
Foundation (VMF), en Tzaneen (Sudafrica). Se eligieron los monos vervets alojados en este

centro por los siguientes motivos:
e Setrata de un género ampliamente distribuido en Africa.
e Esunanimal muy utilizado en investigacion biomédica.

e Porlarelativa sencillez de realizar la toma de muestras en el santuario africano.
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3.2.2.2. Instalaciones

No se tuvo acceso a las instalaciones del parque zooldgico, por lo que se desconocen
las caracteristicas de las instalaciones interiores donde pasan la noche los animales, que es el

lugar donde se recogieron las muestras.

En el caso de los vervets, para la realizacion de este estudio se considerd como una
misma instalacién (figura 27) al espacio central vallado y a todas las instalaciones que la

rodean (jaulas satélites).

Figura 27. Imagen de una jaula satélite y parte de una instalacion central de Vervet Monkey
Foundation.

En el espacio central suelen convivir un gran nimero de vervets, mientras que en las

jaulas satélites suelen alojarse de cero a cinco individuos.

Se seleccionaron las instalaciones con al menos una jaula satélite vacia. El hecho de
poseer jaula(s) satélite(s) vacia(s) eraimprescindible para poder realizar la toma de muestras

minimizando el estrés ocasionado a los individuos.
Los motivos de exclusién de las instalaciones fueron los siguientes:

e Lasinstalaciones donde se hubiera administrado al menos a un animal, algun
compuesto que pudiera interferir en la deteccidn de parasitos en los veinte

dias anteriores al inicio de la toma de muestra, o fueran a recibirlos antes del
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fin del periodo. Estas fueron descartadas debido a que la administracién de
antiparasitarios, laxantes, antibioticos, contraste de bario, etc. altera el ritmo
de excrecidon de formas parasitarias en las heces. Aunque puede carecer de
importancia para la comparacién de diferentes técnicas, era imperativo para
poder realizar el estudio, ya que las muestras se recogian dentro del plan de
prevencién y diagnostico de agentes infecciosos del santuario. Una vez
iniciado el estudio, no se desparasitd ni se administrd ningln compuesto
contraindicado a ningln animal de las instalaciones seleccionadas. En el caso
de que esto hubiera sucedido, se hubiese parado la toma de muestras en esa
instalacion.

e Llasinstalaciones donde se hubiera introducidos nuevos monos vervets en los
seis meses anteriores, ya que podrian estar parasitado y actuar como una
fuente de infeccion.

e Las instalaciones que permitiesen el contacto entre individuos de distintos
grupos, ya que el contacto entre individuos puede ser el origen de la

transmisidn de ciertas formas infectantes parasitarias.

Se seleccionaron cuatro de las instalaciones de VMF: Gismo, Royal, Sickbay y Skrow.

3.2.2.3. Animales

En el caso de los mangabeys de coronilla blanca y los cercopitecos de brazza se

tomaron muestras colectivas.

En el caso de los vervets, se consideré un mismo grupo, a los animales que
comparten el espacio central y a todos los alojados en las jaulas satélites contiguas. Se hizo
esta consideracion, ya que puede existir un contacto estrecho entre todos ellos. Se
incluyeron todos los individuos de las instalaciones seleccionadas a excepcion de las
hembras lactantes, las que aun transportaban a sus crias y las que ejercian de madres
nodriza. También se excluyeron del estudio todos los individuos de menos de ocho meses
de edad. El principal motivo fue por interferir lo menos posible en el proceso de adopcién o

de integracion de los individuos mas jovenes.

108



Optimizacion de técnicas coproldgicas para el diagndstico parasitario en el mono vervet

3.2.2.4. Muestra de heces

Para este estudio se diferenciaron dos tipos de muestras de heces:

Las muestras fecales colectivas. Se trata de un agregado de heces
procedentes de distintos individuos de una de las tres especies de PNH. Se
utilizaron para las etapas 1y 2 de este estudio.

Las muestras fecales individuales. Son muestras pertenecientes a un unico
mono vervet. Este tipo de muestras solo se utilizoé en la etapa 3 del estudio.
Se descartaron todas las heces que se mezclaron con orina, comida o aguay
se desechd la porcion de muestra en contacto con el suelo para reducir la
contaminacion cruzada (Ash y Oriel, 2010). Se excluyeron también las heces
de las que se desconocia la hora de deposicion, ya que los huevos de los
parasitos pueden haber embrionado o eclosionado; los ooquistes de
protozoos pueden haber esporulado, y algunos protozoos pueden carecer de

los movimientos caracteristicos que facilitan su identificacion.

3.2.3. Elecciéon del método de toma de muestras de heces

Las heces de mangabeys de coronilla blanca y las de cercopitecos de brazza, fueron

recogidas y facilitadas por el personal del Bioparc en dos frascos. Cada frasco contenia

muestras fecales colectivas de una de las dos especies de PNH.

En el caso de los vervets, se realizd un estudio preliminar para determinar la manera

mas eficaz y eficiente de tomar las muestras vy, tras su finalizacion se descarto:

La captura fisica de los animales para obtener las muestras por tratarse de

animales poco habituados al contacto directo con los humanos.

La toma de muestras directamente del recto. Era ideal para minimizar la
contaminacion cruzada, pero necesita de anestesia general y la cantidad de
materia fecal que se extrae es inferior a la obtenida por deposiciones
voluntarias de los animales. Ademas, el nimero de animales previstos para

anestesiar durante el periodo de toma de muestras era muy pequefio.
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e |atoma de muestras de la instalacidon central. El acceso esta restringido para
algunos trabajadores, por lo que recoger muestras en ella era complicado.
Solo se podia acceder a las heces proximas a la valla, que suelen estar
contaminadas por la comida y el agua que se les distribuye por todo el

perimetro.

e Colocar un plastico bajo la jaula para minimizar la contaminacion. Se valord
que el riesgo de ingestion de alguna parte del plastico era elevado, y no
disminuia mucho el riesgo de contaminacion, puesto que el plastico era

manipulado, troceado y mordisqueado.

3.2.4. Recogida de las muestras fecales

Todas las heces incluidas en este estudio se recolectaron del suelo o de alguna
superficie de la jaula. Para tomar las muestras fecales colectivas de vervets, se recogieron
varias heces de una misma instalacion hasta llegar al volumen deseado. En el caso de las
muestras fecales individuales, se recogieron de forma aleatoria y sistematica. Se tomaron
117 heces en total de los cuales 60 procedian de machos y 57 de hembras de la especie C.

pygerythrus albergados en cuatro instalaciones diferentes del santuario (tabla 3).
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Tabla 3. Distribucion de los vervets por instalacion y sexo.

Instalacién Machos Hembras Total
Rovyal 15 6 21
Sickbay 15 12 27
Gismo 15 21 36
Skrow 15 18 33
Total 60 57 117

Los animales debian ser aislados individualmente en una jaula satélite vacia para
poder identificarlos correctamente y recolectar una muestra siguiendo el protocolo
establecido. Los sujetos fueron capturados por el personal del santuario con la ayuda de un

sistema de cuerdas que permitia abrir y cerrar las puertas de las jaulas satélites vacias.

Una vez encerrado el animal en la instalacidn satélite, se le identificd por medio de

caracteristicas fisicas y/o con la lectura del transponder y se actué de la siguiente manera:

1. Se identificé el frasco con el codigo correspondiente.

2. Tras la defecacién, se permitié salir al sujeto de la jaula satélite, asegurando
la puerta por seguridad de los operadores y entrando entonces en la
instalacion.

3. Se recolectaron las muestras de heces, de la forma mas “estéril" posible.
Si las heces estaban formadas o sélidas, se recogian directamente con un
guante o con una espatula. El propio guante dado la vuelta y anudado sirvio
de recipiente de transporte hasta el frasco correspondiente o hasta el
procesado de la muestra (Urquhart, 1990). Si las heces eran liquidas, se
recogia por aspiracion con la ayuda de una jeringa. La propia jeringa sirvio
de recipiente de transporte.

4, Se introdujo la muestra en el frasco elegido (seco o comercial) previamente
identificado. En el caso de los recipientes con conservante se homogeneizo
la muestra antes de cerrar el recipiente.

5. Se completd la hoja de registro asociada al codigo del frasco.

6. Se trasladaron las muestras al laboratorio.
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Para optimizar el diagndstico de algunas infecciones parasitarias, puede ser
necesario examinar multiples muestras, de un mismo individuo, recogidas durante un
periodo de 7-10 dias (como giardiasis o estrongiloidosis), pero resultaba muy complicado
capturar en diferentes dias a los individuos, y aislarlos repetidamente puede alterar las
relaciones sociales como esta reportado en la literatura (Morgan y Tromborg, 2007; Ash y
Oriel, 2010). El objetivo del estudio no era conocer la prevalencia de los parasitos en el
santuario, sino la idoneidad de las técnicas a utilizar para su diagndstico. Por tanto, se tomo
la decision de realizar una Unica muestra por cada individuo (Gillespie, 2006). Para ello, Se

intento evitar la entrada del mismo individuo a la jaula satélite.

3.2.5. Tiempo de conservacion de las muestras de heces

Los examenes de las muestras pueden realizarse con material fecal fresco o
mantenido con algln conservante (Ash y Oriel, 2010). Para la realizacion de este estudio se
intenté que una vez infectadas las muestras fecales colectivas o una vez recogidas para las
muestras fecales individuales no existiera tiempo de conservaciéon para las muestras

recogidas en frasco seco (Clough et al., 2010).

Todas las heces incluidas en la evaluacion de métodos de recuperacién en la
situacién de campo (muestras fecales individuales) se empezaron a procesar en un maximo
de 10 minutos tras la recogida de la muestra, tiempo necesario para liberar al individuo de

la instalacion, tomar la muestra y llegar al laboratorio de campo.

Las muestras fecales individuales que se conservaron en Uranotest copro®, se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 20 dias y fueron analizadas tres veces, el

mismo dia de la defecacion, alos 10 dias y a los 20.

3.2.6. Hoja de registro

La hoja de registro estd dividida en varios apartados para facilitar una rapida toma
de datos (figura 28). En ella se anoto cualquier observacion sobre el aspecto de las muestras

fecales individuales, asi como la presencia o ausencia de parasitos. Se decidié anotar
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también la ausencia de parasitos para que no hubiera duda de que las pruebas se habian
realizado y eran negativas. Como doble control también se reflejo cuando un procedimiento

no habia sido realizado.

El apartado donde se recoge la informacion del individuo y las caracteristicas de las
heces solo se completd para las muestras fecales individuales. En el caso de muestras fecales
colectivas, se anoto la especie de PNH a la que pertenecia y en el apartado de identificacidn

se anoté muestra colectiva.

Codigo Fecha TROOF Nomiire ) fdentificacion
Especie: Edad: L} C_ conporal;
Motive: muting  patoldgco Corsenvacidn: 5/ F/ C | Consistencia: Calor:
P. sangre: P. mogo;
[4] 11
Los métodos sempne se resltanin sgukendo e orden: macroscigioo (M), (D) directa con y |0+ sin lugod, (Fc Macl y Fm MOy fickacien con
Mail. [FoIn y Fm I} flobssicn con Oinc, (5u] sedimentacion comerdal, (5] wedimentaciin stikaostatn,
Mitoda finicio
do Parkiita/lade Recuents Dbisrvaciane) imagenes
Macrascipico
Observacionmes:

Figura 28. Hoja de registro.
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3.2.7. Procesado de las muestras para la contaminacién experimental

3.2.7.1. Preparacion de las muestras fecales colectivas

El procedimiento descrito a continuacién se realizd varias veces: una con heces de
mangabey de coronilla blanca, una con heces de cercopiteco de brazza y cuatro con heces

de vervet, una por cada concentracién de P. muricola utilizada.
Se eliminaron las piedras y los restos vegetales de gran tamafio de las heces.

Se mezclaron con 50 mL de agua por cada 100 g de heces hasta conseguir una mezcla

fluida.

Se comprobd que las heces no estuvieran previamente infectadas por los parasitos a
estudiar. Para ello se tomd una muestra de 50 g y se evalué mediante los métodos de
diagndstico coproparasitario siguientes: examen directo con y sin lugol, flotacién con
solucion de flotacion de cloruro sédico y sulfato de zinc al 33% en tubo de ensayo, en
Ovatector®, y en Mini-flotac®, sedimentacién por gravedad y sedimentacion de etil-acetato-

formalina.

Se realizaron diez muestras de 50 g para evaluar los métodos de homogenizacion y

filtrado para cada una de las tres especies de PNH.

Para la recuperacién de formas parasitarias a partir de heces infectadas
experimentalmente, se pesaron diez muestras de 30 g de heces de mangabey de coronilla
blanca. Para las heces de vervet se repitié este mismo proceso cuatro veces, una por cada
concentraciéon de P. muricola que se realizd. No se llevd a cabo con heces de cercopiteco

por no tener suficiente volumen de material fecal.

3.2.7.2. Origen del material contaminante

Los huevos y quistes de Ancylostoma spp., Ascaris spp., B. coli, Dicrocoelium spp., G.
duodenalis y Strongyloides spp. utilizados para la contaminacion experimental de las heces
procedian de preparaciones elaboradas por la Unidad Docente de Parasitologia vy

Enfermedades Parasitarias de la Facultad de Veterinaria de la Universidad CEU Cardenal
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Herrera. Estos fueron utilizados para contaminar la muestra de mangabey de coronilla

blanca y cercopiteco de brazza.

Los huevos de P. muricola procedian de hembras gravidas recolectadas durante la

realizacién de una necropsia de un vervet del santuario Vervet Monkey Foundation.

3.2.7.3. Preparacion de las soluciones contaminantes

Las Unicas soluciones contaminadas que hubo que preparar fueron las de P. muricola.

Para obtener los huevos, se tomaron hembras gravidas del parasito y se maceraron
en un mortero con 10 mL de agua, hasta total disgregacién. De este modo los huevos

guedaron suspendidos en la solucién junto a los restos del parasito.

Para eliminar las partes restantes del parasito, se filtrd la mezcla, con la ayuda de un
par de gasas humedas y un colador. El contenido se recogio en un recipiente y se le afladio

agua hasta llegar a los 200 mL de solucion.

La preparacion se agitd durante 15 min para alcanzar una solucion homogénea en el

momento de su inoculacion experimental a la mezcla de heces.

Una vez homogeneizada la solucion, se tomaron 50 Ly se observaron al microscopio
con el objetivo 10X para determinar la concentracion de formas parasitarias. Este mismo

procedimiento se aplicd a las demads soluciones para conocer su concentracion.

Las concentraciones obtenidas por gramos de heces para los diferentes parasitos se
detallan en la tabla 4. En el caso de P. muricola se prepararon cuatro concentraciones

diferentes.
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Tabla 4. Carga parasitaria por gramo de heces.

Concentracién
Parasito por gramo de
heces
Ancylostoma spp. 1,87
Ascaris spp. 1,25
B. coli 6,46
Dicrocoelium spp. 1,12
G. duodenalis 41,25
Strongyloides spp. 1,25
P. muricola 1 5,6
P. muricola 2 45
P. muricola 3 135
P. muricola 4 348

3.2.7.4. Infeccién experimental de las muestras fecales colectivas

Se seleccionaron las soluciones de B. coli, G. duodenalis y P. muricola para realizar la
comparativa de los métodos de homogenizacion y filtrado por ser las soluciones con mayor

concentracion de formas parasitarias.

A cada una de las muestras fecales colectivas de mangabey de coronilla blanca y a
los de cercopiteco de brazza, se les afiadio las soluciones de B. coli, G. duodenalis y P.

muricola.

Se removid la mezcla con una espatula de madera durante 15 min, de manera que
las formas parasitarias quedaran distribuidas uniformemente en la muestra. La
concentracién final alcanzada fue de 6,46 quistes de B. coli por gramo de heces (qpg), 41,25

gpg de G. duodenalis y 348 huevos por gramo (hpg) de P. muricola.

A las muestras fecales colectivas de vervet se les afiadio la solucion contaminante de
P. muricola. Se procedié del mismo modo que el descrito anteriormente y la concentracion

fue de 348 hpg.
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Para evaluar las técnicas de recuperacion de formas parasitarias a partir de heces
contaminadas experimentalmente se procedié del mismo modo, pero con heces de
mangabeys a las que se afiadieron los huevos y quistes de Ancylostoma spp., Ascaris spp., B.
coli, Dicrocoelium spp., G. duodenalis y Strongyloides spp., y con las heces de vervets a las

que se le afiadio huevos de P. muricola.

3.2.8. Métodos de homogenizacion y filtrado de las heces

Todas las heces fueron sometidas a un proceso de homogenizacion y filtrado:

Homogenizacidon. Los quistes, huevos de pardsitos u otras formas parasitarias se
reparten de forma desigual a lo largo del material fecal eliminado en una sola defecaciény,
los de mayor tamafio pueden estar escondidos debajo del material fecal y no detectarse.
Por ello, se mezclaron totalmente las diferentes muestras de heces con una varilla hasta
conseguir una pasta homogénea. En el caso de las heces muy secas, tipo 1 en la escala de
Bristol, era complicado llegar a conseguir que las partes se agregasen, por lo que se dividio
en pequefias partes. Para cada técnica, se elegian partes de diferentes trozos de la muestra,
lo que permitia formar una muestra con fragmentos de diferentes areas de la muestra inicial
(Rousset, 1993). Para este estudio, se utilizaron varios métodos de homogenizacidn:

mortero, Uranotest copro® v Fill-flotac®.

Filtrado. Para eliminar la mayor cantidad de particulas alimentarias no digeridas, la
muestra se pasa a través de un filtro. Para este estudio se eligio pasar las muestras a través
de unas gasas, del filtro de Uranotest copro® o utilizar el filtro de Fill-flotac®. De este modo
se seleccionaron una de las técnicas mas encontradas en la literatura, una de un kit

comercial y otra descrita recientemente respectivamente.

La evaluacién de los métodos de homogenizacidn vy filtrado se llevé a cabo eligiendo

el método de mortero y gasas vy el Fill-flotac®.

117



Material y métodos

3.2.8.1. Método con mortero y gasas

Para realizar este método es necesario un mortero con maza, un colador, gasasy un

recipiente recolector. El protocolo utilizado para este estudio fue el siguiente:

Pesar 2 g de heces y ponerlas en un mortero.

Agregar 10 mL de solucién de flotacién o de agua en el caso de las
sedimentaciones.

Disolver bien las heces con la ayuda de una varilla hasta que queden
uniformes.

Pasar la mezcla por un par de gasas hiumedas y un colador.

Utilizar el liquido filtrado para realizar los métodos de recuperacién de formas

parasitarias.

3.2.8.2. Método con Fill-flotac®

Es un recipiente de muestras que se complementa con la cdmara de conteo Mini-

flotac®. Para utilizar este método se siguieron las indicaciones del fabricante. El

procedimiento se puede resumir como se detalla a continuacion.

1.

Rellenar el contenedor con la solucién de flotacion elegida hasta alcanzar la
linea de 18 mL para llegar a una diluciéon 1:10.

Con la ayuda de una espatula, rellenar el cono destinado para la muestra,
aproximadamente 2 g.

Cerrar el Fill-flotac®.

Quitar el tapdn de la varilla y homogenizar la muestra realizando movimientos
de rotacion, elevacién y descenso de la varilla unida al cono de muestra.
Cerrar el tapon de la varilla y abrir el tapdn de vertido.

Poner la pipeta aplicadora.

Utilizar el liquido filtrado para realizar los métodos de recuperacion de formas

parasitarias.
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3.2.9. Métodos de recuperacion de formas parasitarias en heces

No existe un acuerdo internacional sobre las técnicas idéneas a utilizar para el
diagndstico parasitario, por lo que los investigadores utilizan la que estiman mas
conveniente, si bien existen grandes coincidencias. El nUmero de huevos encontrados en las
heces puede estar alterado por modificaciones fisiopatolégicas del animal, por la
alimentacion, por la hora de recoleccion de la muestra o por la cantidad de heces producidas
por dia (Phiri et al., 2006). Por ello, se seleccionaron distintos métodos de diagndstico
coproparasitario, que incluian el examen microscopico directo y técnicas de concentracion

fisica.

A todas las preparaciones que se iban a observar con el microscopio con objetivos
de 10X y/0 40X se les afiadio un cubreobjetos ya que mejora laimagen, detiene los remolinos

y evita que se ensucie el objetivo del microscopio (Bowman, 2010).

3.2.9.1. Examen directo con y sin lugol

A continuacion, se detalla el protocolo seguido para para la realizacién del examen
directo con vy sin lugol basado en la descripcién del protocolo publicado por Gillespie y

colaboradores en 2006 con aportaciones de otros autores.

1. Con la ayuda de una varilla, colocar sobre un portaobjetos una pequefia

cantidad de heces.

2. Diluir en una gota de agua hasta conseguir una mezcla homogenizada
(Urquhart, 1990). A diferencia de la solucién salina, el agua provoca la lisis de
los trofozoitos de los protozoos alterando su imagen debido a los cambios
osmoticos (Bowman, 2010). A pesar de ello, se decidio la utilizacion de esta
Ultima por ser de facil acceso en todas las condiciones de trabajo (de campo
o laboratorios con pocos medios). Ademas, el examen de la muestra se realizé
de forma inmediata, por lo que permitiria observar el movimiento antes de

que se produjera la lisis. La transparencia del fondo de la muestra tiene que
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ser suficiente como para poder leer las letras de un periddico a través de la

preparacion (Rousset, 1993; Bowman, 2010).
3. Separar las particulas groseras.

4. Para la preparacién con lugol, se procede del mismo modo, pero en este

punto se afiade una gota de lugol.
5. Posicionar el cubreobjetos procurando que no queden burbujas de aire.

6. Recorrer toda la muestra, asegurandonos la superposicion de los campos de
manera sistematica. Para ellos, cada vez que se alcanzaba el borde del
portaobjetos, se identificaba un residuo en el borde de la periferia del campo
(en la direccion del examen) y se desplazaba el portaobjetos (con ayuda de |a
platina metadlica) hasta que el residuo quedarad en la periferia del otro lado del

campo.

—

7. Observar toda la preparacién. Empezar con el objetivo 10X, ya que permite
tener unavision general de la preparacién y realizar una busqueda de huevos

y larvas de helmintos. Afinar el enfoque con el objetivo 40X.

8. Anotar en la hoja de registro todas las formas parasitarias encontradas.

3.2.9.2. Concentracion por flotacién con tubo de ensayo (Gillespie, 2006)

Se realiza a partir del liquido obtenido tras la homogenizacién vy filtrado por uno de los
dos métodos elegidos. El procedimiento de la flotacién en tubo de ensayo se basé en el

protocolo de Gillespie (2006) y se detalla a continuacion.

1. Colocar el liguido filtrado en el tubo de ensayo.
2. Llenar con la solucion de flotacién hasta el borde dejando un menisco
convexo.
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3. Eliminar las burbujas de la superficie.

4. Colocar un cubreobjetos de 22 x 22 mm sobre el menisco.

5. Esperar 15 min para permitir la flotacion y adhesion de las formas parasitarias.
6. Levantar el cubreobjetos con suavidad y colocarlo en un portaobjetos

procurando que no queden burbujas de aire.

7. Recorrer toda la muestra, asegurandonos la superposicion de los campos de

manera sistematica.

8. Observar toda la preparacién. Empezar con el objetivo 10X, ya que permite
tener unavision general de la preparacién y realizar una busqueda de huevos

y larvas de helmintos. Afinar el enfoque con el objetivo 40X.

9. Anotar en la hoja de registro todas las formas parasitarias encontradas.

3.2.9.3. Concentracidn por flotacion con cilindro de Ovatector® modificada

Para la realizacidon de esta técnica, en lugar de seguir las instrucciones del fabricante
y depositar la muestra en el fondo del cilindro, se utilizd la muestra homogeneizada en el
mortero vy filtrada a través de gasas humedas o en Fill-flotac®, lo que permitié ahorrar
tiempo al no realizarse las cinco primeras etapas descritas. Otra de las razones por las que
se tomo esta decision fue para aumentar el nimero de técnicas al reducir los gramos de
heces necesarios. Ademas, de este modo, lo Unico que variaba era el recipiente de flotacion
estandarizando y controlando por tanto las variables de las dos técnicas para poder
comparar posteriormente su efectividad.

Las instrucciones de uso de Ovatector® incluyen cinco etapas, detalladas a

continuacién, que para este estudio no se realizaron.

1. Rellenar el contenedor destinado para la muestra, aproximadamente 2 g.
2. Colocar el cilindro encima del contenedor.

3. Llenar el cilindro, hasta la mitad con la soluciéon de flotacién elegida.

4, Homogeneizar la muestra con la varilla de madera incluida en el kit.
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5. Introducir el filtro y empujarlo hasta el fondo.

El protocolo realizado para el presente estudio empezd en la sexta etapa de las
instrucciones del fabricante, llenando el cilindro con la mezcla resultante de la

homogenizacidn vy filtrado.

1. Afadir solucion de flotacién hasta crear un menisco en la parte superior del
cilindro.
2. Colocar en el menisco, el cubreobjetos de 22 x 22 mm, procurando que no

gueden atrapadas burbujas de aire.

3. Esperar 15 min para permitir la flotacion y adhesion de las formas parasitarias.

4. Levantar el cubreobjetos con un movimiento suave y colocarlo en un
portaobjetos.

5. Recorrer toda la muestra, asegurando la superposiciéon de los campos de

manera sistematica

6. Observar toda la preparacién. Empezar con el objetivo 10X, ya que permite
tener una vision general de la preparacion y realizar una busqueda de huevos

y larvas de helmintos. Afinar el enfoque con el objetivo 40X.

7. Anotar en la hoja de registro todas las formas parasitarias encontradas.

3.2.9.4. Concentracion por flotacion con Mini-flotac® (Barda et al., 2013)

El kit Mini-flotac® contiene tres piezas: la parte inferior que se compone de las dos
camaras, la parte superior con la gradilla de las cdmaras y la pieza de giro. El protocolo

utilizado para este estudio se detalla a continuacion.

1. Montar el Mini-flotac®.

2. Llenar ambas camaras con el liquido obtenido tras la homogenizacién y
filtrado. Para facilitar la salida del aire de las camaras y que no quede

atrapado en ellas, es conveniente llenar las mismas con una leve inclinacién.
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3. Esperar 15 min para permitir la flotacion y adhesién de las formas

parasitarias.

4. Girar 90° la parte superior del kit.
5. Quitar la pieza de giro.
6. Recorrer toda la muestra de manera sistematica. Las cdmaras tienen una

cuadricula que facilita el examen.

7. Observar toda la preparacion. Empezar con el objetivo 10X, ya que permite
tener una visiéon general de la preparacion y realizar una busqueda de

huevos y larvas de helmintos. Afinar el enfoque con el objetivo 40X.

8. Anotar en la hoja de registro todas las formas parasitarias encontradas.

3.2.9.5. Concentracidn por sedimentacion de etil-acetato-formalina (Ash y Oriel, 1991)

Cada vez que se utilizé la centrifuga, se colocd un contrapeso que consistia en un
tubo idéntico y lleno con agua hasta el mismo nivel que el tubo a centrifugar. De este modo
la fuerza ejercida por la centrifugacion es homogénea en toda la centrifuga. El protocolo

utilizado fue el siguiente:

1. Introducir el liquido de filtrado en un tubo de centrifugado.
2. Afadir agua hasta completar 15 mL.
3. Centrifugar a 800 — 1000 rpm (400 — 500 rpm por cada gramo de heces)

durante 1 —2 min.

4. Eliminar el sobrenadante conservando el sedimento.

5. Realizar varios lavados (etapa 3 y 4) hasta que el sobrenadante quede limpio.
6. Afiadir 10 mL de formalina al 10% y 3 mL de etil-acetato.

7. Poner el tapon y agitar vigorosamente la mezcla durante 30 s.

8. Centrifugar a 800 — 1000 rpm durante 2 — 3 min.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Insertar una varilla para romper el tapén de grasa y verterlo junto con el

sobrenadante.

Resuspender el sedimento con dos o tres gotas de agua.

Colocar una pequefia cantidad en el portaobjetos con una pipeta Pasteur.
Posicionar el cubreobjetos procurando que no queden burbujas de aire.
Recorrer toda la muestra de manera sistematica.

Observar toda la preparacién. Empezar con el objetivo 10X, ya que permite
tener una vision general de la preparacién y realizar una busqueda de huevos

y larvas de helmintos. Afinar el enfoque con el objetivo 40X.

Anotar en la hoja de registro todas las formas parasitarias encontradas.

3.2.9.6. Sedimentacion por gravedad (Gillespie, 2006)

El protocolo utilizado para la sedimentacién por gravedad, fue elaborado a partir de

la sedimentacion descrita por Gillespie en 2006 y consistio en:

Introducir la muestra procedente del filtrado en un tubo de centrifugado.
Afadir agua hasta completar 15 mL.

Sedimentar por gravedad durante 5 min.

Eliminar el sobrenadante conservando el sedimento.

Realizar varios lavados (etapas 3 y 4) hasta que el sobrenadante quede
limpio.

Resuspender el sedimento con 2 o 3 gotas de agua.

Colocar una pequefia cantidad de sedimento en el portaobjetos con una

pipeta Pasteur.
Posicionar el cubreobjetos procurando que no queden burbujas de aire.

Recorrer toda la muestra de manera sistematica.
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10.

11.

Observar toda la preparacion. Empezar con el objetivo 10X, lo que permite
tener una visidon general de la preparacién y realizar una busqueda de

huevos y larvas de helmintos. Afinar el enfoque con el objetivo 40X.

Anotar en la hoja de registro todas las formas parasitarias encontradas.

3.2.9.7. Sedimentacion con el kit comercial Uranotest copro®

Para realizar esta sedimentacion se siguieron las instrucciones del fabricante que se

resumen a continuacion.

10.

11.

12.

Con la ayuda de la cucharilla del kit, tomar dos medidas de muestra fecal.
En el caso de heces sdlidas, utilizar el lado del cono y para heces liquidas

el lado de la cucharilla.

Con la ayuda de la cucharilla, mezclar la muestra y el fijador en el

recipiente.

Cerrar el recipiente y agitar hasta obtener una solucion homogénea.
Quitar la tapa de sellado.

Colocar el recipiente hacia abajo, en el orificio de la caja de embalaje.
Dejarlo en una superficie lisa durante 15 min.

Desechar la primera gota y colocar una o dos en un portaobjetos.
Afadir una gota de lugol.

Posicionar el cubreobjetos procurando que no queden burbujas de aire.
Recorrer toda la muestra de manera sistematica.

Observar toda la preparacién. Empezar con el objetivo 10X, lo que
permite tener una vision general de la preparacién y realizar una
busqueda de huevos y larvas de helmintos. Afinar el enfoque con el

objetivo 40X.

Anotar en la hoja de registro todas las formas parasitarias encontradas.
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3.2.10. Procesado de las muestras

Dependiendo de la etapa de la fase experimental a la que iba destinada la muestra se
procesaron de modos diferentes:

Etapa 1: comparar dos procedimientos de homogenizacion y filtrado de material

fecal para determinar qué procedimiento es mas eficaz.

Etapa 2: evaluar métodos de recuperacion de formas parasitarias con heces

contaminadas de manera experimental.

Etapa 3: evaluar métodos de recuperacién de formas parasitarias en una
situacioén real de campo con heces procedentes de monos vervets infectados de

manera natural.

3.2.10.1. Etapa 1. Comparacion de dos procedimientos de homogenizacion y filtrado

Los métodos de recuperacion de formas parasitarias utilizados fueron métodos de
concentracién fisicos. La concentracion por flotacidn se realizd en tubo, en Ovatector®y en
Mini-flotac®, utilizando la solucién saturada de cloruro sodico y la de sulfato de zinc.
También se realizaron dos concentraciones por sedimentaciéon, la sedimentacién por

gravedad y la sedimentacion de etil-acetato-formalina.

La distribucidn de los examenes realizados se refleja en la tabla 5. Todas las técnicas
se repitieron diez veces para cada uno de los métodos de homogenizacién vy filtrado,
realizando 240 exdmenes coproldgicos a partir del liquido resultante de la homogenizacion

y filtrado con mortero y gasas y otros 240 examenes con el obtenido con Fill-flotac®.
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Tabla 5. Examenes coproldégicos realizados.

Mangabey de Cercopiteco de Vervet

coronilla blanca brazza
MG FF MG FF MG FF
FT-Na 10 10 10 10 10 10
FO-Na 10 10 10 10 10 10
FM-Na 10 10 10 10 10 10
FT-Zn 10 10 10 10 10 10
FO-Zn 10 10 10 10 10 10
FM-Zn 10 10 10 10 10 10
SC 10 10 10 10 10 10
SG 10 10 10 10 10 10
Total 80 80 80 80 80 80

MG: mortero y gasas; FF: Fill-flotac; FT-Na: flotacién en tubo con cloruro sédico; FO-Na: flotacién en Ovatector® con cloruro
sddico; FM-Na: flotacion en Mini-flotac® con cloruro sédico; FT-Zn: flotacion en tubo con sulfato de zinc; FO-Zn: flotacion en
Ovatector® con sulfato de zinc; FM-Zn: flotaciéon en Mini-flotac® con sulfato de zinc; SC: sedimentacion etil-acetato-formalina;

SG: sedimentacion por gravedad.

3.2.10.2. Etapa 2. Evaluacion de métodos de recuperacion de formas parasitarias con heces
contaminadas experimentalmente

Los diez métodos utilizados para la recuperacién de formas parasitarias fueron:
examen directo, examen directo con lugol, las combinaciones de los tres métodos de
flotacion con las dos soluciones de flotacion, la sedimentacién por gravedad vy la
sedimentacion con centrifuga de etil-acetato-formalina. El método de homogenizacion y

filtrado utilizado fue Fill-flotac® en todos los casos.

Se realizaron un total de 500 examenes coproldgicos que se detallan en la tabla
siguiente (tabla 6).
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Tabla 6. Resumen de los examenes coprolégicos realizados.

Mangabey Vervetl  Vervet2 Vervet 3 Vervet 4

D 10 10 10 10 10
D-L 10 10 10 10 10
FT-Na 10 10 10 10 10
FO-Na 10 10 10 10 10
FM-Na 10 10 10 10 10
FT-Zn 10 10 10 10 10
FO-Zn 10 10 10 10 10
FM-Zn 10 10 10 10 10
SC 10 10 10 10 10
SG 10 10 10 10 10
Total 100 100 100 100 100

Vervet 1: concentracion de P. muricola con 5,6 hpg; Vervet 2: concentraciéon de P. muricola con 45 hpg; Vervet 3: concentracién de
P. muricola con 135 hpg; Vervet 4: concentracién de P. muricola con 348 hpg ;D: examen directo; D-L: examen directo con lugol;
FT-Na: flotacién en tubo: examen directo; D-L: examen directo con lugol; FT-Na: flotacion en tubo D: examen directo; D-L: examen
directo con lugol; FT-Na: flotacidn en tubo con cloruro sédico; FO-Na: flotacion en Ovatector® con cloruro sédico; FM-Na: flotacidon
en Mini-flotac® con cloruro sédico; FT-Zn: flotacién en tubo con sulfato de zinc; FO-Zn: flotacidén en Ovatector® con sulfato de zinc;
FM-Zn: flotacién en Mini-flotac® con sulfato de zinc; SC: sedimentacion etil-acetato-formalina; SG: sedimentacion por gravedad.

3.2.10.3. Etapa 3. Evaluacion de métodos de recuperacion de formas parasitarias en una
situacion real de campo

Todas las muestras fueron sometidas a un proceso de homogenizacion y filtrado con
Fill-flotac®.

Los métodos de recuperacion de formas parasitarias utilizados fueron: examen
directo, examen directo con lugol, sedimentacion etil-acetato-formalina, sedimentacién con
Uranotest copro®, flotacion con Ovatector® y flotacion con Mini-flotac®. Las flotaciones
fueron realizadas con la combinacion de las dos soluciones de flotacion.

Se realizaron un total de 735 examenes coproldgicos que se detallan a continuacion

en la tabla 7.
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Tabla 7. Resumen de los examenes coprologicos realizados.

D D-L  FM-Na FM-Zn FO-Na FO-Zn SC U Total

Royal 21 21 15 18 15 18 11 11 130

Sickbay 27 27 15 24 15 24 22 10 164
Gismo 36 36 24 30 24 30 22 10 212
Skrow 33 33 30 30 30 30 33 10 229
Total 117 117 84 102 84 102 88 41 735

D: examen directo; D-L: examen directo con lugol; FM-Na: flotacién en Mini-flotac® con cloruro sédico, FM-Zn: flotacién en Mini-flotac®
con sulfato de zinc; FO-Na: flotacion en Ovatector® con cloruro sddico; FO-Zn: flotacion en Ovatector® con sulfato de zinc; SC:
sedimentacion etil-acetato-formalina; U: sedimentacién con Uranotest copro®.

3.2.11. Andlisis de los resultados

Los datos obtenidos son pareados puesto que todas las técnicas de diagndstico se
realizan a partir de una misma muestra fecal. En las infecciones experimentales, se conoce
la carga parasitaria inicial, lo que permite valorar los falsos negativos. En la etapa 3, al
desconocerse la carga inicial se construyeron tablas de 2 X 2 que permitieron, utilizando las
formulas estandares, el calculo de la sensibilidad, el indice Kappa y comparar los métodos

entre si.

Los datos se clasificaron en funcion del método utilizado (de homogenizacion y
filtrado o de recuperacion de formas parasitarias) y de la cantidad de formas parasitarias
encontradas para cada una de las especies. Al considerarse que la cantidad de formas
parasitarias puede verse afectada por el examen coprolégico realizado, los resultados se
compararon dos a dos a excepcion de los métodos de flotacién en la fase experimental que,
en primer lugar, se compararon tres a tres vy, si el analisis mostraba diferencias

estadisticamente significativas, se procedid a su comparacién dos a dos.

Para analizar los bajos porcentajes de recuperacion, los datos fueron codificados
como discretos para su analisis y se utilizo la prueba de Q de Cochran y/o la prueba de

McNemar.

129



Material y métodos

Para analizar el resto de resultados se realizé la prueba estadistica de Friedman y/o

la prueba de Wilcoxon, y se calculd la media, el error estandar y la desviacidon estandar.

Los datos se tabularon y analizaron en el programa estadistico IBM SPSS Statistic®
(IBM Corporation) y el programa Excel® del paquete Microsoft Office® (Microsoft

Corporation).

3.2.12. Bioseguridad

En todas las fases del proceso, el operador fue el responsable de tomar las
precauciones necesarias para minimizar al maximo la dispersion de agentes patdgenos
viables (al ambiente o a otros animales incluido el hombre). Al entrar en el laboratorio de
campo, antes de empezar el examen de las heces, los operarios siempre debian llevar una
bata de laboratorio y guantes de latex. Los guantes se cambiaban entre el procesado de la
muestra y el examen microscopico para no trasladar formas parasitarias de la zona sucia a
la zona limpia del laboratorio. Una vez finalizado el procedimiento, se lavaban vy
desinfectaban todo el material y la zona de trabajo. Por Ultimo, una vez quitada la ropa de

trabajo, el operario se lavaba correctamente las manos con jabdn desinfectante.

La solucion fijadora de formaldehido al 10% seleccionada se conservaba en un lugar

fresco, lejos de fuentes de calor, sin exposicidn al sol y herméticamente cerrado.

Como medida preventiva se elaboré un resumen con los riesgos de exposicion, como

evitarlos, los sintomas y el modo de actuacion frente a los accidentes (tabla 8).
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Tabla 8. Procedimientos de primeros auxilios.

Riesgos por . . , Modo de actuacidn
& . p Medidas preventivas Sintomas )
exposicion frente a accidentes

Tos, sensacion de quemazon

. . } i Mover al intoxicado al
Utilizar mascarilla como | en tracto respiratorio

aire fresco, retirar fuente

Inhalacion proteccién  respiratoria. | superior, nauseas, dolor de de exposicion
Ventilacién cabeza, jadeo. Obstrucciéon e .
. . . Ayuda médica inmediata.
de vias respiratorias
Utilizar  mascarilla.  No El intoxicado debera
comer, no beber, no enjuagarse los labios y la
fumar durante la | Sensacién de quemazdén en | boca con abundante
Ingestion manipulacién. Marcar los | tracto digestivo, nauseas, | agua. Ingerir vasos de
instrumentos que puedan | vomitos agua con carbon
contener restos de activado. Ayuda médica
sustancias toxicas inmediata
. Irritacion,  sensacién  de | Aclarar la piel con
. Utilizar guantes y . N
Piel ) ) guemazon, sensibilizacion, | abundante agua.
vestimenta de trabajo ) L. e .
reacciones alérgicas, eczema | Ayuda médica inmediata
L L Enjuagar con agua
. . ) Enrojecimiento, vision Juag ) . 8
Ojos Utilizar gafas de seguridad durante varios minutos.

borrosa, epifora

Ayuda médica inmediata

Para evitar la eliminacion de cualquier tipo de residuos nocivo para el medio
ambiente, todos los restos biolégicos pudiendo contener formas parasitarias viables se

introdujeron en un recipiente con solucion de Virkon® S.

Se tuvo especial precaucién con la eliminacién correcta de los productos quimicos
utilizados. Los restos de sobrenadante, de centrifugado y de soluciones con fijador, no deben
ser desechados en la basura comun. Se depositaron en recipientes “especiales para residuos

peligrosos”, cumpliendo la legislacidon del pais.

3.2.13. Bienestar animal

Este estudio forma parte del protocolo de prevencién de zoonosis que se lleva a cabo

en el santuario. No se alterd el manejo habitual de los animales.

Se evitd todo tipo de contacto fisico innecesario para reducir al maximo las

situaciones de estrés.
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4.1 Revisién bibliografica

Se encontraron un total de 57 articulos que cumplian con todos los requisitos.

4.1.1. Distribucién de primeros autores en funcién de la cantidad de articulos

publicados

En la figura 29 se refleja la distribucion de los autores en funcion del nimero de
articulos que aparecen como primer firmante.

A partir de la revisién bibliografica de articulos publicados en un periodo de tiempo
de mas de 40 afios (1974 — 2015), se encontraron 57 articulos escritos en inglés, con mas de
50 autores como primer autor. El 94% de los autores, solo tienen una publicacion durante
el periodo de estudio. De entre los autores que publicaron mas de un articulo, se encuentra
Gillespie, el investigador mas productivo del periodo. Ha escrito cuatro articulos y aparece
como coautor con Chapman (Chapman et al, 2006b). También es el autor del Unico articulo
que hace un balance de la idoneidad de las técnicas coproparasitarias que se deberian
utilizar en primates (Gillespie, 2006).

Chapman y Macinstosh son los otros autores que firman como primer autor mas de
un articulo, apareciendo en tres publicaciones cada uno. Al igual que Gillespie, Chapman

aparece como coautor en varias publicaciones de Gillespie (2004, 2008).

M Autores con 1 articulo
W Autores con 3 articulos

W Autores con 4 articulos

Figura 29. Distribucion de los autores en funcién de los articulos publicados.
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4.1.2. Revistas con publicaciones seleccionadas

Los articulos se catalogaron en funcion de la revista en la que se publicaron. Se hallé
un total de 22 revistas con al menos un articulo seleccionado (tabla 9). Las revistas donde se
encuentran este tipo de articulos suelen ser revistas especializadas en primates como
International Journal of Primatology y American Journal of Primatology, que han publicado
ocho v seis articulos, respectivamente. También se encuentran en revistas cuyo principal
interés es la parasitologia como The Journal of Parasitology, que ha publicado cinco
articulos, aunque los resultados muestran que el 43,5% de las revistas solo cuentan con una
publicacién (figura 30). Estas fueron: Acta Tropica, African Journal of Animal and Biomedical
Research, Animal Behaviour, Infection & Inmunity, Journal of Applied Ecology, Journal of the
Royal Society Interface, Journal of Zoology, Plos Neglected Tropical Diseases, South African

Journal of Wildlife Research y The Onderstepoort Journal of Veterinary Research.

Tabla 9. Revistas y articulos publicados.

) Numero de
Nombre revista )
articulos

Acta Tropica 1

African Journal of Animal and Biomedical Research

American Journal of Physical Anthropology

American Journal of Primatology

Animal Behaviour

Infection & Inmunity

International Journal of Primatology

Journal of Applied Ecology

Journal of Medical Primatology

Journal of The Royal Society Interface
Journal of Wildlife Diseases
Journal of Zoo and Wildlife Medicine
Journal of Zoology

Parasitology

Parasitology Research

Plos Neglected Tropical Diseases
Plos One
Primate Parasite Ecology

NN R[NPl W RO R RO

Primates
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South African Journal of Wildlife Research
The Journal of Parasitology

The Onderstepoort Journal of Veterinary Research

Wik U

Veterinary Parasitology

M Revistas con 1 articulo
M Revistas con 2 articulos
H Revistas con 3 articulos
Revistas con 4 articulos
M Revistas con 5 articulos
B Revistas con 6 articulos

M Revistas con 8 articulos

Figura 30. Porcentaje de los articulos por revistas.

4.1.3. Evolucién de los articulos a lo largo del periodo de estudio

A lo largo del periodo estudiado, se observa que aumenta el numero de
publicaciones a partir del afio 1995 hasta alcanzar su maximo en 2008, donde se mantiene

con unos cuatro articulos publicados por afio (figura 31).

1974-1980 1981-1987 1988-199%4 1995-2001 2002-2008 2009-2015

= 0 articulos publicados

Figura 31. Numero de articulos publicados entre 1974-2015.
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4.1.4. Publicaciones sobre técnicas coproparasitarias

En la tabla 10 se refleja la cantidad de articulos que utilizan o recomiendan técnicas

coproparasitarias y si el diagndéstico ha sido una combinacién de métodos o no.

Tabla 10. Métodos diagnodsticos encontrados.

Método diagndstico Numero de Método Método
articulos Unico combinado
Directo 12 (21%) 0 (0%) 12 (100%)
Flotacién 25 (43,9%) 4 (16%) 21 (84%)
Sedimentacion 40 (70,2%) 23 (57,5%) 17 (42,5%)
Moleculares (IFD, PCR) 7 (12,3%) 3(42,9%) 4 (57,1%)

Las técnicas moleculares son las menos utilizadas, apareciendo en el 12,3% de los
articulos. El siguiente método es el examen directo, que aparece en el 21% de los articulos,
siempre combinado con otro(s) método(s). Las flotaciones se aplicaron en 25 articulos
(43,9%), apareciendo Unicamente en el 16% como Unico método coproparasitario y en el
84% combinadas. Por ultimo, el diagndstico por sedimentacion fue el mas representado (40
articulos) habiéndose aplicado en un 70,2% de los estudios. La sedimentacion aparece en
mas del 50% de los articulos como Unica técnica diagndstica. La combinacion mas
frecuentemente encontrada fue la asociacion de la sedimentacion con la flotacién,

apareciendo en 13 articulos.

De los 57 articulos encontrados se observa que en 26 (45,6%), el autor hace

referencia a alguna técnica anterior. En la tabla 11 se recopilan todas las técnicas citadas.
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Tabla 11. Procedimientos citados.

Directo Flotacion Sedimentacion
Ash y Oriel 1987 Ash y Oriel, 1987 Alleny Ridley, 1970
Henrikseny Polez, 1981 Garcia y Bruckner, 1997 Ashy Oriel, 1991
Gillespie, 2006 Faler y Faler, 1984
Kemp y Zajac, 1994 Garcia, 1999
Sheather 1923 Gillespie, 2006
Sloss y Kemp, 1978 Gbémez, 2000
Sloss, 1994 Greineret Mcintosh, 2009

Long et al., 1985
Poldermany Rijpstra, 1993
Ritchie, 1948

Sloss y Kemp, 1978
Thienpont, 1986

Henriksen y Polez en 1981 y Ash y Oriel en 1987, describieron los dos protocolos de
examen directo citados. Las flotaciones se basan en siete técnicas con soluciones vy
protocolos diferentes. La clasificacion cronoldgica permite observar la evolucion de las
soluciones de flotacion. En 1923, Sheather realiza una solucidn de flotacion a base de azUcar
de mesa, Sloss y Kemp (1978) utilizan cloruro sodico y Ash y Oriel (1987) introducen el
sulfato de zinc para la solucion de flotacion. En 1994, Sloss modifica su técnica de 1978 al
utilizar nitrato sddico en vez de cloruro sédico, que parece ser la definitiva. Pese a que se
citan otros autores, como Kemp y Zajac (1994) y Garcia y Bruckner (1997), se implanta la
utilizacién de nitrato sddico y en 2006 Gillespie la recomienda como la mejor solucién para

PNH.

Se citan a mas de diez autores para la sedimentacion con éter (o etil-acetato), dos
ejemplos de ello es la sedimentacion por gravedad, explicada por Gillespie en 2006 vy la

descripcion que hace Clough de la técnica de Ash y Oriel que se detalla a continuacion.

Tomar 5 mL de material fecal homogeneizado.
Ponerlo en un tubo de centrifuga.
Afadir 5 mL formalina y 3 mL etil-acetato.

Agitar vigorosamente durante 30s.

AR B

Centrifugar a 2200 rpm durante 10 min.
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6. Retirar el sobrenadante y el tapdn graso.
7. Resuspender el sedimento.
8. Poner gota de sedimento resuspendido y gota de lugol.

4.1.5. Publicaciones acerca de las familias de PNH

El andlisis bibliométrico muestra que, en el 77,2% de los estudios publicados el
diagnostico coproparasitario se centrd en una Unica familia de PNH mientras que en el 12,3%
se utilizd a dos familias y en el 10,5% a tres. Los parasitos intestinales mas estudiados son
los de la familia Cercopithecidae seguida por los de la Hominidae. En la figura 32 se observa

las frecuencias en las que cada una de las familias fue estudiada sola o junto a otras familias.

30
25
20
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10

NUMERO DE ARTICULOS

5
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& e &
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W
&

FAMILIAS DE PRIMATES
® Unica M Varias

Figura 32. Frecuencia de las familias estudiadas.

4.1.6. Resultado de parasitos identificados

La tabla 12 expone los porcentajes de identificacion de helmintos en los PNH. La

familia mas identificada en los articulos revisados fue Trichuridae (52,6%), seguida de
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Strongyloididae (50,9%) y Strongylidae (47,4%). El resto de familias de helmintos aparecen

en menos del 20% de los articulos.

Tabla 12. Porcentaje de familias de helmintos estudiadas.

Familia helmintos N %
Anoplocephalidae 7 12,3
Ascarididae 10 17,5
Capillariidae 1 1,8
Cosmocercidae 3 5,3
Dicrocoeliidae 1 1,8
Diphyllobothriidae 1 1,8
Diplostomatidae 1 1,8
Gongylonematidae 3 5,3
Hymenolepididae 1 1,8
Lecithodendriidae 1 1,8
Oxyuridae 9 15,8
Physalopteridae 5 8,8

Schistosomatidae 4 7
Spirocercidae 5 3,5
Spiruridae 3 5,3
Strongylidae 27 47,4
Strongyloididae 29 50,9
Subuluridae 1 1,8
Syngamidae 1 1,8
Taeniidae 1 1,8
Trichinellidae 1 1,8
Trichuridae 30 52,6

N: numero de articulos; %: porcentaje de articulos.

La familia de protozoos mas identificada fue Entamoebidae apareciendo en el 47,4%
de los diagndsticos realizados, seguida de Balantiididae (26,3%). El tercer puesto lo
comparten Giardiidae y Hexamitidae que fueron identificadas en el 21% de los articulos. El

resto de familias aparecen en menos de un 15% de los articulos (tabla 13).
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Tabla 13. Porcentaje de familias de protozoos estudiadas.

Familia protozoos N %
Balantiididae 15 26,3
Blastocytidae 5 8,8

Cryptosporidiidae 5 8,8

Eimeriidae 3 5,3
Entamoebidae 27 47,4
Enterocytozoonidae 1 1,8
Giardiidae 12 21
Hexamitidae 12 21

Retortamonadidae 8 14

Trichomonadidae 1 1,8

Troglodytellidae 4 7

N: nimero de articulos; %: porcentaje de articulos.

4.1.7. Publicaciones acerca del modo de alojamiento de los PNH

El 73% de los articulos consultados se correspondia con estudios de campo sobre
animales silvestres, el 16% se realizd en parques zooldgicos o centros de investigacion y en
el 9% de los estudios, los animales se encontraban en islas, lo que se consideré como
semilibertad (figura 33). La mayoria de los articulos (98%) se centraron en un tipo de

alojamiento, solo el 2% presentaba resultados sobre animales en libertad y en cautividad.

M Cautividad M Libertad ™ Semilibertad Combinada

Figura 33. Proporcion de alojamientos de PNH encontrados.
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4.2. Fase experimental

4.2.1. Puesta a punto de las técnicas de homogenizacién y filtrado a partir de

heces contaminadas experimentalmente

Los resultados obtenidos en este apartado del estudio, estan reflejados en las tablas
14, 15, 16, 17, 18 y 19. En ellas se muestra el nimero de formas parasitarias recuperadas en
cada una de las diez ocasiones en las que se repitié el procesado de las heces contaminadas
de formas parasitarias, de mangabey y de cercopiteco, con cada una de las combinaciones
de flotacion y sedimentacion realizadas para cada una de las tres formas parasitarias

inoculadas.

En las figuras 34, 35 y 36 se observan los porcentajes de recuperacion obtenidos de
B. coli, G. duodenalis y P. muricola, respectivamente, para las dos especies de PNH y con
cada una de las técnicas utilizadas. La figura 37 muestra las recuperaciones de los tres
pardsitos para cada una de las dos especies de PNH. En esta uUltima, se observa que, para
ambas especies de PNH, los mayores porcentajes de recuperacién correspondieron a G.
duodenalis, seguida de B. coli. En ultimo lugar con porcentajes muy bajos se hallo P.

muricola.

Los porcentajes de recuperacién de formas parasitarias en heces de mangabey
fueron bajos para las tres especies parasitarias inoculadas. Los valores de B. coli obtenidos
estuvieron comprendidos entre 3,9% vy 25,5%, los de G. duodenalis entre 29,3% vy 44,2% y
los de P. muricola entre 0% y 8,9%. En el caso de las heces de cercopiteco de brazza, todos

los porcentajes encontrados fueron inferiores a los hallados con heces de mangabey.

Los porcentajes de recuperacion de P. muricola en mono vervet tampoco superaron
el 10% vy al comparar los dos métodos de homogenizacién vy filtrado ninguno presentd

diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 14. Resultados de recuperacion de B. coli a partir de heces de mangabey de coronilla blanca.

FT-Na FO-Na FM-Na FTn FO-In FM-Zn SC 56
FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG
1 0 1 0 0 3 1 “ 1 6 0 0 0 0 0 0 0
2 2 0 3 1 0 1 0 2 8 2 5 2 2 5 0 0
3 3 0 2 2 2 1 K 0 0 5 4 r 6 K 1 3
4 0 2 0 0 0 2 5 0 6 6 2 1 i 0 2 0
5 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 0 2 0 3
6 2 0 0 0 1 0 2 2 6 3 0 0 8 6 0 0
7 0 1 3 2 1 2 0 0 0 0 2 0 2 7 a 1
8 1 0 2 2 0 0 2 2 2 5 0 0 2 1 0 0
9 1 1 3 2 2 0 2 1 5 4 0 2 2 0 3 2
10 0 0 0 0 0 1 0 0 0 5 0 0 2 0 2 0
+ 5 4 5 5 5 6 6 6 6 7 - 5 8 6 5 B
x 0% 050 130 080 0% 080 19 100 330 300 130 080 280 250 120 0%
EE 035 022 045 032 035 025 061 030 101 075 060 029 08 087 047 041
S 1,10 071 142 099 110 079 191 094 320 236 189 092 253 276 148 129
Re 697 387 1006 697 697 619 1471 774 2554 2322 1006 6,19 2167 1935 929 697
% 50 40 50 50 50 60 60 60 60 70 40 50 80 60 50 40

FT-Na: flotacién en tubo con solucién de cloruro sédico; FO-Na: flotacién en Ovatector® con solucién de cloruro sédico; FM-Na:
flotacion en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico; FT-Zn: flotacién en tubo con solucidn de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacidn
en Ovatector® con solucién de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacién en Mini-flotac® con solucidn de sulfato de zinc; SC: sedimentacion
con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacién por gravedad; FF: método de homogenizacion y filtrado con Fill-flotac®; MG: Método
de homogenizacion con mortero y gasas; +: cantidad de muestras positivas; X: Promedio del nimero de formas parasitarias
recuperadas; EE: error estandar; S: desviacion estdndar; Re: Recuperaciéon de formas parasitarias; %: Porcentaje de muestras
positivas con una concentracién de 6,46 qpg.

Tabla 15. Resultados de recuperacion de B. coli a partir de heces de cercopiteco de brazza.

FT-Na FO-Na FM-Na FT-In FO-In FM-Zn SC 5G
FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG
1 0 0 0 1 1 1 1 0 2 0 1 1 0 0 0 0
2 1 0 1 1 1 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
3 2 1 2 0 0 1 0 2 1 1 1 0 0 0 0 0
4 1 0 0 0 0 0 2 0 1 1 0 0 1 0 0 0
5 0 2 0 1 2 2 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
6 1 0 0 1 0 1 1 2 1 1 0 0 0 0 0 0
7 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0
8 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0
9 1 1 2 0 0 0 2 2 0 1 1 1 0 0 0 0
10 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 5 5 4 5 5 5 6 5 6 6 4 B 1 1 0 0
x 060 060 060 050 060 060 09 08 070 060 040 040 010 010 0 0
EE 022 022 027 017 022 022 028 029 021 016 016 016 01 01 0 0
S 07 07 084 053 07 070 088 092 068 052 052 05 032 032 0 0
Re 464 464 464 387 464 464 697 619 542 464 310 310 077 077 O 0
% 50 50 40 50 50 50 60 50 60 60 40 a0 10 10 0 0

FT-Na: flotacién en tubo con solucion de cloruro sédico; FO-Na: flotacién en Ovatector® con solucién de cloruro sddico; FM-Na:
flotacion en Mini-flotac® con solucion de cloruro sédico; FT-Zn: flotacion en tubo con solucidn de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacidn
en Ovatector® con solucién de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacién en Mini-flotac® con solucidon de sulfato de zinc; SC: sedimentacion
con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacion por gravedad; FF: método de homogenizacion y filtrado con Fill-flotac®; MG:
Método de homogenizacién con mortero y gasas; +: cantidad de muestras positivas; X: Promedio del nimero de formas
parasitarias recuperadas; EE: error estandar; S: desviacidn estandar; Re: Recuperaciéon de formas parasitarias; %: Porcentaje de
muestras positivas con una concentracion de 6,46 qpg.
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Tabla 16. Resultados de recuperacion de G. duodenalis a partir de heces de mangabey de coronilla blanca.

FT-Na FO-Na FM-Na FT-In FO-Zn FM-In SC 56

FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG

1 27 25 28 27 26 36 33 31 27 30 40 33 25 26 19 19
2 30 27 27 26 29 23 32 28 36 32 35 35 28 25 22 18
3 32 19 26 25 27 30 i8 8 24 33 36 32 E) 28 4 24
A 26 28 24 19 26 28 27 30 2 25 32 8 30 27 1 24
5 25 22 27 24 29 27 30 31 28 27 39 39 28 28 22 26
6 28 28 3 28 30 26 19 25 29 28 37 36 29 28 29 25
7 29 19 19 27 23 28 32 29 33 36 36 37 25 24 2 27
8 22 25 24 26 24 2 3 34 32 31 34 36 28 26 20 28
9 21 28 27 29 28 21 35 36 37 36 35 38 26 25 21 27
10 19 29 29 29 37 36 37 £l 40 39 41 37 26 27 26 25

+ 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
x 2590 2500 2620 2600 2790 27,70 31,40 30,80 31,80 31,70 3650 3610 2760 2640 2420 24,30
EE 132 119 104 09 123 165 172 114 15 14 088 071 065 045 133 105
S 417 377 329 29 390 523 544 362 493 442 280 223 207 143 207 334
Re 31,39 30,30 31,76 31,52 3382 3358 3806 3733 3855 3842 4424 4376 3345 32 2933 29,45
% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

FT-Na: flotacién en tubo con solucién de cloruro sddico; FO-Na: flotacién en Ovatector® con solucién de cloruro sédico; FM-Na:
flotacion en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico; FT-Zn: flotacién en tubo con solucidn de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacidn
en Ovatector® con solucién de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacién en Mini-flotac® con solucidn de sulfato de zinc; SC: sedimentacion
con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacién por gravedad; FF: método de homogenizacion y filtrado con Fill-flotac®; MG: Método
de homogenizacion con mortero y gasas; +: cantidad de muestras positivas; X: Promedio del nimero de formas parasitarias
recuperadas; EE: error estandar; S: desviacion estdndar; Re: Recuperaciéon de formas parasitarias; %: Porcentaje de muestras
positivas con una concentracion de 41,25 qgpg.

Tabla 17. Resultados de recuperacion de G. duodenalis a partir de heces de cercopiteco de brazza.

FT-Na FO-Na FM-Na FT-Zn FO-In FM-Zn SC 56

FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG FF MG

1 1 25 10 28 24 3 31 30 29 27 30 2 20 25 24 16
2 20 20 16 20 2 Pl 33 26 28 30 32 8 12 26 28 24
3 12 23 14 23 25 15 28 27 28 28 29 32 25 28 2 23
4 15 18 17 26 18 20 27 25 30 27 28 26 20 23 27 27
5 18 18 18 27 23 5 29 26 25 3l 27 29 26 20 26 24
6 26 20 29 17 25 18 3 30 22 27 30 2 28 23 27 18
7 29 26 17 12 19 2 7 28 2 30 23 25 26 2 20 29
8 27 26 2 10 20 17 25 3 27 23 25 27 19 3 19 26
9 25 25 28 15 23 2 2 30 30 26 27 29 30 24 26 28
10 20 12 27 16 19 2 30 35 38 27 32 32 26 23 15 23
+ 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X 20,30 21,30 1980 1940 2180 2130 2930 29,10 27,90 27,60 2830 2820 2320 23,70 23,40 23,80
EE 201 144 203 202 083 08 080 107 146 073 092 105 17 07 135 132
S 636 455 643 640 262 267 254 338 461 232 291 333 537 221 427 416
Re 2461 2582 24,00 2352 2642 2582 3552 3527 3382 3345 3430 3418 2812 2873 2836 2885

% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
FT-Na: flotacién en tubo con solucién de cloruro sddico; FO-Na: flotacién en Ovatector® con solucién de cloruro sédico; FM-Na:
flotacion en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico; FT-Zn: flotacién en tubo con solucidn de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacion
en Ovatector® con solucién de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacién en Mini-flotac® con solucidn de sulfato de zinc; SC: sedimentacion
con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacién por gravedad; FF: método de homogenizacion y filtrado con Fill-flotac®; MG: Método
de homogenizacion con mortero y gasas; +: cantidad de muestras positivas; X: Promedio del nimero de formas parasitarias
recuperadas; EE: error estandar; S: desviacion estdndar; Re: Recuperaciéon de formas parasitarias; %: Porcentaje de muestras
positivas con una concentracién de 41,25 qpg.
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Tabla 18. Resultados de recuperacion de P. muricola a partir de heces de mangabey de coronilla blanca.

FT-Na FO-Na FM-Na FT-Zn FO-2n FM-Zn SC G
FF MG FF MG FF MG FF MG F MG FF MG FF MG FF MG
1 0 0 0 0 0 0 7 3 7 7 10 8 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 7 5 - 5 5 7 0 0 0 0
3 0 0 1 0 0 0 3 8 5 B 8 7 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 5 b 5 7 8 10 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 2 2 2 3 10 8 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 4 5 5 5 1 9 1 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 5 4 4 A 7 B 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 5 6 7 5 8 10 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 4 3 7 6 10 10 2 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 5 5 6 5 12 9 0 1 0 0
+ 0 0 1 0 0 0 10 10 10 10 10 10 2 1 0 0
X 0 0 010 O 0 0 470 470 520 510 B89 860 030 010 0 0
EE 0 0 1 0 0 0 05 056 051 041 066 037 021 01 0 0
S 0 0 030 151 211 030 186 168 158 127 266 28 065 030 0 0
Re 0 0 001 000 000 000 068 068 075 073 128 124 004 001 O 0
% 0 0 10 0 0 0 100 100 100 100 100 100 20 10 0 0

FT-Na: flotacién en tubo con solucién de cloruro sddico; FO-Na: flotacién en Ovatector® con solucién de cloruro sédico; FM-Na:
flotacién en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico; FT-Zn: flotacion en tubo con solucidon de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacién
en Ovatector® con solucidn de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacidon en Mini-flotac® con solucion de sulfato de zinc; SC: sedimentacion
con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacidn por gravedad; FF: método de homogenizacion y filtrado con Fill-flotac®; MG: Método
de homogenizaciéon con mortero y gasas; +: cantidad de muestras positivas; X: Promedio del nimero de formas parasitarias
recuperadas; EE: error estandar; S: desviacion estandar; Re: Recuperacion de formas parasitarias; %: Porcentaje de muestras
positivas con una concentracidn de 348 hpg.

Tabla 19. Resultados de recuperacién de P. muricola a partir de heces de cercopiteco de brazza.

FT-Na FO-Na FM-Na FT-In FO-In FM-2n SC SG
FF MG F MG FF MG FF MG FF MG F MG FF MG F MG
1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 2 1 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 1 1 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0
B 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
5 0 0 1 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 e 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
7 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 o 1 o 0 3 0 1 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 1 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0
10 o 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0 0 5 5 7 1 1 5 - 4 0 0 0 0 0 0
X 0 0 060 070 010 010 050 060 0S50 040 0 0 0 0 0 0
EE 0 0 02 015 010 010 035 027 02 02 O 0 0 0 0 0
S 0 0 069 048 032 032 110 084 071 070 © 0 0 0 0 0
Re 0 0 0095 010 001 001 013 009 007 006 O 0 [} 0 0 0
% 0 0 50 S0 7 10 10 S0 4 4 0 0 0 0 0 0

FT-Na: flotacién en tubo con solucién de cloruro sédico; FO-Na: flotacién en Ovatector® con solucién de cloruro sédico; FM-Na:
flotacién en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico; FT-Zn: flotacidon en tubo con solucion de sulfato de zinc; FO-Zn: flotaciéon
en Ovatector® con solucidn de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacidon en Mini-flotac® con soluciéon de sulfato de zinc; SC: sedimentacion
con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacion por gravedad; FF: método de homogenizacién y filtrado con Fill-flotac®; MG: Método
de homogenizaciéon con mortero y gasas; +: cantidad de muestras positivas; X: Promedio del nimero de formas parasitarias
recuperadas; EE: error estandar; S: desviacion estandar; Re: Recuperacion de formas parasitarias; %: Porcentaje de muestras
positivas con una concentracion de 348 hpg.
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FFT-Na: flotaciéon en tubo con solucién de cloruro sédico procesada con Fill-flotac®; MFT-Na: flotaciéon en tubo con solucion de
cloruro sédico procesada con mortero y gasas; FFO-Na: flotacion en Ovatector® con soluciéon de cloruro sédico procesa con Fill-
flotac®; MFO-Na: flotacién en Ovatector® con solucidn de cloruro sédico procesa con mortero y gasas; FFM-Na: flotacién en Mini-
flotac® con solucién de cloruro sédico procesada con Fill-flotac®; MFM-Na: flotacidon en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico
procesada con mortero y gasas; FFT-Zn: flotacidén en tubo con solucion de sulfato de zinc procesada con Fill-flotac®; MFT-Zn: flotacién
en tubo con solucién de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas; FFO-Zn: flotacién en Ovatector® con solucién de sulfato de
zinc procesada con Fill-flotac®; MFO-Zn: flotacién en Ovatector® con solucidn de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas;
FFM-Zn: flotacion en Mini-flotac® con solucion de sulfato de zinc procesada con Fill-flotac®; MFM-Zn: flotacién en Mini-flotac® con
solucion de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas; FSC: sedimentacion con etil-acetato-formalina procesada con Fill-flotac®;
MSC: sedimentacidn con etil-acetato-formalina procesada con mortero y gasas; FSG: sedimentacion por gravedad procesada con
Fill-flotac®; MSG: sedimentacion por gravedad procesada con mortero y gasas.

Figura 34. Porcentaje de recuperacion de B. coli para mangabey de coronilla blanca (arriba) y para
cercopiteco de brazza (abajo).
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FFT-Na: flotaciéon en tubo con solucién de cloruro sédico procesada con Fill-flotac®; MFT-Na: flotaciéon en tubo con solucion de
cloruro sédico procesada con mortero y gasas; FFO-Na: flotacién en Ovatector® con solucidn de cloruro sédico procesa con Fill-
flotac®; MFO-Na: flotacién en Ovatector® con solucidn de cloruro sédico procesa con mortero y gasas; FFM-Na: flotacién en Mini-
flotac® con solucién de cloruro sédico procesada con Fill-flotac®; MFM-Na: flotacidon en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico
procesada con mortero y gasas; FFT-Zn: flotacidén en tubo con solucion de sulfato de zinc procesada con Fill-flotac®; MFT-Zn: flotacién
en tubo con solucién de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas; FFO-Zn: flotacién en Ovatector® con solucién de sulfato de
zinc procesada con Fill-flotac®; MFO-Zn: flotacién en Ovatector® con solucién de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas;
FFM-Zn: flotacion en Mini-flotac® con solucion de sulfato de zinc procesada con Fill-flotac®; MFM-Zn: flotacién en Mini-flotac® con
solucion de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas; FSC: sedimentacion con etil-acetato-formalina procesada con Fill-flotac®;
MSC: sedimentacidn con etil-acetato-formalina procesada con mortero y gasas; FSG: sedimentacion por gravedad procesada con
Fill-flotac®; MSG: sedimentacion por gravedad procesada con mortero y gasas.

Figura 35. Porcentaje de recuperacion de G. duodenalis. para mangabey de coronilla blanca (arriba) y
para cercopiteco de brazza (abajo).

148



Optimizacion de técnicas coproldgicas para el diagndstico parasitario en el mono vervet

Mangabey

O — — —
2> > 2 2> 2> 2 N N S Q N S O < [ (&
RS IS SR S O P V. ANV L b Qf\/ O R R R

-y A (o] o & & QO Q N

P. muricola

Cercopiteco

O S — —
,\,%’b /%lb /%’b S'b I%’b /%lb «f\}\ '\j\/(\ :\5\ 5\5\ f\}\ f\f\ (((_)(/ @(_)(; <<¢)(’> @5(?

Qo Qo O
EEFE T EEE & &
P. muricola

FFT-Na: flotacion en tubo con solucién de cloruro sédico procesada con Fill-flotac®; MFT-Na: flotacion en tubo con solucién de
cloruro sédico procesada con mortero y gasas; FFO-Na: flotacién en Ovatector® con solucién de cloruro sédico procesa con Fill-
flotac®; MFO-Na: flotacién en Ovatector® con solucién de cloruro sédico procesa con mortero y gasas; FFM-Na: flotacién en Mini-
flotac® con solucién de cloruro sédico procesada con Fill-flotac®; MFM-Na: flotacién en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico
procesada con mortero y gasas; FFT-Zn: flotacidn en tubo con solucidn de sulfato de zinc procesada con Fill-flotac®; MFT-Zn: flotacion
en tubo con solucién de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas; FFO-Zn: flotacién en Ovatector® con solucién de sulfato de
zinc procesada con Fill-flotac®; MFO-Zn: flotacidon en Ovatector® con solucidn de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas;
FFM-Zn: flotacién en Mini-flotac® con solucion de sulfato de zinc procesada con Fill-flotac®; MFM-Zn: flotacion en Mini-flotac® con
solucidén de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas; FSC: sedimentacidn con etil-acetato-formalina procesada con Fill-flotac®;
MSC: sedimentacion con etil-acetato-formalina procesada con mortero y gasas; FSG: sedimentacion por gravedad procesada con
Fill-flotac®; MSG: sedimentacion por gravedad procesada con mortero y gasas.

Figura 36. Porcentaje de recuperacion de P. muricola para mangabey de coronilla blanca (arriba) y para
cercopiteco de brazza (abajo).
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1: flotacién en tubo con solucién de cloruro sédico procesada con Fill-flotac®; 2: flotacién en tubo con solucién de cloruro sédico
procesada con mortero y gasas; 3: flotacidon en Ovatector® con solucién de cloruro sédico procesa con Fill-flotac®; 4: flotacion en
Ovatector® con solucién de cloruro sédico procesa con mortero y gasas; 5: flotacion en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico
procesada con Fill-flotac®; 6: flotacion en Mini-flotac® con soluciéon de cloruro sédico procesada con mortero y gasas; 7: flotacién
en tubo con solucidn de sulfato de zinc procesada con Fill-flotac®; 8: flotacidn en tubo con solucién de sulfato de zinc procesada con
mortero y gasas; 9: flotacién en Ovatector® con solucidn de sulfato de zinc procesada con Fill-flotac®; 10: flotacién en Ovatector®
con solucion de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas; 11: flotacion en Mini-flotac® con solucidn de sulfato de zinc procesada
con Fill-flotac®; 12: flotacién en Mini-flotac® con solucion de sulfato de zinc procesada con mortero y gasas; 13: sedimentacion con
etil-acetato-formalina procesada con Fill-flotac®; 14: sedimentacion con etil-acetato-formalina procesada con mortero y gasas; 15:
sedimentacion por gravedad procesada con Fill-flotac®; 16: sedimentacion por gravedad procesada con mortero y gasas.

Figura 37. Porcentaje de recuperacion de las formas parasitarias para mangabey de coronilla blanca
(arriba) y para cercopiteco de brazza (abajo).
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El andlisis estadistico (tabla 20) mostrd Unicamente diferencias significativas entre la
comparacién del procesado mediante mortero y gasas y el Fill-flotac® en mangabey, para la
recuperacion de formas parasitarias de G. duodenalis con sedimentacién de etil-acetato
(p=0,046), siendo la recuperacion superior mediante Fill-flotac® (32%) que con el
procedimiento de mortero y gasas (29,33%).

Tabla 20. Comparacion de Fill-flotac® y mortero y gasas utilizando los p-valores de los tests de Wilcoxon
y McNemar.

B. coli G. duodenalis P. muricola

FT-Na Mangabey 0,391 0,677 1
Cercopiteco 1 0,799 1

FO-Na Mangabey 0,102 0,592 0,317

Cercopiteco 0,725 0,645 0,655
FM-Na Mangabey 0,773 0,798 1
Cercopiteco 1 0,918 1

FT-Zn Mangabey 0,248 0,798 0,886

Cercopiteco 0,792 0,472 0,587

FO-Zn Mangabey 0,671 0,642 0,792

Cercopiteco 0,705 1 0,783

FM-Zn Mangabey 0,288 0,726 0,582
Cercopiteco 1 0,807 1

SC Mangabey 0,763 0,046 0,414
Cercopiteco 1 0,798 1
SG Mangabey 0,671 0,888 1
Cercopiteco 1 0,905 1

FT-Na: flotacién en tubo con solucién de cloruro sodico; FO-Na: flotacién en Ovatector® con solucidn de cloruro sédico; FM-Na: flotacion
en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico; FT-Zn: flotacion en tubo con solucidon de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacién en Ovatector®
con soluciéon de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacién en Mini-flotac® con solucion de sulfato de zinc; SC: sedimentacion con etil-acetato-
formalina; SG: sedimentacion por gravedad.
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4.2.2. Puesta a punto de las técnicas de recuperacion de formas parasitarias a

partir de heces inoculadas experimentalmente

4.2.2.1 Recuperacion de las formas parasitarias y muestras positivas de formas parasitarias

Enlasfiguras 38 y 39 se reflejan los porcentajes de las muestras positivas y el porcentaje

de recuperacion de formas parasitarias de helmintos respectivamente.

Los resultados obtenidos de muestras positivas para el género Ancylostoma fueron del
40% para las tres flotaciones con sulfato de zinc y para la flotacion en Mini-flotac® con
cloruro sédico, 30% para las flotaciones en tubo y en Ovatector® con cloruro sodico, 20%

para el examen directo y 0% para el examen directo con lugol.

La tabla 21 muestra los p-valores obtenidos al comparar los métodos dos a dos, se

puede observar que no hubo ninguna diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 21. Comparacion de la recuperacion de Ancylostoma spp. con las distintas técnicas empleadas,
utilizando los p-valores obtenidos del analisis estadistico.

FI- FO- FM- FT- FO- FM-
e N T T . . R

DL 048 - - - - - - - - -

FI-NA 1 025 - - - - - - - -

FONA 1 025 1 - - - - - - -

FM-NA | 0,62 0,25 1 1 - - - - - -
FT-ZN 0,62 0,13 1 1 1 - - - - -
FO-ZN 0,68 0,13 1 1 1 1 - - - -
FM-ZN 0,62 0,13 1 1 1 1 1 - - -
SC 0,48 - 0,25 0,25 0,13 0,13 0,13 0,13 - -
SG 0,48 - 0,25 0,25 0,13 0,13 0,13 0,13 - -

D: examen directo sin lugol; DL: examen directo con lugol; FT-Na: flotacidn en tubo con solucién de cloruro sédico; FO-Na: flotacion
en Ovatector® con solucién de cloruro sddico; FM-Na: flotacion en Mini-flotac® con solucion de cloruro sédico; FT-Zn: flotacion en
tubo con solucion de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacion en Ovatector® con solucion de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacion en Mini-
flotac® con solucién de sulfato de zinc; SC: sedimentacion con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacion por gravedad.
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D: examen directo; D-L: examen directo con lugol; FT-Na: flotacion en tubo con solucién de cloruro sédico; FO-Na: flotacion en
Ovatector® con solucién de cloruro sédico; FM-Na: flotacidon en Mini-flotac® con solucién de cloruro sddico; FT-Zn: flotacidn en tubo con
solucidén de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacion en Ovatector® con solucion de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacion en Mini-flotac® con solucién
de sulfato de zinc; SC: sedimentacidn con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacion por gravedad.

Figura 38. Porcentaje de muestras positivas a helmintos con las distintas técnicas empleadas.
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D: examen directo; D-L: examen directo con lugol; FT-Na: flotacion en tubo con solucién de cloruro sédico; FO-Na: flotacion en
Ovatector® con solucién de cloruro sédico; FM-Na: flotacidon en Mini-flotac® con soluciéon de cloruro sédico; FT-Zn: flotacion en tubo con
solucién de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacion en Ovatector® con solucion de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacion en Mini-flotac® con solucién
de sulfato de zinc; SC: sedimentacidn con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacién por gravedad.

Figura 39. Porcentaje de recuperacion de formas parasitarias de helmintos con las distintas técnicas
empleadas.
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Los resultados obtenidos para el género Ascaris no superaron el 10%. Las técnicas de
examen directo con lugol, las flotaciones en tubo y en Ovatector® con ambas soluciones y
las dos sedimentaciones no recuperaron ninguna forma parasitaria. Por su parte, mediante
el examen directo sin lugol y las flotaciones en Mini-flotac® con ambas soluciones se obtuvo

un 10% de muestras positivas con un porcentaje de recuperacion de 2,7%.

Los resultados obtenidos para el género Dicrocoelium fueron similares a los del
género Ascaris. Las Unicas técnicas que recuperaron formas parasitarias fueron el examen
directo, la flotacién en Ovatector® con cloruro sédico, ambas flotaciones en Mini-flotac® y
la sedimentacion con etil-acetato-formalina registrando un 10% de muestras positivas con

un porcentaje de recuperacion del 2,7%.

Para el género Strongyloides, el examen directo sin lugol, la flotaciéon en tubo con
cloruro sodico vy la flotacién Ovatector® con sulfato de zinc mostraron un 30% de muestras
positivas con una recuperacion del 8%. El examen directo con lugol, la flotacién en tubo con
cloruro sédico y ambas flotaciones con Mini-flotac® obtuvieron un 40% de muestras
positivas y una recuperacion del 10,7%. La flotacién en Ovatector® con cloruro sédico, fue
la que obtuvo un mayor porcentaje de muestras positivas alcanzando el 50% con una

recuperacion del 13,4%.

El examen directo con lugol, la sedimentacion por gravedad y la flotacion con cloruro
sodico en tubo y en Mini-flotac® no obtuvieron resultados positivos a P. muricola. El examen
directo sin lugol y la flotacién en Ovatector® con cloruro sddico, obtuvieron un 10% de
muestras positivas. Las tres flotaciones con sulfato de zinc resultaron positivas a todas las
muestras contaminadas experimentalmente, mientras que la sedimentacion con etil-

acetato-formalina obtuvo un 20% de positivas.

En lafigura 40, se reflejan los porcentajes de las muestras positivas y de recuperacion
de formas parasitarias de protozoos. Los resultados de muestras positivas obtenidas para

protozoos son superiores que en helmintos.
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D: examen directo; D-L: examen directo con lugol; FT-Na: flotacidon en tubo con solucidn de cloruro sédico; FO-Na: flotacion en
Ovatector® con solucién de cloruro sédico; FM-Na: flotacion en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico; FT-Zn: flotacion en tubo

con solucidn de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacion en Ovatector® con solucién de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacion en Mini-flotac® con
solucién de sulfato de zinc; SC: sedimentacidn con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacion por gravedad.

Figura 40. Porcentaje de muestras positivas (arriba) y porcentaje de recuperacion de formas parasitarias
de protozoos (abajo).
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Los dos examenes directos (con y sin lugol) obtuvieron el mismo porcentaje de
recuperacion de B. coli, 2,3%. Tanto la flotacion en tubo como la flotacién en Mini-flotac®
con cloruro sddico recuperaron un 7% de las formas parasitarias. La flotacion en Ovatector®
con cloruro sédico y la flotacion en Mini-flotac® con sulfato de zinc recuperaron el 10,1%.
Las flotaciones en tubo y en Mini-flotac® con sulfato de zinc, recuperaron el 14,71%y 10,1%
de las formas parasitarias respectivamente. Por Ultimo, la sedimentacion con etil-acetato

obtuvo una mayor recuperacioén (21,7%) que la sedimentacion por gravedad (9,3%).

En ningln caso las diferencias encontradas en la recuperacion de B. coli por las

distintas técnicas fue estadisticamente significativa (tabla 22).

Tabla 22. Comparacion de la recuperacion de B. coli utilizando los p-valores obtenidos del analisis
estadistico.

FT- FO- FM- FT- FO- FM-
D DL SC SG
Na Na Na Zn Zn Zn

DL 097 - - - - - - - - -

FT-Na 0539 1,00 - - - - - - - -

FO-Na 0957 097 0,39 - - - - - - -

FM-Na 1,00 1,00 1,00 1,00 - - - - . -

FT-Zn 1,00 100 1,00 1,00 1,00 - - - - -

FO-Zn 1,00 100 058 1,00 1,00 1,00 - - - -

FM-Zn 1,00 1,00 1,00 100 100 1,00 1,00 - - -

SC 038 100 100 0,38 100 1,00 100 1,00 - -

SG 1,00 100 064 1,00 100 100 1,00 1,00 0,57 -

D: examen directo sin lugol; DL: examen directo con lugol; FT-Na: flotacion en tubo con solucion de cloruro sédico; FO-Na: flotacion
en Ovatector® con solucidn de cloruro sddico; FM-Na: flotacion en Mini-flotac® con solucién de cloruro sddico; FT-Zn: flotacion en
tubo con solucién de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacién en Ovatector® con solucion de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacion en Mini-flotac®
con solucién de sulfato de zinc; SC: sedimentacion con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacion por gravedad.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos para G. duodenalis (tabla 23)
mostro diferencias significativas. Al comparar la flotacidon en Mini-flotac® con cualquiera de
las otras nueve técnicas, ésta obtuvo siempre un mayor porcentaje de recuperacion (44,2%).
Del mismo modo, los resultados que a continuacién se detallan también presentaron

diferencias significativas en la cantidad de formas parasitarias recuperadas. Los examenes
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directos obtuvieron una menor recuperacion de G. duodenalis que las flotaciones en tubo
(38,1%) y Ovatector® (38,6%) con sulfato de zinc y que la sedimentacién de etil-acetato
(33,5%). Ademas, el examen directo con lugol obtuvo una recuperacion del 26,3% frente al
33,8% de la flotacion en Mini-flotac® con cloruro sédico. La flotacién en tubo con sulfato de
zinc recuperé mas cantidad de formas parasitarias que la sedimentacién por gravedad
(29,3%) y la flotacion en tubo con cloruro sédico (31,4%). Por ultimo, el porcentaje
recuperado por la flotacién en Ovatector® con sulfato de zinc fue superior al de la

sedimentacion por gravedad.

Tabla 23. Comparacion de la recuperacion de G. duodenalis utilizando los p-valores obtenidos con el
analisis estadistico.

FT- FO- FM- FT- FO- FM-
D DL SC SG
Na Na Na Zn Zn Zn

DL 033 - - - - - - - - -

F-Na 036 012 - - - - - - - -

FO-Na 0,08 0,06 0,87 - - - - - - -

FM-Na 0,05 0,084 047 0,08 - - - - . -

FT-Zn 0,02 0,01 004 0,06 0,11 - - - - -

FO-ZzZn 0,01 0,00 0,06 0,06 0,06 0,57 - - - -

FM-zn 0,01 001 001 001 0,01 0,01 0,04 - - -

SC 004 1002 022 031 08 011 006 0,01 - -

SG 1 018 031 017 005 003 001 0,01 0,12 -

D: examen directo sin lugol; DL: examen directo con lugol; FT-Na: flotacién en tubo con solucién de cloruro sddico; FO-Na: flotacion
en Ovatector® con solucién de cloruro sodico; FM-Na: flotacion en Mini-flotac® con solucién de cloruro sédico; FT-Zn: flotacion en
tubo con solucién de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacién en Ovatector® con solucidn de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacion en Mini-flotac®
con solucién de sulfato de zinc; SC: sedimentacion con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacion por gravedad.

4.2.2.2. Evaluacion de recuperacion de huevos de P. muricola a diferentes concentraciones

En la tabla 24 se expone el porcentaje de las muestras positivas y el porcentaje de la
recuperacion para cada una de las diez técnicas realizadas con distintas concentraciones de

huevos de P. muricola.

157



Resultados

Tabla 24. Porcentaje de muestras positivas y de recuperacion de huevos de P. muricola.

D DL FT-Na FONa FM-Na FT-Zn FOZn FM-Zn  SC SG
C R % R % R % R % R % R % R % R % R % R %
56/ 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 0 0 O 0 O O O O O 0 O
45/0 0 0 0 0 0O OO O 0O O O O 001110 0 0 0 O
1350 0 0 0 0 0O O O O 0 004100041000410 0 0 0 O
34800110 0 0O O 0 00110 O 0 0,681000,751001,281000,04 20 0 0

D: examen directo sin lugol; DL: examen directo con lugol; FT-Na: flotacion en tubo con solucion de cloruro sédico; FO-Na: flotacion

en Ovatector® con solucidn de cloruro sddico; FM-Na: flotacion en Mini-flotac® con solucidn de cloruro sddico; FT-Zn: flotacion en

tubo con solucién de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacién en Ovatector® con solucion de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacion en Mini-flotac®
con soluciéon de sulfato de zinc; SC: sedimentacion con etil-acetato-formalina; SG: sedimentacion por gravedad; C: concentracion de
P. muricola en hpg; R: recuperacion de huevos de P. muricola; %: porcentaje de muestras positivas a P. muricola.

Los resultados muestran que las recuperaciones obtenidas son muy bajas para todas

las concentraciones. Se observa que a medida que aumenta la concentracion de P. muricola,

aumentan las técnicas que lo identifican. Con una concentracion de 5,6 hpg ninguna de las

técnicas detectd ni un solo huevo, al aumentarla a 45 hpg Unicamente la flotacién en Mini-

flotac® con sulfato de zinc recupero 0,11% de las formas parasitarias presentes. Con una

concentracién de 135 hpg las tres flotaciones con sulfato de zinc tuvieron una recuperacion

de 0,04%. Es al alcanzar una concentracion de 348 hpg que las flotaciones con sulfato de

zinc determinaron que todas las muestras eran positivas, pero con un porcentaje de

recuperacion entre 0,68% vy 1,28%. A esa concentracion, otras técnicas como el examen

directo sin lugol, la flotacion en Ovatector® con cloruro sodico y la sedimentacion de etil-

acetato empiezan a recuperar alguna forma parasitaria.

4.2.2.3. Evaluacion de soluciones de flotacion a partir de heces inoculadas
experimentalmente

En la tabla 25 se refleja los resultados obtenidos con la solucién de cloruro sodicoy

con la de sulfato de zinc. La tabla muestra las veces que las soluciones fueron positivas o

negativas. Tanto en el caso de P. muricola como en el de G. duodenalis |a solucién de sulfato

de zinc presentd mejor recuperaciéon de formas parasitarias que la de cloruro sddico.
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Tabla 25. Comparacion de soluciones de flotacién para cada parasito.

Ambas - Ambas + Na+,Zn- Na-,Zn+ p-valor
Strongyloides spp. 10 3 9 8 1
P. muricola 0 1 0 29 0
B. coli 11 12 3 4 1
G. duodenalis 0 30 0 0 0

Ambas -: nimero de veces que ambas soluciones dieron muestras negativas; ambas +: nimero de veces que ambas soluciones
dieron resultados positivos; Na+, Zn-: nimero de veces que la solucion de cloruro sédico dio positivo y la solucion de sulfato
de zinc negativo; Na-, Zn+: nimero de veces que la solucién de cloruro sédico dio negativo y la de sulfato de zinc positivo.

4.2.2.4 Evaluacion de los distintos recipientes de flotacion a partir de heces inoculadas
experimentalmente

La valoracion de los tres recipientes se realizé para los dos helmintos con mayor
porcentaje de recuperacion obtenido (Strongyloides spp. y P. muricola) y para los dos

protozoos. Los resultados obtenidos estan representados en la tabla 26.

El andlisis estadistico mediante la prueba de Q de Cochran para la recuperacién de
Strongyloides spp. mediante los tres recipientes de flotacion no presentd diferencia

estadisticamente significativa (p=0,926) por lo que no se compararon dos a dos.

La prueba de Friedman detecté una diferencia estadisticamente significativa entre
los tres recipientes para la recuperacién de P. muricola y para G. duodenalis. Al compararlos
dos a dos se observd que el Mini- flotac® obtuvo mayor recuperacion de formas parasitarias
y que estas diferencias fueron estadisticamente significativas tanto al compararlo con la

flotacion en tubo (p=0,008) como con en Ovatector® (p=0,005).

En el caso de B. coli, aunque la prueba de Friedman encontrd una diferencia entre

las técnicas, al compararlas dos a dos no sucedié lo mismo.
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Tabla 26. Comparacién de tres recipientes de flotacion utilizando el p-valor del analisis

estadistico.

Helmintos Recipientes comparados p-valor

Strongyloides spp. Tubo, Ovatector® y Mini-flotac® 0,926
Tubo vs Ovatector® -
Tubo vs Mini-flotac® -
Ovatector® vs Mini-flotac® -

P. muricola Tubo, Ovatector® y Mini-flotac® 0,003
Tubo vs Ovatector® 0,256
Tubo vs Mini-flotac® 0,008
Ovatector® vs Mini-flotac® 0,005

Protozoos

B. coli Tubo, Ovatector® y Mini-flotac® 0,04
Tubo vs Ovatector® 0,277
Tubo vs Mini-flotac® 0,28
Ovatector® vs Mini-flotac® 0,017

G. duodenalis Tubo, Ovatector® y Mini-flotac® 0,029
Tubo vs Ovatector® 0,574
Tubo vs Mini-flotac® 0,019
Ovatector® vs Mini-flotac® 0,006

4.2.3. Técnicas de recuperacion de formas parasitarias en un estudio de

campo

4.2.3.1. Formas parasitarias encontradas

En la figura 41 se observan los porcentajes de muestras positivas obtenidas para los
helmintos (estrongilados, Strongyloides spp. y P. muricola) y protozoos (B. coli y Entamoeba
spp.) mas identificados.

La tabla 27 muestra el nUmero de muestras positivas y el porcentaje de cada parasito

identificado.
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Tabla 27. Numero y porcentaje de muestras positivas a cada parasito.

- Ndmero de
Parasito s %
muestras positivas
B. coli 44 37,6
Chilomastix spp. 1 0,9
Entamoeba spp. 15 12,8
G. duodenalis 1 0,9
Estrongilados 7 6,0
Strongyloides spp. 28 23,9
P. muricola 10 8,6

%: porcentaje de muestras positivas identificadas sobre el total de muestras diagnosticadas
como infectadas.

De las 117 muestras analizadas 60 fueron positivas a al menos un parasito
gastrointestinal por alguna de las técnicas utilizadas. Los parasitos identificados fueron
clasificados en siete grupos. El parasito mas identificado fue B. coli apareciendo en 37,6% de
las muestras analizadas, seguido de Strongyloides spp. (23,9%), Entamoeba spp. (12,8%) y P.
muricola (8,6%). El resto de los parasitos encontrados fueron estrongilados (6%), Chilomastix

spp. (0,9%) y G. duodenalis (0,9%).

En la tabla 28 se representan los porcentajes de muestras identificadas como
positivas mediante el examen directo con y sin lugol. Se obtuvieron porcentajes entre Oy

4,55%.

El analisis del indice kappa entre la técnica con lugol v sin lugol ofrecié un acuerdo

casi perfecto (k=0,9) para B. coliy moderado para P. muricola (k=0,6).
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D: examen directo; D-L: examen directo con lugol; FT-Na: flotacién en tubo con solucidn de cloruro sédico; FO-Na:
flotacién en Ovatector® con solucidén de cloruro sédico; FM-Na: flotacion en Mini-flotac® con solucién de cloruro
sddico; FT-Zn: flotacion en tubo con solucidn de sulfato de zinc; FO-Zn: flotacion en Ovatector® con solucidn de sulfato
de zinc; FM-Zn: flotacion en Mini-flotac® con solucion de sulfato de zinc; SC: sedimentacidn con etil-acetato-formaling;
SG: sedimentacion por gravedad.

Figura 41. Porcentaje de muestras positivas para cada parasito por técnicas (arriba) y por parasitos
(abajo).
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Tabla 28. Parasitos identificados por examen directo con y sin lugol.

Directo sin lugol Directo Lugol
N n % n %

B. coli 44 2 4,55 2 4,55
Chilomastix spp. 1 0 0 0 0
Entamoeba spp. 15 0 0 0 0
G. duodenalis 1 0 0 0 0
Estrongilados 7 0 0 0 0
Strongyloides spp. 28 1 3,57 0 0
P. muricola 10 0 0 0 0

N: nimero de muestras identificadas positivas con cualquiera de las técnicas diagndsticas parasitarias;
n: numero de muestras identificadas positivas por una técnica, %: porcentaje de muestras positivas
identificadas sobre el total de muestras diagnosticadas como infectadas.

La tabla 29 refleja los resultados obtenidos en las flotaciones con cloruro sédico.

La flotacién con cloruro sédico en Ovatector® catalogd 10 muestras positivas de las
31 (32,3%) infectadas con B. coli, mientras que la flotacion en Mini-flotac® obtuvo cuatro
resultados positivos (12,9%) para este parasito. Esta diferencia resulté estadisticamente

significativa.

En el caso del género Entamoeba, la técnica en Ovatector® con cloruro de sodio no
se encontro ninguna forma parasitaria, mientras que la realizada en Mini-flotac® encontré

dos de las diez positivas (20%).

Para Strongyloides spp., existié una diferencia estadisticamente significativa
(p=0,002). La flotacion con cloruro de sodio en Ovatector® obtuvo 12 positivos (54,6%)
mientras que en Mini-Flotac® dos (9,1%). Y en el caso de P. muricola, también se obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa entre el porcentaje de muestras identificadas

positivas con Ovatector® (66,7%) y Mini-flotac® (0%).

Al analizar el indice Kappa para la flotacion con cloruro sédico, se observd que la
técnica Ovatector® ofrecia una concordancia insignificante con Mini-flotac® para los cinco

parasitos analizados.
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Tabla 29. Parasitos identificados por flotaciéon con cloruro sédico.

FO-Na FM-Na p-valor
N n % n %

B. coli 31 10 32,3 4 12,9 0,031
Chilomastix spp. 1 0 0 0 0 -
Entamoeba spp. 10 0 0 2 20 0,5

G. duodenalis 0 - - - - -
Estrongilados 4 2 50 0 0 0,5
Strongyloides spp. 22 12 54,6 2 9,1 0,002

P. muricola 6 4 66,7 0 0 0,125

FO-Na: flotacion en Ovatector® con solucién de cloruro sédico; FM-Na: flotacion en Mini-flotac® con solucidn de cloruro sédico; N:
nimero de muestras identificadas positivas con cualquiera de las técnicas diagndsticas parasitarias; n: nimero de muestras
identificadas positivas por una técnica, %: porcentaje de muestras positivas identificadas sobre el total de muestras diagnosticadas
como infectadas.

La tabla 30 refleja los resultados obtenidos en las flotaciones con sulfato de zinc

mediante la flotacion en Ovatector® y en Mini-flotac®.

Las dos técnicas de flotacion con sulfato de zinc como solucion de flotacion
encontraron el mismo numero de muestras positivas para Chilomastix spp. (100%) y para el
género Entamoeba (14,3%). En cambio, en el caso de B. coli la diferencia fue
estadisticamente significativa, la técnica realizada con Ovatector® dio como positivas 26

muestras (65%) y la realizada con Mini-flotac cuatro (10%).

La flotacion en Ovatector® encontré 23,08% de Strongyloides spp. y 60% de P.
muricola mientras que los resultados con Mini-flotac® fueron 15,4% vy 40% respectivamente.
En el caso de los estrongilados, Ovatector® identificod seis muestras como positivas (16,7%),

mientras que el Mini-flotac® ninguna.

Las técnicas de flotacion con sulfato de zinc tuvieron una concordancia perfecta (k=1)
para Strongyloides spp.y P. muricola, discreta para Entamoeba spp. (k=0,28) e insignificante

para Entamoeba spp. y estrongilados.
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Tabla 30. Parasitos identificados por flotacién con sulfato de zinc.

FO-Zn FM-Zn p-valor
N n % n %

B. coli 40 26 65 4 10 0,00
Chilomastix spp. 1 1 100 1 100 -
Entamoeba spp. 14 2 14,3 2 14,3 -

G. duodenalis 1 0 0 0 0 -
Estrongilados 6 1 16,7 0 0 1
Strongyloides spp. 26 6 23,1 4 15,4 1
P. muricola 10 6 60 4 40 0,5

FO-Zn: flotacién en Ovatector® con solucidn de sulfato de zinc; FM-Zn: flotacion en Mini-flotac® con solucion de sulfato de zing;
N: nimero de muestras identificadas positivas con cualquiera de las técnicas diagndsticas parasitarias; n: nimero de muestras
identificadas positivas por una técnica, %: porcentaje de muestras positivas identificadas sobre el total de muestras
diagnosticadas como infectadas.

La relacion de los resultados obtenidos para la sedimentacion de etil-acetato y la
sedimentacion con el kit comercial Uranotest copro® realizado el mismo dia de la

recoleccion de la muestra, se muestran en la tabla 31.

En el caso del protozoo B. coli la sedimentacion Uranotest copro® obtuvo 12 muestras
positivas (57,1%) y la sedimentacioén con etil-acetato-formalina 13 (61,9%). Para Entamoeba
spp. el kit comercial encontré dos muestras positivas (28,6%), mientras que la

sedimentacion con etil-acetato-formalina ninguna.

En el caso de los estrongilados, de las cuatro muestras infectadas el Uranotest copro®
dio como positivas dos (50%) y la sedimentacién etil-acetato-formalina tres (75%). Para
Strongyloides spp. se compararon 15 muestras positivas, Uranotest copro® detectd seis
(40%) y la sedimentacion etil-acetato-formalina cinco (33,3%). Finalmente P. muricola dio
positivo en cinco muestras, Uranotest copro® lo detectd en tres (60%) y la sedimentacion
con etil-acetato-formalina en dos (40%). Ninguna de estas diferencias fue estadisticamente

significativa (p>0,05).

Entre las técnicas de sedimentacién existe una concordancia discreta para B. coli
(k=0,31) y Strongyloides spp. (k=0,29), insignificante para Entamoeba spp. y moderada para
estrongilados (k=0,5) y P. muricola (k=0,52).
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Tabla 31. Parasitos identificados por sedimentacion.

Urano Sc p-valor
N n % n %

B. coli 21 12 57,1 13 61,9 1
Chilomastix spp. 1 1 100 1 100 -
Entamoeba spp. 7 2 28,6 0 0 0,5

G. duodenalis 1 0 0 0 0 -
Estrongilados 4 2 50 3 75 1
Strongyloides spp. 15 6 40 5 33,3 1
P. muricola 5 3 60 2 40 1

Urano: sedimentacidn Uranotest copro®; SC: sedimentacion con etil-acetato-formalina; N: nimero de muestras identificadas positivas
con cualquiera de las técnicas diagndsticas parasitarias; n: nimero de muestras identificadas positivas por una técnica, %: porcentaje
de muestras positivas identificadas sobre el total de muestras diagnosticadas como infectadas.

4.2.3.2. Evaluacion de soluciones de flotacion a partir de heces de mono vervet.

En latabla 32 se refleja si la cantidad de muestras positivas y negativas para cada una
de las dos soluciones vy si la diferencia es estadisticamente significativa. Como se observa en
la tabla, tanto Strongyloides spp. como B. coli presentaron diferencias estadisticamente
significativas, siendo mayor el porcentaje de identificacion en la solucién de cloruro sédico

para Strongyloides spp. y en la de sulfato de zinc para B. coli.

Tabla 32. Comparacidn de soluciones de flotacién.

Ambas - Ambas + Na+,Zn- Na- Zn+ p-valor
Estrongilados 154 0 2 0 0,5
Strongyloides spp. 140 4 10 2 0,04
P. muricola 152 2 2 0 0,5
B. coli 134 6 2 14 0,004
Entamoeba spp. 152 0 2 2 1

- muestras negativas; +: muestras positivas; Na: solucion de cloruro sédico; Zn: solucién de sulfato de zinc.

4.2.3.3. Evaluacion de los distintos recipientes de flotacion a partir de heces de mono vervet

La tabla 33 refleja los resultados obtenidos con el analisis estadistico que compard

las 156 muestras realizadas en Ovatector® y en Mini-flotac®.
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La identificacion de muestras positivas a Strongyloides spp., P. muricola y B. coli
presentaron una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) al comparar los dos

recipientes de flotacion, siendo superior en Ovatector®.

Tabla 33. Comparacién de dos recipientes de flotacién.

Helmintos Recipientes comparados p-valor
Estrongilados Ovatector® vs Mini-flotac® 0,5
Strongyloides spp. Ovatector® vs Mini-flotac® 0,004
P. muricola Ovatector® vs Mini-flotac® 0,031
Protozoos

B. coli Ovatector® vs Mini-flotac® 0,001
Entamoeba spp. Ovatector® vs Mini-flotac® 1

4.2.3.4. Comparacion Uranotest copro® realizado en los dias 0, 10 y 20

La tabla 34 ilustra la concordancia entre los resultados obtenidos por Uranotest

copro® sin conservacion y con 10y 20 dias de conservacion.

Los resultados obtenidos para B. coli muestran un grado de acuerdo perfecto al
comparar por Uranotest copro® sin conservacion y con 20 dias de conservacion. Por
Uranotest copro® sin conservacion con diez dias de conservacién, el acuerdo es sustancial
(k=0,79). Para estrongilados el acuerdo es perfecto para una conservacion de diez dias y
moderado (k=0,5) para una conservacién de 20 dias. El grado de acuerdo se invierte al
comparar la concordancia para P. muricola, obteniéndolo moderado (k=0,55) para una
conservacion de diez dias y perfecto para 20 dias. En el caso de Strongyloides spp. el grado
es casi perfecto (k=0,86) para ambas conservaciones mientras que Entamoeba spp. no

presenté acuerdo.
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Tabla 34. Resultados del grado de concordancia obtenido por Uranotest copro® sin conservacion y con 10
y 20 dias de conservacion.

Parasito Prueba Prueba Proporcién Proporcion [ndice
referencia  diagndstica acuerdo acuerdo Kappa
observado  esperado
B. coli Urano O Urano 10 0,90 0,55 0,79
Urano 20 1 0,53 1
Entamoeba spp.  Urano O Urano 10 0,71 0,71 0
Urano 20 0,71 0,71 0
Estrongilados Urano 0 Urano 10 1 0,50 1
Urano 20 0,75 0,5 0,5
Strongyloides spp. Urano 0 Urano 10 0,93 0,51 0,86
Urano 20 0,93 0,53 0,86
P. muricola Urano 0 Urano 10 0,80 0,56 0,55
Urano 20 1 0,52 1
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La falta de informacion sobre el diagndstico coproparasitario en C. pygerythrus ha
sido el impulsor de este trabajo. Con él, se pretende conocer como influyen una serie de
factores en el diagndstico parasitario, con el objetivo de optimizar el uso de las técnicas
diagnosticas coproparasitarias. La mayoria de los procedimientos utilizados en la actualidad,
suelen ser modificaciones de procedimientos descritos hace décadas. Los primeros se
demostraron eficaces en un hospedador determinado para una o varias formas parasitarias
y, posteriormente, se ampliod su utilizacion a otras especies afiadiendo ciertas modificaciones
incluidas por los autores. Con el tiempo, muchas de estas técnicas se han convertido en la
técnica de referencia y otras se consideran equivalentes entre si. Aunque en algunas
ocasiones se ha corroborado, en otras muchas, nunca se ha comprobado ninguno de los dos
hechos, o incluso, se ha demostrado lo contrario (NUfiez-Fernandez et al., 1991; Diaz, 1995;
Navone et al., 2005; Pajuelo et al., 2006; Del Coco et al., 2008; Brandeli et al., 2011; Levecke
etal., 2011; Carvalho et al., 2012; Kooriyama et al., 2012; Ballweber et al., 2014; Zanzani et
al., 2015).

En este estudio, se decidid evaluar el uso de técnicas coproparasitarias ampliamente
descritas en la literatura cientifica y por ello en primer lugar, se realizd una revision
bibliografica de un periodo superior a 40 afios (1974-2015), que se centrd en investigaciones
que utilizaran algun tipo de técnica coproparasitaria como método diagndstico en el grupo
de los PNH. Esto permitié obtener una visidon completa de la produccidn cientifica sobre el
tema. Se observd que a partir de 2001 existe un gran incremento del nimero de articulos
publicados acerca de ello. Este aumento no demuestra necesariamente un interés creciente,
ya que también puede deberse al aumento del total de articulos publicados digitalmente
por el auge de la difusion digital de la ciencia (Almeida y Almeida, 2013). El diagndstico
coproparasitario en PNH es un tema muy especifico que publica una media de cuatro
articulos por afio desde 2002, pero que estd disperso en varias revistas centradas en la
primatologia o en la parasitologia principalmente. En el futuro, es posible que las revistas
que publiquen esta informacion cambien debido al auge de las digitales de acceso libre como
Plos One, que ya contiene dos articulos sobre este tema (Pomajbikova et al., 2010; Sak et al.,
2014). Por otro lado, la revision bibliografica no permitié conocer los motivos de eleccién de

las técnicas, ni aprender la metodologia a seguir para adecuar las técnicas a nuevas
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especies. Tampoco permitié valorar si los resultados obtenidos son extrapolables a C.
pygerythrus, ni decidir los procedimientos mas adecuados para el diagndstico
coproparasitario en esta especie. La mayoria de los autores utilizan técnicas de diagndstico
parasitario, pero el objetivo de estos articulos no es valorar la eficacia de éstas ni

compararlas entre si, por lo que no justifican su eleccién (Pomajbikova et al., 2010).

Como cabia esperar, los resultados obtenidos muestran que el 45,61% de los autores
eligen una técnica ya descrita para otra especie, que en ocasiones modifican sin justificar la
decision. Bajo el nombre de una misma técnica se desarrollan multiples protocolos que
varian en el material, en la cantidad de muestra utilizada y/o en algunas de sus etapas. Por
ejemplo, cuando un autor escribe que realiza un examen microscépico directo de las heces,
en muy pocas ocasiones indica como lleva a cabo el procedimiento. De los 12 articulos
encontrados donde se utiliza este método, Unicamente dos de ellos citan a Henrikseny Polez
(1981) y Ash y Oriel (1987) que si detallaron el proceso. Esto muestra que en la mayoria de
articulos no se van a encontrar técnicas validadas ni descritas con detalle que permitan su

replicabilidad ni una comparacion de los resultados obtenidos (Ballweber et al., 2014).

Los procedimientos mas utilizados para el diagndstico de parasitosis digestivas
siguen siendo la observacién de una porcion de heces al microscopio después de ser
procesada de una determinada manera. Pese a que el estudio se centra en estos
procedimientos, en el 12,3% de los articulos aparecen técnicas de diagndstico moleculares
que gracias a los avances tecnoldgicos y cientificos estdn complementando al diagndstico
microscopico (Grazyck et al., 2009; Sak et al., 2014; Butel et al., 2015; Amato et al., 2016).
Hay que considerar que la mayoria de estudios consultados (73,7%) se desarrollaron en
condiciones de campo, lo que implica un menor acceso a medios laboratoriales y técnicas
de diagndstico avanzado. Por tanto, es muy dificil que las técnicas moleculares sustituyan
completamente a las tradicionales, ya que, una PCR o un ELISA convencional es muy
complicado de realizar en un laboratorio de campo. En cambio, las investigaciones de campo
se pueden beneficiar de ciertos avances como los tests rapidos desarrollados a partir de
técnicas moleculares, ofreciendo una alternativa de diagndstico mas especifica y fiable que

las técnicas de diagndstico coproparasitario con microscopio (Johnston et al., 2003).
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La especie de eleccidn para el estudio pertenece a la familia de PNH mas utilizada
para este tipo de trabajos apareciendo en el 65,5% de los articulos consultados. Parte del
estudio experimental se tuvo que realizar en Espafia por cuestiones logisticas y resultd
imposible acceder a heces de C. pygerythrus, por lo que se sustituyd por heces de otras
especies que, aungue pertenecen a la familia Cercopithecidae, pueden haber alterado los

resultados obtenidos.

La destreza del operario se podria clasificar en la destreza manual a la hora de realizar
los procedimientos y la diligencia de identificacion de las formas parasitarias. No se trata de
técnicas complicadas y la destreza manual es relativamente sencilla de adquirir. La segunda
parte, se trata de la habilidad en la identificacion, que resulta un poco mas complicada de
conseguir. Cuando un operario se enfrenta a un examen microscopico fecal, lo primero que
debe saber es diferenciar las formas parasitarias de los artefactos (esporas, restos de
comida, cristales de sal, etc...). En segundo lugar, debe identificar los parasitos, lo que
requiere mas tiempo de formacion. Gracias al avance de la comunicacion digital, se pueden
realizar fotografias de la forma parasitaria a identificar y enviarlas a un experto para solicitar
su ayuda. Para este estudio los dos operarios que realizaron las muestras fueron veterinarios
con experiencia previa en la identificacion de parasitos de C. pygerythrusy de otras especies
de PNH. Para evitar desviaciones en cuanto a la identificacién parasitaria, se llevd a cabo una
prueba para valorar la fiabilidad interobservador obteniendo un 100% de concordancia

entre los dos (Martin et al., 1993).

Sigue habiendo estudios contradictorios sobre la influencia del tiempo de
conservacion de la muestra y el efecto que tiene sobre los resultados. Hay muchos autores
que han comprobado que la conservacién de la muestra puede influir en los resultados del
porcentaje de formas parasitarias recuperadas por distintas técnicas diagndsticas (Foreyt,
1986; Van Wyk y Van Wyk, 2002; Rinaldi et al., 2011; Cringoli et al., 2011). Por el contrario,
en otros estudios realizados en caballos no se encontraron diferencias en los resultados al
analizar las muestras 12 horas y 50 dias después (Foreyt, 1986; Nielsen et al., 2010). Como
precaucién, y para evitar este hecho, las muestras se analizaron lo mas rapido posible

disminuyendo al maximo el tiempo de conservacion.
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En 2011, Levecke y sus colaboradores pusieron de manifiesto que para la
comparacién de resultados obtenidos es importante verificar que las técnicas sean
equiparables y por ello, en la fase experimental de este estudio, se evalué cémo afectan a

los resultados algunos factores como la solucién de flotacion y el recipiente utilizado.

La fase de homogenizacién y filtrado es |la primera etapa que se sometid a evaluacién
por ser considerada un momento crucial del procesado de las muestras que podia influir en

los resultados finales.

Se ha demostrado que la excrecion de formas parasitarias en las heces no es
constante y que se distribuyen de manera desigual en la materia fecal. Para minimizar este
efecto se debe homogeneizar la distribucion parasitaria. Una buena mezcla de las heces
deberia asegurar una distribucién uniforme de las formas parasitarias, pero la consistencia
de las heces no diarreicas no facilita su mezcla, por lo que se aconseja afiadir un medio
liguido hasta conseguir una mezcla maleable. Lo habitual es afiadir suficiente liquido como
para crear una solucion donde las formas parasitarias se disgreguen de los restos fecales.
Por ello, la eleccion de la solucién de homogenizacién utilizada debe ser la misma si se quiere
equiparar dos procedimientos (Ye et al., 1998; De Carli, 2007; Krauth et al., 2012). Es
importante conocer también la cantidad de solucién que se afiade puesto que actia como
factor de dilucion de las formas parasitarias y, en caso de querer obtener resultados
cuantificables, serd importante corregirlo. Este factor apenas ha sido considerado en la
literatura consultada (Stoll, 1930; Cringoli et al., 2004). La forma de homogenizacién mas

utilizada es la que se realiza con la ayuda de un mortero.

El material fecal estd compuesto por restos sin digerir que pueden enmascarar la
presencia de parasitos y hacen mas dificultoso su diagndstico. Para eliminar las particulas de
gran tamafo la mezcla obtenida de la homogenizacion se pasa a través de un filtro. Como
filtros, se utilizan diferentes materiales. Los mas empleados han sido gasas humedas y/o un

colador. En el caso de los coladores se han utilizado los de cocina o los de té. Las gasas
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utilizadas suelen ser gasas médicas de hilo colocadas en doble capa. En todos los casos, el

filtrado se hace por gravedad y el resultante se recoge en un recipiente limpio.

Se compardé el método que realiza una homogenizacion de la muestra en morteroy
una posterior filtracién con gasas humedas sobre un colador con un kit comercial llamado
Fill-flotac®. En el primer caso, se selecciond esta técnica por ser el método mas utilizado, y
en segundo lugar por tener caracteristicas que podian ser Utiles a la hora de procesar
muestras de PNH. El Fill-flotac® tiene dos variantes, el Fill-flotac® para herbivoros adaptado
para muestras de 5 g, y el utilizado en este estudio para muestras de 2 g que se aconseja

utilizar para el diagndstico coproparasitario de perros, gatos y primates.

Dado que para evaluar diferentes procedimientos de homogenizacién y filtrado es
imprescindible realizar posteriormente métodos de recuperacién y concentracion de las
formas parasitarias y, para comparar diferentes métodos de recuperacion es practicamente
obligado realizar una homogenizacién vy filtrado, es complicado analizar la eficacia ofrecida
por estos factores independientemente y hay que ser cautelosos a la hora de interpretar los

resultados.

Los métodos no presentaron diferencias estadisticamente significativas a excepcion
de la identificacién de G. duodenalis mediante la sedimentacién de etil-acetato con heces
de mangabey de coronilla blanca (p=0,046), donde la recuperacion con mortero y gasas fue

el 32% de las formas parasitarias presentes, frente al 33,5% que se obtuvo con Fill-flotac®.

Algunos estudios sobre la sedimentacion han llegado a la conclusion de que la
velocidad de sedimentacion de las formas parasitarias depende de la capacidad que poseen
éstas para adherirse a las superficies y que la naturaleza del filtro puede influir en la
adherencia (Gaspard et al., 1994; Brandelli et al., 2011; Sengupta et al., 2011). Una hipdtesis
que explicaria la diferencia encontrada puede ser la combinacién de la naturaleza de la
solucidén y el contacto con el plastico. Para este estudio, en las sedimentaciones se utilizd
Unicamente agua del grifo para homogenizar, mientras que en las flotaciones se empled
agua del grifo con cloruro sédico o con sulfato de zinc que les otorgaba una gravedad
especifica superior a la del agua. Se deberian realizar mas estudios incluyendo G. duodenalis

para comprobar si el material con el que esta fabricado el filtro puede justificar la diferencia
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encontrada, y si existe variabilidad entre parasitos, lo que ayudaria a entender por qué no

ha habido diferencia en el resto de procedimientos evaluados ni en otros parasitos.

El Fill-flotac® ademas tiene ciertas caracteristicas que el mortero y gasas no ofrecey
pueden ser beneficioso en determinadas circunstancias. El cono de la muestra esta dotado
de ranuras longitudinales que favorecen la salida de la materia fecal al acoplarse con el fondo
convexo del recipiente, lo que ayuda la homogenizacion de la muestra, siendo mas rapido

que el mortero y gasas.

Estd compuesto por un contenedor de 7 cm, con una capacidad de hasta 60 mLy
una tapa roscada, haciendo de él un recipiente adecuado para conservar las muestras hasta
llegar al laboratorio, si se afiade alguna solucién conservante. Por otra parte, aisla al operario

de las posibles salpicaduras durante la homogenizacién de la muestra.

El Fill-flotac® también estd compuesto por un filtro de plastico, con un didmetro de
4,3 cm y con agujeros de 0,25 mm que permite el filtrado sin necesidad de abrir el
contenedor. Ademas, el agujero de vertido en el cual se enrosca la punta de pipeta, minimiza
el contacto del operario con las heces y facilita el vertido de la mezcla evitando la
contaminacion de las superficies de trabajo. Por ultimo, al ser un recipiente de plastico se
puede presionar con mayor o menor fuerza, lo que aumenta o disminuye la velocidad de

vertido y lo hace mas preciso.

Todas sus piezas se desmontan facilitando la limpieza. Pese a que ésta es mas ardua
qgue la del mortero y el colador, se pueden reutilizar todas sus piezas varias veces y el Unico
desecho que produce es la solucidn sobrante mientras que, con el uso del mortero, las gasas

deben ser desechadas cada vez.

El Fill-flotac® puede ser por tanto un buen sistema de homogenizacién vy filtrado
especialmente en heces que puedan contener agentes zoondticos como lo son todas las de
PNH. Ser un recipiente ligero, de pequefio tamafio y hermético le convierten en un
instrumento ideal para la recogida de muestras en el campo o lejos de un laboratorio. Se
puede utilizar como recipiente de transporte y una vez procesada la muestra se puede volver

a utilizar tras una buena limpieza y desinfeccion.
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El examen microscépico directo de las heces fue el primer método utilizado para la
deteccién de formas parasitarias con microscopio (Parona y Parona, 1878). Se describen
principalmente dos formas de realizarlo, la primera es tomando una pequefia muestra de
material fecal para suspenderlo en una solucién antes de mirarlo al microscopio (Gillespie,
2006); y la segunda, en la que se toman dos gramos de material fecal homogenizado en una
suspensidn y a continuacion se toma una pequefia gota de la mezcla resultante. En ambos
casos se puede afiadir un colorante (Ash y Orihel, 1987; Karere y Munene, 2002). Para este

estudio se eligid la primera por el tamafo de las defecaciones de los vervets.

La mayoria de los autores coinciden en que se trata de una técnica ruda con una
elevada tasa de falsos negativos, pero los positivos son exactamente igual de validos que los
obtenidos por otras técnicas mas eficaces. No es un método adecuado para cuantificar la
cantidad de parasitos, ni los resultados que se obtienen son representativos de la muestra.
Por ello, solo se debe utilizar junto con otras técnicas diagnodsticas. Los resultados extraidos
de la revision bibliografica confirman que ningln autor utilizé el examen directo como unico
método diagndstico. Ademas, en ninguno de los mas de 300 exdmenes directos realizados
para este estudio se identificd algln pardsito que no hubiera sido diagnosticado por alguna

de las otras técnicas evaluadas.

Por ello, se trata de una técnica obsoleta y se puede prescindir de ella. En cambio, se
sigue utilizando ya que aparece en el 21% de los articulos de la revision bibliografica como
parte del diagndstico (Barbosa et al., 2015; Zanzani et al., 2015). Como curiosidad, cabe
destacar que se trata del método mas utilizado en combinacién con técnicas moleculares
(Nizeyi et al., 1999; Verweij et al., 2003; Ghai et al., 2014). Este hecho se podria justificar por
su sencillez. Ademas, en el presente trabajo, los porcentajes de muestras contaminadas con
Ancylostoma spp. y con B. coli no revelaron diferencias estadisticamente significativas entre
ninguna de las técnicas. Hay que tener cuidado con estos datos puesto que en estas
condiciones las técnicas ofrecieron muy pocos positivos y ninguna de las técnicas ha

obtenido buenos resultados.
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La recuperacion de quistes de G. duodenalis en heces de mangabeys de coronilla
blanca mediante examen directo, con o sin lugol, no presentd diferencias estadisticamente
significativas respecto a las flotaciones en tubo y en Ovatector® con la solucion de flotacion
de cloruro sédico, ni con la sedimentacion por gravedad. En cambio, si se encontraron
diferencias (p<0,05) al compararlo con las tres flotaciones de sulfato de zinc y con la

sedimentacion de etil-acetato-formalina, siendo éstas Ultimas mas eficaces.

En la fase experimental de campo, los resultados obtenidos por los exdmenes
directos con vy sin lugol fueron negativos para Chilomastix spp., Entamoeba spp., G.
duodenalis, estrongilados y P. muricola. Mientras que ambos diagnosticaron 4,6% de las
heces infectadas con B. coli y el examen directo sin lugol, 3,6% de las heces infectadas con

Strongyloides spp.

Por tanto, los resultados del estudio apoyan que el examen directo posee una
eficacia limitada e indican que el afiadir un colorante (lugol), no mejora su sensibilidad ni la
recuperacion de B. coli, Chilomastix sp., Entamoeba spp., G. duodenalis, Ancylostoma spp.,

Ascaris spp., Dicrocoelium spp., Strongyloides spp. o P. muricola.

Se recomienda que el examen directo solo se utilice como apoyo a otras técnicas ya
gue Unicamente obtiene positivos si la concentracién de formas parasitarias es muy alta.
Ademads, acumula muchos detritus fecales que dificultan la identificacion de huevos
(Fincham y Seier, 1981; Murray et al., 2000; Gillespie, 2006). Sin embargo, tiene ciertas
ventajas frente a las demas técnicas que hace que siga siendo utilizado. Se trata de una
técnica muy sencilla, rapida y de bajo coste. Ademas, conserva el movimiento de las formas
parasitarias, como larvas de nematodos y trofozoitos de protozoos, lo que facilita su
identificacion y puede ser de gran utilidad para los operarios poco experimentados (Karere

y Munene, 2002; Barbosa et al., 2015; Zanzani et al., 2014, 2015).

El segundo grupo de técnicas de diagndstico coproparasitario evaluado fue el que
engloba a los métodos de concentracion fisica y que ha sido muy utilizado en primates (Lilly
et al., 2002; Petrzelkova et al., 2006; Labes et al., 2010). Estos métodos resultan mas
efectivos que los examenes directos, sobre todo cuando la excrecion parasitaria es escasa o

intermitente, ya que aumenta la sensibilidad de la observacidén microscopica (Gillespie,
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2006). Para este estudio, se analizaron por separado las flotaciones de las sedimentaciones.

Bajo el término “flotacion” se esconden una multitud de protocolos que combinan
diferentes soluciones, recipientes y procedimientos utilizados. Probablemente sea el grupo
de técnicas que mas modificaciones ha sufrido y mas variedad presenta. Desde que aparecio
se han desarrollado diferentes métodos con distinto grado de dificultad (Hall, 1919; Stoll,
1930; Gordon y Whitlock, 1939; Seghetti, 1950; Slocombe, 1973; Rossanigo y Gruner, 1991;
Presland et al., 2005; Cringoli, 2006; Gillespie, 2006; Barbosa et al., 2015).

Se trata de una técnica muy utilizada en parasitologia, tanto en personas como en
animales (Foerster et al., 2005, Christie et al., 2011). En los articulos analizados para la
revision bibliografica se observa que el diagndéstico por flotacion aparece en el 43,9% de los
articulos, pero que en su mayoria (84%) se combina con otras técnicas (Gomez et al., 1996;
Kilbourn et al., 2003; Sestak et al., 2003; Gillespie et al., 2005b; Krief et al., 2005; Bezjian et
al., 2008; Pomajbikova et al., 2010). Probablemente las técnicas de flotacion sean las mas

comparadas por la literatura debido a la cantidad de factores que pueden ser modificados.

5.3.1. Soluciones de flotacion

La importancia de la densidad de la solucidn de flotacién ya ha sido demostrada en
la literatura (Williamson et al., 1998; Wolf et al., 2014). Por ello, tanto la solucién de cloruro
de sodio como la de sulfato de zinc utilizadas en el estudio, tienen la misma gravedad
especifica. El objetivo del estudio era, ademads de conocer la eficacia de las dos soluciones
para cada parasito, valorar si existen caracteristicas (a parte de la densidad) que puedan
alterar los resultados del diagndstico coproparasitario en el mono vervet. También se
considerd interesante evaluar algunos de los recipientes de flotacidén disponibles en el

mercado y observar si se alteraba la sensibilidad y/o la recuperacién de varios parasitos.

Existen caracteristicas propias de las soluciones de flotacion que las hacen “mejores”

frente a otras, pero en ocasiones hay otros factores que también afectan en su eleccion.
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Para realizar este estudio, se dudaba entre la eleccion de cuatro soluciones: la de Sheather
o la de cloruro sddico y la de nitrato sédico o sulfato de zinc. Se pretendia comparar
soluciones comunes de flotacidon que ya hubieran sido utilizadas en primates. Ademas, se
queria realizar protocolos con el mismo tiempo de reposo, por lo que se buscd entre los
procedimientos descritos aquellos que tuvieran un mismo tiempo tanto para las dos
soluciones elegidas como para los tres recipientes. Se decidid de 1,2 por ser la mds utilizada

en primates (Gémez et al., 1996; Vitazkova y Wade, 2006; Barbosa et al., 2016).

La solucién de Sheather ya ha sido empleada en primates, se puede elaborar a partir
de azlcar de mesa por lo que su disponibilidad es alta en casi cualquier parte del mundoy
es relativamente barata (Michaud et al., 2003; Teichroev et al., 2009; Lane et al., 2011), pero
se descartd para este estudio por presentar algunos inconvenientes. Por ejemplo, se
aconseja calentar el agua para su preparacion, lo que complica su elaboracion en el campo;
una vez preparada es una solucidon muy viscosa; y se ha demostrado que los huevos flotan
peor y requieren mas tiempo de reposo para obtener los mismos resultados que otras
soluciones (Hendrix, 1999; Dryden et al., 2005, Bowman, 2010). También fue descartada por
tener una caracteristica indeseable en una situacion de campo, su gran capacidad de atraer
a ciertos animales, especialmente a los insectos. Por Ultimo, aungue se ha utilizado en varias
especies de primates, ha dado peores resultados que otras soluciones (Vitazkova y Wade,

2006; Sleeman et al., 2009; Petrasova et al., 2010; Barbosa et al., 2016).

La solucién de cloruro sédico fue incluida en este estudio al haber descartado la de
Sheather. Se pretendia incluir una solucién barata, de facil preparacion, ampliamente
disponible, que no fuese peligrosa para los usuarios sin experiencia, ni nociva para el medio
ambiente (Dryden et al., 2005). En los laboratorios de campo, el vertido de los reactivos
suele ser un factor limitante a la hora de elegir una solucion. Por ejemplo, durante la fase
experimental hecha en Africa, se utilizaron pilas para lavar el material que no estdn

conectadas a un alcantarillado de aguas residuales.

La solucion de cloruro sédico no se ha utilizado tanto en primates como la de
Sheathery quizas por eso no se hayan demostrado tantos inconvenientes, pero a diferencia
de la de Sheather, no necesita calentarse para su preparacion, no atrae a insectos y requiere

de 10-15 minutos de tiempo de reposo (Gillespie, 2006; Foerster et al., 2015).
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La solucién de nitrato sodico es sencilla de preparar y, aunque se aconseja calentar
la solucidn, no es estrictamente necesario. Un tiempo de reposo de diez minutos es
suficiente, pero es mas cara que las anteriores y puede resultar dificil de adquirir.
Probablemente haya sido la solucion de flotacion mas descrita en primates, ya que es
utilizada por Gillespie y Chapman, siendo considerada por el primero como la mejor solucion
para realizar flotaciones en PNH (Gillespie et al., 2004, 2005a; Gillespie, 2006; Chapman et
al., 2006a, 2009; Gillespie y Chapman, 2008; Howells et al., 2011; Hassell et al., 2013).
Lamentablemente no se pudo acceder a ella en Sudafrica a tiempo para realizar el estudioy

quedd descartada.

La solucién de sulfato de zinc tiene a su favor que es una solucion facil de preparar,
necesita un tiempo de reposo de 10 — 15 minutos. Aunque Gillespie (2006) desaconseja su
utilizacion, ha sido empleada en primatesy los resultados obtenidos al compararla con otras
técnicas han sido relativamente buenos (Murray et al., 2000; Chapman et al, 2006b;
Sleeman et al., 2009; Barbosa et al., 2016). Es una solucién mas cara que las dos primeras y
su disponibilidad no es tan amplia, pero en este caso fue mas facil de conseguir que la de

nitrato sodico.

Los resultados obtenidos para Strongyloides spp. en la infeccion experimental y en la
situacién de campo fueron similares para ambas soluciones. Por el contrario, en la prueba
de campo, la solucion de sulfato de zinc fue la que mas muestras positivas obtuvo para B.
coli (p=0,004). En cambio, en la infeccién experimental no hubo diferencias

estadisticamente significativas (p>0,05).

La infeccion experimental con P. muricola tuvo una mayor tasa de recuperacion de
huevos con la solucién de sulfato de zinc, pero en la de campo no hubo diferencia entre las

dos soluciones.

En el caso de G. duodenalis, los resultados obtenidos muestran que la solucion de
sulfato de zinc es mds adecuada. Estos resultados apoyan los descritos por Zajac y Conboy

en 2012.

Algunas de las explicaciones que pueden justificar las diferencias observadas para B.

coli son que en la situacién de campo la nitidez de la solucion de cloruro sddico era inferior
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a la del sulfato de zinc, probablemente debido a la distorsién causada por la sal. En Espafia
no se observo tanta diferencia de nitidez entre las soluciones. Otra explicacion puede estar
en las muestras utilizadas, ya que existen varios factores que difieren entre la situacion de
campoy la infeccidon experimental. En el caso de la infeccidn experimental se utilizaron heces
de mangabeys de coronilla blanca alimentados principalmente con granulado (pienso
comercial), mientras que la alimentacién de los monos vervets en Sudafrica era de una gran
variedad de frutas, verduras y semillas. Puede ser que las caracteristicas fisicas de las heces
sean diferentes debido a la alimentacién y/o a la especie y que este hecho justifique las
diferencias observadas para B. coli. Ademas, se ha demostrado que el contenido en grasa
influye en la identificacién de ciertas formas parasitarias (Ballweber, 2014). Otro factor a
tener en cuenta es que la solucién contaminante utilizada en la fase experimental, estaba
constituida casi exclusivamente por quistes y en la situacion de campo se detectd un gran
numero de trofozoitos. No obstante, Bowman (2010) dijo que las etapas quisticas de los
protozoos intestinales se concentraban especialmente bien en comparacion con los
trofozoitos. Debido a todas las diferencias citadas, seria mejor considerar los resultados de
la contaminacion experimental y la infeccién de campo por separado y no dar mucha validez

a las comparaciones entre las dos situaciones.

En la inoculacion de huevos de P. muricola, la especie de PNH y la alimentacion
recibida era la misma, pero existen factores que difieren entre la infeccién experimental y la
de campo. Los resultados de los porcentajes de recuperaciones parasitarias obtenidos a
distintas concentraciones de este pardsito demuestran que la carga parasitaria afecta la
sensibilidad y el porcentaje de recuperacion de la solucion. Al desconocer la concentracion

de formas parasitarias de las heces de campo, no es posible comparar los resultados.

A parte de las diferencias ya citadas, también difieren los factores detallados a

continuacion.

Mientras que en la infeccién experimental el tamafio muestral es de 20 muestras
procesadas con sulfato de zincy 20 con cloruro sédico, en la infeccién de campo es de 156
muestras para cada solucion. Otra diferencia muestral es que, las 20 muestras fecales de
laboratorio son positivas y tienen la misma concentracion de formas parasitarias distribuidas

homogéneamente. En la situacion de campo, se desconoce si las heces estan infectadas. Ya
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se ha mencionado que la proporcién de las formas parasitarias de un mismo pardsito pueden
diferir entre la situacidén de laboratorio y la de campo, lo mismo puede suceder entre las
distintas muestras utilizadas de los monos vervets. Tanto la carga parasitaria como el tipo
de formas parasitarias excretadas es muy poco probable que sean iguales en todas las heces
analizadas. Ademds, la conservacién de las formas parasitarias para la infeccion
experimental puede alterar también el resultado. En el caso de los huevos larvados, podria
ser que el movimiento de la larva o su estado de desarrollo influyan en la facilidad de

recuperacion.

5.3.2. Recipientes de flotacion

En el caso de la evaluacion de los recipientes para la flotacién, se compararon tres
disponibles en el mercado. En primer lugar, se eligid un tubo de ensayo por considerar que
su disponibilidad es relativamente sencilla en todo el mundo. En segundo lugar, se eligieron
dos kits comerciales Ovatector® y Mini-flotac® por presentar caracteristicas fisicas

diferentes entre si.

El recipiente de Ovatector® es mas bajo y mas ancho que el tubo, pero mantiene la

misma capacidad y forma que el tubo de ensayo, siendo ambos cilindricos.

El Mini-flotac® no guarda ninguna similitud con los otros métodos. Es una
modificacién de Flotac® que no necesita centrifuga. Dispone de dos camaras de flotacién
con capacidad para un mililitro de muestra cada una. Se trata de un método cuantitativo
gue se asemeja a la cdmara de Mc Master. Se decidié probar Mini-flotac® en vez de Mc
Master, porque la primera puede independizar la zona de visualizacion de la cdmara de

flotacion evitando que los huevos vuelvan a hundirse y dejen de ser detectables.

Una de las limitaciones de este estudio fue no poder realizar las tres técnicas de
flotacion de la fase experimental en la fase de campo, debido al pequefio volumen de las
defecaciones de los monos vervets. Por este motivo, se decidié comparar Unicamente
Ovatector® y Mini-flotac® eliminando la flotacién en tubo de ensayo. Se tomd esta decision

porque el tubo tiene una menor superficie de contacto que el Ovatector®.
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Para intentar valorar Unicamente el efecto del recipiente sobre la recuperacién de
formas parasitarias, la homogenizacién vy la filtracion siempre se realizaron mediante el
mismo método, el Fill-flotac®. Ademas, las técnicas se realizaron a partir de una misma
muestra de heces y con la misma solucion de flotacién (Foerster et al., 2015). La
recuperacion de formas parasitarias de P. muricola y G. duodenalis en la contaminacion
experimental fue superior en Mini-flotac®. Las diferencias fueron estadisticamente

significativas (p<0,05) al comparar este método con la flotacién en tubo y en Ovatector®.

Los resultados obtenidos de los tres recipientes de flotacion para Strongyloides spp.
en la fase experimental no presentaron diferencias estadisticamente significativas mientras
gue en situacién de campo la flotacidn en Ovatector® tuvo una mejor sensibilidad que Mini-

flotac® (p=0,004). Este mismo hecho sucedié para P. muricolay B. coli (p=0,001).

Aparte de las diferencias ya expuestas anteriormente entre la situacién de campoy
la laboratorial, hay otra razon mas plausible que explica la diferencia encontrada para
Strongyloides spp.y B. coli. Las variables temperatura exterior y humedad relativa no fueron
similares. Aunqgue se tardaba el mismo tiempo para analizar las muestras, en Sudafrica, la
solucion de cloruro sédico presentd mas inconvenientes, pues la cantidad de cristales y su

tamafio fueron considerablemente superiores a los que se formaron en Espafia.

Al comparar Ovatector® y Mini-flotac® se constatd que los cristales eran de mayor
tamafio y mas numerosos en el primero. Durante el tiempo de reposo de la flotacién con
cloruro sddico en Ovatector®, se crearon muchos cristales en el borde del recipiente, que
guedaban adheridos al cubreobjetos. Esto provocaba que al retirar el cubreobjetos muchos
de esos cristales fueran transportados con la muestra a analizar al microscopio y dificultaran
la identificacion de formas parasitarias. En algunas ocasiones las adherencias creadas por la

sal entre el cubreobjetos y el borde del Ovatector® dificultaron la separacién del
cubreobjetos, llegando en una ocasion a romperse el cubreobjetos antes de separarlo.

La cristalizacién de la solucién de cloruro sédico también se observé en la flotacién
con Mini-flotac®. Sial rellenar las cdmaras se derrama parte de la solucion sobre la superficie
de éstas se forman cristales de gran tamafio como en Ovatector®, pero al estar en el exterior

del recipiente, con cuidado se pudo limpiar con un pafio empapado en agua. Este hecho es
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poco frecuente cuando se tiene un algo de experiencia con Mini-flotac® y se procede con
cuidado. Si la solucion no se derrama por fuera, el tamafio de los cristales es
considerablemente menor al de Ovatector®, pero la nitidez de la solucion también parece

alterada, haciendo mas complicada la identificacidon de las formas parasitarias.

En el diagndstico coproparasitario de rutina, los métodos de sedimentacién son los
mas implementados (Del Coco et al., 2008) y en el caso de los primates parece confirmarse
(Petrzelkova et al., 2006; Levecke et al., 2007; Labes et al., 2010; Kooriyama et al., 2012;
Barbosa et al., 2016). En el 70,2% se utiliza la sedimentacién como método de recuperacion
de formas parasitarias, ya sea como Unico método diagndstico (57,5%) o con otras técnicas

(42,5%).

Al igual que sucede con el examen directo y con la flotacién, cuando aparece el
concepto de sedimentacion en la literatura, no siempre se trata de la misma técnica con el
mismo procedimiento. Aunque no son tan abundantes las variantes como en el caso de la

flotacion, también se encuentran muchos procedimientos con un mismo nombre.

Entre los articulos sobre primates revisados, una de las sedimentaciones que mas
aparece es la sedimentacién con éter. Bajo este nombre aparecen muchas modificaciones
de la técnica (McConell et al., 1974; Miller-Graf et al., 1997; Munene et al., 1998; Gracenea
et al., 2002; Hahn et al., 2003; Legesse y Erko, 2004; Weyher et al., 2006; Kooriyama et al.,
2012; Macinstosh et al., 2012; Ravasi et al., 2012). Aunque algunos cientificos siguen
utilizando el éter, ha habido varias recomendaciones para cambiarlo por un reactivo mas

seguro, el etil-acetato (Stuart et al, 1990; Muehlenbein, 2005; Mul et al., 2007; Snaith et al.,

2008; Clough et al., 2010; Maclnstosh et al., 2010, 2011). Por ello, en esta investigacion se
decidié realizar un procedimiento con éter o etil-acetato. Se eligidé el etil-acetato por ser mas
seguro. Como procedimiento se utilizd el propuesto por Ash y Oriel en 1991 por haber sido

utilizado tal cual en primates (Muehlenbein, 2005; Rothman et al., 2009; Clough et al., 2010).
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El método a comparar debia ser un método con el que no fuera necesaria la
utilizacion de la centrifuga, ya que en las investigaciones de campo puede resultar
complicado tener electricidad. Existen las centrifugas manuales, pero calcular las
revoluciones por minuto durante el tiempo de centrifugado iba a resultar demasiado

laborioso al igual que hacerla girar a una velocidad constante.

En el caso de la infeccion experimental se selecciond la sedimentacién por gravedad
ya que, aungue en menor cantidad que las sedimentaciones de éter y etil-acetato, también
ha sido utilizada en primates (Phillips et al., 2004; Friant et al., 2016). El protocolo elegido
para realizar esta técnica fue el descrito por Gillespie en 2006 por haber sido tratado como
la sedimentacién mas iddonea para utilizar en PNH. Se trata de una técnica de bajo coste, ya

gue no requiere ningun tipo de reactivo ni centrifuga.

Para la infeccién de campo se utilizé un kit comercial Uranotest copro®. No habia
sido utilizado en PNH, pero su disefio esta basado en un kit de sedimentacién de humana.
Ademas, no necesita centrifuga, el protocolo es sencillo y permite el almacenamiento de las
muestras durante unos dias hasta ser procesado, aunque al no ser reutilizable, el coste es
elevado y su disponibilidad no siempre es posible. La utilizacién de este kit permitié a su vez
comprobar su capacidad de conservacion. Para evaluarla, de cada kit comercial se realizaron
tres exdmenes microscopicos. El primero se realizd el dia de la defecacion y los resultados

obtenidos fueron los que se compararon con la sedimentacion con centrifuga.

En todos los casos de la infeccion experimental, la recuperacién de la sedimentacién
por gravedad fue inferior a la sedimentacion con etil-acetato, aungue no se pudo confirmar
en ningun caso que las diferencias fueran estadisticamente significativas. En la infeccién de
campo, la sedimentacion con centrifuga de etil-acetato-formalina detectd en mayor nimero
de ocasiones formas parasitarias de B. coli y de estrongilados. Por su parte, fue el kit

comercial Uranotest copro® el que detecté mds muestras positivas para Entamoeba spp.,

Strongyloides spp. y P. muricola. Pero, al igual que sucede en la infeccion experimental
ninguna presenté diferencia estadisticamente significativa. El grado de concordancia fue

calculado mediante el indice Kappa para B. coliy Strongyloides spp., dando un acuerdo
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discreto y moderado para estrongilados (k=0,5) y P. muricola (k=0,52). El escaso nimero de
muestras positivas hace complicada la comparacion de los resultados, se deberia realizar un

estudio con mas muestras infectadas con objeto de disminuir los efectos del azar.

Al comparar la efectividad de los kits de sedimentacion realizados en diferentes dias,
se observaron grados de acuerdo casi perfectos para varios de los parasitos, pero al igual
que pasa con los resultados anteriores, se deberia realizar un posterior estudio para
comprobar con mayor seguridad la efectividad de Uranotest copro® en el diagndstico

coproparasitario del mono vervet.

Se ha demostrado que la sensibilidad de una técnica depende del parasito, por lo
que, de manera ideal, se deberian conocer los parasitos de interés para el diagndstico. No
es lo mismo elaborar un protocolo para buscar todos los pardsitos presentes en una
coleccidn de primates, que para conocer si en esa coleccidon de primates hay un parasito en
particular. Para este estudio, se queria diagnosticar el maximo de las especies de parasitos
presentes en la coleccion de C. pygerythrus y evaluar algunas de las posibles técnicas
disponibles para adecuar el plan sanitario. Todos los parasitos encontrados pertenecen a
familias ya identificadas en primates. En cuanto a los helmintos, se encontraron familias muy
diagnosticadas en PNH, como Strongylidae que aparecid en el 47,4% de los articulos
analizados y Strongyloididae (50,9%). Una familia también identificada fue Spiruridae, pero
al contrario que las dos anteriores, se trata de una familia pocas veces diagnosticada en PNH,
apareciendo en el 5,26% de los articulos. Pese a que la familia Trichuridae aparece en mas
de la mitad de los articulos del analisis bibliométrico (52,6%), no se identificd durante este

estudio, pero si se ha diagnosticado anteriormente en el santuario.

De las familias pertenecientes al grupo de los protozoos, se encontraron algunas de
las que mds aparecen en el andlisis de la literatura cientifica: Entamoebidae (47,4%),

Balantiididae (26,3%), Giardiidae (21%) y Retortamonadidae (14%).
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No hubo una técnica ideal para la identificacién de todos estos parasitos. La técnica
gue presentd un mayor porcentaje de muestras positivas identificadas para B. coli fue la
flotacion en Ovatector® con sulfato de zinc (65%), seguida por la sedimentacion de etil-
acetato-formalina (61,9%) y Uranotest copro® (57,1%). La flotacion en Ovatector®
empleando la solucion de cloruro sédico fue la que obtuvo un mayor porcentaje de muestras
positivas para Strongyloides spp. (54,6%) y P. muricola (66,7%). Por otro lado, la
sedimentacion de etil-acetato-formalina fue la que mas muestras positivas infectadas por
estrongilados identificd (75%), y la sedimentacién Uranotest copro® la que dio un mayor
porcentaje para Entamoeba spp. (28,6%). Al comparar la recuperaciéon de formas
parasitarias en la infeccion experimental parece haber parasitos que se identifican con
mayor facilidad que otros alin a concentraciones mayores. Por ejemplo, P. muricola necesitod

concentraciones muy superiores para ser recuperado.

En los Ultimos afios, se han publicado varios estudios acerca del diagndstico
coproparasitario comparando técnicas de flotacion, de sedimentacidén y combinadas en
caballos (Tomczuk et al., 2014), en reptiles (Wolf et al., 2014) y en primates (Marinella et al.,
2014; Queiroga et al., 2014; Zanzani et al., 2015). Si se quiere realizar un diagndstico
coproparasitario para una determinada especie de PNH, se deben tener en cuenta varios
factores a la hora de elegir una técnica descrita en la literatura. Los resultados no son
comparables si se van a realizar modificaciones, por lo que es muy importante asegurarse
de que el procedimiento estd muy detallado (Ballweber et al., 2014). A continuacion, se
explican algunas de las diferencias mas habitualmente encontradas entre protocolos con el

mismo nombre:

La solucién de flotacion. A la hora de elegir la solucién es importante conocer su
disponibilidad comercial, su coste, su simplicidad de elaboracion, su toxicidad, su posible
impacto ambiental, las densidades que puede alcanzar y las ventajas e inconvenientes de
sus caracteristicas fisicas. Por ejemplo, para este estudio, ademas de las razones por las que
se eligieron las dos soluciones de flotacidon, aparecieron otros motivos a tener en cuenta
para su utilizacién. La solucién de cloruro sédico cristaliza mucho mas rapido que la de
sulfato de zinc, por lo que puede no dar los resultados esperados a temperaturas altas al

formar cristales de gran tamafio y distorsionar mucho los huevos. Ademas, resulta corrosiva
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para el material de laboratorio como el microscopio (o la centrifuga si se utiliza). Debido a
que alcanza una densidad maxima de 1,2, algunos huevos pesados pueden no flotar (Bello,
1961; Parfitt, 1969; Cringoli et al., 2004; Cebra y Stang, 2008; Vadlejch et al., 2011). Todas
las soluciones se realizaron a partir de agua del grifo y no se tuvo en cuenta si la composicion

de ésta pudo ser diferente como para afectar en los resultados.

El recipiente utilizado. Las caracteristicas fisicas del recipiente pueden alterar los
resultados obtenidos. Este factor tiene especial importancia en las técnicas de flotacién.
Tomando el tubo de ensayo como referencia, el recipiente de Ovatector® es un cilindro de
mayor didametro y de menor altura. El borde es ancho y liso lo que ayuda a la formacién del
menisco y favorece el contacto del cubreobjetos con la solucidn y a que se acumulen las

formas parasitarias (Stoll, 1930; Egwang y Slocombe, 1981).

También esimportante el llenado del recipiente y su procesado hasta la observacion.
Se debe formar bien el menisco en los recipientes cilindricos y no dejar burbujas de aire
entre el cubreobjetosy la solucion. Este hecho disminuiria la superficie de contacto y podria
alterar el resultado obtenido. La técnica puede perder eficacia en el traslado del
cubreobjetos sobre el portaobjetos. Se debe realizar con un movimiento suave para
asegurar que las formas parasitarias no se “despeguen” y caigan. Como ya se ha nombrado
anteriormente, hay que tener especial cuidado al elegir el tamafio del cilindro,
especialmente el didmetro de contacto. Cilindros de didmetro pequefio crean una mayor
adherencia del cubreobjetos con los cristales de cloruro sédico. En el caso del Ovatector?®,
el efecto no fue tan marcado. En el caso de Mini-flotac®, hay que asegurarse de que no

gueden burbujas de aire en las cdmaras en el momento de girarlas.

En cuanto a la limpieza, el tubo de ensayo es el mas complicado si no se dispone del
material adecuado mientras que, la limpieza de Ovatector® o de Mini-flotac® es muy simple
gracias a que se desmonta en varias piezas. Hay que tener cuidado de no utilizar material
abrasivo que pueda rayar el plastico del Mini-flotac®. Las caracteristicas de los recipientes
hacen que el tiempo de reposo requerido no sea el mismo. En las cdmaras como Mc Master
o Mini-flotac®, las formas se pegaran mads rapidamente que en recipientes mas altos (MAFF,

1977; Thienpont et al., 1986). En los cilindros, también se ha observado diferencia entre la
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cantidad de huevos encontrados y el tiempo de reposo transcurrido (Koutz, 1941; Dunn vy
Keymer, 1986; Dryden et al., 2005). Tiempos cortos hardn que las formas parasitarias no
tengan tiempo a ascender y pegarse, mientras que tiempos demasiado largos pueden
provocar la deshidratacion de los huevos y que éstos caigan al fondo. Se deberian llevar a
cabo mas estudios para conocer el tiempo éptimo de reposo e intentar disminuirlo con la
solucion de cloruro sédico, con el fin de obtener menor formacion de cristales. El tiempo
también serd diferente si se utiliza una centrifuga o la flotacién es gravitacional (Koutz,

1941).

Fase de centrifugacion. En el caso del presente estudio, solo se utilizd en la
sedimentacion de etil-acetato-formalina. Es importante que la centrifugacién sea estable y
la aceleraciény la deceleracion sean suaves, de lo contrario pueden empeorar los resultados
finales. Es importante asegurarse que la centrifuga esté nivelada a la hora de utilizarla. No
hay consenso sobre el tiempo de centrifugado necesario, en parte porgue se ve influenciado
por el medio utilizado y por la fuerza centrifuga ejercida sobre la muestra. La fuerza no es
un valor que se indique en los protocolos, se suele sustituir por la velocidad indicada en
revoluciones por minuto; el problema radica en que los rotores de las centrifugas no son
igualesy, por tanto, a la misma velocidad, la fuerza centrifuga es diferente entre centrifugas
con distinto didmetro de rotor. Para realizar este estudio, se aplicaron las revoluciones por
minuto indicadas en el protocolo seguido, aunque se desconoce la fuerza centrifuga real. Se
utilizé la misma centrifuga durante toda la fase experimental, tanto en Espafia como en
Sudafrica. Se decidid elegir una centrifuga eléctrica por la imposibilidad de asegurar una
velocidad constante en todas las ocasiones que se utilizd. Seria adecuado realizar estudios
comparando la sedimentacion gravitacional y sedimentaciones con centrifugas manuales,

para ver si existe diferencia de resultados.

El microscopio utilizado. Si el estudio se quiere realizar en situaciones de campo, sin
acceso a electricidad, se puede utilizar algin microscopio de campo como el Newton Nm1©.
En estos microscopios se disminuye al maximo el tamafio de sus componentes. Por un lado,
es una ventaja puesto que disminuye considerablemente el peso y el volumen del equipo,

pero imposibilita la utilizacidon de las cdmaras de flotacion.
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Para el diagndstico de coproparasitos en C. pygerythrus se aconseja combinar
técnicas de flotacion y sedimentacion como otros autores ya han indicado (Katagiri y
Oliveira-Sequeira, 2010; Pomajbikova et al., 2010). Entre todos los factores expuestos se
deberan elegir los métodos que mejor se adapten a la situaciéon personal del investigador.
Se debe tener en consideracion, el propdsito del analisis, asi como los medios econdmicosy

tecnolodgicos disponibles.
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Las conclusiones del presente trabajo son:

1. El andlisis bibliografico ha demostrado que los estudios se realizan
principalmente con primates no humanos en libertad, de la familia
Cercopithecidae, y que el diagndstico se basa en la combinacién de técnicas
coproldgicas al microscopio, si bien las técnicas moleculares empiezan a cobrar

importancia.

2. Losresultados obtenidos al procesar las muestras con Fill-flotac® no presentaron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al procesado con
mortero y gasas. Esto, unido a la simplicidad de realizacion determina la

recomendacion de Fill-flotac® para llevar a cabo estudios de campo.

3. De los métodos evaluados no existe uno que sea mas eficaz que el resto, por lo
gue se recomienda la combinacion de técnicas de flotacion y sedimentacion para

el diagndstico coproparasitario en mono vervet.

4. La solucién de flotacion debe ser sulfato de zinc y el recipiente adecuado para
utilizar en laboratorio es Mini-flotac®, mientras que para estudios de campo es

mejor Ovatector®.

5. Debido a los resultados obtenidos y a su capacidad de conservacion, la

sedimentacion con Uranotest copro® es apta para realizar estudios de campo.

6. Los métodos utilizados en la situacién de campo han permitido identificar
Strongyloides spp., Protospirura muricola, Balantidium coli, Chilomastix sp.,
Entamoeba spp. y Giardia duodenalis en el mono vervet alojado en este

santuario.
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Comparaison de deux méthodes de diagnostic par sédimentation des parasitoses
digestives chez le vervet (Chlorocebus pygerythrus).

Ana Navarro-Serra, Héctor Sanz-Cabafies, Marilena Garijo-Toledo, Jesus Cardells-Peris.

Sur le terrain ou en laboratoire, 'examen parasitologique des selles porte sur la mise en
évidence de parasites présents dans I'appareil digestif. La majorité des techniques sont testées et
standardisées en laboratoire avec le controle rigoureux de certaines variables. La réplication des
mémes procédés sur le terrain devient souvent impossible et les chercheurs sont obligés de réaliser
guelgues modifications et créent de nouvelles méthodes. Mais, déterminer si les différentes
méthodes de diagnostic utilisées entre scientifiques sont équivalentes est devenu un enjeu majeur

différentes entre ces techniques.

Les possibilités de reproduire I'analyse des selles sur le terrain sont aussi limitées par (1) la
compétence du personnel, il faut au moins une personne avec des connaissances théoriques et
techniques pour pouvoir réaliser et identifier les parasites. (2) I'équipement et les réactifs
disponibles. Il est donc possible et méme nécessaire de sortir les expérimentations du laboratoire
et de les tester sur le terrain avant de généraliser les résultats obtenus. L'objectif de ce travail est
de comparer les sensibilités de deux méthodes de diagnostic coproparasitologique de
concentration par sédimentation et de contribuer a 'amélioration du diagnostic sur le terrain. Pour
cela, nous avons choisi une méthode de référence, la sédimentation formol-acétate d’éthyle et le
kit commercial Uranotest copro®. La technique de référence nécessite un accés a I'électricité, d’'une
centrifugeuse et de réactifs toxiques. Pour la deuxieme technique le matériel fourni avec le kit
commercial et un microscope suffisent mais, elle n’a pas été utilisée pour le diagnostic des parasites
chez les primates. Nous proposons d’étudier cette question en réalisons des expériences sur le
terrain, avec des singes vervets hébergés en semi-liberté au sanctuaire Vervet Monkey Foundation
(Afrique du Sud) qui devraient apporter la rigueur du laboratoire. Pendant les mois de juillet et ao(t
de 2015, nous avons recueillies un échantillon de selles fraiches, de 41 Chlorocebus pygerythrus.
Tous les échantillons ont été examinées par les deux méthodes a comparer. De plus, nous avons
conservé Uranotest copro® a température ambiante et reproduit I'expérience a 10 jours et a 20
jours d’intervalle. Nous avons utilisé un microscope avec un micrometre oculaire pour mesurer les
éléments parasitaires observés et réalisé un examen systématique de la préparation avec I'objectif
10X et 40X pour dépistage et identification des organismes. Nos résultats montrent d’'une part que
la sédimentation Uranotest copro® réléve une sensibilité égale ou supérieure que la sédimentation
de référence pour la détection des infections par Balantidium coli, Strongyloides sp. et Protospirura
muricola et inférieur pour strongles. Sa valeur prédictive négative est tres bonne pour Strongyloides
sp. (78%) et Protospirura muricola (100%) et elle est moyenne pour B. coli (56%) et strongles (50%).
D’autre part, ils démontrent que I'efficacité de Uranotest copro® est la méme si nous réalisons
I’'examen le jour O (jour de défécation) ou sur des selles conservées 10 ou 20 jours a température
ambiante.
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