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Antecedentes
1. Objetivo general
El objetivo de este estudio fue caracterizar la variacion genética de las cuatro
especies de primates de Costa Rica, usando loci de microsatelites (MS). Estos
resultados serin usados para diseflar un esquema de manejo que ascgure la
preservacién de la variacién genética y la conservacion de estas especies.
Posteriormente, se incorporé un objetivo para determinar el estado general de
salud de las cuatro especies de primates no humanos de Costa Rica.

2. Duracién original
Tres afios

3. Periodos de ampliacion de vigencia
Tres.

4. Investigadores y carga académica
Principal
Gustavo Gutiérrez Espeleta, % TC. Escuela de Biologia, UCR

Asociados (sin carga)
Ronald Sanchez Porras Sede de Occidente, UCR
Grace Wong Vida Silvestre, UNA

Facultad de Microbiologia, UCR.
e Olga Marta Guerrero B
» Alfredo Castro Castillo
 Beatriz Rodriguez Ortiz



+ Mayra E. Solano Chinchilla
« Olger Calder6n Arguedas
» Evelyn Rodriguez C

« Maria del Mar Gamboa C
» Fernando Garcia S

» Libia Herrero Uribe

» Laya Hun Opfer

» Ingrid Salas Campos

e Julio Garcia

» Karl Schosinsky N

»  Manuel Jiménez Diaz

« Norma Gross Martinez

» Pedro Martinez

CIBCM, UCR
* José Bonilla

Universidad de Ciencias Médicas (UCIMED)
» Misael Chinchilla Carmona
» Idalia Valerio C.

;Como se hizo y qué se hizo para ejecutar el proyecto?
5. Las actividades que se desarrollaron para la consecucion de las metas y el
porcentaje de logro total al concluir la investigacién

e Cuantificar la variacién genética nuclear y determinacién del estado
general de salud de al menos 50 individuos de cada especie de primates
del pais (80% de logro, algunos anilisis de laboratorio pendientes. Ver
publicaciones adjuntas).

e La meta final es la proteccion de las especies que estén amenazadas o en
vias de extincién (70% de logro. Ver documento sobre el taller realizado

en julio del 2007. Falta procesar cierta informacién y redactar el
documento final).

6. Los métodos o los procedimientos utilizados.
Técnicas de Captura

Debido a la carencia de un mecanismo de control sobre las condiciones, tanto
bidticas como abidticas, para los habitat naturales de las poblaciones de especies en



su estado silvestre, el trabajo en el bosque tiende a complicarse. Por esta razén se
definié como prioridad principal el bienestar de la especie y las decisiones tomadas
en cada captura procuraron disminuir el riesgo de dafios significativos para las
poblaciones de monos.

El procedimiento para la captura de los monos en su estado silvestre se llevd a
partir de dardos con compuestos anestésicos, mediante técnicas estandares (Glander
et al., 1991). El anestésico general empleado fue el hidrocloruro de tiletamina, un
analogo de la ketamina, disponible en una combinacion 1:1 con zolazepam (una
pirazolodiazepina) conocido comercialmente como Zoletil®. El zolazepam al estar
mezclado con la tiletamina genera un aumento en sus efectos anestésicos, ayudaala
relajacién muscular, disminuye las posibles convulsiones y establece una
recuperacién paulatina (Swan, 1992). La dosis recomendada de este compuesto para
primates es de 5-10 mg/kg (IACUC, 1998).

El lanzamiento de los dardos fue realizado por Ronald Sanchez Porras, debido
a su amplia experiencia y capacitacién en el procedimiento. Cuando el primate se
encontraba a una distancia cercana (1-10 m) se trabajé con cerbatana, mientras que a
distancias mayores (10-40 m) se cont6 con un rifle de dardos.

Se requiere el conocimiento logistico adecuado para rastrear los individuos
que han sido impactados. Al tratarse de mamiferos con habitos arboricolas, se
debieron tomar precauciones para asegurar que el animal no resultara lastimado al
caer del 4rbol, esto se logré mediante el posicionamiento de redes debajo del animal.

Esta investigacién conté con los permisos pertinentes, estipulados en los
capitulos VI y VII de la Ley de Conservacién de la Vida Silvestre (Ley 7317)
(SINALEVI, 2003), para llevar a cabo la recolecta cientifica de muestras a través de
la captura de monos.

Medicién y Marcaje

Una vez capturado el animal, se estudiaron los rasgos morfolégicos del
primate. Se tomaron medidas de la longitud del cuello, pecho, cintura, cuerpo, cola,
total (cuerpo + cola); ademés se midi6 el representante derecho del brazo, pata,
regién palmar y plantar, utilizando una cinta métrica. Asimismo se determind la masa
corporal del animal a través de una balanza con malla incorporada, se calcul6 la
temperatura anal y se estim6 un indice de condicion fisica (ICF) definido como el
peso corporal dividido por la longitud de la pata (kg/cm). Finalmente se realizé un
marcaje para cada animal capturado utilizando aretes con un sistema de nomenclatura
especifico para su posterior identificacién y monitoreo.



Toma de muestras

Seguidamente se procedi6 a la toma de muestras de sangre para cada individuo. La
extraccién sanguinea se llevo a cabo a partir de la vena femoral localizada en el muslo interno
del primate, insertando la aguja en un 4ngulo de 30-45 grados. Para los animales adultos se
tomaron 2-3 ml de sangre, mientras que para los juveniles se procur obtener unicamente 1-2
ml de dicho fluido vital, valiéndose de un “vacutainer” con EDTA como anticoagulante. Se
contd con un par de guantes desechables para evitar la contaminacién de la muestra, asi como
para cuidar la salud tanto del mono como del investigador (Liu, 2002). Las muestras de sangre
fueron mantenidas a 4 °C hasta ser llevadas al laboratorio para su posterior procesamiento y
almacenamiento.

Todos los monos anestesiados fueron cuidados adecuadamente durante su estado de
inconciencia, procurando mantenerlos ilesos en condiciones microclimaticas adecuadas.
Fueron liberados hasta que se disipara totalmente el efecto de la anestesia, es decir una vez
que estos se desenvolvieran de manera éptima bajo sus propios medios.

Trabajo de Laboratorio

El trabajo de laboratorio se realizé en la Escuela de Biologia de la Universidad de
Costa Rica, Sede Central Rodrigo Facio. Especificamente, se trabajé en el Laboratorio de
Genética de la Conservacién Animal y el Laboratorio del analizador genético.

Microsatélites Utilizados

Todos los monos fueron analizados para los siguiente marcadores microsatélites
(STRPs) de ADN nuclear: AP68, AP74, AP6 desarrollados para Alouatta palliata
(Ellsworth & Hoelzer, 1998) y PEPC3, PEPC8 Y PEPCS59. Para los titis, se utilizaron
D8S260, Leon 21, CJ 7, Leonl5, LL3-1#1, LL1-1#18 Y LL 1-5#7 (ver abajo)

Extraccién y amplificacién del ADN

La extraccién de ADN genémico fue llevada a cabo tanto a partir de muestras de
sangre completa, como de células blancas (buffy coat). Para lograr extraer los leucocitos, la
sangre completa fue centrifugada a una aceleracién de 2500 x g durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente, la fase intermedia fue extraida mediante un gotero
desechable o una micropipeta.

La obtencién de ADN celular de alta calidad se logré mediante el uso de los
siguientes protocolos comercialmente disponibles: “Wizard® Genomic DNA Purification



Kit” (Promega, 1999); y “Genomic DNA from blood, NucleoSpin® Blood” (Macherey-
Nagel, 2002).

Una vez extraido, se procedié a amplificar el ADN mediante la técnica de PCR
(Saiki ef al., 1988). El volumen final para cada reaccién de PCR fue de 25 pl; conteniendo
especificamente 18,6 pl de agua, 2,5 pl de “Buffer 10X” para ADN polimerasa termofilica
libre de magnesio, 1,5 pl de cloruro de magnesio (MgCl;) 25 mM, 0,5 ul dNTPs 10 mM, 4
pmol de cada imprimador, 2 unidades de Tag ADN polimerasa, sepa YT1, en “Buffer B” de
almacenamiento (Promega, 1998) y 1 pl de la muestra de ADN purificado.

Para cada microsatélite, se siguié las especificaciones de la literatura con algunas
modificaciones. Se utilizaron dos termocicladores disponibles: “Mastercycler Personal”
(Eppendorf) y “GeneAmp PCR System 2400” (Applied Biosystems).

Se procedié a observar la eficiencia de la reaccién de PCR, realizando una
electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con 2,5 pl de bromuro de etidio 10 mg/ml.
Las bandas fueron visualizadas a través de un transiluminador y se compararon contra el
marcador 100 bp DNA Ladder (Promega, 2001).

Analizador Genético

Los productos de PCR que presentaron una amplificacion adecuada, fueron
enviados al analizador genético ABI Prism® 310. Se utilizé6 1 o 2 pl del producto de
amplificacién, dependiendo de la intensidad de la banda observada en el transiluminador (a
menor intensidad, mayor cantidad de muestra utilizada); ademas se adicioné 0,5 pl del
marcador Rox y 12 ul de formamida por reaccion.

Se procedié a desnaturalizar el material genético mediante un ciclo de 6 minutos a
95 °C. Inmediatamente se procedi6 a enfriar los tubos de PCR con el propdsito de evitar la
renaturalizacién del ADN. Finalmente cada muestra fue examinada automaticamente por el
analizador genético a través del programa GeneScan® (AB, 2000). Con el propésito de
determinar los genotipos de los individuos se utiliz el programa Genotyper®.

Salud:
1. Hisopado bucal y vaginal (hembras) para es estudio de:
i. bacterias anaerobias
ii. hongos patégenos (Candida).
2. Obtencién de heces
i. Directo en solucién salina y lugol para buscar protozoarios
ii. Directo por helmintos intestinales
iii. Cultivo por protozoarios
iv. Tincién con hematoxilina férrica



v. Bacterias resistentes a antibidticos
3. Coleccién de 3-5ml de sangre de la vena femoral de cada individuo adulto y 1-
2 ml de cada infante o juvenil. La sangre se distribuy6 en tres vacutainers de la
siguiente manera:
i. uno con EDTA como anticoagulante para las pruebas genéticas
ii. uno con anticoagulante para
1. Directo por tripanosomatidos
2. Directo por filarias
3. Tinciones para protozoarios sanguineos (tripanosomas Yy
malaria)
4. Tinciones para filarias
5. Hematolégico
iii. uno sin anticoagulante para obtencion de suero
1. Andlisis bioquimico
2. Serologia por virus

4. Estudios a nivel superficial del cuerpo
i. Por hongos en pelambre y piel
ii. Por ectoparasitos a nivel cutaneo.

7. Las dificultades y la manera de confrontarlas

Dada la dimensién que tomé este proyecto, fue necesario solicitar las ampliaciones
de vigencia para cubrir nuevos objetivos y campos de investigacién, que originalmente no
se habian contemplado.

Debe mencionarse que un problema importante que se presentd y que ain vemos las
consecuencias, fue que en varias instancias y desde agosto del 2007, el ABI 310 de la
Escuela de Biologia dej6é de funcionar. Esto atrasé drasticamente los avances en la parte
molecular al extremo que se tuvo que paralizar este y otros proyectos en su totalidad, ya
que no habian fondos para correr estas muestras en otros aparatos. Como aun el aparato
sigue descompuesto, este problema se espera subsanar con fondos de otros proyectos,
mediante la compra de este servicio a otras instituciones.

Es importante mencionar que este proyecto se desarrollé con recursos econémicos
limitados. Aparte de los recursos girados por la Vicerrectoria de Investigacion (ver informe
financiero abajo), recibid algunas donaciones personales y cont6 con el apoyo econémico
de proyectos de investigacién de la Universidad Nacional y de la Universidad de Ciencias
Médicas (UCIMED) para la realizacién de muchas de las giras. Siempre cont6é con el
apoyo del servicio de transporte de la UCR.



Resultados
8. Los logros o resultados mas relevantes

Captura de individuos:

Cuadro 1. Numero de individuos capturados y niimero de sitios de captura.

Nimero de Sitios
Especie

individuos diferentes
Congos 151 41
Carablanca 79 12
Arafia 61 16
Titi 43 11
Total 334 80

Nota. Para la captura de estos 334 individuos se realizaron un total de 91 giras.

Genética:

Ver publicaciones adjuntas. Hay resultados pendientes producto de lo que se explica en
el punto 7.

Ejemplo de anélisis de variacién genética para los monos titi (para ser publicados en

2008).
Las siguientes figuras, muestran las frecuencias alélicas para siete marcadores
moleculares para 61 muestras de monos titi (43 de este estudio y 18 de otra fuente -

Mary Blair, Columbia University-).
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Cuadro 2. Tamafio de la muestra (N), mimero de alelos (Na), mimero
efectivo de alelos (Ne), heterozygosidad observada y esperada (Ho y He) e
indice de fijacién (F) para el mono titi, Costa Rica.

Titi Locus N Na Ne Ho He F
D8S260 61 9,000 4472 0,426 0,776 0,451
Leon 21 61 7,000 3,740 0,525 0,733 0,284
Cl7 61 8,000 6,166 0,705 0,838 0,159
Leon 15 61 6,000 3,597 0,393 0,722 0,455
LL3-1#1 61 22,000 11,720 0,623 0,915 0,319
LL 1-1#18 61 7,000 2,078 0,295 0,519 0,431
LL1-5#7 61 6,000 2,298 0,459 0,565 0,187

Salud:
Ver publicaciones adjuntas e informes de otras 4reas en desarrollo. No se entrega en

este informe 1o concerniente a bacterias resistentes a antibidticos.

Conservacion y politicas de manejo:

Se realiz6 el II Simposio de Primates de Costa Rica: Estrategia Nacional para su
Conservacién, del 25 al 27 de Julio del 2007, en el Auditorio de Sede de Occidente,
Universidad de Costa Rica, San Ramén, Alajuela.

Esta actividad se desarrollé como una de las metas importantes de este proyecto y
como una necesidad de compartir y divulgar los conocimientos adquiridos durante siete
afios de este proyecto de investigacién. Como el titulo de la actividad bien lo indica, la
meta final era establecer las politicas a seguir en términos de conservacién y manejo de
las cuatro especies de monos que tenemos en nuestro pais.

Participaron los investigadores que han tenido experiencias cientificas con alguna
de las especies de primates del pais y se discutieron 4reas como genética, salud,
nutricién, ecologia, cautiverio y conservacién (Ver documento adjunto para los
resumenes de las ponencias).

9. Trabajos de graduacién y presentaciones hechas en congresos o seminarios, en el
caso de que los hubiera.

Trabajos de graduacion:

2002. Claudia Quan Rodas. Estado de fragmentacién del habitat para el desplazamiento del

mono congo (Alouatta palliata) y sus efectos sobre la variabilidad genética en tropas
de esta especie en el Area de Conservacion Tempisque, Costa Rica. Maestria en
Conservacién y Manejo de Vida Silvestre. Universidad Nacional, Heredia.



2002 Galia Rojas. Flora Bacteriana Oral y su perfil de sensibilidad a antibi6ticos en Monos
de Costa Rica (especies Alouatta palliata y Ateles geoffrogyi). Licenciatura en
Microbiologia. Facultad de Microbiologia, UCR

2004. Laura Perdomo. Aspectos demogréficos, dieta, anestesia y evaluacién clinica de monos
congos (Alouatta palliata) en el parque Nacional Cahuita, Costa Rica. Maestria en
Conservacién y Manejo de Vida Silvestre. Universidad Nacional, Heredia.

2004. Juan Pablo Palavicini Chavarri. ANALISIS MORFOMETRICO Y GENETICO
POBLACIONAL PARA EL MONO CARABLANCA (Cebus capucinus) EN
DIFERENTES LOCALIDADES DE COSTA RICA. Practica de Especialidad.
Escuela de Biologia. Instituto Tecnolégico de Costa Rica. Cartago.

2004. Ana Yancy Morales Arce. Variabilidad Genética del Mono titi (Saimiri oerstedii)
en Costa Rica: Implicaciones para su Conservacion. Practica de Especialidad.
Escuela de Biologia. Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. Cartago

2005. Catalina Ulloa y Andrea Garcia. Variabilidad genética de 29 individuos de la
especie Cebus capucinus y 31 individuos de la especie Saimiri oerstedii, a partir de
muestras de sangre recolectados en diferentes sitios de nuestro pais, utilizando dos
microsatélites. Practica de Especialidad. Escuela de Ciencias Biologicas,
Universidad Nacional, Heredia.

2006. Victor Carmona Infante. Determinacién de la variabilidad genética del mono arafia
(Ateles geoggroyi) mediante el uso de microsatélites. Practica de Especialidad.
Escuela de Biologia. Instituto Tecnolégico de Costa Rica. Cartago

2007. Katrin Petschl. Liberacién de monos arafia (Ateles geoffroyi) del Zooldgico La
Marina al Parque Nacional Juan Castro Blanco, San Carlos. Pasantia
internacional de estudiante de Alemania. Escuela de Biologia, UCR.

2007. Jorge Rodriguez M. Efecto de la fragmentacién en el mono congo (Alouatta
palliata) y el mono carablanca (Cebus capucinus): Determinacién de la estructura
genética y Analisis de Viabilidad  Poblacional. Licenciatura en Biologia. Escuela
de Biologia, Universidad de Costa Rica.

2007. Erica Hernandez y Esmeralda Castro. Liberacién de monos arafia ( Ateles geoffroyi)
del Zooldgico La Marina al Refugio de Vida Silvestre Nogal, Sarapiqui, Heredia y
al Parque Juan Castro Blanco, San Carlos, Alajuela. Escuela de Biologia,
Universidad Latina.
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2008.

2008.

2008.

Laura Martinez Esquivel. Comparacién de hébitos alimenticios y su relacion con las
infecciones parasiticas en los monos congo (4louatta palliata), de Chomes y Palo
Verde, Costa Rica. Licenciatura en Biologia, Escuela de Biologia, UCR.

Hellen Lobo Gonzalez y Javier Carazo Salazar. Evaluacién del manejo en el
campo y determinacién de la variabilidad genética del mono arafia (Ateles
geoffroyi) en centros de tenencia de fauna silvestre en cautiverio en Costa Rica.
Licenciatura en Biologia. Escuela de Ciencias Biolégicas, Universidad Nacional,
Heredia.

Francisco Calvo Mora. Variabilidad Genética y Analisis Morfométrico del
Mono Congo (4louatta palliata) en Diferentes Zonas de Costa Rica.
Licenciatura en Biologia, Escuela de Biologia, UCR.

Congresos, seminarios o charlas

2001. V Congreso de la Sociedad Mesoamericana para la Biologia y la Conservacion,

San Salvador, El Salvador.

2002. VI Congreso de la Sociedad Mesoamericana para la Biologia y la Conservacion,

San José, Costa Rica.

2004. Ideas Avanzadas en Filogenético, Caracas, Venezuela

2004-2007. Escuela de Biologia y Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa

Rica

2007. Ministerio de Ambiente y Energia, Area de Conservacién Cordillera Volcéanica

Central.

2007. II Simposio de Primates de Costa Rica: Estrategia para su conservacion. San

Ramon, Alajuela.

2007 y 2008. Escuela de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional

10. Las observaciones o recomendaciones

Sin lugar a dudas, este proyecto de investigacién ha sido pionero a nivel nacional y
hasta internacional en el campo de la conservacién de especies silvestres, con los
componentes de genética y salud. Nunca antes se habia desarrollado un proyecto con
estas caracteristicas, que involucrara verdaderamente un trabajo multidisciplinario e
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interinstitucional. Se abrieron nuevos campos de investigacién y se engrandeci6
cientificamente el patrimonio nacional o institucional, reforzando la imagen de la
Universidad de Costa Rica como institucién lider en esta tematica.

Se forjaron ademas alianzas estratégicas con ofras instituciones nacionales e
internacionales, que han permitido colaboraciones cientificas en estas y otras especies

silvestres:

1.

Jessica Lynch, Department of Anthropology, Center for Reproductive
Biology, Washington State University: “Collection of behavioral, genetic
and parasitological data from the primates in Costa Rica, as well as data
collection through interviews on human attitudes and behaviors towards
the monkeys”

Mary Blair, Molecular Primatology Laboratory, New York University,
New York Consortium in Evolutionary Primatology, Columbia
University, : “Microsatellite and mitochondrial DNA genetic variation
among Saimirii oerstedii populations”.

11. PUBLICACIONES: TODO PROYECTO DEBE CONCLUIR CON UNA
PUBLICACION CIENTIFICA.

2002

2003

2004

2004

2004

Troyo, A., M. E. Solano, O. Calderén-Arguedas, M. Chinchilla, R. Sanchez
and G. A. Gutiérrez-Espeleta. Fur mite, Listrocarpus alouattae fain (Acari:
Atopomelidae), from Alouatta palliata gray (Primates: Cebidae) in Costa
Rica. Internat. J. Acarol. 28, N° 3, 251-255.

Zaldivar, M. E., K. E. Glander, O. J. Rocha, G. Aguilar, E. Vargas, G. A
Gutiérrez-Espeleta y R. Sanchez. Genetic variation of mantled howler
monkeys (Alouatta palliata) from Costa Rica. Biotropica 35: 375-381.

Calderon-Arguedas, O., A. Troyo, M. E. Solano, G. A. Gutiérrez- Espeleta
and R. Sanchez. Alouattamyia Baeri (Diptera: Cuterebridae) Larvae
Infestation in Howler Monkeys, Alouatta  palliata (Primate: Cebidae) of
the Caribbean Coast of Costa Rica. Neotropical Primates 12(1): 21-24.

Gamboa-Coronado, M.M., E. Rodriguez-Cavallini, G. Rojas-Contreras, R.
Sanchez-Porras y G. A. Gutiérrez-Espeleta. Flora bacteriana oral y su perfil
de sensibilidad a antibiéticos en monos de Costa Rica (4louatta palliata 'y
Ateles geoffroyi). Neotropical Primates 12(1): 24-30.

Troyo, A., M. E. Solano y O. Calderén-Arguedas. Two new species of
Listrocarpus Fain (Acari: Atopomelidae) from Cebus capucinus Linnaeus
and Saimiri oerstedii Reinhardt (Primates: Cebidae) in Costa Rica.
Systematic and Applied Acarology Special Publication 18: 1-8.
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2005 Chinchilla, M. A. Troyo, O. M. Guerrero, G. A. Gutiérrez-Espeleta y R.
Sanchez. "Presencia de Trypanosoma ninasense (Kinetoplatida:
Trypanosomatidae) en Alouatta palliata (Primates: Cebidae) de
Costa Rica. Parasitologia Latinoamericana 60: 90-92.

2005 Chinchilla, M. A., O. M. Guerrero, G. A. Gutiérrez-Espeleta y R. Sanchez
Porras. Parasitos intestinales en Alouatta palliata (Primates: Cebidae) de
Costa Rica. Revista de Biologia Tropical 53 (3-4). 437-445.

2006 Ruiz-Garcia, M., P. Escobar-Armel, D. Alvarez, M. Mudry, M. Ascunce,
G. Gutierrez-Espeleta y JM. Shostell. Genetic Variability in Four
Alouatta Species Measured by Means of Nine DNA Microsatellite
Markers: Genetic Structure and Recent Bottlenecks. Folia Primatol 914

2006 Chinchilla M., O. M. Guerrero, G. A. Gutiérrez-Espeleta y R. Sanchez.
Presencia de Plasmodium brasilianum (Apicomplexa, Plasmodidae) en el
mono congo (Alouatta palliata, Primates: Cebidae) de Costa Rica.
Importancia epidemiologica en relacion con el ser humano.

Parasitologia Latinoamericana 61: 192- 96.

2007 Chinchilla M., O. M. Guerrero, G. A. Gutiérrez-Espeleta, R. Sanchez e I.
Valerio. Parésitos en monos carablanca Cebus capucinus (Primates:
Cebidae) de Costa Rica. Parasitologia Latinoamericana 62: 17 0-175.

Otras publicaciones:

Medios escritos:

- 8 de noviembre 2000. La Naci6én, Viva. Hasta cuando sobreviviran?

- 4 de marzo 2001. La Republica, Nacional: Extincién acecha monos.

- 7 de marzo 2006. New York Times. Rain Forest Gets Too Much Rain, and Animals
Pay the Price.

- 4 de mayo 2007. The Tico Times. Monos en Costa Rica.

Radio: /
- 31 de marzo 2006. Radio Eco. EcoNews. Situacion de los monos de Corcovado.
- 28 de agosto 2007. Radio Universidad. Primates de Costa Rica

TV:

- 25 de julio 2006. Canal 15. Los monos en Costa Rica.

- 6 de abril 2007. Animal Planet. Grabacion en Sarapiqui, Heredia.
- 26 de julio 2007. Canal 6. Repretel. Situacién de los monos en CR
- 17 setiembre2007. Canal 15. Proyecto de monos de la UCR.

- 26 de setiembre 2007. Canal 13. Proyecto de monos de la UCR.

- 5 de noviembre 2007. Canal 7, Telenoticias. Monos en Costa Rica.
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“Informe final del aislamiento de hongos en monos”

Colaboradores de la Secciéon de Micologia Médica:
Norma T. Gross, PhD.

Juan Diego Castro, Asistente de laboratorio

Resultados obtenidos:

1. Los resultados del estudio de los afios 2001 al 2006, se publicaron en la Revista
Neotropical Primates. “Yeast isolated from Alouatta palliata, Atelles Geoffroyi, Cebus
capucinus and Saimiri oerstedii (Primates: Cebidae). Norma Gross, Juan Diego Castro,
Olga Guerrero, Misael Chinchilla, Ronald Sanchez, Gustavo Rojas-Espeleta. En Prensa,
2008.

2. Los resultados del afio 2007 son los siguientes:

Se recibieron 42 muestras distribuidas de la siguiente manera:

Tipo de muestra Cantidad Examen directo Cultivos positivoes
Positivo Negativo

Vagina 10 2 8 4

Garganta 18 3 15 3

Pelo 14 14

Observaciones:

1. Queda pendiente la identificacion de los 7 cultivos del afio 2007.

2. Quedan por identificar 7 aislamientos del 2006.

3. Queda pendiente el montaje de pruebas de sensibilidad a antifiingicos de los 14
aislamientos de levaduras y las pruebas de virulencia (proteinasas y
fosfolipasas).

4, Se planea realizar estas pruebas en el 2008 y escribir el manuscrito,
posiblemente una comunicacion corta, ya que sélo se cuenta con un total de 14
aislamientos.



Reporte de parasitos en monos

Protozoarios AG AP CC SO
Tritrichomonas sp. 13

Giardia sp. 3 1 1
Ameba tipo E. nana 1 1

Ameba tipo E. histolytica 3

Ameba tipo E. hartmanni 1

Plasmodium brasilianum 1

Trypanosoma minasense 1

Entamoeba chattoni 3 7

Helmintos AG AP CC SO
Uncinarias 2 4 1 1
Larvas Strongyloides sp. 5 1 2
Trypanoxyuris sp. 4 1
Microfilarias 2 5

Oxiuridios 5

Acantocéfalos 2
Estrongilidios 5 1




FLORA BACTERIANA DE LA CAVIDAD ORAL DEL MONO TITf (Saimiri oerstedii) Y SU
PERFIL DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

Carlos E. Rodriguez-Rodriguez’, Evelyn Rodriguez-Cavallini’, Maria del Mar Gamboa-

Coronado’, Silvia Jiménez-Cuadra’, Ronald Sinchez-Porras’ y Gustavo A. Gutiérrez-Espeleta’

1. Laboratorio de Investigacién en Bacteriologia Anaerobia y Centro de Investigacion en
Enfermedades Tropicales, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica.

2. Programa de Investigaciones del Bosque Premontano, Sede de Occidente, Universidad de Costa
Rica.

3. Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica.

Introducciéon

Una de las especies de primates amenazada o vulnerable a desaparecer es el mono titi (Saimiri
oerstedii) (CITES, 2003), que habita en los bosques de Costa Rica y Panama (Wong, 1990). Otras
especies del género se encuentran en América del Sur, en un érea limitada por Colombia al oeste y la
cuenca del Amazonas y las Guyanas al este (Wong, 1990). En Costa Rica existen dos subespecies de
este género: S. oerstedii oerstedii y S. oerstedii citrinellus; ambas se consideran en peligro de
extincién, principalmente por la pérdida de su habitat, el desarrollo de infracstructura hotelera y por su
captura y venta como mascotas (Carrillo et al., 2000).

S. oerstedii es el mono de menor tamafio de Costa Rica y se encuentra en bosques primarios,
secundarios y en 4reas cultivadas; los Parques Nacionales Manuel Antonio y Corcovado son los
reservorios mas importantes. Es de conducta arbérea y diurna; se alimenta durante las primeras horas
de 1a mafiana, principalmente de insectos (75-80% de la dieta) y frutas (Campbell et al., 2003).

La cavidad oral de los animales, al igual que la de los humanos, es uno de los hébitat
microbiolégicos mas complejos y heterogéneos del cuerpo; la flora bacteriana incluye tanto
anaerobios estrictos como Bacteroides sp., Fusobacterium sp., Actinomyces sp. y aerobios facultativos
como Corynebacterium sp., Haemcphilus sp., Moraxella sp. y Neisseria sp. (Sorum y Sunde, 2001).
Dicha flora indigena contiene genes de resistencia a antibiéticos, incluso en individuos sin historia de
exposicién a antimicrobianos preparados comercialmente (Sorum y Sunde, 2001). Son necesarios
nuevos estudios en la flora normal de animales para determinar si su resistencia estd directamente
relacionada con el dramatico incremento en la resistencia de patégenos (Sorum y Sunde, 2001).

Las escasas investigaciones relacionadas con la flora normal de monos se han llevado a cabo
principalmente en el mono resus (Macaca mulatta) (Bowers et al., 2002), mientras que en Costa Rica

se efectu6 un estudio relacionado con la flora oral de los monos congo (Alouatta palliata) y colorado

(Ateles geoffroyi) (Gamboa-Coronado et al., 2004).
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El presente trabajo pretende describir la flora bacteriana de la cavidad oral de S. oerstedii asi
como su patrén de sensibilidad, para compararlos con los de otros monos de Costa Rica y establecer la

posible influencia del hombre en la adquisicién de resistencia antimicrobiana.

Métodos

Se estudiaron 33 muestras de la cavidad oral de monos de la especie Saimiri oestedii; 31
monos se capturaron en estado silvestre de cuatro zonas de Costa Rica: Parque Nacional Manuel
Antonio (9°23° N, 84°07° 0), Parque Nacional Corcovado (8°28’ N, 83°35° 0), Isla Damas (9°30° N,
84°15° 0) y Golfito (8°36° N, 83°04° O), utilizando una cerbatana para el lanzamiento de los dardos
(Pneudart, Inc.). Cada dardo contenia 0.3-0.4 mL de zolazepam, conocido comercialmente como
Zoletil®. Los dos monos restantes fueron capturados en un zoolégico, donde tenian aproximadamente
dos afios de estar en cautiverio.

Con una torunda estéril se rasparon los dientes y la cavidad bucal de cada uno de los monos,
previamente sedados y se resuspendié la muestra en un tubo con 2 mL de solucién salina estéril (SSE).
Asépticamente y con jeringa estéril se inocul6 0.5 mL de la suspensién en un tubo con medio Carne
Cocida (CC) prerreducido. Durante el transporte hasta el laboratorio los tubos con la suspension en
SSE se mantuvieron en frio, mientras que los de CC se mantuvieron a temperatura ambiente. A cada
uno de los tubos con SSE se les agregé 2 mL de caldo tripticasa soya (CTS) y se incubaron a 35°C por
24 horas; los tubos con CC prerreducidos se incubaron a 35°C por 48 horas. A partir de cada tubo con
CTS se ray6 una placa de agar sangre (AS) y se incub6 a 35°C por 24 horas para el aislamiento de
bacterias aerobias. A partir de cada tubo con CC prerreducido se ray6 una placa de AS y se incubd a
35°C por 48 horas en jarra de anaerobiosis para el aislamiento de bacterias anaerobias. Se
seleccionaron los diferentes morfotipos coloniales de cada placa, se les realizé tincién de Gram y se
subcultivaron en placas de AS para obtener cultivos puros. Se determind la tolerancia al oxigeno de
cada cepa aislada a través de la inoculacién de dos placas de AS, una incubada en atmosfera
incrementada de CO, y otra en jarra de anaerobiosis (35°C por 48 horas). Se seleccionaron como
bacterias anaerobias aquellas cuyo crecimiento fue exclusivo o mejor en condiciones de anaerobiosis.

A las cepas bacterianas aerobias se les realizaron pruebas de Gram, oxidasa y catalasa, con el
objetivo de agrupar las bacterias: enterobacterias, bacilos Gram negativos no enterobacterias,
estafilococos y estreptococos. Con base en los resultados se seleccion6 la galeria miniaturizada de
pruebas bioquimicas apropiada para la identificacién; se emplearon los sistemas API 20E®, API
20NE®, y API Staph®, mientras que para las bacterias anaerobias se utilizaron las galerias API
20A®; las identificaciones se realizaron con el programa API-Plus®. Para determinar la sensibilidad
a los antibiticos se emplearon galerias comerciales ATB® de acuerdo con el tipo de bacteria acrobia
(ATB-G5 y ATB-Staph); en el caso de las bacterias anaerobias se utilizé el sistema ATB-ANA.

Todas las galerias se incubaron y leyeron de acuerdo con las recomendaciones de la casa fabricante

(bioMérieux ®).



Resultados

A partir de 33 muestras de la cavidad oral de los monos titi se aislaron 137 cepas; 106 de
bacterias aerobias (77.4%) y 31 de anaerobias (22.6%), lo que equivale a un promedio de 3.2 acrobios
y 0.9 anaerobios por muestra. En las bacterias aerobias predominaron los bacilos Gram negativos
(100 de 106 cepas aerobias), donde el género mds frecuente fue Enterobacter (20 cepas), que se aislo
del 42% de las muestras e incluyé las especies E. aerogenes, E. cloacae y E. sakazakii. En frecuencia
le siguieron los géneros Burkholderia (19 cepas) y Aeromonas (10 cepas), los cuales se aislaron del
27% de las muestras. Se identificaron cepas de otros 20 géneros de bacilos Gram negativos (Cuadro
1). Las seis cepas de bacterias acrobias Gram positivas fueron de los géneros Staphylococcus (3
cepas: 8. sciuri, S. xylosus y S. auricularis) y Bacillus sp. (3 cepas).

En cuanto a las 31 bacterias anaerobias (Cuadro 2) se identificaron 17 bacilos Gram positivos
(géneros Clostridium y Propionibacterium), 8 bacilos Gram negativos (géneros Fusobacterium,
Bacteroides y Prevotella), 4 cocos Gram positivos (géneros Gemella y Peptostreptococcus) Y 2 cocos
Gram negativos (género Veillonella). El género anaerobio mis comunmente aislado fue Clostridium
(16 cepas), a partir del 36% de las muestras, con representantes de las especies C. bifermentans, C.
clostridioforme, C. perfringens, C. sporogenes'y C. tyrobutyricum.

En lo que respecta a las pruebas de sensibilidad a los antibi6ticos (Figura 1), el 90% de los
bacilos Gram negativos fue resistente a la cefalotina y el 89% a la cefoxitina, cefalosporinas de
primera y segunda generacién, respectivamente.  Otras cefalosporinas presentaron menores
porcentajes de resistencia microbiana: cefuroxima (69%, 2° generacion), ceftazidima 1 mg-L" (61%,
3° generacién), cefepima (10%, 4° generacién) y cefotaxima, ceftazidima 8-16 mg-L" y cefiriaxone,
todas de tercera generacién, con porcentajes inferiores al 10%. Altas tasas de resistencia se
presentaron también ante amoxicilina, tobramicina y amoxicilina + dcido clavulanico (Figura 1). Ocho
de los antimicrobianos demostraron porcentajes de resistencia de 10-40%, mientras que nueve
estuvieron por debajo del 10%, dentro de los cuales solamente ceftriaxone y pefloxacina fueron
efectivos contra todas las cepas analizadas. Por su parte, las tres cepas de Staphylococcus fueron
resistentes a penicilina, cefalotina, ampicilina + sulbactam, eritromicina, clindamicina, nitrofurantoina,
rifampicina, vancomicina y teicoplanina.

En las cepas anaerobias también se presenté resistencia a varios antibiéticos (Figura 2); el
mayor porcentaje de resistencia ocurrié ante el metronidazol, 26 a 35% segln su concentracion,
seguido por cefotetan (26%), clindamicina (23%) y penicilina (19%). De las 16 concentraciones de
antibiGticos evaluadas, 6 (37.5%) fueron efectivas contra todas las cepas identificadas: amoxicilina +
4cido clavuldnico (16/2 mg-L™"), cloranfenicol, imipenem, piperacilina, piperacilina + tazobactam y
ticarcilina + 4cido clavuldnico.

Se presentaron casos de cepas multirresistentes tanto en bacterias acrobias como anaerobias,

como se muestra en el cuadro 3. La multirresistencia del género Staphylococcus fue alta, ya que las



tres cepas fueron resistentes a entre 10 y 12 de los 15 antibidticos evaluados; la pefloxacina,

ciprofloxacina y tetraciclina fueron los tinicos antibiéticos efectivos contra todas las cepas.

Discusiéon

Actualmente es escaso el conocimiento disponible sobre la flora bacteriana oral de monos y en
particular de la especie Saimiri oerstedii. Investigaciones previas en Costa Rica fueron realizadas en
Alouatta palliata (mono congo) y Ateles geoffroyi (mono colorado) (Gamboa-Coronado et al., 2004),
por lo que el presente estudio permite realizar comparaciones entre la flora oral de diferentes especies
de monos, asi como comparaciones con la flora humana.

Se logré aislar un promedio de 4.1 cepas por muestra, sin embargo se encontré mayor cantidad
de aerobios (3.2 por muestra) que de anacrobios (0.9 por muestra), a diferencia de los patrones
esperados en la cavidad oral humana, donde la proporcién favorece a las bacterias anaerobias. Este
resultado pudo deberse a factores relacionados con las dificultades de la toma de muestras para
anaerobios y el transporte de las mismas al laboratorio, ya que los anaerobios mas sensibles pudieron
haber perdido su viabilidad durante dicho procedimiento. Como los muestreos fueron realizados en
zonas alejadas, debié transcurrir un tiempo prolongado (generalmente de 24 a 48 horas) antes de que
las muestras fueran procesadas en el laboratorio. Durante el transporte los tubos en anaerobiosis
debieron mantenerse a temperatura ambiente, con el objetivo de disminuir la solubilidad del oxigeno
en el medio, que aumenta al bajar la temperatura; es por esto que no se transportaron en refrigeracion
como las muestras para aerobios. Dicha practica pudo perjudicar la viabilidad de las especies de
anaerobios con imbitos estrechos de temperatura permisivos para el crecimiento, cercanos a las
condiciones de la cavidad oral de los monos. Tales inconvenientes pudieron provocar la disminucién
en la recuperacion de cepas de bacterias anaerobias.

El género més frecuentemente aislado fue Enterobacter, que estd descrito como uno de los
predominantes en la cavidad oral humana (Isenberg y D’Amato, 1995) y que fue también descrito
como el mas abundante en la cavidad bucal de los monos congo y colorado (Gamboa-Coronado et al.,
2004). Otras enterobacterias encontradas fueron Serratia, Klebsiella y Citrobacter con frecuencias de
aislamiento entre el 12% y el 18%; si bien todas han sido aisladas de la cavidad bucal de los monos
congo y colorado (Gamboa-Coronado e al., 2004), Serratia no se ha descrito como habitante de la
flora oral humana, sino que estd asociada a superficies de plantas, suelo, semillas y agua (Grimont y
Grimont, 2005), lo que podria explicar su presencia en el mono titi.

El segundo género de aerobios més frecuentemente aislado fue Burkholderia (todas las cepas
identificadas como B. cepacia), no descrito como habitante comin de la boca humana ni encontrado
en los monos congo y colorado. Esta bacteria se ha aislado de suelo, plantas, superficie de animales,
rizosfera y aguas (Ramette et al., 2005; Coenye y Vandamme, 2003). Aeromonas fue el tercer género

aerobio en abundancia y aunque no se asocia a la boca humana, si se ha informado en bajas



frecuencias en monos congo y colorado (Gamboa-Coronado et al., 2004) y se ha aislado
principalmente de fuentes de agua y aguas negras (Martin-Carnahan y Joseph, 2005).

Los géneros Pseudomonas y Acinetobacter estuvieron presentes, respectivamente, en el 12% y
9% de las muestras y han sido aislados de otros monos (Gamboa-Coronado et al., 2004), pero no se
consideran flora normal de la cavidad oral humana. Ambos incluyen muchas especies ubicuas,
aisladas de suelos, rios, plantas y animales, entre otros (Palleroni, 2005; Juni, 2005).

Chryseomonas fue aislado en un 9% de las muestras y aunque su presencia en el ambiente es
dudosa, este género es aparentemente sapréfito o comensal de humanos y algunos animales de sangre
caliente (Palleroni, 2005). Con igual frecuencia se aisl6 Vibrio, siendo todas las cepas identificadas
como V. parahaemolyticus; esta especie se encuentra en ambientes acuaticos, pero parece estar
limitada a estuarios o 4reas costeras debido a su requerimiento de 1-8% de NaCl y se asocia a animales
marinos (Camahan y Andrews, 2000), por lo que su aparicién en el mono podria estar asociada a
héabitos alimenticios o de consumo de agua, tomando en cuenta que los sitios de muestreo estin
localizados cerca de zonas maritimas. Este género ha sido descrito como parte de la microbiota
subgingival de la especie Saimiri sciureus (Beem et al., 1991).

En cuanto a los cocos Gram positivos aerobios, los géneros Staphylococcus 'y Streptococcus son
los més frecuentes en la cavidad oral humana (Isenberg y D’ Amato, 1995) y se han descrito en el 6% y
el 2%, respectivamente, de la microbiota subgingival de otras especies de monos ardilla (Beem et al.,
1991), ademas de que Staphylococccus se ha aislado hasta en un 67% de los monos congo y colorado
(Gamboa-Coronado et al., 2004). En este estudio, sin embargo, se aislaron sélo tres cepas de cocos
Gram positivos, pertenecientes todas al género Staphylococcus; los estreptococos no pudieron ser
detectados probablemente debido a que son un género nutricional y fisiolégicamente mds exigente.
Adicionalmente, se aislaron tres cepas de Bacillus sp., género que constituye hasta el 12% de la flora
subgingival de otros monos ardilla (Beem et al., 1991).

El resto de los géneros de bacilos Gram negativos, aislados con menor frecuencia, no se han
descrito como pertenecientes a la cavidad oral humana. De éstos, solo Chromobacterium fue aislado
previamente de los monos congo y colorado, también con baja frecuencia (Gamboa-Coronado et al.,
2004). La mayoria de estos géneros se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente, suelos y
aguas, mientras que otros son considerados comensales de mamiferos, lo que podria explicar su
aparicién en el mono titi (Busse y Auling., 2005; Janda y Abbott., 2005; Mutters et al., 2005;
Palleroni, 2005).

Las bacterias anaerobias mds usuales en la cavidad oral del hombre son Actinomyces,
Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Prevotella 'y Veillonella (Isenberg y
D’ Amato, 1995). De ellos Fusobacterium fue el més frecuentemente aislado en el mono titi, seguido
por Bacteroides, Peptostreptococcus, Prevotella'y Veillonella. Estudios anteriores en monos informan
de frecuencias que van desde el 4% al 50% para estos organismos (Beem et al., 1991; Clark et al.,

1988; Gamboa-Coronado et al., 2004). B. gingivalis y B. intermedius han sido encontrados como



posibles patégenos de enfermedad periodontal, lo que podria correlacionar con el aislamiento de
Bacteroides en S. oerstedii (Clark et al., 1988). Debido a que no se encontraron Actinomyces ni
Eubacterium siguiendo el mismo protocolo de muestreo, es posible que no estén presentes en S.
oerstedii, aunque si se han aislado de otros monos de Costa Rica. Con respecto a Gemella, su habitat
natural no ha sido completamente establecido, sin embargo su aparicién en un 6% de las muestras, asi
como en la cavidad oral de otros monos (Gamboa-Coronado et al., 2004), podria sugerir que
constituye parte de la flora normal del tracto respiratorio superior de estos animales. Con una
frecuencia menor se aislé Propionibacterium (3%), género encontrado principalmente en derivados
lacteos y en la piel humana (Holt ef al., 2000).

El género de anaerobios més frecuente fue Clostridium (36% de las muestras), al igual que en
los monos congo y colorado (48%, Gamboa-Coronado ef al., 2004), aunque en otras especies de mono
ardilla se sefiala como constituyente de sélo el 0.5% de la flora subgingival (Beem et al., 1991). A
pesar de que en los humanos no se consideran flora indigena oral, los clostridios son habitantes
normales del suelo y todas las especies identificadas se han logrado aislar de suelos de Costa Rica con
frecuencias que van del 21% al 50% (Gamboa et al., 2005; Rodriguez et al., 1993), lo que explica la
posibilidad de que estas bacterias se ubiquen en la cavidad bucal de los monos, a partir de la ingesta de
alimentos y agua contaminados con esporas de clostridios. Sin embargo, su alta frecuencia sugiere
que este género podria ser verdaderamente parte de la flora normal de la boca de los monos.

Gran parte de las cepas bacterianas aisladas presentaron resistencia antimicrobiana ante varios
agentes quimioterapéuticos, donde sobresale la alta resistencia de los bacilos Gram negativos aerobios
y de los cocos Gram positivos. Para el primer grupo, un 90% de las cepas fue resistente a cefalotina,
mientras que un 89% a cefoxitina y un 69% a cefuroxima. Este resultado es similar al obtenido para
las cepas aisladas de otros monos de Costa Rica, donde la mayor resistencia dentro de las
cefalosporinas se presenté para la cefalotina, aunque en menor porcentaje (63%, Gamboa-Coronado et
al., 2004). La menor resistencia a la cefepima (12.7%) era de esperar, debido a que es una
cefalosporina de cuarta generacién, con el mayor espectro de actividad de las cefalosporinas
disponibles actualmente (Gomis et al., 1998). La cefepima es mas estable y menos afin ante las beta
lactamasas, por lo que el hallazgo de bacterias de la flora normal de los monos (particularmente cepas
de Enterobacter, tipicamente sensibles) (Gomis et al., 1998) resistentes a esta droga es preocupante,
dado que su uso es muy limitado al ambiente hospitalario.

Por su parte, el 65% de las cepas de bacilos Gram negativos present6 resistencia a
amoxicilina, similar a las cepas de los monos congo y colorado (71%, Gamboa-Coronado et al., 2004).
Dicho resultado correlaciona con el hecho de que la amoxicilina es uno de los antibidticos mas
empleados en el sistema de salud del pais, debido a su bajo precio y su amplio espectro.

Los resultados muestran una importante resistencia de los bacilos Gram negativos ante los
aminoglicésidos: tobramicina (52%), gentamicina (32%), netilmicina (28%) y amikacina (25%); la

menor resistencia a la amikacina puede explicarse debido a que por diferencias estructurales, este



antibiético no es inactivado por las enzimas intracelulares comunes que inactivan gentamicina y
tobramicina (Gonzélez y Spencer, 1998). A pesar de esto, la resistencia es mayor en las cepas aisladas
del mono titi, si se le compara con los patrones de otros monos de Costa Rica, donde dichos
antimicrobianos fueron efectivos contra todos los bacilos Gram negativos aislados (Gamboa-Coronado
et al., 2004).

La resistencia de bacilos Gram negativos aerobios aislados de animales ha sido descrita
previamente; estudios han demostrado la presencia de cepas de Escherichia coli en mandriles salvajes
con niveles de resistencia menores que los presentados por cepas provenientes de humanos
contemporaneos, pero similares a los de cepas obtenidas en la era previa a los antibiéticos (Routman et
al., 1985). Por otro lado, se ha encontrado que bacterias entéricas aisladas de mandriles en contacto
con el ser humano presentan niveles significativamente mayores de resistencia, en comparacién con
las cepas de mandriles sin contacto con ¢l hombre (Rolland ef al., 1985); ambos hallazgos favorecen
la hipétesis de que el amplio uso de antimicrobianos por parte del ser humano ha promovido la
distribuci6n de los genes de resistencia entre las bacterias.

Los cocos Gram positivos aerobios, correspondientes todos al género Staphylococcus,
presentaron una multirresistencia importante ante los antibiéticos evaluados. Las tres cepas fueron
resistentes a 9 de las 15 concentraciones de antimicrobianos probadas (60%): penicilina, cefalotina,
ampicilina + sulbactam, eritromicina, clindamicina, nitrofurantoina, rifampicina, vancomicina y
teicoplanina. Estos resultados son alarmantes si se comparan con los obtenidos para los monos congo
y colorado de Costa Rica, donde el 67% de los antibidticos fueron efectivos contra las 21 cepas de
cocos Gram positivos aislados (Gamboa-Coronado et al., 2004). La resistencia creciente a antibidticos
por parte de los estafilococos se conoce desde hace varios afios. La vancomicina todavia se considera
como el mejor antimicrobiano disponible para el tratamiento de infecciones por estafilococos
resistentes a las penicilinas que no son inhibidas por las penicilinasas; sin embargo, ya se reporta una
resistencia incipiente a este firmaco por parte de los estafilococos (Nodarse, 2001), como se observa
en este estudio (todas las cepas resistentes) y en caso de aumentar representaria una verdadera
catastrofe en la quimioterapia.

La resistencia antibacteriana que presentaron las bacterias anaerobias fue considerablemente
menor con respecto a la de las otras bacterias. El mayor porcentaje de resistencia se present6 ante
metronidazole (35%), al igual que ocurrié en otros monos del pais (49%, Gamboa-Coronado et al.,
2004). Ademis de presentar excelente actividad ante Bacteroides fragilis, Fusobacterium sp. y
Clostridium perfringens (Chow, 2000), este agente es utilizado también para el tratamiento de
infecciones por protozoarios, por lo que su difundida aplicacién ha favorecido la aparicién de cepas
resistentes aisladas de animales y del ser humano (Diniz et al., 2000). La resistencia se present6 en el
52.4% de los anaerobios Gram positivos y abarcé todos los géneros, mientras que la droga fue efectiva
contra todos los Gram negativos; este hallazgo es similar al 3% de resistencia en Gram negativos y el

53.6% en Gram positivos encontrado por Boyanova y colaboradores (2000) en aislamientos de



muestras clinicas, pero contrasta con el 44% de resistencia presentado por Gram negativos en €l caso
de los monos congo y colorado (Gamboa-Coronado et al., 2004).

La clindamicina es un antibiético muy util para el tratamiento de anaerobios y su amplio uso
favorece la aparicién de cepas resistentes, principalmente por la alteracién no enzimitica del sitio de
accién (Falagas y Siakavellas, 2000). Asi por ejemplo, se han observado recientemente porcentajes de
resistencia entre 5 y 15% para Bacteroides fragilis y entre 15 y 30% para otros miembros del grupo B.
Jfragilis, organismos para los cuales se ha considerado tipicamente este agente como una excelente
opcion de tratamiento (Lorber, 1995; Falagas y Siakavellas, 2000). En el presente estudio se obtuvo
un 23% de resistencia a clindamicina (29% en Gram positivos y 10% en Gram negativos) y es similar
al 28% mostrado por los anaerobios de otros monos de Costa Rica. Estos resultados son preocupantes,
si se consideraba que de los aislamientos clinicos, menos del 10% de los Gram negativos y el 19.6%
de los Gram positivos son resistentes (Engelkirk ef al., 1992).

De las cefalosporinas, la cefoxitina es probablemente la mas efectiva (Murdoch, 1998), lo que
concuerda con los hallazgos en el mono titi; sin embargo, hubo una mayor resistencia que la obtenida
para las cepas de los monos congo y colorado (Gamboa-Coronado et al., 2004).  Los informes
relacionados con el incremento continuo en la resistencia ante estas cefalosporinas por parte de
algunos grupos de anaerobios (Behra-Miellet et al., 2003) refuerza la importancia de la busqueda de
nuevas estrategias para combatirlos.

La resistencia de los anaerobios a las penicilinas fue de 19% para la penicilina y 16% para la
amoxicilina; sin embargo, como era de esperar de acuerdo con su mecanismo de accién, fue mayor en
Gram negativos (30% penicilina; 20% amoxicilina) que en Gram positivos (14% para ambos
antibidticos). La resistencia informada para las cepas de otros monos de Costa Rica es mayor para
penicilina (31%) y menor para amoxicilina (10%) (Gamboa-Coronado et al., 2004). Numerosos
estudios revelan un aumento creciente en la resistencia a penicilina por parte de varios grupos de
anaerobios: Clostridium, Bacteroides (Engelkirk et al., 1992) y Prevotella (Hecht, 1999), mientras que
otros como Propionibacterium, Peptostreptococcus y Gemella tienden a ser susceptibles (Murdoch,
1998; Hecht, 1999). En el caso de la ticarcilina se obtuvo una resistencia del 10%, mayor que la
descrita para los monos congo y colorado (2%, Gamboa-Coronado et al., 2004); sin embargo, la
susceptibilidad aument6 hasta el 100% al probar este antibidtico conjuntamente con acido clavulanico
como inhibidor de beta lactamasas.

Dentro de todos los grupos bacterianos estudiados se presenté multirresistencia,
principalmente en los bacilos Gram negativos aerobios y en los estafilococos, y en menor medida en
los anaerobios. Sobresale el hecho de que un 6% de los bacilos Gram negativos aerobios fueron
resistentes a 13 o mas de las 24 concentraciones de antibi6ticos evaluadas, mientras que las tres cepas
de Staphylococcus fueron resistentes a 10 o hasta 12 de los 15 agentes probados. En los anaerobios la
resistencia miltiple es apreciablemente menor, ya que 39% de las cepas fueron sensibles a las 16

concentraciones de antimicrobianos, mientras que solo el 26% mostré resistencia desde 3 hasta 7



agentes; sin embargo, dicho hallazgo no deja de ser alarmante, pues tradicionalmente se ha creido que
la resistencia multiple no es un problema comiin en anaerobios (Gamboa-Coronado et al. 2004).

Las sustancias antimicrobianas pueden estar presentes de manera natural en suelos, ya que
constituyen un mecanismo utilizado por los microorganismos en sus hébitat naturales; la resistencia
contra estos agentes juega un papel importante en la dinamica poblacional de estos ambientes
(Kiimmerer, 2004). Por otro lado existe la resistencia intrinseca hacia ciertos agentes, debido a la
fisiologia natural de algunos microorganismos (Kiimmerer, 2004). Estos factores permiten concluir
que no es de extrafiar la presencia de ciertos niveles de resistencia en los organismos aislados de la
cavidad oral de S. oerstedii; sin embargo, estos niveles son altos y similares a los encontrados en
poblaciones humanas, lo que sugiere la influencia de una presién selectiva generada por el uso
excesivo de antibiGticos. Millones de kilogramos de agentes antimicrobianos son usados cada afio en
la profilaxis y tratamiento de personas, animales y en agricultura, favoreciendo la generacién de
resistencia al eliminar cepas susceptibles y seleccionar las resistentes (Levy y Marshall, 2004).

Los ambientes naturales no estan libres de contaminacién con antibiéticos, se han encontrado
en efluentes de centros médicos, aguas municipales, tanques de aireacién, tanques de digestién
anaerobia, aguas superficiales, sedimentos y suelo (Kiimmerer, 2003 y 2004). Muchos de los
compuestos utilizados en medicina son sélo parcialmente metabolizados por los pacientes y son
descargados en los efluentes hospitalarios o en las aguas de desecho municipales si se utilizan en casa
(Kiimmerer, 2004), mismo destino que tienen muchos de los antibi6ticos descartados por vencimiento
(Kiimmerer, 2003; Hartmann et al., 1999). Asi, estos compuestos terminan en el ambiente,
principalmente en el compartimento acuoso, donde se encuentran cada vez con mayor frecuencia
(Levy y Marshall, 2004) y eventualmente podrian ingresar en la cadena alimentaria. Los
antimicrobianos son también utilizados para el tratamiento de enfermedades en criaderos de peces,
donde son adicionados directamente al agua (Kiimmerer, 2004), mientras que otros son utilizados con
fines veterinarios o como promotores de crecimiento, por lo que al ser excretados terminan siendo
redistribuidos como abono (Kiimmerer, 2003).

En Costa Rica actualmente los hospitales no cuentan con sistemas de tratamiento de aguas
residuales y el pais carece de la legislacién adecuada para la regulacién del uso de antibiéticos en
agricultura y ganaderia (Tzoc et al., 2002). Se cree que la exposicién de las bacterias a estas
concentraciones antimicrobianas subterapéuticas, incrementa la velocidad de seleccién de cepas
resistentes (Kiimmerer, 2003), lo que aunado a la transferencia de determinantes genéticos de
resistencia presentes en el ambiente, podria explicar en parte los patrones de resistencia encontrados
en los monos titi, aunque estos tengan poco contacto directo con el ser humano.

Este estudio contribuye al conocimiento y al mismo tiempo a la preservacién del mono titi,
animal en peligro de extincién, y muestra que pocas barreras son capaces de contener los genes de

resistencia y sus hospederos bacterianos en nuestro mundo estrechamente relacionado.
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Cuadro 1. Bacilos Gram negativos aerobios aislados de la cavidad oral de 33 monos
titi (Saimiri oerstedii) de Costa Rica.

Género Total de cepas Frecuencia de aislamiento(%)
n=100 n=33

Enterobacter 20 42

Burkholderia 19 27

Aeromonas 10 27

Serratia 18

Klebsiella 15

Citrobacter 12

Pseudomonas 12

Acinetobacter

Chryseomonas

Vibrio

Brevundimonas

Morganella

Pantoea

Ralstonia

Flavimonas

Agrobacter

Alcaligenes

Chromobacterium

Kluyvera

Leclercia

Ochrobacter

Pasteurella
Stenotrophomonas
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Cuadro 2. Bacterias anaerobias aisladas de la cavidad oral de 33 monos titi (Saimiri
oerstedii) de Costa Rica.

Género Total de cepas Frecuencia de aislamiento (%)
n=31 n=33
Clostridium 16 36
Fusobacterium 4 12
Bacteroides 2 3
Gemella 2 6
Peptostreptococcus 2 6
Prevotella 2 6
Veillonella 2 6
Propionibacterium 1 3




Cuadro 3. Multirresistencia de los bacilos Gram negativos y las bacterias anaerobias
aisladas de la cavidad oral de 33 monos titi (Saimiri oerstedii) de Costa Rica.

Grupo bacteriano Nimero de antibi6ticos Porce'n taje de cepas
resistentes (%)

16-19 3

13-15 3

10-12 13

Bacilos Gram negativos 7-9 21
4-6 37

1-3 21

0 2
5-7 16

. 34 10

Anaerobios %) 35

0 39
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Figura 1. Resistencia antimicrobiana de 100 bacilos Gram negativos aerobios aislados
de la cavidad oral de 33 monos titi (Saimiri oerstedii) de Costa Rica.
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Figura 2. Resistencia antimicrobiana de 31 bacterias anaerobias aisladas de la cavidad
oral de 33 monos titi (Saimiri oerstedii) de Costa Rica.



INFORME ACERCA DE ECTOPARASITOS DE MONOS DE COSTA RICA

Estudios realizados y publicados

Acaros

1-

Se llevaron a cabo estudios preliminares en 36 monos aulladores (Allouatta
palliata, Gray 1849) y 3 monos capuchinos (Cebus capucinus Linnaeus 1758).
En dos de los monos aulladores fueron encontrados acaros que
correspondieron a Listrocarpus alouattae Fain 1972 (Astigmata: Atopomelidae).

Referencia:

Troyo, A; Solano, M; Calderon-Arguedas, O; Chinchilla, M; Sanchez, R,
Gutiérrez-Espeleta, G. Fur mite, Listrocarpus allouattae Fain (Acari:
Atopomelidae), from Alouatta palliata Gray (Primates: Cebidae) in Costa Rica.
Internat. J. Acarol. 28: 251-255.2002.

Estudios realizados en material entomolégico colectado en monos capuchinos
(Cebus capucinus Linnaeus 1758) y monos ardilla (Saimiri oerstidii Reinhart
1872) de Ia Costa Pacifica Central permitieron la identificacion de dos especies
nuevas de acaros atopomélidos las cuales fueron descritas y denominadas
Listrocarpus capucinus sp. nov y L costaricensis sp. nov.

Referencia:

Troyo, A; Solano, M & Calder6n-Arguedas, O. Two new species of Listrocarpus
Fain (Acari: Atopomelidae) from Cebus capucinus Linnaeus and Saimiri
oerstedii Reinhardt (Primates: Cebidae) in Costa Rica. Systematic and Applied
Acarology Special Publications 18:1-8. 2004.

Manuscrito en preparacién
Listrocarpus:

Durante el periodo de vigencia del proyecto, se evaluaron 271 monos para la
evidenciacién de infestaciones por ectoparasitos. En 51 de ellos (18,8%) se
identificaron acaros de la familia Atopomelidae. Se observé una prevalencia de
acaros variable segtn la especia de mono, aunque cada especie de acaro se
asocio especificamente a una especie de mono. De 139 Alouatta palliata
evaluados, 31 presentaron Listrocarpus alouattae (22.3% infestacion). De 47



Cebus capucinus evaluados, 6 presentaron Listrocarpus capucinus (12.8% de
infestacion), de 38 Saimiri oerstedii evaluados, 14 presentaron Listrocarpus
costaricensis (36.8%). En ninguno de los 52 ejemplares de Ateles geofroyi se
observaron ectoparasitos. Resultados detallados de estos estudios seran

publicados en:

Troyo A, Solano ME, Calderon-Arguedas O, Chinchilla M, Sanchez R,
Gutiérrez-Espeleta G. Prevalence of fur mites (Acari: Atopomelidae) in New
World primates of Costa Rica. Manuscrito en preparacion.

Miasis

1- Se evalud la infestacién por Alouattamyia baeri (Diptera: Cuterebridae) en
monos aulladores Alouatta palliata (Primates: Cebidae) de cinco localidades de
la Costa Caribe de Costa Rica. 8 de 28 monos procedentes de localidades
diferentes mostraron lesiones miasicas tipicas por este diptero.

Referencia:

Calderén-Arguedas, O; Troyo, A; Solano, ME; Sanchez, R, Chinchilla, M;
Gutiérrez-Espeleta, G. Infeccién por larvas de Alouattamyia baeri (Diptera:
Cuterebridae) en monos aulladores, Aloutta palliata (Primates:Cebidae) de la
Costa Caribe de Costa Rica. Neotropical Primates 12 (1): 21-24. 2004.

Atentamente:

Olger Calder6n-Arguedas
Adriana Troyo

Mayra E. Solano



Bisqueda de anticuerpos contra virus Dengue y virus Influenza en monos silvestres de
Costa Rica
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Subproyecto de Proyecto inicial desarrollado en la Escuela de Biologia por el Dr. Gutiérrez:
Variacion genética del mono congo (Alouatta palliata), del mono colorado (Ateles geoffroyi),
del mono titi (Saimirii oerstedii) y del mono cara blanca (Cebus capucinus) de Costa Rica:
implicaciones para la conservacion de estas especies.

El objetivo general del estudio inicial era caracterizar la variacién genética de las cuatro especies
de primates de Costa Rica, usando loci de microsatélites (MS) y del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC).

Obijetivos especificos del proyecto inicial:

1- Conocer la variabilidad genética de las especies de primates de Costa Rica.

2. Aumentar el conocimiento sobre la distribucién de las especies de Costa Rica.

3- Disefiar un esquema de manejo que asegure la preservacion de la variacién genética y la
conservacion de estas especies.

Este proyecto se apoya fundamentalmente en la coleccion de muestras que se ha logrado
almacenar en la Escuela de Biologia bajo la coordinacién del Dr. Gutiérrez.

Para complementar los objetivos del proyecto inicial, especialmente el objetivo especifico 3,
se propusieron otros subproyectos que se enfocaron en el estudio clinico y microbiologico de
los animals capturados.

Entre los estudios microbiologicos, ya desarrollamos anteriormente el proyecto N. 801 A2
038 “Biisqueda de retrovirus en primates silvestres de Costa Rica”. Con los recursos y
metodologia (PCR con imprimadores de amplio reconocimiento) empleados no se logro
detectar ningun retrovirus en la sangre de estos monos.

Inicialmente, este proyecto pretendia detectar infecciones por Dengue € Influenza en monos
silvestres, debido a los recursos limitados, a la colaboracién del Dr. Michael, quien ha hecho
estudios similares con Flavivirus y a que se cuenta también con experiencia y algunos
reactivos para Influenza en el Laboratorio de Virologia de la Facultad de Microbiologia.

Ademas de los virus originalmente propuestos (Dengue e Influenza), se logré incluir en el
estudio otros virus como:

Hepatitis A y B gracias a la colaboracion de la Dra. Flor Pujol, del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC).

Hepatitis C, gracias a la colaboracién de las Dras. Lizeth Taylor y Kirsten Visona del
International Center for Medical Research and Training (ICMRT).



Varios otros Flavivirus: Fiebre Amarilla (YFV), Virus del Oeste del Nilo (WNYV), Virus
de Encefalitis de Sant Louis (SLEV), gracias a la colaboracién del Dr. Scott Michael del
Department of Biological Sciences, Florida Gulf Coast University

Virus Polio, Influenza B, determinados también en el Laboratorio de Virologia de la
facultad de Microbiologia UCR.

Objetivos

Optimizacién método serologico para Dengue 100%
Meta: Probar al menos 50 muestras 98%
Optimizacién método serolégico para Influenza A 100%
Meta: Probar al menos 50 muestras 100%
Materiales y Métodos

Sueros de monos. Los sueros fueron extraidos por centrifugacion de sangre total de las 4
especies de monos existentes en Costa Rica. Se tienen muestras de mas de 200 animales.

Nombre cientifico Nombre en inglés

Saimiri oerstedii Red-backed squirrel monkey
Cebus capuchinus ~ White-faced capuchin

Alouatta palhiata Mantled howler monkey

Ateles geoffroyi Central American spider monkey

Serologia.

Hepatitis A, B y C fue llevada a cabo por ELISA.

YFV, SLEV, WNV se evaluaron por Neutralizacion de la Infeccién (Microneuts).
Para Dengue se utilizé un ELISA Panbio (para los 4 tipos de virus)

Polio se evalué con el método de neutralizacion del efecto citopatico.

Influenza A y B se hicieron por Inhibicion de la hemaglutinacion

Resultados

No se han detectado sueros positivos para Hepatitis B (98 muestras) ni para Hepatitis C (30
muestras).

Las pruebas para YFV, SLEV y WNV (49 muestras) por Neutralizacion de la Infeccion
(Microneuts) también resultaron negativos.

Se detectaron 2 sueros positivos para Polio (124 muestras) mediante el método de
neutralizacion del efecto citopatico.

Se detectaron 8 sueros positivos para Dengue (49 muestras) mediante el metodo ELISA
(Panbio)



En la confirmacién de los resultados de Dengue se detectaron 2 muestras positivas para YFV
esta vez con el método “Plaque Reduction Neutralization Tests” (PRNTSs). YFV y Dengue
son virus que dan reacciones cruzadas por ser Flavivirus. Las 8 muestras seran evaluadas
nuevamente.

Las pruebas para Influenza A (Influenza animal) dieron una alta positividad, de 50 sueros
solo 3 resultaron negativos, el resto resultd positivo con diferentes intensidades.

Las pruebas para Influenza B, que se considera un virus que afecta mas a humanos, dieron
también una alta positividad, 97 positivos de 99 probados.

La seleccion de la muestras ha dependido fundamentalmente de la disponibilidad de suero,
que en el caso de los monos capuchinos es muy €scaso.

Queda por analizar el origen geografico de los monos, de poco o mucho contacto con
humanos, endemicidad de enfermedades como Dengue y si las diferentes especies se asocian
a diferentes virus o no.

Se prepara una publicacion solo para reportar los hallazgos con Dengue, se espera publicar

una mas general con los hallazgos virolégicos y eventualmente participar también en las
publicaciones generales del proyecto.

Resultados serolégicos

Virus # de muestras # de muestras positivas
Retrovirus (Proy anterior ) 49 0
YFV__(por Microneuts) 49 0
SLEV_ (por Microneuts) 49 0
WNV__ (por Microneuts) 49 0
Hepatitis B 58 0
Hepatitis C 30 0
Hepatitis A 58 2
Polio 124 2
Dengue 49

YFV (por PRNTSs) 8 2%
Influenza A 50 47
Influenza B 99 97

e Resultados por confirmar (possible reaccién cruzada con Dengue)

Este trabajo ha permitido tener resultados preliminaries interesantes, agrupar un grupo de
investigadores de diferentes unidades de la UCR y atraer colaboracion de investigadores

extranjeros para formular otras propuestas de investigacion para continuar con lose estudios



virolbgicos. Se han presentado propuestas a la Florida, Ice & Farm y a la Vicerrectoria de

Investigacion.

Durante el desarrollo del la investigacion nos enfrentamos a otros problemas como:

-Atrasos en la entrega de los reactivos comprados,

-Problemas con el cultivo celular para los ensayos de Dengue

-Cambio de institucién de colaborador en US (ensayos para Dengue).

-Disponibilidad de anticuerpos anti Dengue (1,2,3 y 4) en empresas distribuidoras para Costa
Rica.

-La Lic. Fabiola Rodriguez, estudiante de maestria, quién se encargaria de llevar a cabo el
estudio de Influenza, renunci6 a la Universidad.

Sin embargo, se cumplié con los objetivos propuestos y se lograron otros objetivos
adicionales.



Informe final de actividades realizadas en el Departamento de Analisis
Clinicos para proyecto de Investigacion

Titulo del proyecto
Determinacién de agentes infecciosos en simios de Costa Rica de los géneros
Alouatta, Ateles, Cebus, etc.

Cédigo del proyecto: 803-A1-745
Investigadores participantes como asociados:

1. Karl Schosinsky Nevermann, Ph.D. cédula: 1304092
2. Manuel Jiménez Diaz, Ph.D. cédula 1584289

En la actualidad, los compuestos organofosforados y carbamatos son los
pesticidas mas ampliamente usados en control de plagas tanto a nivel agricola
como doméstico (Marquis,1986). EIl principal modo de accion de estos
compuestos es la inhibicion de las colinesterasas y por lo tanto causan la
muerte por sobreestimulacién colinérgica (Marquis, 1986). La determinacion de
las actividades de las colinesterasas es de utilidad para evaluar la exposicion a
organofosforados o carbamatos. La determinacion de colinesterasas en sangre
es relativamente facil de realizar y correlaciona con los niveles de esta enzima
en tejido nervioso.

Aunque los organofosforados y carbamatos se degradan en forma mas rapida
que los organoclorados, se han reportado intoxicaciones de animales salvajes
después de la aplicacion de estos pesticidas; asimismo pueden ocasionar
disminuciones importantes en la actividad enzimatica por exposicion constante
a ellos (White et al., 1979; Zinkl et al., 1979; Henny et al., 1985).

Se realizaron las determinaciones de colinesterasas en los monos para evaluar
en que medida los mismos estan expuestos a estos compuestos inhibidores de
tales enzimas y para poder iniciar con la determinacién de los valores de
referencia de colinesterasas en las distintas especies de primates en Costa
Rica.

Actividades realizadas:

Durante la duracién del proyecto en el Departamento de Analisis Clinicos de la
Facultad de Microbiologia se recibieron un total de 200 muestras de sangre de
monos, divididas en 97 sangres de Alouatfa palliata (congo), 28 de Saimiri
oerstedii (titi), 37 de Ateles geoffroyi (mono arafia o colorado) y 38 de Cebus
capucinus (carablanca o capuchino).

A todas las muestras se le realizaron analisis de colinesterasas (plasmatica y
eritrocitica) y hemoglobina para correccion de la colinesterasa eritrocitica;
ademas a algunas de ellas, cuando el volumen de muestra y el grado de
hemolisis lo permitieron se les hicieron otras determinaciones bioquimicas
(proteinas totales, albimina, colesterol, triglicéridos, urea y creatinina).

Procedimientos para la determinaciones de las colinesterasas:
Para la determinacion de ambos tipos de colinesterasas se emplearon

reactivos de la casa Biotec Int.



Colinesterasa sérica: mezclar 5 uL de plasma en 1,0 ml de reactivo de color,
agregar 50 uL de sustrato y obtener el cambio de Abs/minuto a una longitud
de onda de 450 nm. Para calcular la actividad enzimatica de la colinesterasa
plasmatica, multiplicar el promedio del Abs/min por 29500.

Colinesterasa eritrocitica: colocar 2,5 uL de sangre total en 1 ml de reactivo de
color, agregar 50 uL de sustrato y obtener el cambio de absorbancia por
minuto a una longitud de onda de 460 nm. Para calcular la actividad enzimatica
de la colinesterasa eritrocitica, multiplicar el promedio del Abs/min por 82600.
Otras determinaciones bioquimicas se realizaron en el analizador automatizado
ACE de la casa Alfa-Wasserman.

Las comparaciones estadisticas se realizaron empleando la prueba de Mann
Whitney para comparacion de medianas (prueba no paramétrica).

Resultados:

1. Resultados con muestras de monos A.palliata (congo)

En total se recibieron en condiciones adecuadas de procesamiento 97
muestras de monos congo; de estas 54 fueron de machos y 43 hembras de
diferentes zonas del pais.

1a. Comparacién de valores colinesterasa plasmatica en machos y
hembras:

Con el fin de determinar si se observan diferencias significativas en los valores
de colinesterasa plasmatica entre machos y hembras, en la figura 1 se
presenta la comparacion realizada entre los valores de colinesterasa
plasmatica en machos y hembras de monos A. palliata.

Figura 1. Comparacién valores colinesterasa plasmatica
machos y hembras de A. palliata.
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En este caso Unicamente se toman en cuenta los tres sitios para los cuales se
obtuvo el mayor nimero de individuos (Chomes, Cahuita y Palo Verde). En el
caso de Chomes y Palo Verde, no se observa diferencia significativa entre
machos y hembras (p = 0,730 y 0,073 respectivamente), por lo que se pueden
agrupar. En el caso de Cahuita los machos tienden a presentar valores
ligeramente mas bajos (p = 0,039), que las hembras. Asimismo los valores de
los machos y hembras de Cahuita son significativamente mas bajos que los de
los otros dos sitios.
b. Valores de colinesterasa plasmética en los diferentes sitios:



En la figura 2 se presentan los valores de colinesterasa plasmatica observados
en los diferentes lugares de los cuales se recibieron muestras.

No tuvimos acceso a datos de colinesterasas en monos salvajes o cautivos
para poder hacer una comparacién, sin embargo, sabemos que los niveles de
colinesterasa plasmatica en humanos se encuentran entre 4000 y 10500 ULy
sus niveles decrecen por malnutricién, problemas hepaticos severos y por
exposicion a plaguicidas inhibidores de las mismas (organofosforados y
carbamatos). De manera que es logico pensar que los valores mas altos son
los mas indicativos de los niveles de referencia.

Figura 2. Valores de colinesterasa plasmética en monos A. pallliata
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Es asi como los valores observados en Chomes serian los mas representativos
de los valores esperados en monos A. palliata: el valor minimo observado en
este grupo fue de 1266 U/L y el maximo fue de 3072 U/L; el promedio fue de
1868 U/L con una desviacion estandar fue de 615 U/L.

Los valores de los demés sitios fueron significativamente inferiores indicando
que en estos lugares, por alguna razén las poblaciones de monos estan
presentando valores de colinesterasa plasmatica méas bajos que en los tres
sitios ya mencionados. Es importante llamar la atencion de los resultados de
Cahuita y Pital, en los cuales se observan valores sumamente bajos.

En Cahuita de los 28 monos, Gnicamente 5 (18%) presentaron valores iguales
o superiores a 900 U/L, mientras que el 82 % (23) presentaron actividades de
colinesterasa plasmatica menores a este valor; el promedio en este grupo fue
de 737 UL y la desviacién estandar de 235 U/L.

En Pital los cuatro individuos presentaron valores menores a 800 U/L (378,
408, 550 y 699 U/L).

c. Valores de colinesterasa eritrocitica en machos y hembras de A.
palliata

Con el fin de determinar si se observan diferencias significativas en los valores
de colinesterasa eritrocitica entre machos y hembras, en la figura 3 se presenta
la comparacion realizada entre los valores de dicha colinesterasa en machos y
hembras de monos A. palliata.



Figura 3. Comparacién valores colinesterasa eritrocitica
machos y hembras de A. palliata.

4
25
} s

3l B
7
s 4

| I R T

i i
De nuevo, en este caso Unicamente se toman en cuenta los tres sitios para los
cuales se obtuvo el mayor nimero de individuos (Chomes, Cahuita y Palo
Verde). Al comparar las medianas de los resultados obtenidos para machos y
hembras no se observa diferencia significativa (0,285 para Chomes, 0,730 para
Cahuita y 0,683 para Palo Verde), por lo que se pueden agrupar los datos de
colinesterasa eritrocitica sin importar el sexo.

En este caso se observa que los valores de los monos de Cahuita y Palo Verde
son significativamente mas bajos que los de Chomes (p < 0,0001).

Colinesterasa eritrocitica U/L/gHb

d. Valores de colinesterasa eritrocitica en los diferentes sitios:

En la figura 4 se presentan los valores de colinesterasa eritrocitica observados
en los diferentes lugares de los cuales se recibieron muestras.

Como en el caso de colinesterasa plasmatica, no se tuvo acceso a datos de
colinesterasas en monos salvajes o cautivos para poder hacer una
comparacién, sin embargo, sabemos que los niveles de colinesterasa
eritrocitica en humanos se encuentran entre 27 y 42 U/gHb y sus niveles
disminuyen basicamente por exposicion a plaguicidas organofosforados y
carbamatos. Por esta razén es de esperar que los valores mas altos son los

mas indicativos de los niveles de referencia

Figura 4. Valores de colinesterasa eritrocitica corregida por Hb
en monos A. pallliata
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De nuevo siguiendo este razonamiento se considera que los valores
observados en Chomes serian los mas representativos de los valores
esperados en monos A. palliata: el valor minimo observado en este grupo fue
de 13,0 U/gHb y el maximo fue de 27,9 U/gHb ; el promedio fue de 19,1 U/gHb
con una desviacion estandar de 4,65 U/gHb.

Al comparar las medianas de los demas sitios con Chomes, se observé que
Unicamente los valores de Manuel Antonio (4 individuos) no son
significativamente mas bajos (p = 0,261), en todos los otros lugares se
obtuvieron valores significativamente mas bajos que en Chomes; indicando que
en estos lugares, por alguna razén las poblaciones de monos estan
presentando también valores de colinesterasa eritrocitica mas bajos que en
Chomes y Manuel Antonio. De nuevo sobresale Cahuita con valores
sumamente bajos y en este caso también Pavones.

En Cahuita de los 28 monos, Unicamente 4 (14%) presentaron valores iguales
o superiores a 13 U/gHb, mientras que el 86 % (25) presentaron actividades de
colinesterasa plasmatica menores a este valor; el promedio en este grupo fue
de 10,3 U/gHb y la desviacion estandar de 2,5 U/gHb.

En Pavones los seis individuos presentaron valores menores a 13 U/gHb (entre
7,9y 10,7 U/gHDb).

e. Valores de hemoglobina en monos A.palliata.

En la figura 5 se presentan una comparacion de los valores de hemoglobina
observados en machos y hembras de monos congo.

Puede observarse que los valores de hemoglobina en hembras tienden a ser
mas bajos que en machos. En el caso de Chomes y Cahuita la diferencia entre
sexos no es significativa (p = 0,902 y 0,061 respectivamente). Sin embargo en
Palo Verde la diferencia si es significativa (p = 0,017). Las resultados de las
muestras de los otros sitios se agruparon (“Resto”) y aunque se observa de
nuevo la tendencia de los valores a ser ligeramente menores en las hembras,
la diferencia no es significativa (p = 0,197).

No se observaron diferencias significativas entre los machos de los diferentes
sitios (p >0,05), sin embargo los valores observados en las hembras en Cahuita
y Palo Verde son significativamente mas bajos que los de Chomes y los del

resto.

Figura 5. Valores de hemoglobina en machos y hembras
de A. palliata.
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Al agrupar los valores de todos los machos (n = 54);, se observé un valor
minimo de 9,2 y uno maximo de 14,5 g/dL, la mediana fue de 11,45 g/dL y una
media geométrica de 11,54 g/dL; en este grupo el promedio fue de 11,58 y la
desviacién estandar de 1,0 g/dL; para los machos se puede decir que los
valores de referencia van de 9,7 a 14,4 g/dL (percentiles 2,5 y 97,5).

Al agrupar los valores de las hembras del “Resto” y Chomes (dejando por fuera
a Cahuita y Palo Verde), se obtuvieron 20 datos; en este grupo se observé un
valor minimo de 9,8 y uno maximo de 13,9 g/dL, la mediana fue de 11,25 g/dLy
una media geométrica de 11,43 g/dL; en este grupo el promedio fue de 11,47y
la desviacion estandar de 0,91 g/dL; para las hembras; con estos pocos datos;
se puede decir que los valores de referencia van de 9,8 a 13,9 g/dL (percentiles
2,5y 97,5), es decir similares a los de los machos.

El grupo de hembras de Cahuita present6 valores entre 8,5 y 11,9 para un
promedio de 10,4 y una desviacion estandar de 1,01 g/dL.

En el caso de Palo Verde el grupo de 6 hembras tuvo valores entre 8,7 y 10,7
g/dL; el promedio fue de 9,6 y la desviacién estandar de 0,87 g/dL.

Cabe sefialar que una hembra de Manuel Antonio presenté un valor de
hemoglobina de 7,7 g/dL; claramente muy por debajo de lo observado en ofras
hembras por lo que no se incluyé en las comparaciones.

e. Valores de proteinas totales en monos A.palliata.

A 48 muestras de monos congo se les pudo realizar el andlisis de proteinas
totales, 25 fueron de machos y 23 de hembras. En la figura 6 se presentan una
comparacién de los valores de proteinas totales observados en este grupo de
monos.

Puede observarse que los valores de proteinas totales en machos y hembras
son similares, no encontrandose diferencia significativa entre sexos en las
diferentes zonas, por lo que se pueden agrupar los valores.

Figura 6. Comparacién valores de proteinas totales en machos y
hembras de monos congo.
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totales en las diferentes zonas.
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Figura 7. Valores de proteinas totales en monos congo en
las diferentes zonas
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En este caso se puede observar que Unicamente los monos de Chomes

presentan valores ligeramente inferiores a los de las otras zonas.

El agrupamiento de los valores de las zonas restantes produjo un grupo de 39

datos; el valor minimo observado fue de 4,8 g/dL y el méaximo de 8,4 g/dL; la

mediana fue de 7,2 g/dL y una media geométrica de 7,0 g/dL; en este grupo el

promedio fue de 7,04 y la desviacion estandar de 0,80 g/dL. Con estos datos,

los valores de referencia van de 4,8 a 8,3 g/dL (percentiles 2,5 y 97,5).

Por otra parte, los valores de los monos de Chomes son significativamente mas

bajos (p<0,0001) que los del resto. En este grupo (n=9) el valor minimo fue de

3,3 y el maximo de 6,7 g/dL, con un promedio de 4,7 y una desviacién estandar

de 1,3 g/dL.

101

Proteinas Totales g/dL.
-

f. Valores de albamina en monos A.palliata.

A las mismas 48 muestras de monos congo se les realiz6 el andlisis de
albumina sérica. Como en el caso de las proteinas totales se observo que los
valores de albumina en machos y hembras son similares, no encontrandose
diferencia significativa entre sexos en las diferentes zonas, por lo que se
pueden agrupar. En la figura 8 se presenta una comparacién de los valores de
albimina observados en este grupo de monos en las diferentes zonas.

Figura 8. Valores de albimina en monos congo en
las diferentes zonas
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También en este caso unicamente los monos de Chomes presentan valores
ligeramente inferiores a los de las otras zonas.

El agrupamiento de los valores de las zonas restantes produjo un grupo de 39
datos; el valor minimo observado fue de 2,8 g/dL y el maximo de 5,05 g/dL; la
mediana fue de 4,0 g/dL y una media geométrica de 3,90 g/dL; en este grupo el
promedio fue de 3,9 y la desviacion estandar de 0,52 g/dL. Con estos datos,
los valores de referencia van de 2,8 a 5,0 g/dL (percentiles 2,5 y 97,5).

Por otra parte, los valores de los monos de Chomes son significativamente mas
bajos (p= 0,004) que los del resto. En este grupo (n=9) el valor minimo fue de
2,0 y el maximo de 4,2 g/dL, con un promedio de 2,9 y una desviacion estandar
de 0,83 g/dL.

g. Valores de Colesterol en monos congo.

A 52 muestras de monos congo se les realiz6 el andlisis de colesterol total; 29
fueron de machos y 23 de hembras. En la figura 9 se presentan una
comparacion de los valores de colesterol observados en machos y hembras de
este grupo de monos.

Puede notarse que los valores de colesterol en machos y hembras son
similares, no encontrandose diferencia significativa entre sexos en la mayoria
de las diferentes zonas, por lo que se pueden agrupar los valores de ambos
sexos. En Cahuita los valores de colesterol de las hembras son ligeramente
mas alto que los de los machos (p = 0,0274), sin embargo son similares a los
de otras zonas. Ademas, en Chomes los valores de colesterol son mas bajos

que en el resto de zonas; tanto en machos como hembras.

Figura 9. Comparacién valores de Colesterol en machos y
hembras de monos congo.
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En la figura 10 se presenta una comparacion de los valores de colesterol
observados en este grupo de monos en las diferentes zonas.

Aparte de Chomes que presenta los valores mas bajos, llaman la atencién los
valores de los monos de Sarapiqui y San Lucas por ser significativamente mas
elevados que el resto de zonas.



Figura 10. Valores de colesterol total en monos A. pallliata de

las diferentes zonas.
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Al agrupar los valores de las zonas con valores semejantes, se obtuvo un
grupo de 34 datos; el valor minimo observado fue de 36 mg/dL y el maximo de
141 mg/dL; la mediana fue de 79 mg/dL y una media geométrica de 74 mg/dL,;
en este grupo el promedio fue de 77 y la desviacion estandar de 24 mg/dL.
Con estos datos, los percentiles 2,5 y 97,5 corresponden a 36 y 141 mg/dL.

Por su parte, los valores de los monos de Chomes son significativamente mas
bajos (p= 0,0003) que los del resto. En este grupo (n=9) el valor minimo fue de
22 y el maximo de 67 mg/dL, con un promedio de 39 y una desviacién estandar
de 14 mg/dL.

Por otro lado, los valores observados en monos de de San Lucas y Sarapiqui
no presentan diferencia significativa entre si, pero son estadisticamente mas
altos que los del resto de zonas (p <0.0001). En este grupo de valores (n = 10)
el valor minimo y el maximo corresponden a 106 y 219 mg/dL respectivamente;
el promedio fue de 146 y la desviacion estandar de 35 mg/dL.

g. Valores de triglicéridos en monos congo.

A 52 muestras de monos congo se les realizo el analisis de triglicéridos; 29
fueron de machos y 23 de hembras. En la figura 9 se presentan una
comparacion de los valores de triglicéridos observados en machos y hembras
de este grupo de monos.

Puede notarse que los valores de triglicéridos en machos y hembras son
similares, no encontrandose diferencia significativa entre sexos por lo que se
pueden agrupar los valores de ambos sexos. Como en el caso del colesterol
se observa que en Chomes los valores de triglicéridos son mas bajos que en
otras zonas, aunque Unicamente los valores de las hembras son
significativamente mas bajos que los de otras zonas (p = 0,048).



Figura 11. Comparacion valores de triglicéridos en machos y
hembras de monos congo.
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En la figura 12 se presenta una comparacion de los valores de triglicéridos
observados en las diferentes zonas y se nota un comportamiento similar al del
colesterol. Chomes presenta los valores mas bajos, y de nuevo los valores de
triglicéridos de los monos de Sarapiqui y San Lucas son significativamente mas

elevados que el resto de zonas.

Figura 12. Valores de triglicéridos en monos A. pallliata de
las diferentes zonas.
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Al agrupar los monos de las zonas con valores semejantes, se obtuvo un grupo
de 34 datos: el valor minimo observado fue de 31 mg/dL y el maximo de 136
mg/dL; la mediana fue de 71 mg/dL y una media geométrica de 68 mg/dL; en
este grupo el promedio fue de 73 y la desviacion estandar de 28 mg/dL. Con
estos datos, los percentiles 2,5 y 97,5 corresponden a 31y 136 mg/dL.

Por su parte, los valores de los monos de Chomes son significativamente mas
bajos (p= 0,0009) que los del resto. En este grupo (n=9) el valor minimo fue de
16 y el maximo de 68 mg/dL, con un promedio de 36 y una desviacion estandar
de 17 mg/dL.

Por otro lado, los valores observados en monos de de San Lucas y Sarapiqui
en forma similar al colesterol, no presentan diferencia significativa entre si, pero
son estadisticamente mas altos que los del resto de zonas (p <0.0001). En
este grupo de valores (n = 10) el valor minimo y el maximo corresponden a 106
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y 219 mg/dL respectivamente; el promedio fue de 144 y la desviacion estandar
de 36 mg/dL

h. Valores de creatinina sérica en monos congo.

Comparacién de valores creatinina sérica en machos y hembras:

Al comparar los valores observados entre machos y hembras, para determinar
si se presentan diferencias significativas en los valores entre ambos sexos no
se observé ninguna diferencia por lo que se pueden agrupar.

Valores de creatinina sérica en las diferentes zonas:

En la figura 13 se presentan los valores de creatinina sérica observados en los
diferentes lugares de los cuales se recibieron muestras.

En este caso, se observa que en los valores de la mayoria de las diferentes
zonas son semejantes, con excepcion de los valores de los monos de Chomes,
los cuales tienen valores significativamente (p < 0,0001) més bajos y los de
San Lucas cuyos valores son significativamente mas altos (p = 0,0009) que los

de otras zonas del pais.

Figura 13. Valores de creatinina sérica en monos A. pallliata de
las diferentes zonas.
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Al agrupar los monos de las zonas con valores semejantes, se obtuvo un grupo
de 35 datos; el valor minimo observado fue de 0,96 mg/dL y el maximo de 1,97
mg/dL; la mediana fue de 1,5 mg/dL y una media geométrica de 1,53 mg/dL; en
este grupo el promedio fue de 1,56 y la desviacion estandar de 0,28 mg/dL.
Con estos datos, los percentiles 2,5 y 97,5 corresponden a 0,96 y 1,97 mg/dL.
Por su parte, los valores de los monos de Chomes (n=9) mostraron un valor
minimo de 0,67 y el maximo de 1,56 mg/dL, con un promedio de 0,90 y una
desviacion estandar de 0,27 mg/dL.

Mientras que los valores de San Lucas variaron entre 1,9 y 2,4 mg/dL, con un

promedio de 2,2 y una desviacion estandar de 0,25 mg/dL.

i. Valores de urea sérica en monos congo.

Comparacién de valores urea sérica en machos y hembras:

Al comparar los valores observados entre machos y hembras, para determinar
si se presentan diferencias significativas en los valores entre ambos sexos no
se observé ninguna diferencia por lo que de nuevo se pueden agrupar.

11



Jj. Valores de urea sérica en las diferentes zonas:

En la figura 14 se presentan los valores de urea serica observados en los
monos congo, de diferentes lugares de los cuales se recibieron muestras.

En este caso, se observa un comportamiento similar a los valores de creatinina,
ya que en los valores de la mayoria de las diferentes zonas son semejantes,
con la excepcion de los valores de los monos de San Lucas, los cuales tienen
valores significativamente mas bajos que el resto (p = 0,0208) y de dos monos
de Manuel Antonio que también presentaron valores méas bajos que los de
otras zonas del pais.

Figura 14. Valores de urea sérica en monos A. palliata de
las diferentes zonas.

‘ 8
° 17
3

60

[ ] o

I |
g ,

20

.

ERERER

5

Al agrupar los monos de las zonas con valores semejantes, se obtuvo un grupo
de 43 datos; el valor minimo observado fue de 10 mg/dL y el maximo de 71
mg/dL; la mediana fue de 37 mg/dL y una media geométrica de 35 mg/dL; en
este grupo el promedio fue de 38 y la desviacion estandar de 15 mg/dL. Con
estos datos, los percentiles 2,5 y 97,5 corresponden a 10 y 68 mg/dL.

Por su parte, los valores de los monos de San Lucas (n=5) fueron: 10; 11; 15;
16 y 48 mg/dL. Mientras que los valores de Manuel Antonio fueron de 10 y 11
mg/dL.

2 Resultados con muestras de monos Cebus capucinus (carablanco)

En total se recibieron en condiciones adecuadas de procesamiento 38
muestras de monos capuchino; de estas 28 fueron de machos y 10 hembras de
diferentes zonas del pais, la mayoria (20) de Manuel Antonio.

2a. Comparaciéon de valores colinesterasa plasmatica en machos y
hembras:

Al comparar los valores observados entre machos y hembras, para determinar
si se presentan diferencias significativas en los valores de colinesterasa
plasmatica entre sexos no se observé ninguna diferencia por lo que se pueden
agrupar.

2 b. Valores de colinesterasa plasmética en los diferentes sitios:

En la figura 15 se presentan los valores de colinesterasa plasmatica
observados en los diferentes lugares de los cuales se recibieron muestras.
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En el caso de los monos Cebus, se observa que en los valores de las
diferentes zonas son semejantes, con excepcion de los valores de los monos
de Curq, los cuales tienen valores significativamente (p = 0,0087) mas altos
que los de otras zonas del pais.

Figura 15. Comparacién valores colinesterasa plasmética en monos
Cebus capucinus de diferentes zonas.
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De nuevo se pensaria que los valores observados en Curt al ser los mas altos
serian los mas representativos de los valores esperados en monos C.
capucinus: el valor minimo observado en este grupo (n=6) fue de 1374 U/L y el
méaximo fue de 2640 U/L; el promedio fue de 2000 U/L con una desviacion
estandar fue de 491 U/L.

Los valores de los demas sitios fueron significativamente inferiores indicando
que en estos lugares, las poblaciones de monos estan presentando valores de
colinesterasa plasmética mas bajos de lo esperado.

En Manuel Antonio de los 20 monos, 11 (55 %) presentaron valores menores a
1374 U/L, mientras que el 45 % (9) presentaron actividades de colinesterasa
plasmatica superiores a este valor; el promedio en este grupo fue de 1348 U/L
y la desviacion estandar de 373 U/L.

En Liberia el promedio fue de 1221 U/L; en Palo Verde de 1477 U/L y en
Sarapiqui se obtuvo un promedio de 1371 U/L.

Los valores agrupados de estos cuatro lugares presentan un valor minimo de
803 y maximo de 2067 U/L; una mediana de 1305 U/L; un promedio de 1355
U/L y una desviacion estandar de 377 U/L.

g

Palo Verde 1

2¢. Valores de colinesterasa eritrocitica en C. capucinus

Se compararon los valores de machos y hembras de monos carablanca y no se
observaron diferencias significativas por lo que se agruparon los valores de
ambos sexos.

En la figura 16 se muestra la comparacién de valores observados en las
diferentes zonas de las cuales se recibieron muestras. Las dos zonas de
valores mas altos fueron Cur y Sarapiqui, al agrupar los datos (n = 9) de estas
zonas se obtuvo un valor minimo de 30 U/gHb y un méximo de 39 U/gHb. La
mediana de este grupo fue de 32,6 U/gHb; la media geométrica de 33 U/gHb.
El promedio fue de 33,1 y la desviacion estandar de 3,0 U/gHb.

13



Figura 16. Comparacion valores colinesterasa eritrocitica en monos
Cebus capucinus de diferentes zonas.
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Los valores observados en Palo Verde son significativamente mas bajos que
los de Curt y Sarapiqui (p = 0,002); en esta zona el minimo fue de 27,6 U/gHb
y el maximo de 30,2 U/gHb. EIl promedio fue de 28,6 y la desviacion estandar
de 1,0 U/gHb.

Por su parte en Liberia, aunque la diferencia no es significativa en relacion a
Curu y Sarapiqui (p = 0,0503); se observaron datos también bajos; los valores
variaron entre 25,7 y 31,2 U/gHb, con un promedio de 28,9 y una desviacion
estandar de 2,5 U/gHb.

En Manuel Antonio aunque la diferencia no es significativa en relacién a Cura y
Sarapiqui, se observaron 8 (40 %) valores por debajo de 30 U/gHb. En este
grupo la actividad de colinesterasa eritrocitica varié entre 26 y 37 U/gHb
con un promedio de 31,2 con una desviacion estandar de 3,7 U/gHb.

2d. Otros anélisis bioquimicos en monos Cebus.
Se realiz6 el analisis de hemoglobina en los 38 monos, no se observo
diferencia significativa entre sexos, ni tampoco entre las diferentes zonas. En
el grupo de valores el minimo fue de 10,1y el maximo de 15,7 g/dL; la mediana
fue de 13 g/dL, la media geométrica fue de 12,8 g/dL; el promedio del grupo fue
de 12,9 y la desviacion estandar de 1,7 g/dL.
De las muestras recibidas Gnicamente a cinco se les pudo realizar otros tipos
de analisis. Las cinco muestras fueron de monos de Curd, las cuales
presentaron valores de:
« proteinas totales entre 7,8 y 11,3 g/dL (promedio 8,9 y desviacion
estandar de 1,5 g/dL)
= albumina entre 3,5 y 4,9 g/dL (promedio 4,2 y desviacién estandar de
0,62 g/dL)
= colesterol entre 173 y 229 mg/dL (promedio 198 y desviacion estandar
de 23 mg/dL)
» triglicéridos entre 34 y 95 mg/dL (promedio 55 y desviacion estandar
de 24 mg/dL)
« creatinina sérica entre 0,89 y 1,25 mg/dL (promedio 1,0 y desviacion
estandar de 0,14 mg/dL)
= urea sérica entre 23 y 35 mg/dL (promedio 26,5 y desviacién estandar
de 5 mg/dL).

14



3 Resultados con muestras de monos Saimiri oerstedii (titi)

En total se recibieron en condiciones adecuadas de procesamiento 27
muestras de monos titi; de estas fueron 21 de machos y 6 hembras de varias
zonas del pais, la mayoria (20 muestras) de Manuel Antonio: 18 machos y 2
hembras; 2 de Lapa Rios (1 hembra y 1 macho) y 5 de Golfito (3 hembras y 2
machos).

3a. Comparacién de valores colinesterasa plasméatica en machos y
hembras:

Al comparar los valores observados entre machos y hembras, para determinar
si se presentan diferencias significativas en los valores de colinesterasa
plasmatica entre sexos en los monos titi, se observé (figura 17) que los valores
de las hembras analizadas son mas bajos que los valores de los machos (p =
0,022).

Figura 17. Comparacion valores colinesterasa plasmatica entre
machos y hembras de S. oerstedi (titi).
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Los datos de los machos variaron entre 528 y 2010 U/L; la mediana en este
grupo fue de 1280 U/L. El promedio fue de 1300 y una desviacion estandar de
400 U/L. Tres de los machos presentaron valores mucho més bajos en
relacién a los otros (528, 583 y 586 U/L), si se eliminan estos datos como
posibles outliers los valores del promedio y desviacion estandar son 1400 y 280
U/L, respectivamente.

Los valores observados en las hembras fueron: 598, 782, 830, 896, 952 y 1140
UIL, para un promedio de 866 y una desviacion estandar de 180 U/L.

3 b. Valores de colinesterasa plasmética en los diferentes sitios:

En la figura 18 se presentan los valores de colinesterasa plasmatica
observados en los diferentes lugares de los cuales se recibieron muestras.
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Figura 18 Colinesterasa plasmatica en monos titf de diferentes zonas
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En el caso de los monos Saimiri, se observa que, aunque la diferencia en
valores entre las diferentes zonas no es significativa (p>0.005), los valores en

Lapa Rios tienden a ser mas altos que en las otras zonas. Mientras en Golfito
se observan valores mas bajos.

Colinesterasa plasmatica U/L

LAPA RIOS

3c. Valores de colinesterasa eritrocitica en monos Titi

Se compararon los valores de colinesterasa eritrocitica en machos y hembras
de monos titi y no se observaron diferencias significativas por lo que se
agruparon los valores de ambos sexos.

En la figura 19 se muestra la comparacion de valores observados en las
diferentes zonas de las cuales se recibieron muestras. En este caso los
valores de los diferentes sitios son semejantes y no se observaron diferencias
significativas entre zonas. Al agrupar los datos (n = 27) de estas zonas se
obtuvo un valor minimo de 11,60 U/gHb y un maximo de 27 U/gHb. La
mediana de este grupo fue de 16,4 U/gHb; la media geométrica de 16,8 U/gHb.
El promedio fue de 17,1 y la desviacion estandar de 3,4 U/gHb.

Figura 19. Colinesterasa eritrocitica en monos S. oerstedii (titi)
de diferentes zonas.
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3d. Valores de hemoglobina en monos Saimiri.
En la figura 20 se presentan una comparacion de los valores de hemoglobina
observados en machos y hembras de monos titi.

16



Puede observarse que los valores de hemoglobina en hembras tiende a ser
significativamente (p = 0,0121) mas bajo que en machos.

Figura 20. Comparacién valores hemoglobina en machos
y hembras de S. oerstedi (titi).
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Para los machos, los valores variaron entre 10,8 y 17,4 g/dL; presentaron una
mediana de 14,7 g/dL. El promedio fue de 14,9 y la desviacion estandar de 1,6

g/dL. Mientras que los valores de las hembras variaron entre 9,6y 14,7 g/dL;
en este caso el promedio fue de 11,6 y la desviacion estandar de 2,4 g/dL.

4. Resultados con muestras de monos Aeteles geoffroyi (mono arafia o
colorado)

En total se recibieron en condiciones adecuadas de procesamiento 37
muestras de monos arafa; de estas 15 fueron de machos y 22 hembras de
diferentes zonas del pais. La mayoria (21) de muestras fueron de La Marina; 2
de Sarapiqui, 5 de Cur(, 5 de San Carlos, 3 de Ciruelas y una de LapaRios.

4a. Comparacién de valores colinesterasa plasmatica en machos y
hembras:

La figura 21 muestra la comparacién de los valores observados en machos y
hembras, se nota que los valores son semejantes y no se presenta diferencia
significativa en los valores de colinesterasa plasmatica entre sexos por lo que
los valores se pueden agrupar.

Figura 21. Comparacién valores colinesterasa plasmatica entre
machos y hembras de monas Aleles.

4000

§

g

Colinesterasa plasmética UL

HEMBRAS
MACHOS

17



4 b. Valores de colinesterasa plasmética en los diferentes sitios:

En la figura 22 se presentan los valores de colinesterasa plasmatica
observados en los diferentes lugares de los cuales se recibieron muestras.

En el caso de los monos Ateles, se observa que en los valores de las diferentes
zonas son semejantes, con excepcion de los valores de los monos de San
Carlos, los cuales tienen valores significativamente (p = 0,0096) mas altos que
los valores agrupados de otras zonas del pais.

Figura 22. Comparacion de los valores de colinesterasa
plasmatica de mono Ateles de diferentes zonas.
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En San Carlos los valores observados en los machos fueron 2550, 2340 y 2510 U/L,
mientras en las hembras fueron de 2480 y 2600 U/L. El promedio fue de 2500 y la
desviacion estindar fue de 100 U/L. Al ser los valores mas altos podrian considerarse
como representativos de los esperados en esta especie de monos.

Agrupando los valores de Curd, Sarapiqui y Ciruelas se observa un minimo de 1200 y
un méaximo de 2300 U/L, el promedio es de 1780 y la desviacién estindar de 360 U/L.
En La Marina los valores varian entre 407 y 3160 U/L; con un promedio de 1720 y una
desviacién estandar de 872 U/L. Obviamente en este grupo algunos individuos
muestran valores muy bajos que indican alteracién en los niveles de colinesterasa

plasmatica; 9 de ellos tienen valores inferiores a 1200 U/L.

LA MARINA 1
SAN CARLOS 1

4c. Valores de colinesterasa eritrocitica en monos araiia

Se compararon los valores de colinesterasa eritrocitica en machos y hembras
de monos arafia de la Marina y no se no se observaron diferencias
significativas por lo que se agruparon los valores de ambos sexos en las
diferentes zonas.

En la figura 23 se muestra la comparacion de valores observados en las
diferentes zonas de las cuales se recibieron muestras.
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Figura 23. Comparacion valores colinesterasa eritrocitica
de monos Ateles de diferentes zonas.
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En este caso los valores de los diferentes sitios son semejantes y no se
observaron diferencias significativas entre zonas. Al agrupar los datos (n = 36)
de estas zonas se obtuvo un valor minimo de 25,3 U/gHb y un méximo de 50,4
U/gHb. La mediana de este grupo fue de 36,7 U/gHb; la media geométrica de
36,2 U/gHb. EI promedio fue de 36,7 y la desviacion estandar de 6,1 U/gHb.
Cabe sefialar que la muestra de una hembra de Lapa Rios mostr6 un valor de
20 U/gHb, considerado disminuido en relacion a los otros datos.

4d. Valores de hemoglobina en monos Ateles.

Al comparar los valores de hemoglobina en machos y hembras de monos
arafia no se observd diferencia significativa, por los que los datos de ambos
sexos se agruparon en las diferentes zonas. En la figura 24 se presentan una
comparacién de los valores de hemoglobina observados en monos arafia de
las diferentes zonas.

Puede observarse que los valores de hemoglobina en las diferentes zonas
tienden a ser semejantes, Unicamente las muestras provenientes de Curu
presentan valores significativamente més altos (p = 0,0007) que las muestras
de los otros sitios.

En Curl el valor minimo fue de 13,5 y el maximo de 16,9 g/dL; el promedio fue
de 14,7 y la desviacion estandar de 1,47 g/dL.

Figura 24. Comparacion valores hemoglobina en monos Ateles
de diferentes zonas.
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Por su parte, al agrupar los valores de zonas semejantes se obtuvo un minimo
de 9,8 y un méaximo de 13,9 g/dL. Para este grupo de muestras (n = 32), la
mediana fue de 11,9 g/dL, la media geométrica de 11,78 g/dL; el promedio fue
de 11,8 y la desviacién estandar de 1,06 g/dL.

4e. Otros andlisis bioquimicos en monos Ateles.
Se pudieron realizar otros andlisis bioquimicos unicamente en 16 muestras de
monos arafia, 7 machos y 9 hembras.

Albumina: los valores de albumina en machos fueron significativamente
mas altos que en las hembras (p = 0,0229). En los machos el valor
minimo fue de 5,3 y el méaximo de 6,8 g/dL; el promedio fue de 5,9 y la
desviacién estandar de 0,47 g/dL. Por su parte los valores de las
hembras variaron entre 4,5 y 6,5 g/dL; con un promedio de 5,3 y una
desviacion estandar de 0,6 g/dL. Aunque fueron pocos datos en las
muestras de diferentes zonas mostraron valores semejantes.

Proteinas totales: al igual que con la albimina, los valores de proteinas
totales en machos fueron significativamente mas altos que en las
hembras (p = 0,0164). En los machos el valor minimo fue de 9,7 y el
maximo de 14,0 g/dL; el promedio fue de 11,6 y la desviacién estandar
de 1,6 g/dL. Por su parte los valores de las hembras variaron entre 8,5 y
11,7 g/dL; con un promedio de 9,6 y una desviacion estandar de 1,1
g/dL. Los valores de diferentes zonas fueron semejantes.

Colesterol: los valores de colesterol en machos y hembras no mostraron
diferencias significativas (p= 1,00) por lo que se agruparon los datos de
ambos sexos. En este caso el valor minimo observado fue de 150 y el
maximo de 287 mg/dL; la mediana fue de 216 mg/dL; el promedio fue de
214 y la desviacién estandar de 34 mg/dL. Se observé que los valores
de CurG fueron los mas elevados (entre 230 y 287 mg/dL) y los mas
bajos fueron los de Ciruelas entre (150 y 195 mg/dL).

Triglicéridos: en forma similar al colesterol, los valores de triglicéridos en
machos y hembras no mostraron diferencias significativas (p= 0,3679)
por lo que se agruparon los datos de ambos sexos. En este caso el
valor minimo observado fue de 77 y el maximo de 270 mg/dL; la
mediana fue de 145 mg/dL; el promedio fue de 158 y la desviacion
estandar de 56 mg/dL. De nuevo se observé que los valores de Curu
tienden a ser los mas elevados y los mas bajos fueron los de Ciruelas
entre.

Creatinina: en el caso de la creatinina, los valores observados en
machos y hembras no mostraron diferencias significativas (p= 0,4269)
por lo que se agruparon los datos de ambos sexos. En este caso el
valor minimo observado fue de 1,26 y el maximo de 2,15 mg/dL; la
mediana fue de 1,6 mg/dL; el promedio fue de 1,6 y la desviacion
estandar de 1,24 mg/dL. En creatinina también se observa una
tendencia en los datos de Curl a ser los mas elevados (entre 1,5y 2,15
mg/dL).

Urea: los valores de urea fueron similares en machos y hembras, no
mostrando diferencia significativa (p = 0,1142). Para este analisis el
valor minimo observado fue de 16 y el maximo de 45 mg/dL; la mediana
fue de 26 mg/dL; el promedio fue de 28 y la desviacion estandar de 9,1
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mg/dL. En este caso los valores de las diferentes zonas fueron
similares.

Conclusiones.

Aunque los valores de referencia son utiles para evaluar las alteraciones
fisiolégicas y patolégicas de los diferentes animales, hasta ahora, los valores
de referencia para las determinaciones bioquimicas en monos costarricenses
no han sido determinados en forma sistematica. Nuestro objetivo fue utilizar
las muestras de monos en un pequerio intento por tener una idea de los valores
bioquimicos que se presentan en las especies de nuestros monos. Los datos
obtenidos, aunque no provienen de grupos muy numerosos, nos proporcionan
informacién importante en relacion al estado fisiolégico de los monos. Se
observaron algunas diferencias entre monos de distintas zonas lo que podria
deberse al tipo de nutricién o alimento disponible, medio ambiente y nivel de
actividad. Creemos que los resultados obtenidos mediante este proyecto
pueden ser un muy buen punto de partida para posteriores investigaciones.

En relacién a las colinesterasas consideramos que las diferencias observadas
entre monos de diferentes zonas se deben principalmente a exposicién a
productos inhibidores de estas enzimas (en especial organofosforados). Sin
embargo se debe realizar mas investigacion para poder confirmar esta
suposicion.
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IT Simposio sobne \primates de Costa Rica:
Estrategia nacional para su conservacion

25 al 27 de Julio, 2007
Auditorio de Sede de Occidente,
Universidad de Costa Rica

Organizan: Universidad de Coasta Rica, Universidad Nacional, Universidad de Clencias
Médicas.

Miércoles 25 de Jullo.
9:00~ 9:45 am. Bienvenida e inauguracion delslmposio

10:00- 10:20 am. PARASITOS INTESTINALES EN MONOS CONGO Alouatta palliata
(PRIMATES: CEBIDAE) DE COSTA RICA Misael Chinchilla-Carmona.

10:20- 10:40 am. PARASITOS INTESTINALES EN MONOS CARA BLANCA Cebus
capurcinus {PRIMATES.' CEBIDAE) DE COSTA RICA Idalia Valerio.

10:40- 10:50 am. Café.

10:50- 11:10 am. PRESENCIA DE Plasmodium brasilianum (APICOMPLEXA,
PLASMODIDAE) EN EL MONO CONGO (Alouatta palllats, PRIMATES: CEBIDAE) DE
COSTA RICA. IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA EN RELACION CON EL SER
HUMIANO. Misael Chinchilla Carmona.

11.10- 11:30 am. PRESENCIA DE Trypanosoma minasense
(KINETOPLASTIDA: TRYPANOSOMA TIDAE) EN ALOUATTA PALLIATA (PRIMATES:
CEBIDAE) DE COSTA RICA M/sael Chinchilla Carmona.

11:30- 11:50 am. COMPARACION DE PARASITOSIS EN MONOS CONGO DE CHOMES
Y DEL PARQUE NACIONAL PALO VERDE , COSTA RICA. Laura Martihez

11:50- 12:10 am. LEVADURAS AISLADAS DE ALOUATTA PALLIATA, Ateles gepﬂbyi,
Cebess capucinus Y Saimiri oerstedil (PRIMATES: CEBIDAE) EN DIFERENTES ZONAS
DE COSTA RICA. Norma Gross.

12:10- 1:30 pm. Aimuerzo
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1:30- 1:50 pm. CARACTERISTICAS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y DE
VIRULENCIA EN CEPAS DE Escherichia coli AISLADAS DE MONO CONGO monkeys
Alouta palliata EN COSTA RICA. Femando Garcia.

1:50- 2:10 pm. PRINCIPALES PROBLEMAS MEDICOS QUE AFECTAN LA SALUD DE
PRIMATES EN CAUTIVERIO EN CENTROS DE VIDA SILVESTRE DE COSTA RICA.

/aun‘da Jiménez. 1
:10- 2:30 pm. PARASITOS INTESTINALES DE PRIMATES EN CAUTIVERIO EN

A RICA: INFORME PRELIMINAR. (.Z_ 8. de Oliveira.
\M(ype\“o\ ¢

" 2:30- 2:50 pm. RELACION ENTRE PARASITOSIS GASTROINTESTINALES EN
PRIMATES Y HUMANOS DE TRES DIFERENTES CENTROS DE VIDA SILVESTRE EN
CAUTIVERIO EN COSTA RICA. Mauricio Jiménez.

S \/ 2:50- 3:10 pm. VALORES SANGUINEOS DE Ateles geofroyi, Aloutta palilata, Cebus

capucinus y Saimiri oesrstedl| EN aUﬂVE&IO EN COSTA RICA. Meneses A, Jiménez M

3:10- 3:30 pm. .
NUTRICION DE PRIMATES EN CAUTIVERIO: LOS CASOS DEL ZOOLOGICO
NACTONAL SIMON BOLIVAR. Andrea Brenes. .

3:30- 3:40 pm. Café.

I $O 3:40- 4:00 pm. GUIA DE CAMPO PARA LA REHABILITACION, LIBERACION Y
SEGUIMIENTO DE PRIMATES EN CAUTIVERIO. Ronaid Sénchez Porras.

4:00- 4:20 pm.
SITUACION ACTUAL DEL MONO ARARA (Ateles geoffroyl) EN CENTROS DE
TENENCIA DE FAUNA SILVESTRE EN CAUTIVERIO EN COSTA RICA. Javier Carazo.

o N %20 4:40 pm. VARIABLES DE HABITAT Y PAISAJE QUE INFLUYEN EN LA
%/ PRESENCIA DEL MONO TITI Y CARABLANCA EN UNA ZONA FRAGMENTADA DEL
PACIFICO CENTRAL DE COSTA RICA, Joél Sdenz.

4:40- 5:00 pm. 1000 CAPTURAS DE PRIMATES COSTARRICENSES
EN ESTADO SILVESTRE. Ronald Sinchez Porras,
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Jueves 26 de jullo.

9:00- 9:20 am. VARIACION GENETICA pE LAS CUATRO ESPECIES DE PRIMATES DE
COSTA RICA IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION DE ESTAS ESPECIES

Gustavo Gutiérrez-Espeleta.

'\l 9:20- 9:40 am. DIVERSIDAD GENETICA y EVOLUCION EN EL GENERO Alouatta
[ Federico Villalobos.

9140~ 10:00 am. Flora bacteriana de la cavidad bucal de los monos Alouatta palliata,
Y Ateles geoffroyi y Saimiri oestedil y su perfll de sensibilidad a antibidticos. Maria del
Mar Gamboa-Coronado.

<00 -10:20 am EFECTO DE LA FRAGMENTACION DEL HABITAT EN LA
i/s:mucmm GENETICA Y POBLACTONAL DEL MONO CONGO (Alouatta palliata) ¥
EL MONO CARABLANCA (Cebus capucinus) EN LA RESERVA NOGAL, SARAPIQUL,
HEREDIA, COSTA RICA. Jorge Rodriguez

10:20- 10:40 am. Los monos de Costa Ric@ como modelo de estudio;
Evolucién y significancia ecoldgica de ASPM, un gen de desarrollo cerebral. Fernando
Villanea. .

10:40- 10:50 am. C3fé,

10:50- 11:10 am. Estado de conservacion ¥ descenso de las poblaciones de los.
primates en Costa Rica. Ronald Sénchez Pofras.

11:10- 11:30 am. MORTALIDAD DE MONOS EN EL PARQUE NACIONAL CORCOVADO
Grace Wong.
11:30- 11:50 am.
./ ANALISIS SITUACIONAL DE MONO 7177 EN EL AREA DE AMORTIGUAMIENTO DEL
PARQUE INTERNACIONAL LA AMISTAD. Rodrigo Morera.

11:50-12:10 pm. EVALUACION DEL PAISAJE, EL HABITAT Y LA POBLACION DE
MONO TITI (Cebidae: Saimiri oerstedil oerstedl() EN LA PENINSULA DE OSA COSTA

RICA, Daniela Solano.

12:10- 1:30 pm. Almuerzo.

:30- 1:50 pm. FRUGIVORIA y DISPERSION DE SEMILLA POR Ateles geoffroyl y
Alouatta paliiata Y SUS IMPLICACTONES EN LA CONSERVACION DE LA
BIODIVERSIDAD EN LA PENINSULA DE 0S4, COSTA RICA.
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Pablo Riba Herndndez.

.
E

1:50- 2:10 pm. \

USO DE COBERTURAS DE VEGETACION POR TROPAS DE MONOS CONGOS

(Aloustta palliata) Y CARABLANCA (Cebus capucinus) EN UN

AGROPAISAJE Y PERCEPCIONES DE FINQUEROS CON RESPECTO A LA CONSERVACI
ON DE LOS PRIMATES EN ESPARZA, COSTA RICA”

Marfeny Rosales Meda

'2:10-2:30 pm. USO DE HABITATS Y PLANTAS IMPORTANTES EN LA ALIMENTACION
DE LOS MONOS CONGOS (Allouata palliata) Y CARABLANCAS (Cebus capucinus) EN
EL BOSQUE TROPICAL SECO, | |

COSTA RICA. b
Rodrigo Morera. |

~

2:30- 2:50 pm. POBLACION DE MONO CONGO (Alouatta
palliata) EN ISLA SAN LUCAS, GOLFO DE NICOYA, COSTA RICA
Marleny Rosales Meda.

2:50- 3:10 pm. DISPERSION DE SEMILLAS DEL ARBOL CAREY (Elouloma
glabrescens) POR LOS MONOS COLORADOS: EVIDENCIAS DE LA DEPENDENCIA DE
UN PRIMATE PARA LA REGENERACION DE ESPECIES FORESTALES DE
IMPORTANCIA ECONOMICA EN LA PENINSULA DE 0S4, COSTA RICA Pabio Riba ‘

3:10- 3:30 pm. Variacion gendtica de los monos colorados y carablanca. Gustavo Gutiérrez- - )
Espeleta. J A

3:30- 3:40 pm. Café. .

3:40- 4:00 pm. SE PODRAN MANTENER LAS RELACIONES MUTUALISTAS ENTRE
PRIMATES Y PLANTAS EN RESERVAS PEQUENAS: EL CASO DEL MONO COLORADO EN
LA PENINSULA DE OSA, COSTA RICA. Pabio Riba Herndndez.

4:00- 4:20 pm. ANALISTS MORFOLOGICO DE 16 POBLACIONES DEL MONO CONGO
Alouatta pallfata (Cebidae) EN COSTA RICA. Gilbert Barrantes.

4:20- 4:40 pm. Aspectos antropoldgicos de Cebus capucinus en el Pacifico Central de Costa
Rica. Jessica Lynch. ,

4:40- 5:00 pm. EVOLUCION ¥ FUNCION DE LA VISION TRICROMATICA RUTINARIA
EN PRIMATES. José Esteban Lora.



Viernes 27 de jullo.
 ESTRATEGIA NACIONAL PARA LA CDMSERVACION DE LOS PRIMATES DE COSTA

RICA.
Responsables: Ronald Sénchez-Porras, Gustavo Gutiérrez- Ezpeleta, Grace Wong Reyes. Idalia

“" valerio, Misael Chinchilla-Carmona.

9:00- 12:00 pm. Salud animal-cautiverio.
1:00- 5:00 pm. Conservacion in situ, genética, habitat y olras dreas del conodmiento

{

5:10 pm Clausura




PARASITOS INTESTINALES EN MONOS CONGO Alouatta palliata
(PRIMATES: CEBIDAE) DE COSTA RICA

Misael Chinchilla-Carmona”", Olga Guerrero-Bermiidez*, Gustavo Gutiérrez- Espeleta”, Ronald
‘ z-Porras™ & Beatriz Rodriguez-Ortiz

4 Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales, Departamento de Parasitologia,
-scultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica.

Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica,

Departamento de Investigacion. Universidad de Ciencias Médicas (UCIMED). .

 Escuela de Biologia, Sede de Occidente, Universidad de Costa Rica.

‘estudiaron las heces de 102 mecnos de la especie Alouatta palliata (monos aulladores o

¢ongos) de ias siguientes regiones de Costa Rica, Valle Central: San Ramén (Alajuela); Pacifico

‘Céntra: Isla Chira y Parque Manuel Antonio (Puntarenas); Pacifico Norte: Palo Verde, Playa

otrero, Nicoya (Guanacaste) y Caribe: Cahuita (Limén). Los animales capturados fueron

stesiados con dardos conteniendo Telazol®. La mayoria de los animales defecaron

sspontaneamente, los que asi no lo hicieron se les estimuld a defecar. Las muestras se

estudiaron en el laboratorio en forma directa con solucion salina (0.85%) y una solucion de ‘yodo

(Lugol) o tefiidas con hematoxilina férrica para identificar los parasitos correspondientes. El

naterial se cultivd en medio de Dobell para determinar la presencia de amebas y flagelados. Se

contraron helmintos de los géneros Trypanoxyuris, Strongyloides y Controrchis y protozoarios

y-los géneros Endolimax, Entamoeba, Trichomonas y Giardia. Los porcentajes de infeccion por
ozoarios oscilaron entre el 16.7% y el 80% y se encontraron helmintos en un 3.4% a un 80%

los animales, de acuerdo con la zona estudiada. No se encontraron diferencias importantes
. parasitosis relacionadas con el sexo pero si existi6 mayor infeccion en los animales mas

venes. En relacion con el peso del animal, se encontré un ligero aumento en el grado de

cion parasitaria en aquellos animales de menor peso. Los monos que se desplazan cerca

' poblaciones humanas y viven en espacios limitados, presentaron mayor grado de infeccion

por protozoarios. El hallazgo de estas infecciones parasitarias es un aspecto a tomar en cuenta,

al establecer programas de conservacion de los primates.

G. Gutiérrez: gqulicr@biologja.ucr.ac.cr -
. Guerrero: abriceno@racsa.co.cr
R. Sanchez: ronald.rsr@gmail.com

M, Chinchilla: chinchillacm@ucimed.com

3

PARASITOS INTESTINALES EN MONOS CARA BLANCA Cebus capucinus
' (PRIMATES: CEBIDAE) DE COSTA RICA

;ﬁﬁéel Chinchilla-Carmona™ ", Olga Guerrero-Bermiidez*, Gustavo Gutiérrez- Espeleta”, Ronald
anchez-Porras ™, Beatriz Rodriguez-Ortiz’ & Idalia Valerio-Campos***

Ce tro de Investigacion en Enfermedades Tropicales, Departamento de Parasitologia,
acuhad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica.

: ela-de Biologia, Universidad de Costa Rica,

partamento de Investigacion. Universidad de Ciencias Médicas (UCIMED).

cuela de Biologia, Sede de Occidente, Universidad de Costa Rica.

studiaron las heces de 53 monos de la especie Cebus capucinus (monos carablanca) de las
Julentes regiones de Costa Rica, Pacifico Norte: Parque Nacional Palo Verde y Finca El
ncanto (Guanacaste); Pacifico Central: Parque Nacional Manuel Antonio, Reserva Cur(
‘untarenas) e Higuito de San Mateo (Alajuela); Pacifico Sur: Parque Nacional Corcovado
Puntarenas) y Caribe: Tirimbina y Sendero el Pavo. Los animales capturados fueron

o i T S T T P PSRN ey
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anestesiados con dardos conteniendo Tiletamina. La mayoria de los animales defecaron
espontaneamente, los que asi no lo hicieron se les estimulé a defecar. Las muestras se
estudiaron en el laboratorio en forma directa con solucién salina (0.85%) y solucién de yodo
(Lugol), ademas fueron tefiidas con hematoxilina férrica para identificar los parasitos. El material
se cultivé en medio de Dobell para determinar la presencia de amebas y flagelados. Los
helmintos encontrados se ubican en los géneros Ancylostoma, Strongyloides 'y
Macracanthorhynchus, los protozoarios en los géneros Trichomonas y algunos flagelados
similares a Hexamita. Los porcentajes de infeccioén por helmintos oscilaron entre el 13% para
estrongilidios, 24.5 para filarias y 30.2 para otros géneros, para protozoarios fueron de 5.7%
para Trichomonas y 3.8% para otros géneros: En total se encontré un 74% de monos positivos,
siendo ligeramente mayor la positividad en machos que en hembras. En relacién con el peso del
animal, los machos de menor peso presentaron mayor infeccion (91.7%); para las hembras,
aquellas de peso intermedio presentaron mayor positividad (100%). Las zonas de mayor
positividad fueron la Reserva Curi (33.3%) y el 100% de las zonas del Pacifico Norte. La mayor
cantidad de microfilarias se encontré en la zona de Turrialba. El hallazgo de estas infecciones
parasitarias es un aspecto a tomar en cuenta, al establecer programas de conservacién de los
primates.

G. Gutiérrez: ggulicr@biologja.ucr.ae.cr

O. Guerrero: abriceno@racsa.co.cr

R. Sanchez: ronald.rsr@gmail.com

M. Chinchilla: chinchiltacm@ucimed.com

1. Valerio: valerioci@ucimed.com

PRESENCIA DE Plasmodium brasilianum (APICOMPLEXA, PLASMODIDAE) EN EL
MONO CONGO (Alouatta palliata, PRIMATES: CEBIDAE) DE COSTA RICA.
IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA EN RELACION CON EL SER HUMANO.

Misael Chinchilla Carmona*, Olga Marta Guerrero Bermudez **, Gustavo Gutiérrez Espeleta*™ y
Ronald Sanchez Porras™™**

*  Direccion de Investigacion, Universidad de Ciencias Médicas (UCIMED) '
> Centro de Investigacion en Enfermedades tropicales, Departamento de Parasitologia,
Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica.

= Escuela de Biologia, Sede Central Rodrigo Facio, Universidad de Costa Rica.

=+ Escuela de Biologia, Centro Regional de Occidente, Universidad de Costa Rica.

La especie productora de malaria en primates, Plasmodium brasilianum, fue encontrada por
primera vez en Costa Rica en 6 de 104 monos aulladores (Alouatta palliata). Los animales
fueron capturados y anestesiados por medio de dardos que contenian hidrocloruro de tiletamina
y zolazepam (Zoletil®) combinados en partes iguales. Para estudiar estos animales por
hemoparasitos, se prepararon frotis sanguineos que se colorearon segun la técnica para la
tincion de Giemsa y se observaron a 100X, encontrandose las formas de trofozoitos jévenes o
avanzados asi como gametocitos y esquizontes. La morfologia caracteristica de algunos
estados evolutivos, como por ejemplo, las formas en banda de trofozoitos avanzados y los
esquizontes en forma de margarita o "rosetta” permitieron el diagnéstico de la especie. Puesto
que se han encontrado casos humanos infectados con este organismo y éste es casi
indiferenciable de Plasmodium malariae, una especie parasita del ser humano, es importante el
hallazgo de este parasito desde un punto de vista epidemioldgico, en el campo de la salud.
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PRESENCIA DE Trypanosoma minasense
(KINETOPLASTIDA TRYPANOSOMATIDAE) EN
Alouatta palliata (PRIMATES: CEBIDAE) DE COSTA RICA

Chinchilla®, Adriana Troyo™, Olga Marta Guerrero**, Gustavo Gutiérrez™* y Ronald

cion de Investigacion, Universidad de C:encaas Meédicas (UCIMED)

ntro de Investigacién en Enfermedades tropicales, Departamento de Parasutologla
de Microbiologia, Universidad de Costa Rica.

cuela de Biologia, Sede Central Rodrigo Facio, Universidad de Costa Rica.

'uela de Biologia, Sede de Occidente, Universidad de Costa Rica.

osoma minasense fue reportado y descrito por pnmera vez en Brasil por Carlos Chagas
ates no humanos; como miembro del subgénero Megatrypanum, se conoce que no es
Brio para su hospedero. En Costa Rica, gracias a un estudio integral y multidisciplinario en
Iac:én de primates del pais, se procedié a la captura de monos de la especie Alouatta
mediante el uso de dardos con Ketamina y Xilacina (0,2 mg / kilogramo de peso). La
de los primates fue recolectada en tubos con EDTA por puncion de la arteria femoral y se
n medio de Rugai, para el.aislamiento de hemoparasitos, también se realizaron frotis
eos directos los cuales se tifieron segln la técnica de Giemsa. A los tres dias luego de
dos los Rugai, se observaron los primeros epimastigotos, los cuales aumentaron
derablemente luego de 10 dias. Parte del cultivo se utiliz6 para inocular ratones C;H via
itoneal, que luego de 10 a 12 dias presentaron unas pocas formas del parasito; sin
6, los xenodiagnosticos realizados resultaron negativos. Los estudios morfolégicos y..

icos de los estadios estudiados indican que corresponden a 7. minasense, organismo
siable de T. lambrechti y T. cruzi, otros tripanosomatidos presentes en monos del género
ta es la primera vez que se describe 7. minasense en monos de Costa Rica.

' COMPARACION DE PARASITOSIS EN MONOS CONGO DE CHOMES
Y DEL PARQUE NACIONAL PALO VERDE, COSTA RICA.

a&_inez Esquivel', Gustavo Gutiérrez Espeleta? y Misael Chinchilla Carmona®.

iz6 un estudio coproparasitolégico durante seis meses consecutivos en dos grupos de
congo (Alouatta palliata), uno en la zona de Chomes, Puntarenas y el otro en el Parque
Palo Verde, Guanacaste Con el objetivo de comparar ambas zonas se
on, mediante un método no invasivo, un total de 117 muestras fecales anénimas, las que
ositaron individualmente en recipientes adecuados para su transporte. Las muestras se
en frio (entre 0 y 5°C) al laboratorio donde se procedi6 a estudiarias de forma directa
u observacion con solucion salina al 0.85% y solucion de lugol. Ademas, se
extendidos que se secaron al aire para su posterior tincion con las técnicas de Koster
esistencia para la deteccion de coccidios y la técnica de Weber modificada para la
microsporidios. En el examen al fresco se encontraron protozoarios de los géneros
x,—Entamoeba y helmintos de los géneros Strongyloides y Trypanoxyuris. En las
‘por coccidios se encontraron ooquistes de Cyclospora sp. y Cryptosporidium sp. La
Weber revel6 la presencia de microsporidios. Se encontré una mayor parasitosis en
D%) en contraste con Palo Verde (39.2%). Chomes presenté los mayores porcentajes
n por protozoarios (45.5%) y Palo Verde por helmintos (20.5%.) Se pretende
Le)dste 0 no una relacién entre los parasitos encontrados y factores tales como la
Ipo de alimentacion y tamafio de las tropas.

Biologia Universidad de Costa Rica. laumares@gamail.com
8.de Bnologla. Universidad de Costa Rica. ggutier@biologia.ucr.ac.cr
B Investigacion, Universidad de Ciencias Médicas (UCIMED). chinchillacn@ucimed.com
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LEVADURAS AISLADAS DE ALOUATTA PALLIATA, Ateles geoffroyi,
Cebus capucinus Y Saimiri oerstedii (PRIMATES: CEBIDAE)
EN DIFERENTES ZONAS DE COSTA RICA.
3

Norma Gross', Juan Diego Castro’, Olga Guérero', Misael Chinchilla®, Ronald Sanchez P’y
Gustavo Gutierrez-Espeleta’. |

1. Centro de Investigacién en Enfermedades Tropicales, Facultad de Microbiologia, Universidad
de Costa Rica; 2. Departamento de Investigacion, Universidad de Ciencias Médicas (UCIMED).
3. Escuela de Biologia, Sede de Occidente, Universidad de Costa Rica, Alajuela, Costa Rica; 4.
Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica.

Candida es una levadura comensal en seres humanos y animales, con la capacidad de producir
enfermedad en el huésped con algun factor predisponente. El conocimiento sobre las levaduras
que forman parte de la flora normal en primates es muy limitado, por esto, el objetivo del
presente estudio fue el de investigar la presencia de levaduras en piel, cavidad oral y mucosa
vaginal en Alouatta palliata, Ateles geoffroyi, Cebus capucinus y Saimiri oerstedii (Primates:
Cebidae). A las muestras obtenidas se les realizé un examen directo en KOH al 20% y un cultivo
en Agar glucosado de Sabouraud y Agar Mycosel. Las levaduras aisladas se identificaron como
Candida albicans con la prueba del Tubo Germinativo y las otras especies de Candida se
identificaron utilizando el sistema API-20X. Un total de 608 muestras fueron tomadas en un
periodo de seis afios. Ninguna de las 279 muestras de piel fue positiva por Candida. Sin
embargo, se aislaron Candida spp. de la cavidad oral (228 muestras) y mucosa vaginal (101
muestras) en un 12.3% y 6.9 % de estas, respectivamente. C. albicans fue la especie mas
frecuentemente aislada. Estos resultados indican colonizacion de Candida, en cavidad oral y
mucosa vaginal, pero no en piel, de un mono en particular o de una colonia especifica de monos
del grupo en estudio. :

CARACTERISTICAS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y DE VIRULENCIA
EN CEPAS DE Escherichia coli AISLADAS DE MONO
CONGO Alouta palliata EN COSTA RICA.

Ledis Reyes,' Ana Lucia Ugalde,1 Susana Esquivel,' Ronald Sanchez P,Gustavo A. Gutiérrez-
Espeleta, Fernando Garcia'™ v

Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales, Facultad de Microbiologia,' Escuela de
Biologia,? Universidad de Costa Rica, San José, Escuela de Biologia,® Sede de Occidente,
Universidad de Costa Rica, San Ramén, Costa Rica

Se han reportado cuatro especies de primates en Costa Rica, incluyendo Alouatta palliata (Gray
1849), Cebus capucinus (Linnaeus 1758), Aleles geoffroyi (Kuhl 1820), Samiri oerstedii
(Reinhardt 1872). Sin embargo, la situacién actual de dos especies adicionales, Saguinus
geoffroyi (Pucheran 1845) y Aotus lemurinus (Geoffroy 1843) es desconocida. Las primeras tres
especies estan ampliamente distribuidas a través de todo el pais y han sido bien estudiadas
desde el punto de vista de su distribucién geografica, nutricion, comportamiento. Sin embargo,
son pocos los estudios enfocados en los agentes infecciosos que los afectan y cual es el
impacto que tienen los procesos infecciosos en la estructura de las poblaciones de estos
primates. El propésito de este estudio fue estudiar las caracteristicas de virulencia y de
resistencia a los antibiéticos de cepas de Escherichia coli aisladas a partir de heces de A.
palliata (mono congo) en diferentes regiones de Costa Rica.

Se recolectaron 100 muestras de heces de mono congo, las cuales se transportaron a 4°C al
laboratorio, donde fueron inoculadas en agar MacConkey conteniendo 10 pg/ml de tetraciclina,
10 ug/ml de gentamicina 6 5 pg/mi de ciprofloxacina. A partir del crecimiento primario en esos
medios de cultivo se establecié una coleccién de 72 aislamientos de E. coli, los cuales fueron
analizados por resistencia a antibidticos con el sistema ATB, se les determiné la concentracion
inhibitoria minima (CIM) diversos antibiéticos y se analizaron por la presencia de integrones de
clase 1. Finalmente, se determind el grupo filogenético y la presencia de diversos factores de
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generales, los aislamientos de E. coli mostraron relativamente bajos porcentajes de resistencia
y, cuando se observa, la resistencia se :expresa en bajos valores de CIM. Se destaca la
resistencia a cefalotina (75.7%, ClMso = 24“spglml, ClIMy, = 256 pg/mi), tetraciclina (23.0%, CIMsg
= 4 pg/ml, CIMgo = 256 pg/mi), sulfametoxazol (21.6%, CiMse = 64 pg/mi, CiMgo = 1024 pg/ml), y
amoxicilina (16.2%, CiMso = 12 pg/ml, ClMge = 256 pg/mi). En un tinico aislamiento, denominado
E. coli UCR867, se detectdo la presencia de integrén de clase 1, con un casete de
aproximadamente 1500 pb y una estructura completa incluyendo los genes int, gacEA1, sull y
orf5. Se observé una alta predominancia de aislamientos de los grupos filogenéticos B2 (52.2%)
y D (29.0%), con una frecuencia baja de aislamientos de los grupos A (10.1%) y B1 (7.2%). EI
88.2% de los aislamientos contenian al menos un factor de virulencia. El marcador para islas de
patogenicidad PAI se observé en el 61.8% de los aislamientos estudiados. Otros marcadores de
virulencia frecuentemente observados fueron fyuA (75%), ibeA (36.8%), kpsMT (35.3%), traT
(33.8%). En conclusion, los aislamientos de origen intestinal de E. coli muestran poca
resistencia, y cuando se presenta, la resistencia se asocia con bajas concentraciones inhibitorias
minimas. La frecuencia de integrones clase ‘1 igualmente es baja en el grupo de cepas
estudiado. Interesantemente, los grupos filogenéticos predominantes encontrados son los B2 y
D, los cuales se asocian mas frecuentemente a infecciones extraintestinales en seres humanos.
En consecuencia, se observaron altas frecuencias en la presencia de varios factores de
virulencia

PRINCIPALES PROBLEMAS MEDICOS QUE AFECTAN LA SALUD DE PRIMATES
EN CAUTIVERIO EN CENTROS DE VIDA SILVESTRE DE COSTA RICA

Coordinador: Dr. Mauricio Jiménez
mijimenez@medvet.una.ac.cr

Hospital de Especies Menores y Silvestres

Escuela de Medicina Veterinaria, UNA
Participantes: Dr. Mauricio Pereira, Isabel Hagnauer.

El incremento en el turismo, la visita a parques nacionales y el creciente tréfico ilegal, mantienen
un constante flujo de animales silvestres de vida libre hacia el cautiverio 0 un mayor contacto de
los mismos con las personas o con especies domésticas. En los Gltimos arios, la tenencia de
animales silvestres en cautiverio en forma privada ha generado una diversa presentacion de
casos que requieren manejo médico de importancia; muchos de estos animales en algun
momento de sus vidas terminan siendo entregados en un centro de rescate, zoolégico u otro
lugar, cuando sus propietarios ‘0 encargados se cansan de su cuido y manejo o por que una vez
que crecen no son la misma imagen de lo que se adquirié en un momento inicial. Otro factor
que ha interferido son los decomisos y la entrega voluntaria de estos animales, gracias a los
programas de concienciacion dirigidos al publico en general, acerca de porqué estos animales
no deben estar en cautiverio y la desaparicién de especies nativas de nuestro pais. Algunas
veces, esta toma de conciencia se realiza-de forma tardia, sin embargo, es de suma importancia
reconocer que muchos de estos animales atin pueden cumplir un papel en la conservacion de
cada una de sus especies, dependiendo del manejo que se les dé y los cuidados médicos que
se puedan implementar a tiempo. Toda esta problematica nos ha permitido generar mayor
informacién con respecto a las causas mas importantes de manejo medico veterinario de
muchas especies, entre ellas las 4 especies de primates de nuestro pais. Los problemas
médicos mas frecuentes que se presentan en el manejo de primates son, en orden decreciente:
a- Problemas nutricionales: quizas este sea uno de los puntos de partida de muchas de
las enfermedades que se pueden presentar en la vida futura de muchos de los
primates en cautiverio y se basan, en primera instancia, en la formulacion de dietas
inapropiadas o carentes de las cantidad de proteinas que cada especie requiere, esto
se puede ver refiejado en la condicion corporal de los animales. Ademas, los hace
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virulencia asociados a infecciones extraintestinales en 68 de esos 72 aislamientos. En términos -



Il SIMPOSIO DE PRIMATES DE COSTA RICA: ESTRATEGIA NACIONAL PARA SU CONSERVACION 6
predisponer a otras enfermedades due utilizan esta mala condicion corporal como foco
de entrada. ;o
b- Enfermedades infecciosas. entre las mas importantes podemos mencionar los
parasitos gastrointestinales y géstroenteﬁtis bacterianas, que cursan con diarmreas,
anorexia y caquexia.

c- Traumatismos:. fracturas con y sin exposicion 6sea y heridas en piel, que muchas
veces se complican con infecciones bacterianas a nivel local y que si no son tratadas
a tiempo pueden avanzar sistémicamente.

d- Otros: lesiones en piel por hongos y ectoparasitos, ademas también animales que se
automutilan por problemas de comportamiento (estrés del cautiverio) o parasitosis.

El manejo y la profilaxis médica adecuados (examenes coproparasitoldgicos periddicos,
hemograma, quimica sanguinea y hemoparasitos, serologia, entre otros) son ejes importantes
para la salud de los individuos en cautiverio y en consecuencia, para la conservacion de las
especies en vida libre, siendo lo primeros contribuyentes para la educacién ambiental y para las
bases de datos de valores médicos referenciales.

PARASITOS INTESTINALES DE PRIMATES EN CAUTIVERIO
EN COSTA RICA: INFORME PRELIMINAR.

Hellen P. Porras Hernandez'", Karen D. Sibaja Morales', Jaqueline B. de Oliveira', Juan A.
Morales?, Jorge Hernandez Gamboa'

Expositor - J. Oliveira: jaguelo@medvet.una.ac.cr

'Catedra de Parasitologia*y Enfermedades Parasitarias, Escuela de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional. : T 4

*Estudiantes de la Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional.

2 Catedra de Patologia, Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional.

El contro! sanitario es de fundamental importancia para la conservacién de los primates en
cautiverio. Por lo anterior, en el marco del proyecto de investigacion titulado “Diagndstico y
control de los parésitos de vida silvestre” (desarrollado por las catedras Parasitologia y
Enfermedades Parasitarias y Patologia), se ha llevado a cabo el estudio parasitolégico y
anatomo-histopatolégico de especies de primates mantenidos en cautiverio en varios zool6gicos
del pais. Por lo anterior, este informe dice respecto al estudio coprolégico realizado en el periodo
de junio de 2004 a junio de 2006 en 123 primates de las especies Alouatla palliata, Cebus
capucinus, Ateles geoffroyi, Cebuella pygmaea, Saimiri oerstedii citrinellus, S. oerstedii
oerstedii, Saguinus geoffroyi y Callithrix jacchus de 4 zoolégicos y de 1 coleccidn privada,
ubicados en las provincias de Alajuela (n=3), San José (n=1) y Guanacaste (n=1). Los
muestreos fecales fueron realizados con intervalos de 15 dias y se llevaron a cabo antes de los
periodos de desparasitacion programados en cada institucién. Las muestras de heces frescas
fueron recolectadas durante tres dias consecutivos (muestreos seriados) y cada muestra fue
procesada por los métodos directo (salina/lugol), flotacién, sedimentacién y Baermann en el
Laboratorio de Parasitologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
(EMV-UNA). De un total de 123 primates evaluados, 82 (66.6%) estaban parasitados por
helmintos tales como Parastrongylus costaricensis, Strongyloides sp., Trypanoxyuris sp., Ascaris
lumbricoides, Strongyloidea, Prosthenorchis sp. y Cestoidea, ademas de los protozoarios
Giardia duodenalis y Balantidium coli. Solamente uno del los primates evaluados present6
diarrea debido al poliparasitismo por A. lumbricoides y G. duodenalis. Por primera vez se reporta
la identificacion de larvas de P. costaricensis en las heces de G. geoffroyi. Ademas, se discute el
riesgo para la salud de los primates infectados asi como el manejo sanitario en los zoolégicos
evaluados. : ’
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Calidades:

e- Doctor Médico Veterinario — Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Brasil '

f- Magister Scientiae (M.Sc.) en Parasitologia Veterinaria — Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), Brasil. .

g- Philosophiae Doctor (PhD) en Parasitologia Veterinaria - Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), Brasil. '

h- Profesor Adjunto de la Catedra de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias de los
Animales Domésticos y Silvestre - Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Brasil.

*actualmente en licencia sin goce de salario.

i- Profesor Visitante de la Catedra de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias — Escuela

de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional de Costa Rica (UNA).

RELACION ENTRE PARASITOSIS GASTROINTESTINALES EN PRIMATES
Y HUMANOS DE TRES DIFERENTES CENTROS DE VIDA
SILVESTRE EN CAUTIVERIO EN COSTA RICA

Coordinador: Dr. Mauricio Jiménez
mjimenez@medvet.una.ac.cr
Hospital de Especies Menores y Silvestres
Escuela de Medicina Vetennaria
Universidad Nacional de Costa Rica

7

Participantes: Dra. Julia Rodriguez, Técnico Jorge Hernéndez, Isabel Hagnauer, Dra. Sonia

Gblcher, Dr. Mauricio Pereira.

Dentro del marco del proyecto “Determinacién del estado de salud en aves y primates silvestres
de diferentes zonas del pais®, de la Escuela de Medicina Veterinaria (EMV) de la Universidad
Nacional, realizado durante el periodo 2004-2006, uno de los objetivos del mismo fue
correlacionar la presencia de parasitos gastrointestinales de los trabajadores (quienes lo
realizaron de forma voluntaria) y los de los primates presentes en 3 diferentes centros de vida
silvestre en cautiverio en Costa Rica, escogidos al azar, la ubicacion de los centros eran region
Pacifico Norte, Chorotega y Huetar Norte: En un estudio preliminar se observé que algunas de
las condiciones de manejo no eran las mas aconsejables, sin embargo, los errores no
necesariamente eran los mismos entre un centroy otro. En total se tomaron muestras de
heces de 16 personas y 22 primates de 3 especies, Allouata palliata, Cebus capucinus y Ateles
geoffroyi. Se traté de colectarlas lo mas fresco posible, se identificaron y fueron trasladadas en
frio al Laboratorio de Parasitologia de la EMV. A todas las muestras se le realizaron 3 diferentes
pruebas: examen directo (cen solucion salina o lugol), sheater (flotacion con solucion
hipersaturada de azUcar) y sedimentacion. Del total de muestras humanas, 4 fueron positivas:
una para Entamoeba histolitica, una para Ancylostoma spp. y dos para Giardia intestinalis. De
las muestras de primates, 13 fueron positivas: seis para Strongyloides spp., cinco para
Oxyurideos spp., uno para Giardia spp. y uno para Entamoeba histolitica. De estos resultados no
se logré correlacionar la presencia de los parasitos de los trabajadores con los de los primates,
dado que los animales infectados no corréspondian al mismo centro (lugar de trabajo) que el de
las personas infectadas con el mismo parasito.  Se puede concluir que, a pesar de que en
muchos de los centros de vida silvestre en cautiverio del pais, los trabajadores no cuentan con
la debida capacitacién con respecto a las medidas de bioseguridad basicas, la infeccién cruzada
por parasitos gastrointestinales no parece ser un proceso-activo, sin embargo, no se debe
menospreciar su incidencia, ya que algunos parasitos como E. histolitica y Giardia spp. pueden
representar un problema de salud publica. Ademas, es importante la realizacion de muestreos
seriados, y en forma periddica, de los trabajadores y de los animales, asi como la profilaxis
médica.

Las medidas de bioseguridad contribuyen a evitar enfermedades tanto zoonéticas como
antropozoondticas. Entre estas medidas se pueden mencionar el uso de guantes de latex para
la manipulacion de los animales o en caso de contacto con fluidos corporales, uso de
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cubrebocas, medidas apropiadas de desinfeccién, entre otras. Los centros de vida silvestre

deben realizar un esfuerzo en relacién a este tema, para la capacitacion del personal y contar

con el equipo basico para proteccion de Io'§ trabajadores y para la limpieza de los recintos.

VALORES SANGUINEOS DE Ateles geofroyi, Aloutta palliata, Cebus capucinus
y Saimiri oesrstedii EN CAUTIVERIO EN COSTA RICA

Meneses A., Jiménez M.
Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional, Costa Rica.

ameneses@medvet.una.ac.crmjiimenez@medvet.una.ac.cr

En los dltimos arios la presencia de primates del Nuevo Mundo o Platyrrhini en cautiverio se ha
incrementado debido a diferentes factores.  Las condiciones de manejo, alimentacion y el
contacto de los animales con las personas, hacen a estas poblaciones susceptibles a trastornos
de la salud y es de especial cuidado las enfermedades zoondticas y antropozoonéticas. El
control sistematico y sanitario de las poblaciones en cautiverio es necesario, principalmente
cuando se habla de introduccién o reintroduccion de nuevos especimenes a una coleccién o a la
vida libre, para garantizar el estado de salud, bienestar y conservacion de las especies. Los
andlisis sanguineos son una herramienta muy valiosa para valorar el estado de salud, para
establecer, confirmar o descartar un diagnéstico y en el establecimiento de medidas
preventivas. Sin embargo, para la correcta interpretacion de los resultados de laboratorio es
necesario contar con valores referenciales o normales previos, la obtencion de los mismos es
complicada ya que factores de tamafio de muestra, especie, raza, sexo, alimentacion y manejo
deben ser considerados a la hora de su establecimiento. En los primates la creacion de bases
de datos es compleja ya que las poblaciones al alcance son reducidas, las condiciones de
“manejo son de cuidado y conllevan anestesia y el valor de cada ejemplar es incalculable. Ante
la carencia de referencias sanguineas en especies silvestres nativas, desde el afio 1996 se
inicid un estudio en los monos de Ateles geofroyi, Aloutta palliata, Cebus capucinus y Saimiri
oesrstedii en cautiverio, considerando que son especies nativas y algunas se encuentran en
peligro de extincion segun CITES. E! hemograma, la deteccion de hemoparasitos, la
cuantificacion de proteinas totales, albimina, alanina aminotransferasa (ALT), aspartato amino
transferasa (AST), nitrdgeno ureico, creatinina, calcio y fésforo son pruebas basicas para valorar
el estado de salud en general, el sistema hepatico, muscular y renal, por ello son las pruebas
que se consideraron a evaluar. Los animales incluidos en el estudio provienen de diferentes
centros de rescate o zoolégicos y debido a lo anotado anteriormente el tamafio de las
poblaciones por especie son diferentes, asi mismo las determinaciones realizadas ya que en los
animales pequerios se ha obtenido poca cantidad de sangre lo cual ha impedido poder realizar
todas las pruebas. El andlisis estadistico aplicado a las diferentes variables es descriptivo y
debido a la variacién en el tamaiio de las poblaciones no se realizé6 un estudio comparativo
entre los diferentes grupos. Pero este trabajo permite tener datos referenciales que son utiles a
la hora de valorar la condicién y estado de salud de otros primates bajo condiciones de
cautiverio o vida libre. ’
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NUTRICION DE PRIMATES EN CAUTIVERIO: LOS CASOS DEL
ZOOLOGICO NACIONAL SIMON BOLIVAR

ing. Andrea Brenes Soto §

Nutricionista-Programa de Nutricién Animal |
Fundaci6n pro Zoolégicos

La extraccion de fauna silvestre es una problematica que Costa Rica ha vivido durante muchos
afios, y hasta ahora no se vislumbra que pueda detenerse. La venta ilegal y trasiego de
primates que se utilizan como mascotas, ha incidido en animales que viven en casas de
habitacién, hoteles, fincas, y otros, en la mayoria de los casos con condiciones inapropiadas de
manejo, mala nutricién y pocas o nulas practicas de salud. En algunos casos estos animales se
integran dentro de las colecciones de instituciones que manejan animales en cautiverio, sean
zooldgicos, centros de rescate o refugios, en los cuales ellos deben disfrutar de adecuadas
condiciones de manejo. Los primates que se encuentran en el Zoolégico Simén Bolivar
pertenecen a las especies Cebus capucinus'y Ateles geoffroyi, y todos los individuos ingresaron
a la institucién como decomisos o donaciones voluntarias. El adecuado manejo de estos
individuos en cautiverio es una de las prioridades del zooldgico, y por ello existen programas
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especiales de nutricion animal, medicina preventiva y enriquecimiento ambiental, que se aplican

a todos los animales de la coleccién. El Programa de Nutricion Animal se encarga de varios
aspectos entre los cuales se encuentran: evaluacién de la condicién corporal, andlisis de dietas
que los animales tenian antes de ingresar al zooldgico, correccion de malas costumbres
alimenticias y de problemas nutricionales, formulacién de dietas balanceadas de acuerdo a sus
requerimientos nutricionales diarios, y evaluacion de la respuesta animal, entre otros. El campo
de la nutricion de animales silvestres en cautiverio se ha estado desarrollando en varios paises

en los ultimos 25 afios, enfocado mas que todo en grandes mamiferos, y en especies africanas’

y algunas asiéticas; las especies mesoamericanas han sido de las menos estudiadas en este
campo. Tomando como base lo anterior, el Programa de Nutricion Animal del Zoolégico, el cual
fue instaurado hace alrededor de 10 afios, se ha avocado a desarroliar un campo de la ciencia
muy nuevo en el pais, generando valiosa informacion en varias especies, muchas de las cuales
estan en peligro de extincion. Una dieta balanceada incide no sélo en una mayor resistencia de
los animales a las enfermedades, si_.no que también los animales bien alimentados son mas
longevos y se reproducen mejor, si ese fuese el objetivo. Ademds, los animales silvestres que
no tienen una dieta balanceada en cautiverio en la mayoria de los casos presentan
enfermedades nutricionales, tales como deficiencias o toxicidades de nutrientes, obesidad o
desnutricién. Con base en los requerimientos nutricionales para primates no humanos del
National Research Council, Washington, U.S.A, las preferencias alimenticias que estos animales
muestran en vida libre, y el tipo de tracto gastrointestinal que posean, entre otros, se han
disefiado férmulas dietéticas con una alta variedad de productos, evaluando principalmente %
de Proteina Cruda, Energia Metabolizable, % Calcio y % Fésforo de la racion, y comparandolos
con parametros tales como condicion corporal, salud y longevidad, entre otros. Estos aspectos
son los que se desea presentar en la ponencia del Simposio.

GUIA DE CAMPO PARA LA REHABILITACION, LIBERACION Y
SEGUIMIENTO DE PRIMATES EN CAUTIVERIO.

MSc. Ronald Sanchez Porras :

Programa de Investigaciones del Bosque Premontano (PIBP), Sede de Occidente, Universidad
de Costa Rica, Apdo Postal ,111-4250,San Ramoén, Costa Rica, ronald.rsr @ gmail. com

A pesar que Costa Rica no es un pais de alta biodiversidad en primates no humanos, las
cuatro especies registradas con que contamos, se han visto afectadas por un sin namero de
actividades humanas, que van en crecimiento y que ponen en peligro la sobre vivencia de estas
especies en el territorio nacional. La pérdida de habitat representa el peligro mas eminente que
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enfrentan estas especies, un fraocionamiénto cada vez mayor de nuestros bosques producto de
un urbanismo no planificado, un resurgimiento de la ganaderia extensiva y un aumento en la
produccion agricola de productos como, pifia, banano, café, caia de azucar, hortalizas, plantas
ornamentales etc., devoran dia a dia hectireas de bosque agravando el problema que enfrenta
la biodiversidad en nuestras diferentes regiones. Ademas en forma colateral muchas especies
se ven afectadas por el uso de agroquimicos, caceria ilegal y el trafico de mascotas, este Gitimo
ha provocado un mercado creciente y la aparicion de “zoolégicos familiares” como una moda
para deslumbrar a quienes los visitan. El uso de especies en cautiverio también se utiliza para
atraer a clientes en diferentes comercios, hoteles o restaurantes que en muchos de los casos no
cuentan con las condiciones minimas para una tenencia adecuada, hablamos de espacio, tipo
de jaula, alimentacion y ambientacién. Estos factores que en la mayoria de los casos son
desconocidos por aquellas personas, que se ven en la necesidad de dar una respuesta
humanitaria y oportuna mediante los centros especializados en el rescate de la fauna silvestre,
son claves para el éxito de sus propositos.

<

SITUACION ACTUAL DEL MONO ARANA (Ateles geoffroyi) EN CENTROS DE
TENENCIA DE FAUNA SILVESTRE EN CAUTIVERIO EN COSTA RICA

Hellen Lobo-Gonzalez', Javier Carazo-Salazar®

1.2 |nstituto Internacional en Conservacién y Manejo de Vida Silvestre, Universidad Nacional.
Apdo.1350-3000.Heredia, Costa Rica.
Tel:(506) 818-0665 ; (506) 841- 1256 2. Emails: hiobo@una.ac.cr . jcarazo@una.ac.cr

Desde mayo de 2006 a abril de 2007 recopilamos informacion sobre el manejo del mono arafia o
colorado en cautiverio en 10 centros que mantienen fauna silvestre. Los datos tomados incluyen
ntmero de individuos, medidas y materiales del recinto, tipo de piso, comederos, bebederos, y
enriquecimiento ambiental. Igualmente se evaluaron aspectos tales como, presencia de
asistencia veterinaria, clinica, cuarentena, bi6logo regente, permisos del MINAE vy rotulacion
sobre la especie. Se contabilizaron un total 55 individuos distribuidos en 21 recintos. La mayoria
de los materiales utilizados en la elaboracion de los recintos fueron soportes metdlicos (62%) y
maya ciclonica (81%), en lugares que poseian mas cominmente piso natural (62%). En cuanto
al enriquecimiento ambiental, encontramos comunmente que la vegetacibn natural, es
reemplazada por barras aéreas de madera (90,5%) y cuerdas (57,1%). Ademas de ésto, se
observo que la forma en que se les brinda el agua a los monos, es por medio de recipientes
plasticos (57,1%), colocados a nivel del suelo (76,2%); mientras que el alimento se les ofrece sin
ningln tipo de recipiente (52,4%), igualmente a nivel del suelo (62%). El 80% de los centros
evaluados contaban con permisos del MINAE e igual proporcion contaba con asistencia
veterinaria. El 60% (6 de 10) de los centros tenian un sitio destinado a cuarentena, 50% (5 de
10) poseian clinica, 40% (4 de 10) contaba con.un bidlogo regente y 40% (4 de 10) tenia rotulos
informativos acerca de los animales. Unicamente el 20% (2 de 10) de los centros visitados tenia
un profesional especializado en la nutricién de los animales. Se observo que tan solo el 23,5%
de los recintos evaluados cumple con las medidas establecidas por el Reglamento de la Ley de
Conservacion de la Vida Silvestre. En algunos centros, se observaron especies nativas, exéticas
y domésticas compartiendo los recintos junto a los monos arafias. En cuanto a la alimentacion,
se observd que se suministraba mayormente frutas de la época, trozos de pan.y alimento
concentrado para peiro. En la mayoria de los casos no se poseian registros completos del
origen o procedencia exacta de los animales. Se recomienda que los centros de tenencia
cumplan con las medidas minimas de recinto establecidas por animal segiin MINAE y que se les
brinde a los mismos las condiciones minimas de bienestar, como son el enriquecimiento
ambiental adecuado, uso efectivo del espacio de los recintos, disponibilidad de agua fresca y
una alimentacién balanceada en medios -aéreos que incluya algin grado de dificultad para
obteneria. Igualmente, que los sitios cuenten con el personal capacitado y la infraestructura
apropiada para el mantenimiento adecuado de esta especie en cautiverio. ,
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MORTALIDAD DE MONOS EN EL PARQUE NACIONAL CORCOVADO

Grace Wong 1, Eduardo Carrillo 1, Ronald Sanchez P 2, Gustavo Gutiérrez3 y Mauricio
Jiménez4 4 ’

11nstituto Internacional en Conservacion y Manejo de Vida Silvestre, Universidad Nacional, , 2
Universidad de Costa Rica, Sede de Occidente, 3 Escuela de Biologia, Universidad de Costa
Rica y 4 Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional.

Correo electrénico: awona@una.ac.cr; - ecarrill@una.ac.cr; ronald.rsr@amail.com;
aautier@bioloaia. ucr.ac.cr; mjimenez@medvet.una.ac.cr

Expositora: Grace Wong

Entre setiembre y noviembre del 2005 se reporté para la zona costera del Parque Nacional
Corcovado (PNC) y areas aledafias, la muerte de un nimero considerable de individuos de las
cuatro especies de primates no humanos existentes en el pais. Se realizaron dos giras de
campo a la Estacién Biologica Sirena (PNC) para estimar la mortalidad de primates en el areay
obtener muestras, que permitieran evaluar el estado de salud de los monos. En una extension
de 198.5 has. se estimé un porcentaje de mortalidad de 24% para las cuatro especies de
monos, no obstante el porcentaje de mortalidad fue mayor para los monos arafia (36 %)
mientras que la mortalidad para los monos congos se estimé en un 23%, en 18% para los
monos carablanca y en un 9% para los monos titi. Se capturaron y colectaron un total de 13
muestras de sangre y heces (cuatro de monos congos, cinco de monos arana, tres de monos
carablanca y una de monos titi). Todos los individuos capturados presentaron valores bajos de
hematocrito y de pesos, aunque estos Uitimos valores estaban dentro del rango registrado para
las cuatro especies. Se detect6 la presencia de larvas de Cuterebra sp a nivel de piel y a nivel

de heces se encontré huevecillos de ancilostomidios, Trypanoxiurys sp, oquistes semejantes a

Cyclospora sp, quistes de Giardia sp. y larvas de nematodos. A nivel de sangre se encontro el
protozoario Tripanosoma sp., problablemente T. minasense. Se obtuvo resultado negativo a la
presencia de 19 tipos de virus, aunque por prueba de hemaglutinacion-inhibicion se obtuvo
resultado positivo en tres muestras para Encefalitis Equina Venezolana (EEV). No se puedo
determinar los factores que causaron la alta mortalidad de monos en la zona Pacifico Sur, no
obstante consideramos que un elemento que pudo provocar la situacién fue la alta precipitacion
que hubo en los meses mencionados. La fuerte precipitacion pudo afectar la cantidad de
alimento disponible para los primates, ya-que los pudo haber sometido a un stress que pudo
debilitar su condicion de salud y producir la muerte de los animales que no estaban en las
mejores condiciones. Es necesario monitorear las poblaciones de monos de zonas como el
Parque Nacional Corcovado, donde existe una poblacién importante de monos y monitorear
variables tales como patrones de abundancia de especies claves para la alimentacion de los
primates y otras especies frugivoras, asi como de variables climaticas para poder entender
situaciones como la descrita. 3

1000 CAPTURAS DE PRIMATES COSTARRICENSES
EN ESTADO SILVESTRE
MSc. Ronald Sanchez Porras
Universidad de Costa Rica
Sede de Occidente
Programa de Investigaciones del Bosque Premontano

4Como se inicia en esta aventura? ~

En 1985 hace veintitn afios, siendo un joven bidlogo y funcionario del Parque Nacional Santa
Rosa, tuve la oportunidad de conocer a un grupo de primatélogos, (personas que se dedican al
estudio de los primates (monos) de la Universidad de Alberta Canada, quienes tienen un
proyecto de investigacion de los primates del Parque. Dentro de este equipo se encontraba la
Dra. Linda Marie Fedigan, el Dr. Larry Fedigan, de grata memoria, el estudiante de posgrado
Collim Chagman y el Dr. Kent Glander de la Universidad de Duke. En esa oportunidad el Dr.
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Glander quien era el experto en bajar los:monos con su rifle de dardos, me da la oportunidad de
hacer mi primer tirc con el rifie. El blanco era un mono congo macho, cuyos testiculos
visiblemente expuestos era la preocupacién, ya que el dardo tenia que dar en uno de los muslos
de las nalgas del animal. A pesar del temor que para mi representaba el hacerle un dafio al
animal debido a la falta de experiencia, se me motivé a hacerlo con tan buena suerte que di en
el blanco, y el animal cay6 minutos después, anestesiado sin ningan otro inconveniente. Lo que
me permitid que se me diera la confianza para hacer las capturas y marcaje de los animales,
cuando el Dr. Glander no se encontraba en el pais. Aqui inicia una aventura que transformaria
mi formacién profesional sin darme cuenta.

VARIACION GENETICA DE LAS CUATRO ESPECIES DE PRIMATES DE
COSTA RICA: IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION DE ESTAS ESPECIES.

Gustavo A. Gutiérrez Espeleta’?, Ronald Sanchez?, Misael Chinchilla® y Grace Wong*

' Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica, Sede de Occidente, Universidad de Costa
Rica, *Universidad de Ciencias Médicas y “Instituto Internacional en Conservacion y Manejo de
Vida Silvestre, Universidad Nacional.

Expositor. Gustavo A. Gutiérrez-ESpeleta

Las poblaciones de monos de las cuatro especies que existen en Costa Rica (mono congo
(Alouatta palliata), mono colorado (Ateles geoffroyi), mono titi (Saimirii oerstedii) y mono cara
blanca (Cebus capucinus)) han sufrido una drastica reduccién tanto en distribucion como en
abundancia. La principal amenaza en contra de estas poblaciones es la fragmentacion del habitat.
Sin embargo, otros factores como caza, utilizacion como mascotas, contaminacion, agentes
infecciosos y factores genéticos podrian jugar un papel importante en esta amenaza. La pérdida
de habitat reduce el tamafio efectivo de la pobiacion y promueve deriva genética, por ende,
pérdida de variacién genética. Una meta‘de la genética para la conservacion es retener suficiente
variacion genética para asegurar no solo adaptacion -local sino adaptacién a ambientes
cambiantes a través del proceso de Seleccion Natural, que aumenta opciones evolutivas futuras.
Ademds, la variacion genética permitiia mantener la vitalidad reproductiva, resistencia a
enfermedades y reestablecimiento en poblaciones naturales. Por tanto, a mayor variacion genética
mayores las oportunidades de conservacion. . En este estudio, se procedio a caracterizar la
variacion genética de estas cuatro especies, entre y dentro de poblaciones en areas protegidas y
con diferentes grados de perturbacién. Para esto, se capturaron y liberaron 151 congos, 77
carablancas, 61 monos arafia y 40 titis en diversas partes del pais. A cada animal se le tom6 una
muestra de sangre y se procedié a extraer el ADN. Cada una de las muestras fue analizada
aproximadamente para cinco microsatélites derivados de primates. En términos generales, se
encontraron bajos niveles de variacion genética. Esto podria explicarse por los recientes cuellos
de botella que concuerdan con cuatro choques histéricos de huracanes y epidemias que han
sufrido las poblaciones de primates de Centroamérica. Se puede asegurar que estas especies
estan seriamente amenazadas fundamentalmente por su limitada variacion genética, por la
continua destruccion de los bosques y por factores estocasticos como podrian ser las catastrofes
ambientales y las epidemias. Esta informacion genética junto con los datos de salud, ecologia,
comportamiento y nutricion debe permitir establecer los criterios para proteger estas especies y
mejorar su condicion, todo dentro de un marco de conservacion a inmediato plazo.




Il SIMPOSIO DE PRIMATES DE COSTA RICA: ESTRATEGIA NACIONAL PARA SU CONSERVACION 13

DIVERSIDAD GENETICA Y EVOLUCION EN EL GENERO Alouatta

MSc. Federico Villalobos : '

El género Alouatta contiene la especie A, seniculus la cual presenta uno de los niveles de
diversidad genética mas altos que han sfpo reportados. Sin embargo, estudios durante los
ultimos 20 afios han mostrado que este género también cuenta con una especie, A. palliata, que
presenta los niveles de diversidad genética mas bajos. Estas estimaciones se han realizado con
diversos tipos de marcadores moleculares. Empleando la filogenia del genero Alouatta, es
posible explorar si la diversidad genética de las especies del género estan asociadas a alguna
caracteristica particular que la pueda influenciar. De esta forma, se exploro si existe una
asociacion entre sistema de apareamiento de las especies y su respectiva diversidad genética

EFECTO DE LA FRAGMENTACION DEL HABITAT EN LA ESTRUCTURA
GENETICA Y POBLACIONAL DEL. MONO CONGO (Alouatta palliata)
Y EL MONO CARABLANCA (Cebus capucinus) EN LA
RESERVA NOGAL, SARAPIQUI,

HEREDIA, COSTA RICA

Por. Jorge Rodriguez

La destruccion del habitat que conlieva a la fragmentacion de poblaciones de especies
silvestres, se considera como uno de los principales factores en la reduccién de la diversidad
biolégica. A medida que las poblaciones de organismos se vuelven mas pequefias, surgen.
nuevas amenazas para su estabilidad y persistencia. Estos problemas generaimente son el
resuitado de procesos azarosos o estocasticos. Dichos factores se dividen en cuatro clases: 1)
- incertidumbre demografica, 2) variacién ambiental, 3) eventos catastréficos y 4) incertidumbre
genética o deriva genética. Estas oscilaciones alteran la sobrevivencia 'y probabilidades
reproductivas de los individuos. Los procesos estocasticos pueden llevar a la inestabilidad de
las poblaciones. La inestabilidad se traduce en fluctuaciones demogréficas y geneticas, que a su
vez aumentan la inestabilidad y declive de las poblaciones hasta provocar su extincion. El
" objetivo de este trabajo es estudiar los efectos de la fragmentacion en la diversidad genética y
‘viabilidad de las poblaciones de mono congo (Aloualta palliata) y mono carablanca (Cebus
capucinus) en la Reserva Biolégica Nogal, Sarapiqui, Heredia, por lo cual se realizé un analisis
de viabilidad de poblaciones (AVP) de ambas especies. EI AVP se realiz en dos partes: 1)
~ comparar escenarios de poblaciones aisladas con escenarios de poblaciones continuas para
determinar cuanto afecta la frigmen’tacién a la viabilidad de las poblaciones de monos congo y
_monos carablanca y 2) realizar un andlisis de sensibilidad para determinar cuales son los
~ parametros demogréficos que deberian estudiarse y cuales son las medidas de conservacién
_A.més importantes para la persistencia a largo plazo de las poblaciones ambas especies. El
""andlisis de viabilidad se realizé con el programa de computadora VORTEX 9.61, utilizando datos
“'de la estructura demografica y genética de la poblacién en estudio y referencias bibliograficas
.. Sobre la historia natural de las especies También se realizaron varios escenarios que reflejaran
. posibles eventos que podrian impactar a las poblaciones en términos de extincién, tasas
“~intrinsecas de crecimiento, tamafio poblacional y diversidad genética. Los resultados confirman
nto A. palliata como C. capucinus pueden sobrevivir en fragmentos boscosos aislados. Sin
o, si se incorporan variables como depresién por endogamia, catastrofes o pérdida de
at; las poblaciones se vuelven inestables y aumenta el riesgo de que desaparezcan. Por
do, la mejor opcién de manejo para las dos especies seria la de un escenario con una
poblacién continua. Si las poblaciones fueran continuas, todos los parametros analizados
lecirfan una mayor estabilidad a largo plazo en comparacion a los otros dos escenarios,
nclusive al introducir elementos de inestabilidad. No obstante, estos factores si podrian
af _aﬂgs de forma negativa al disminuir los parametros analizados si se comparan con un
_:ano que no incluya dichos elementos. De ahi surge la importancia de monitorear las
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poblaciones de ambas especies de monos y el manejo de su habitat para disminuir la los efectos
negativos de de diferentes factores estocasticos provocados por el ambiente.

\

)
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LOS MONOS DE COSTA RICA COMO MODELO DE ESTUDIO; EVOLUCION Y
SIGNIFICANCIA DE ASPM, UN GEN DE DESARROLLO CEREBRAL.

Por: Fernando Villanea Guevara

ESTADO DE CONSERVACION Y DESCENSO DE LAS POBLACIONES
DE LOS PRIMATES DE COSTA RICA

MSc. Ronald Sanchez Porras

Universidad de Costa Rica

Sede de Occidente ¥ _
Programa de Investigaciones del Bosque Premontano

En Costa Rica, antes de la conquista Espafiola (1 500) los bosques cubrian alrededor de 49.000
Km? (96%) de su territorio. Para 1940 todavia se contaba con 33.726Km? (66%) del total del,
bosque primario y las alteraciones se encontraban principalmente en el Noroeste del pais'y en el
Valle Central (OPSA; 1979). Drasticamente el pais fue desbastado en las siguientes cuatro
décadas, y ya para 1987 solamente se contaba con el 25% (12.775 km? aproximadamente) de
nuestros bosques naturales, muchos de ellos ya incorporados al Sistemas-de Areas Protegidas,
en sus diferentes categorias de manejo. Por los datos anteriores, podemos decir que muchas
especies sufrieron en pocos afios, producto de un desarrollo acelerado, una pérdida de habitat
mayor a la que sufrieron en mas de-cuatrocientos afios de convivencia entre la especie humana y
la naturaleza (Palavicini 2004). La destruccién de habitat es sin duda, la mayor amenaza que
afrontan las poblaciones de primates no humanos alrededor del Mundo, sin embargo, la caceria
para una variedad de diferentes propésitos puede ser un factor muy significativo a considerar en
las diferentes regiones de nuestro pais. Claro que la caceria podria ser una causa mas daiiina
que la destruccion del bosque en ciertas regiones que podrian resultar en la pérdida de
poblaciones locales con hébijtat potencial (Mittermeier 1987). La tenencia en cautiverio de estas
especies como mascotas mantienen un mercado ilegal nada despreciable que se refleja con la
tenencia en cautiverio de alrededor de cinco mil individuos, dentro de los que sobresalen el mono
cara blanca (Cebus capucinus), el colorado (Ateles geofifroyi) y el mono titl (Saimiri oerstedii) y, en
menor niimero el mono congo (Alouatta palliatta) debido a su color, su comportamiento y su dieta.
La interaccién de los primates con el ser humano es otro de los factores que pone en riesgo estas
especies. En Costa Rica con el tiempo-los primates han aumentado su contacto con los humanos
y se han vuelto mas accesibles a éste, ejemplos de ello es el contacto de los turistas en los
diferentes Parques Nacionales como Cahuita, Manuel Antonio, Palo Verde, Santa Rosa, etc. Esta
interaccién esta también asociada al aumento de la produccién agricola, donde grandes
extensiones de bosque se ven sometidas a tala raza para la siembra de productos como el
banano, palma africana, citricos, pifia, café, caila de azucar, arroz, melén, plantas ornamentales y
muchas otras mas, las que han transformado el paisaje costarricense dejando poblaciones de
primates aisladas en el mejor de los casos,. Yy en contacto con los humanos. El uso de
agroquimicos para fumigar las plantaciones, el uso indiscriminado de antibidticos en las
actividades agropecuarias y un acelerado crecimiento urbanistico sin el control debido han
contribuido en una forma acelerada al descenso de la poblacion de primates en Costa Rica. La
presente investigacion pretende estimar el namero de individuos por especie de los primates de
Costa Rica, de acuerdo con el rea potencial existente, asi como las causas de su descenso,
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con el fin de establecer una estrategia nacional para su conservacion. Se realizaron visitas de .

campo a las diferentes regiones del pais, rpara localizar grupos de monos, con el fin de
establecer el estado de conservacion de las especies, estado del habitat, las amenazas
potenciales, asi como el grado de interaccién de los primates con el ser humano por regién. Se
obtuvo muestras por medio de la captura, p conocer el estado de salud de los individuos. Se
calcul el nimero de individuos de las especies de primates en el pais, se contaron el nimero
de individuos por grupo y se calcul6 el area (para efecto de este estudio se tomaron los rangos de
distribucion de las especies). Una vez obtenida el 4rea y el niimero de individuos, se calcul6 el
Area Potencial Protegida (APP), esto nos dio un subtotal de 1.339.579 has, y se le agregé un
16.53% de aquellas areas que no estan protegidas pero que cuentan con potencial, para un gran
total de 1,840,448 has. Se dividio el nimero de hectareas entre la cantidad de individuos y se
obtuvo el nimero de hectareas por individuo, una vez obtenido el valor, se dividié el nimero de
hectareas potenciales entre el nimero de hectareas por individuo y se obtuvo la poblacién (N)
aproximada de las especies de primates en el pais.

APP [ n°de ind x ha = N aproximada \ .

Poblaciones Estimadas de Primates en Costa Rica de Acuerdo con el Area Potencial, R.
Sanchez 2007 - ‘

ESPECIE Area potencial (ha) | Monos / ha Pobla/ Estimada
Alouatta palliata 1 840448 0.02 36808

Ateles geoffroyi 1840448 ) 0.0039 7217

Cebus capucinus | 1840448 ) 0.03 ‘ 54130

Saimin oerstedii 145425 0.066 9695

VARIABLES DE HABITAT Y PAISAJE QUE INFLUYEN EN LA PRESENCIA DEL
MONO TITI Y CARABLANCA EN UNA ZONA FRAGMENTADA
DEL PACIFICO CENTRAL DE COSTA RICA

Joel C. Saenz

Instituto Internacional en Conservacion y Manejo de Vida Silvestre, Universidad Nacional
Apartado postal 1350-3000, Heredia, Costa Rica

jsaenz@una.ac.cr '

Se evallio el impacto de las variables de habitat y paisaje sobre dos especies de primates, el
mono titl (Saimiri oerstedii critinellus) y el nomo carablanca (Cebus capucinus) en la Region
del Pacifico Central de Costa.Rica; mediante un Andlisis de Discriminante Canénico (ADC)
para determinar cuales variables de habitat y paisaje explican mejor la presencia/ausencia
de los monos. Se realizd una blsqueda intensiva de tropas de monos en todos los
fragmentos (45) de bosque del area de estudio (540 km?; adicionalmente, en los fragmentos
que fueron dificiles de visitar, se entrevisto a los duefios de las fincas para conocer si ambas
especies se encontraban en su propiedad. Se definieron 10 variables de paisaje, tres de
vegetacion al interior del fragmento y dos variables de la matriz. Se encontraron tities en 28
fragmentos y carablancas en 30. Los fragmentos con presencia exclusiva de una especie
ocurrié en 18 fragmentos, 11 para monos titi, siete para monos carablanca y una presencia
conjunta de las dos especies en 21 fragmentos. El nimero de individuos en las tropas de
monos titi varié entre 14 y 80. El 14.3 % de las tropas de titi estuvo formado por mas de 50
individuos, el 60.7% (17 tropas) tuvieron entre 25 y 50 individuos y el 25% restante menos
de 25 individuos. Las tropas de monos carablanca tuvieron entre 6-17 individuos; sin
embargo, el tamafo de la mayoria de las tropas (51.6%) vari6 de 10 a 15 individuos,
mientras que el 38.7% (12 tropas) estuvo conformada por menos de 10 individuos, y muy
pocas tropas (3 tropas) con mas de 15 individuos. Ei ADC mostré que el eje canénico 1
(CAN1) explica la presencia de los tities mediante dos variables, la distancia a los habitat
fuente (bosques continuos) y la presencia de corredores entre fragmentos. Para los
carablancas el CAN1 separ6 dos variables, el tamaiio del fragmento y el % de charral en un
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radio de 5 km alrededor de sitio de ubicacion de los monos, ambos explican la presencia de
estos monos en los fragmentos. Al considerarlos los primates como dos grupos separados
en el ADC, sélo la variable corredor é‘xplica (100%) la presencia de ambos monos. Por otro
lado, los tities presentaron diferencias entre los fragmentos con corredor y sin corredor
(X?=7.248, p=0.0067) ocurriendo la mayoria de los avistamientos en fragmentos conectados
por corredores. Se concluye que los tamafios de las tropas no fueron diferentes de los
reportados para areas continuas o bosques protegidos, lo cual hace viable la conservacion
de estos primates en areas fragmentadas. Por ultimo se concluye que los fragmentos
cercanos a habitat fuentes y los fragmentos conectados por corredores’ tienen alta
probabilidad de contener tities. Sin embargo, para los monos carablanca es importante el
tamafio del fragmento y el porcentaje de:charral en la matriz circundante.

ANALISIS SITUACIONAL DE MONO TITI EN EL AREA DE AMORTIGUAMIENTO
DEL PARQUE INTERNACIONAL LA AMISTAD

MSc. Rodrigo A. Morera Avila

El presente trabajo se realiz6 en dos etapas y cada una en secciones diferentes dentro del
Area de Amortiguamiento y de influencia del Parque Internacional La Amistad (PILA), las

cuales tenian un area comprendida desde Rio Cabagra por el Norte, hacia el sureste, margen

del rio Singri, parte de distrito de Bioley, La Puna. Por el Oeste hasta los cultivos de café cerca

de Colorado y El Carmen, al Sureste hasta la Finca Gromaco, por el Sur las comunidades de -
Javillo, San Carlos y al Suroeste hasta la ladera Sur del rio Limdn contiguo a la zona de
Changuena hasta la desembocadura del rio Limén al rio Grande de Témaba. Se evalué la
disponibilidad de alimento en general y su relacién con el cambio de uso del suelo presente en
la zona, tales como agropecuarios, forestales y monocultivos. La cobertura vegetal presente en
la zona fue determinada mediante la categorizacién de los tipos de vegetaciéon de acuerdo con
las caracteristicas de la vegetacién presente en el drea muestreada, obteniéndose tres
categorias, las que a su vez inciuyeron otros tipos de vegetaciéon. La primera categoria: incluye
la vegetaci6n primaria, secundaria avanzada, y vegetacion riparia. La segunda categoria se
definié su composicién por una vegetacién secundaria joven arbustos, ademas de charrales y
brefiones los palmares abundantes en la zona y en algunas ocasiones se presenta en parches
espesos y casi siempre mezclados con brefiones y la vegetacién secundaria joven. La tercera
categoria son los pastos con arboles aislados, son éreas que en la actualidad estan siendo
utilizadas para la actividad de ganaderia, estas dreas se encuentran distribuidas mayormente en
las partes planas contiguas a los rios y quebradas pero también es posible observar que estas
areas se ubican en lugares con alto grado de pendiente. El total de grupos ubicados fue 54
grupos en 21307.2 ha., la mayoria con rangos de accioén en habitats de vegetacion riparia El
total de individuos censados fue de 1638, con una variacion desde siete a 68 individuos por
grupo para un tamario promedio de grupo de 37.4. Las hembras adultas fue la mayor categoria
en la composicion de los grupos con el 36.3%. Mientras que los juveniles con el 26.4 % como la
segunda categoria, los machos adultos el 23.6 % y los infantes el 10.4 %. La relacion entre
hembras adultas y los machos adultos se ubicé en un rango de 0.67 y 2.00. Al evaluar dreas
buffer de un Km. radial, se presentan 17 niicleos o areas, con diferentes grados de cohesién y
pocos grupos asilados siendo entonces positivos los flujos de intercambio genético. Se ubicaron
grupos a diferentes altitudes en rangos de 100 a 800 m.s.n.m. Consumieron 32 plantas, siendo
las de mayor consumo el espavel (Ancardium exelsuml) en los meses de la estacion seca y el
caimito (Crysophillum argentum) durante los meses intermedios de la estacién humeda.
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EVALUACION DEL PAISAJE, EL HABITAT Y LA POBLACION DE MONO TITi
(Cebidae: Saimiri oerstedii oerstedii) EN LA PENINSULA DE OSA COSTA RICA

Daniela Solano Rojas, dsolroj@hotmail.com 3\
Instituto Internacional de Conservacién y Manejo de Vida Silvestre
Universidad Nacional

Se evaluo el estado del habitat y del paisaje del mono titi fuera del Parque Nacional Corcovado
en la Peninsula de Osa, durante los setiembre del 2005 a mayo 2006. En 22 sitios boscosos,
entre el rio Rincén y el rio Carate se estudio la composicion floristica y su estructura horizontal, y
se determiné caracteristicas demograficas de los monos titi (tamafio de tropa y composicion de
sexos y edades). Se establecieron 63 parcelas, distribuidas entre 22 sitios boscosos, cada una
tiene un tamafio de 20 x 50 m (0.1 ha). Para cada sitio se calculé-el nimero de arboles con un
DAP mayor a 5 cm. y la riqueza de especies arboreas (S), la diversidad de la altura dei follaje
(FHD), el area basal por hectarea (G), la diversidad de DAP (DAPD), asi como la diversidad alfa
(o) promedio por parcela por sitio. Se identificé 354 especies de arboles y 69 se clasificaron
como desconocidos. Los sitios ubicados cerca del poblado de La Palma fueron los mas diversos
y similares en su composicion floristica - (NMS: estrés final=13.20859; inestabilidad
final=0.00001: n° de interacciones=72), Cabinas Titi fue el sitio boscoso con mayor namero de
especies (S= 64). Todos los sitios boscosos estudiados poseen una estructura discetanea, la
mayoria de individuos poseen un DAP menor a 35 cmy se encuentran en el rango de los 5a 10
metros de altura. Las especies arbéreas mas abundantes fueron el Peine’e Mico (Apeiba
tibourbou), el Guacimo (Guazuma ulmifolia), la Guaba de mono o Guabilla (Inga thibaudiana), el
Guacimo Colorado (Luehea seemani) y el Jobo (Spondias mombin), frutos de estos arboles son

utilizados por los monos titi como alimento. Se elaboré un Mapa de Uso del Suelo 2005, en un

area total de 247 Km.2 con 16 diferentes clases de uso del suelo. Las clases dominantes son:
bosque (7471 ha) y pasto (6218 ha). El area minima mapaeable fue de 0.5 ha. Se sobrepuso
una grilla de hexagonos de 30 hectareas y se evalu6 4 hexagonos por sitio (120 ha). Se calculd
métricas de paisaje para cada grupo de 4 hexagonos. Para analizar la relaciéon del tamaiio de
tropa de monos titis con respecto a las variables de habitat (DH, FHD, PH), de paisaje
(composicién boscosa {porcentaje de las categorias bosque, tacotal, charral en la subunidad de
paisaje compuesta por 4 hexagonos}, Densidad de Bordes ED: cantidad de limites con relacion
al area total del paisaje en la subunidad de’ paisaje compuesta por 4 hexagonos) y presencia de
ofros primates (Ateles y Alouatta) se realiz6 un modelo linear generalizado (GLM), Modelo de
Regresion de Poisson. Se usé el Criterio de Informacién de Akaike Corregido para muestras
pequefias (AlCc) para la seleccién del mejor modelo, con el cual determiné que el tamafio de las
tropas de monos titi esta relacionada positivamente con el componente arbéreo (0.8854) y la
densidad de bordes (0.3015) y se relaciona negativamente con |a presencia de mono arafia (-
0.2208) (AlCc=123.67). Es necesario proteger los bosques secundarios o tacotales fuera del
Parque Nacional Corcovado y educar a los pobladores de las comunidades cercanas a los sitios
utilizados por el mono titi.

FRUGIVORIA Y DISPERSION DE SEMILLA POR Ateles geoffroyi y Alouatta palliata
Y SUS IMPLICACIONES EN LA CONSERVACION DE LA BIODIVERSIDADEN LA
PENINSULA DE OSA, COSTA RICA.

Pablo Riba Hernandez' y Kathryn E. Stoner”. 'Proyecto Care&;, Bahia Drake, Peninsula de Osa,
Costa Rica. Centro de investigaciones de Ecosistemas, Universidad Nacional Auténoma de
México,Morelia,Michoacan

Los monos colorados y congos representan los frugivoros arbéreos de mayor tamafio en la
Peninsula de Osa. Hasta la fecha se desconoce la importancia de estas especies en la
dispersion de semillas en esta zona y la posibilidad que tienen estas especies de suplantar una
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a la otra. Se estudio la dieta frugivora de ambas especies en forma simultinea durante un afio.
Los monos colorados consumierof hasta 52 especies de frutos, mientras los congos
consumieron 31 especies. A pesar d§ vivir en simpatria, estas especies solo compartieron siete
especies de frutos. Estas especies de frutos fueron consumidas en diferente intensidad por
ambas especies. Los monos colorados consumieron un mayor numero de frutos con semillas
grandes (> 25 mm) que los monos congos. Estos datos sugieren que ninguna de las dos
especies podria suplantar a la otra en la dispersion de semillas y por ende la pérdida de
cualquiera de las dos puede tener consecuencias importantes en la biodiversidad de Ia

Peninsula de Osa.

USO DE COBERTURAS DE VEGETACION POR TROPAS DE MONOS CONGOS
(Alouatta palliata) Y CARABLANCA (Cebus capucinus) EN UN
AGROPAISAJE Y PERCEPCIONES DE FINQUEROS CON
RESPECTO A LA CONSERVACION DE LOS PRIMATES
EN ESPARZA, COSTA RICA”

Marleny Rosales Meda _
instituto Internacional en Conservacion y Manejo de Vida Silvestre

Universidad Nacional. marleny_rm@yahoo.com y
marleny.rosales@gmail.com

Los primates pueden brindar informacion valiosa y necesaria para la conservacion a nivel de pai
saje debido a que juegan un pape importante en la biodiversidad a nivel de regién con su rol de
depredadores y dispersores de semillas, polinizadores y agentes de regeneracion de los bosque
s tropicales. El objetivo general de esta investigacién es generar informacion ecoldgica (usode c
oberturas vegetales y estructuras paisajisticas) y etnobiolégica (conocimiento ecolégico tradicion
al)de las especies de primates Aloualta palliata y Cebus capuncinus en un sistema agroforestal
en Esparza.los objetivos especificos son: 1) Evaluar el uso que le dan seis tropas de monos con
go y seis de monos carablanca a ocho tipos de cobertura vegetal dentro de suarea de actividad
y en un area buffer (de amortiguamiento) aledafia a ésta, 2) Relacionar la presencia y uso de am
bas especies de primates con estructuras del paisaje (fragmentos boscosos, parches de vegetac
i6n, corredores y matriz) y caracteristicas del paisaje (grado  de fragmentacion y conectividad
estructural y funcional) '

dentro de su area de actividad y en el area buffer, 3)ldentificar las percepciones y practicas fav
orables y desfavorables de los finqueros locales con respecto a la conservacion de los primates
en areas privadas.Cada una de las seis tropas de monos congo fueron seguidas por un total de
22 horas y las seis tropas de monos carablancas, por un total de 25.5 horas cada una. Los result
ados preeliminares hasta la fecha, muestran que ios monos capuchinos utilizan una mayor canti
dad de tipos de cobertura vegetal y que su érea de actividad es mucho mayor (88 a 408 ha) que
la de los monos congos (9 a 21 ha). Ambas especies se les vio utilizar el suelo para desplazarse

distancias cortas, y también han utilizado cercas vivas dentro de las fincas (segun su disponibili
dad), siendo los monos capuchinos quienes han mostrado mas
frecuencia en estos tipos de desplazamientos. Las doce tropas estudiadas tienen al menos un re

manente boscoso dentro de su area de actividad el cual varia en el tipo y tamafio y en general m
uestran seleccién al uso de remanentes boscosos (riparios y/o secundarios). Segun la percepci6
n local de hombres y mujeres, los monos capuchinos son considerados animales probleméticos
ya que causan dafio a cultivos de maiz y arboles frutales que son utilizados para alimento. A pes
ar de ello, el 98% de los entrevistados indicaron que es importante la conservacién de ambas es
pecies en el area e identificaron algun tipo de utilidad. Ademas, se han recopilado varias historia
s orales comunes para ambas especies de primates en el area, lo cual ayuda a entender las rela
ciones entre los pobladores locales y los recursos naturales que deben considerarse para futura
s opciones de manejo con esta especie. Dicha investigacion actualmente esta enla fase final de
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andlisis y es realizada gracias al financiamiento otorgado por el Cleeland Metroparks Zoo, el Cle
veland Zoological Society’s Scott Neotropical Fund y parciaimente por el proyecto ESIME, GEF-
Banco Mundial. X
USO DE HABITATS Y PLANTAS IMPORTANTES EN LA ALIMENTACION DE LOS
MONOS CONGOS (Allouata palliata) Y CARABLANCAS (Cebus capucinus)
EN EL BOSQUE TROPICAL SECO, COSTA RICA.

Por: Rodrigo A. Morera Avila

A través de actividades diarias definidas ‘como busqueda de alimento, descanso y otras
realizadas por los Congos (Allouata palliata) y Carablancas (Cebus capucinus), evalué la
utilizacion y consumo de especies vegetales en el Parque Nacional Santa Rosa del Area de
Conservacion Guanacaste. Mediante la fenologia de plantas importantes determiné la
categorias de alimento (hojas tiernas y maduras, brotes, flores, frutos y "otras" partes y la
frecuencia de alimentacion estos monos, También fue evaluado el uso de habitats por estos
primates. Esta informacién fue obtenida mediante las observaciones de dos grupos de Congos
(1320 h) y dos grupos de carablancas (1320 h) entre setiembre 1992 y agosto1993. Durante
todo el periodo evaluado los Carablancas dedicaron mayores porcentajes de tiempo a la
busqueda de alimento 59.8 %, siendo en la estacion liuviosa 52.8 % y en la seca 40.7%. Los
Congos dedicaron mas tiempo al descanso 62,8 % para el periodo anual, con §9.7 % para la
estacion lluviosa y un 66.0 % para la seca. Se presentaron diferencias significativas (F=17.9;
gl=7.88, P < 0.0001) entre el tiempo de consumo de las diferentes categorias de alimento para

los Congos en todo periodo, lo mismo para los carablancas (F131.4; gl=7.88; P<0.00001). En -

invierno los Congos se alimentaron de hojas tiemas en 46.2 % del tiempo, 30 frutos, 9.4 flores,
9.1 hojas maduras, 1.45 brotes y 6.4 de "otras" categorias. En el verano consumieron de 29.6 %
hojas tiernas, 8.2 frutos, 30,4 hojas maduras, 6.4 "otras" categorias y 5.3 brotes. No hubo
diferencias significativas en el tiempo de consumo de estas categorias en el inviemno ni en el
verano. El tiempo de consumo de las categorias de alimento empleado por los Carablancas
mostré diferencias significativas (F = 54.8; gl=7.38; p<0.00001) en inviero y (F=1 9.2;91=7.29; p<
0,00001) en verano. El tiempd invertido consumiendo frutos fue similar para las dos estaciones
57.3 y 58.7 % respectivamente. Hubo un descenso importante en el consumo de insectos de
38.4 a 296 % del invierno al verano. Los Congos se alimentaron de 42 especies vegetales, seis
en porcentajes igual o mayor al 15 % del tiempo de consumo. En cuanto a la frecuencia de uso
Bursera simaruba presenté los mayores porcentajes en siete meses de los 10 que fue
consumida. Albizzia adinocephala fue utilizada durante 11 meses pero s6lo en un mes presento
la mayor frecuencia de uso. Varias especies de Ficus fueron consumidas durante 10 meses,
ninguno presentd porcentajes mayores de frecuencia. De las 57 plantas consumidas por
Carablancas 13 fueron consumidas en porcentajes mayores o iguales al 15%, la graminea
Lasearis sorgoides fue consumida en mayor porcentaje en tres meses, el bejuco Cissus
sicyoides dos meses y un mes Karwiskia calderoni, Luhea candida, Acacia colleinsi, Genipa
americana, Snododendron exelsum, Bunchosia biocellata y Allophillus occidentales. Los
Carablancas usaron todos los habitats presentes, el Crecimiento Secundario fue el mas usado
en las dos estaciones. Los Congos usaron en altos porcentajes el Crecimiento Secundario
Avanzado en las dos estaciones.

e
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POBLACION DE MONO CO&GO (Alouatta palliata) EN ISLA SAN LUCAS,
GOLFO ?E NICOYA, COSTA RICA

4

Marleny Rosales Meda
Instituto Internacional en Conservacion y Manejo de Vida Silvestre
Universidad Nacional. marleny_rm@yahoo.com y marleny.rosales@gmail.com

Se ha reportado que los monos congos juegan un papel determinante en la regeneracion y
restauracién de habitats, principalmente en bosques secos del pais y, en la actualidad, las pobla
ciones de monos aulladores estan consideradas en peligro de extincion en Costa Rica. En el Ref
ugio Nacional de Vida Silvestre Isla San Lucas —-RNVSISL- :
habita una poblacién de monos congo desde hace 40 afios.
Es por ello que el estudio de esta especie en isla San Lucas es importante para formular e imple
mentar acciones de manejo que pedan mejorar la viabilidad de dicha especie y de su habitat en |
aisla. La presente investigacion es el primer aporte que se realiza para conocer el estado de los
monos aulladores en ese , lugar
y tuvo como objetivos (1) realizar un censo de la poblacion existente e identificar su composicié
n por sexo y edad e (2) identificar algunos de los arboles utilizados como alimento y descanso e
n época seca. -
El registro de la poblacién de aulladores se realizé mediante recorridos en la mafiana y tarde d
urante 11 dias, en época seca (17 al 27 de abril). Se visit6, al menos dos veces, todos los reman
" entes de bosque siempre verde donde podian habitar los monos pero también se realizaron reco
rridos en los otros - S
tipos de cobertura vegetal. _ '
Durante 65.5 horas de esfuerzo en btisqueda y observacion se detecté un total de 112 individuo
s distribuidos en nueve tropas y u macho adulto solitario. Las tropas estuvieron compuestas por
31 machos adultos (28 %), 38 hembras adultas (34 %), 21 juveniles (19 %), 6 infantes (5 %) y 15
crias (14 %). La media del tamaiio de tropas fue de 12,3316,5 y la mediana fue de 11, con un in
tervalo de 3 a 23 individuos. Todos los individuos fueron detectados en remanentes de bosque si
empre verde en arboles de 20 m o m4s de altura. La densidad estimada de monos congo en Sa
n Lucas fue de 0,24 individuos/ha y en el bosque siempre verde en época seca fue de 2,29 indivi
duos/ha.Los arboles utilizados como alimento fueron Mangifera indica y Spondias purpurea (frut
0); Cassia grandis, Bursera simarouba, Ficus benjamina, Anacardium excelsum, Pseudobombax
septenatum, Albizia saman, Tamarindus indica, Acacia centralis, Desmopsis bibracteata, Melico
ccus bijugatus y Mayterius segoviarum (hojas). Frecuentemente se les observé descansando en
arboles de Bombacopsis c;ainata, Sideroxylon capiri, Enterolobium cyclocarpum, Callycophyllum
candidissimun y Lonchoccarpus spp.

DISPERSION DE SEMILLAS DEL ARBOL CAREY (Elaouloma glabrescens) POR
LOS MONOS COLORADOS: EVIDENCIAS DE LA DEPENDENCIA DE UN PRIMATE
PARA LA REGENERACION DE ESPECIES FORESTALES DE IMPORTANCIA
ECONOMICA EN LA PENINSULA DE OSA, COSTA RICA

Pablo Riba Hernandez. Proyecto Carey, Bahia Drake, Peninsula de Osa, Costa Rica.

Existen pocos casos en los que se ha documentado la dependencia de especies particulares de
frugivoros para la regeneracién de especies forestales. El arbol de Carey es una de las especies
mas importante en la dieta de los monos colorados en la peninsula de Osa, sin embargo, se
desconoce que tan importante es este primate para la regeneraciéon de esta especie. Para
determinar la importancia de este primate en la ecologia de dispersion de semillas y la
regeneracién de esta especie forestal se monitorearon los frugivoros que visitaron los arboles de
Carey durante la época de fructificacion del 2004. Se encontré que cuatro mamiferos visitaron
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los arboles; Cebus capucinus, Potos flavus, Ateles geoffroyi y Sciurus granatensis. De estos los
dnicos que dispersaron las semillas lejos :‘j\de los arboles paternales fueron A. geoffroyi y P.
flavus. Sin embargo, el segundo visité con poca frecuencia los arboles y defeco las semillas bajo
la copa de arboles con-especificos. A. geoffroyi en cambio, no solo removia la mayoria de los
frutos, sino que dispersa las semillas en su mayoria. Ademas, los arboles que mostraron mayor
cantidad de visitas por los monos colorados, mostraron una mayor tasa de dispersion de
semillas. Muestreos de la regeneracién del Carey a partir de los érboles paternales mostraron
que la posibilidad de reclutamiento se incremento lejos de la copa del arbol, esto sugiere que A.
geoffroyi juega un papel substancial en el reclutamiento del Carey en la Peninsula de Osa. Para
lograr que se dé un manejo forestal adecuado en la zona se debe tomar en consideracion la
presencia de \ estos primates.

FLORA BACTERIANA DE LA CAVIDAD ORAL DE los MONOS Alouatta palliata,
Ateles geoffroyi y Saimiri oestedii Y SU PERFIL DE SENSIBILIDAD
A ANTIBIOTICOS

Evelyn Rodriguez-Cavallini’, Maria del Mar Gamboa-Coronado’, Carlos E. Rodriguez-
Rodriguez!, Galia Rojas-Contreras’, Silvia Jiménez-Cuadra', Ronald Sénchez-Porras® y
Gustavo A. Gutiérrez-Espeleta®

1. Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia Anaerobia y Centro de Investigacion en
Enfermedades Tropicales, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica. .
2. Programa de Investigaciones del Bosque Premontano, Sede de Occidente, Universidad de
Costa Rica. o :

3. Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica.

Se estudio la flora bacteriana oral de 60 monos de tres especies de monos de Costa Rica:
Alouatta palliata, Saimiri oerstedii y Ateles geoffroyi. Se trabajaron muestras de raspado de
dientes y cavidad bucal que se resuspendieron en solucion salina estéril para el aislamiento de
bacterias aerobias. De esta suspensién se inoculd un tubo con medio Carne Cocida
prerreducido para el aislamiento de bacterias anaerobias. Para la determinacion de la
sensibilidad a los antimicrobianos se utilizaron galerias comerciales. En todas las especies
estudiadas se encontré mayor cantidad de aerobios que de anaerobios, a diferencia de lo
encontrado en la cavidad oral humana. Esto pudo deberse a factores relacionados con las
dificultades de toma de muestras para anaerobios, su transporte al laboratorio, o bien a que esa
diferencia existe. En las tres especies de monos, las bacterias aerobias mas frecuentes
correspondieron a bacilos Gram negativos, siendo Enterobacter el mas frecuente y descrito
como uno de los predominantes en la cavidad oral humana. Se aislaron 25 especies
bacterianas, pero no se encontré relacion entre ellas y alguna de lds especies de monos. Los
cocos Gram positivos correspondieron a Staphylococcus y Streptococcus en el caso de monos
congo y colorado, mientras que solo a’ Staphyloococus en monos titi; la razébn para esta
diferencia no esta clara. Clostridium fue el género de anaerobios mas frecuente en las tres
especies estudiadas pero en mayor porcentaje al descrito en ofras especies de monos. A pesar
de que los clostridios no son flora indigena oral humana, son habitantes normales del suelo lo
que explicaria este hallazgo. En monos titi Fusobacterium fue el segundo género mas frecuente
y en monos congo y colorado fue Bacteroides. Ademas se aislaron 10 especies de anaerobios,
muchas ya descritas anteriormente en monos. Los bacilos Gram negativos aerobios presentaron
alta resistencia a cefalosporinas, especialmente a cefalotina. Ademas, a partir de los monos titi
se aislaron cepas resistentes a otras cefalosporinas (cefoxitina y cefuroxima), asi como a
aminoglicésidos. Dos terceras partes fueron resistentes a amoxicilina, lo que correlaciona con su
amplio uso en el sistema de salud del pais.Las tres cepas de Staphylococcus de monos titi
presentaron mayor multiresistencia que las cepas de monos congo y colorado. Ademas fueron
resistentes a vancomicina, considerado el mejor antimicrobiano disponible para el tratamiento de
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infecciones por estafilococos.La resistencia antibacteriana que presentaron los anaerobios fue
considerablemente menor que la de los aerobios. En las tres especies la mayor resistencia fue a
metronidazole; a penicilina en el caso de los monos congo y colorado y a cefotetan en los
monos titi. Se observé resistencia a ’la clindamicina, antibiético ampliamente utilizado para el
tratamiento de infecciones por anaerobios. Finalmente, los anaerobios también presentaron
multirresistencia pero menor a la de los aerobios. La resistencia antimicrobiana en las bacterias
de cavidad oral de monos podria explicarse, al menos parcialmente, por la resistencia intrinseca
de algunos microorganismos hacia ciertos agentes o a la presencia de sustancias
antimicrobianas en el suelo. Sin embargo, los niveles observados en nuestros estudios son altos
y similares a los encontrados en poblaciones humanas, lo que sugiere la influencia de una
presion selectiva generada por el uso excesnvo de antibiéticos.

SE PODRAN MANTENER LAS REL}(\CIONES MUTUALISTAS ENTRE PRIMATES Y
PLANTAS EN RESERVAS PEQUENAS: EL CASO DEL. MONO COLORADO EN LA
PENINSULA DE OSA, COSTA RICA.

Pablo Riba Hemnandez' y Kathryn E. Stoner®. "Proyecto Carey, Bahia Drake, Peninsula de Osa,
Costa Rica. “Centro de investigaciones de Ecosistemas, Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico, ; Morelia, Michoacan.

Debido a efectos antropogénicos la Peninsula de Osa ha sufrido una aita tasa de fragmentacign,
transformado su paisaje en fragmentos pequefios. Hasta la fecha se desconoce el efecto que
puede este proceso en las interacciones mutualista entre primates y plantas, en particular la
dispersién de semillas. Evaluamos la frugivoria por A. geoffroyi en el Refugio de Vida Silvestre
Punta Rio Claro. Encontramos que Afeles consumio los frutos de 52 de las 70 especies esperadas
para la zona de estudio, su dieta incluye un 30% de semillas grandes (> 25 mm), las semillas de
todas las especies consumidas fueron tragadas y por ende dispersadas. Aproximadamente un
80% de los eventos de alimentacién ocurrieron en bosque primario. A pesar que lo anterior indica
que las relaciones mutualistas se mantienen, los monos colorados no se alimentaron todo el afio
dentro del refugio. Esto sugiere que reservas pequefias semejantes a nuestro sitio de estudio no
podrian mantener poblaciones de primates grandes a largo plazo, y por ende se produciran
cambios en la estructura y diversidad. Mayores esfuerzos de conservacién se deben enfocar a
identificar y monitorear fragmentos de mayor tamafio, para mantener las relaciones mutualistas a
largo plazo en la zona.

) ' '
ANALISIS MORFOLOGICO DE 16 POBLACIONES DEL MONO CONGO
Alouatta palliata (Cebidae) EN COSTA RICA

Gilbert Barrantes ‘
Universidad de Costa Rica, Escuela de Biologia

En Costa Rica Alouatia palliata habita en el bosque seco y lluvioso, principalmente desde nivel del
mar hasta 1500 m de elevacién. Naturaimente y como resultado de la destruccion de su habitat,
muchas de las poblaciones de esta especie se han mantenido aisladas, al menos por varias
décadas. Un analisis morfoldgico detallado de monos de 16 poblaciones revelé que los monos de
bosque lluvioso tienen un mayor peso (6.18 + 1.82 kg) que aquellos que habitan bosques mas
estacionales (4.89 + 1.52 kg). Adicionalmente, este analisis mostr6 que dentro de cada tipo de
bosque algunas poblaciones muestran diferencias morfoldgicas muy marcadas en relacién a otras
poblaciones, aun entre poblaciones muy cercanas. Este es el caso de las poblaciones de Potrero,
Corcovado y la isla de Chira. Es posible que estas diferencias sean el resultado de factores
ambientales, como la disponibilidad de recursos alimentarios a través del afo, y factores
genéticos, como el efecto fundador y deriva génica.
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ASPECTOS ANTROPOLOGICOS DE Terus capucinus EN EL PACIFICO CENTRAL
DE COSTA RICA.

Por: Jéssica Lynch

EVOLUCION Y FUNCION DE LA VISION TRICROMATICA
RUTINARIA EN PRIMATES

José Esteban Loria Calderén
Profesor de la Sede de Occidente
Universidad de Costa Rica

Trabajo extraido de la publicacién:

Peter, L., N. Dominy, Riba, P., Stoner, K., Y. Naydta, Loria, E., W.Petersen, Rojas, Y., R. Salas,
Solis, S., Osorio, D., and B. Darvell. 2003. Evolution and function of routine trichromatic
vision in primates. Evolution 57(11):2636-2643.

Las diferencias en el canal “rojo-verde” tendieron fuertemente hacia el rojo. Los taxa
tricromaticos rutinarios consumieron significativamente una mayor cantidad de hojas
“enrojecidas” que los' tricromaticos no rutinarios. Pero no se encontraron diferencias-
significativas para los frutos para este color en este canal, a pesar de que las sefiales de estos
frutos eran mas variables. Las diferencias en el canal “azul-amarillo” no tuvieron ninguna
tendencia. Los fricromaticos rutinarios escogieron significativamente los frutos mas amarillos,
mientras que los tricrométicos no rutinarios escogieron las hojas mas amarillas. La seleccion
entre cosechas tanto de frutas como de hojas, requiere de una muy fina distincién de color mas
que de la deteccién. Diferencias significativas fueron encontradas en el uso de las sefales de
color “rojo-verde” entre los grupos de primates tanto para frutos y como para hojas, pero las
diferencias para la seleccion tendieron mucho menos hacia la deteccion. Los tricromaticos
rutinarios seleccionaron frutos “rojizos” significativamente mas frecuentemente que los frutos
adyacentes de colores alternativos, pero seleccionaron significativamente hojas mas verdes, a
pesar de que estas eran mas rojizas que las del fondo. Las diferencias fueron significativas al
comparar el total de azlcares entre las frutas consumidas y no consumidas, correlacionadas
positivamente con las diferencigs en ambas sefiales de color (rojo-verde: r= 0.38, P < 0.001, n=
81; azul-amarilio: r= 0,42, P < 0.001, n= 84).



it SIMPOSIO DE PRIMATES DE COSTA RIGA: ESTRATEGIA NACIONAL PARA SU CONSERVACION 24

ESTRATEGIA NACIONAL PARA LA CONSERVACION DE LOS
PRIMATES DE COSTA RICA.

Responsables: Ronald Sanchez-Porras, Gustavo Gutiérrez- Ezpeleta, Grace Wong Reyes. Idalia
Valerio Misael Chinchilla-Carmona. '

Este documento sera el resultado del aporte de muchos investigadores ( ), y personas
involucradas en la conservacion y proteccion de los primates costarricenses, su experiencia y su
visién de lo que debe hacerse se plasmara ‘en un documento que se entregara a las autoridades
correspondientes para la toma de decisiones. '

METODOLOGIA: se establecieron al menos 7 areas (Salud, Genética, Conservacion, Tenencia
en Cautiverio, Centros de Rescate, Educacion para la Conservacion, Investigaciones Futuras )
Los participantes al Simposio podran aportar de acuerdo con su experiencia en cada una de las
areas. Se espera que los asistentes, al final de cada ponencia, puedan escribir en las hojas
correspondientes sus aportes, que contribuyan con el objetivo principal de la consulta, para
establecer las acciones prioritarias de la estrategia.

Partiremos de un objetivo general para la construccién de la estrategia, el cual podra ser
modificado de acuerdo con la informacion disponible. ‘

Objetivo General de la Estrategia: Proteger los habitas potenciales de los primates para su
conservacion, de acuerdo con su rango de distribucién vy la legislacion existente, mediante el®
ordenamiento del territorio, sin poner en riesgo la sobre vivencia de las especies.

Objetivo-s General por Area de Interés: se construiran a partir del consenso de los
participantes por area definida del simposio. ) :

La(s) Politica (s) cada participante podra construir sus propias politicas (responde a la pregunta
2Qué tenemos que hacer? Y para qué ) que seran sometidas al grupo de estudio. El grupo
definira la (s) politica(s), por consenso que seran presentadas en la plenaria.

La (s) Estrategia(s) se entiende como aquellas. tareas especificas a realizar, para poder
alcanzar las politicas

Las Acciones responden gl como lo vamos a hacer, para alcanzar las estrategias.

Los Responsables son aquellas instancias que por ley tienen que velar por el cumplimiento de
las acciones.

Actores Relevantes son aquellas instancias que deben coadyuvar en realizacién de las
acciones ’
(Ver Ejemplo)
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g TENENCIA EN CAUTIVERIO :
| Objetivo general por drea de interés i
Politicas Estrategias ) Acciones Responsables Actores
CENTROS DE RESCATE
Objetivo general por area de interés '
Politicas Estrategias Acciones Responsables Actores
EDUCACION PARA LA CONSERVACION
Objetivo general por area de interés
Politicas Estrategias Acciones Responsables Actores
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FUR MITE, LISTROCARPUS ALOUATTAE FAIN (ACARI: ATOPOMELIDAE), FROM
ALOUATTA PALLIATA GRAY (PRIMATES: CEBIDAE) IN COSTA RICA

Adriana Tl'oyo,1 Mayra E. Solano,1 Olger Calder(’)h—Arguedas,1 Misael Chinchil_la,1 Ronald Sinchez” and
Gustavo A. Gutiérrez-Espeleta3
1. Centro de Investigacién en Enfermedades Tropicales, Departamento de Parasitologia, Facultad de Microbiologia,
Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica, e-mail: atroyo@cariari.ucr.ac.cr; 2. Escuela de Biologia, Sede de
Occidente, Universidad de Costa Rica, Alajuela, Costa Rica; 3. Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias, Universi-
dad de Costa Rica, San José, Costa Rica.

r
{
2

ABSTRACT - Preliminary results of a study on ectoparasites of Costa Rican monkeys are presented. Thirty
six mantled howler monkeys (4louatta palliata Gray, 1849) and 3 capuchin monkeys (Cebus capucinus
Linnaeus, 1758) from different zones of the country were examined for ectoparasites. Fur mites of the
family Atopomelidae were found on 2 of the individuals of A. palliata, which were identified as Listrocarpus
alouattae Fain, 1972 (Acari: Astigmata). A statistical analysis showed differences between most measure-
ments of these specimens and those described by Fain (1979) suggesting that there are intraspecific
variations in L. alouattae.

Resumen - Se presentan resultados preliminares de un estudio sobre ectoparasitos de monos de Costa Rica.
Se evaluaron 36 monos aulladores (dlouatta palliata Gray, 1849) y 3 monos capuchinos (Cebus capucinus
Linnaeus, 1758) provenientes de diferentes zonas del pais. En 2 de los A. palliata se encontraron icaros
de la familia Atopomelidae’ que fueron identificados como Listrocarpus alouattae Fain, 1972 (Acari:
Astigmata). El analisis estadistico mostré diferencias significativas entre la mayoria de las medidas de estos
ejemplares y las descritas anteriormente por Fain (1979) por lo que se sugiere que existen variaciones

intraespecificas en L. alouattae.

Key words - Acari, Atopomelidae, Listrocarpus, fur mite, ectoparasite, howler monkey, Costa Rica.

INTRODUCTION;

Various arthropods have been described as ec-
toparasites of primates, including lice, fleas, flies, mites
and ticks (Renquist and Whitney, 1987; Colwell and Mil-
ton, 1998). There are also reports of fur mites belonging
to the family Atopomelidae associated with monkeys
(Fain, 1967, Fain, 1972). These ectoparasitic mites have
modifications on legs I and II, which allow them to hold
on to the host hairs (McDaniel, 1968; Krantz, 1978).
There are 64 genera in this family, mainly associated with
rodents, marsupials, insectivores, and primates (F ain,
1979). One genus, Listrocarpus Fain, 1967, is associated
specifically with New World primates in the families Ce-
bidae and Callitrichidae (Fain, 1979).

Four species of primates are reported from Costa
Rica: Cebus capucinus Linnaeus, 1758 (white faced capu-
chin), Alouatta palliata Gray, 1849 (mantled howler mon-
key), Ateles geoffroyi Kuhl, 1820 (spider monkey) and
Samiri oerstedii Reinhardt, 1872 (squirrel monkey) (Ro-
driguez and Chinchilla, 1996). However, the actual status
of two additional monkeys Saguinus geoffroyi Pucheran,
1845 (rufous naped or Geoffroy’s tamarin) and Aotus
lemurinus Geoffroy, 1843 (night or owl monkey) is cur-
rently unknown (Timm, 1988; Mora, 2000). Of these, the
first three species are widely distributed throughout the
country (Rodriguez and Chinchilla, 1996) and have been
well studied including geographical distribution (Massey,
1987; Lippold, 1988), nutrition (Jones, 1983; Happel,
1986) and behavior (Zucker et al., 1996). There are also
some reports of copro-parasitological studies (Stuart et al.,
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1. Atopomelid mites (Listrocarpus alouattae Fain, 1972) found on Alouatta palliata of Costa Rica - (A) male
ew, (B) female with egg in lateral view (scale bar = 150 um). Fig. 2. Ventral view of male genitalia showing tW0 ;3

tes (scale bar = 100 um)
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Table 1. Mean ()_() and standard deviation (SD)\)f the key diagnostic measurements (um) of the fur mites collected,
and those described previously for Listrocarpus aloua?ttae (Fain, 1979).

Measurement Specimens collected L. alouattae*
X (@ SD

Female 1pdp 183.19 31)  6.35 1907
1sol tt ITI 30.18 (25)  1.95 25t
1soltt IV 21.79 24)  3.05 27t

Male 1tb 41.84 (17)  2.83 36-40"%
1pdp 136.49 (12)  4.74 1507
wtt 1T 2543 (24) 167 217
1 74.00 (25)  1.94 88"

1 = length, n = number of observations, pdp = postdorsal plate, sol = solenidion, tb =

transversal band, tt = tibiotarsal segment, w = width.

* Holotype female and allotype

1990, Stuart et al., 1998, Appleton and Boinski, 1991).
However, little scientific research has been conducted on
monkey ectoparasites in Central America. Consequently,
a study on ectoparasites of Costa Rican monkeys is in
progress. The objective of this'paper is to present prelimi-
nary results for fur mites collected from A. palliata and
C. capucinus monkeys.

MATERIALS AND METHODS

A total of 39 monkeys was studied, 36 A. palliata
and 3 C. capucinus from different zones of Costa Rica:
Central Pacific (10), North Pacific (15), Atlantic (11), and
Central Valley (3). The animals were sedated with a dart
containing Telazol® or a mixture of ketamine and xylos-
ine (approximately 0.2 mg/kg). Once on the ground,
search for ectoparasites was performed;by combing each
monkey’s hair. The ectoparasites were collected by cut-
ting hair samples, placed in glass vials and transported to
the laboratory for further study. The specimens were
fixed in 70% ethyl alcohol, cleared and softened in lacto-
phenol for approximately one month. Whole and dissected
mites were mounted in Hoyer’s medium (Krantz, 1978),
dried in an incubator at 37°C for at least 7 days and
observed with a light microscope at 100 and 400x.

Family and generic determinations were made using
taxonomic keys by Krantz (1978) and Fain (1979). Diag-
nostic characters were measured and analyzed using Stu-
dent’s T-test (Daniel, 1984). Results were compared to
measurements taken by Fain (1979).

Mounted specimens are deposited in the Arthropod
Collection, Department of Parasitology, School of Micro-
biology, University of Costa Rica, San Jose.

"2 Paratypes

T statistical difference

+* . . .

* no statistical difference

RESULTS

The only ectoparasites found were mites that belong
to the family Atopomelidae. Specimens were found on

_two mantled howler monkeys, both from Cahuita, located
in the Caribean coast of the country, in the province of

Limo6n. The mites were associated with the hair and skin
surrounding cutaneous lesions. No ectoparasites were
found on other primates from other geographical areas.

The adult mites ranged in size from 500 to 650 um,
with distinct characteristics of the genus Listrocarpus
(Fain, 1967), including a small prodorsal plate, wider
than long, and a postdorsal plate, longer than wide. The
female had an elongated tubular sperm duct. In the male,
the fourth pair of legs was enlarged, directed toward the
midline of the body, lacked the terminal stalked discs, and
the tarsi were reduced (Fig. 1). Males had a distinct pair
of undivided and slightly curved triangular sclerites as
part of the genitalia (Fig. 2), which is an important char-
acter of Listrocarpus alouattae (Fain, 1979).

Statistical analysis showed differences between
most of the key measurements of the mite found in Costa
Rica and ones previously reported for L. alouattae
(p<0.05) (Table 1). The measurements reported earlier do
not overlap the ranges of those obtained in this study,
except for the lengths of the female postdorsal plate and
the male transversal band.

DISCUSSION
Some of the reported arthropod ectoparasites of

Alouatta spp. include the larvae of the bot fly, Alouat-
tamyia baeri Shannon and Greene, 1926; the sucking




254 ,  Troyo et al. 2002

A
I

louse, Pediculus mjobergi Ferris, 1916; the biting louse,
Cebidicola semiarmatus Neumann, 1913 (Stuart et al.,
1998); as well as the fur mite, L. alouattae (Fain, 1972).
There are no records of mite infestations associated with
cebids in Costa Rica; the only reported information on
ectoparasites concemed larvae of the bot fly A. baeri
(Zeledon, 1957, Stuart et al., 1998).

Eight of the nine species of Listrocarpus have been
found on primates, and although some of these mites
might be associated with more than one monkey species,
L. alouattae has been reported only for Alouatta seniculus
Linnaeus, 1766 from Surinam (Fain, 1979). The fur mite
found in Costa Rica on 4. palliata has been identified as
L. alouattae mainly by key features present in the male
genitalia. Two species, L. cebi and L. alouattae, have
nonsegmented curved triangular sclerites but the sclerites
of L. cebi are longer and have a hooklike end (Fain, 1979).
This character is not present in the genitalia of these mites
(Fig. 2). Differences in the male genital sclerites, and the
lack of other specific diagnostic features, exclude them
from the remaining Listrocarpus species.

It is important to note that the keys and descriptions
of L. alouattae (Fain, 1979) were based on only 5 speci-
mens: 1 holotype (female), 1 female paratype, 1 allotype,
and 2 male paratypes. A much larger sample was used in
this study (Table 1). Therefore, the differences shown in
the statistical analysis between the measurements of the
specimens found and those previously described (Table 1)
do not exclude them from belonging to the species L.
alouattae. These differences may be due to intraspecific
variations between populations. T

The statistical differences in these data could be
explained by the fact that the mites found in this study
were collected from a different howler monkey species
and from another geographical area. Thus, the specimens
of L. alouattae found in A. palliata of Costa Rica could
be considered as size variants, probably without taxo-
nomic value. Further studies mast be conducted on
atopomelid mites in all 6 species of howler monkeys and
other New World primates as well.

Considering the fact that little information on L.
alouattae is available, further studies are in progress.
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ABSTRACT

We examined genetic diversity of howler monkeys (Alowarta palliatd) from Costa Rica. Blood samples of howler
monkeys wece collected at various focations in Costa Rica, and electrophoresis of total plasma proteins yielded no
variation. We also conducted starch gel clectrophoresis of red cell isozymes and did not find variation for any of the
14 loci analyzed (i.e. ACP, ADA, CA2, EST, GPI, IDH, LDH-1, LDH-2, MDH, PGD, PGM-1, PGM-2, SOD,
and TPI). These findings were compared with the levels of genetic variation for A. semiculus and A. belzebul from one
Brazilian population. Four of the 14 isozymes (ADA, GPI, PGD, and SOD) showed more than onc allele for these
species. Both A. seniculus and A. belzebul from Brazil showed similar levels of genetic variation. The potential causes
of the low genetic variation in A. palliata from Costa Rica are discussed.

s
.

RESUMEN ¢

Se estudié la diversidad genética de los monos congo (Alonaria palliata) de Costa Rica. Se recolectaron muestras de
sangre en varias localidades de Costa Rica. El andlisis de las proteinas totales &l plasma mediante elecuroforesis no
mostré variacién. El anilisis de fas isoenzimas de glébulos rojos mediante electroforesis en geles de almidén tampoco
mostré variacién para ningunc de los 14 loci analizados (i.e., ACP, ADA, CA2, EST, GPl, IDH, LDH-1, LDH-2,
MDH, PGD, PGM-1, PGM-2, SOD, y TPI). Estos resultados se compararon con los niveles de variacién genética
en A. seniculus y A. belzebul de una poblacién de Brasil. Estas especies presentaron mis de un alelo en 4 de las 14
isoenzimas analizadas (ADA, GP1, PGD, y SOD). Tanto A. senictlus como A. belzebul prescntaron niveles comparables
de variacién genética. Sc discuten las causas potenciales de la poca variacién genética en A. palliata de Costa Rica.

Key words:  dispersal; habitat fragmentation; howler monkeys; isozymes; New World monkeys.

CiNTRAL AMERICAN HOWLERS (ALOUATTA PALLIATA It has been proposed that the low genetic di-

AND A. PIGRA) EXHIBIT EXTREMELY LOW LEVELS OF GE-
NETIC VARIATION for plasma proteins and red cell iso-
zymes (Malmgren & Brush 1978, Froelich & Tho-
rington 1982, James ef al. 1997). This observation
contrasts markedly with the high levels of genetic
variation shown by howler species from South
America (A. seniculus, A. belzebul, and A. fusca; Lima
et al. 1990, Pope 1992, Sampaio er al. 1996).

! Received 28 May 2002; revision accepted 24 August
2003.

2 Corresponding author: Tel. (506) 207-4644, Fax (506)
207-4216, e-mail: marizaldivar@hotmail.com

versity of Central American howlers is due to the
action of random genetic drift (Froelich & Tho-
rington 1982, Pope 1996, James et al. 1997). Ran-
dom genetic drift leads to the loss of genetic di-
vesity within populations (Falconer 1989; Furtuy-
ma 1989; Ellstrand & Elam 1993). Under these
circumstances, we would expect to find little or no
variation within populations. This was the case for
the populations described by Malmgren and Brush
(1978), Froelich and Thorington (1982), and
James et al. (1997), and for those reviewed by Pope
(1996). At the same time, random genetic drift
promotes genetic differentiation between popula-
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FIGURE 1. Location of study sites in Costa Rica, Cen-
tral America.

tions since different alleles become fixed in each
population (Falconer 1989, Futuyma 1989, Ells-
trand & Elam 1993). Based on this, we would ex-
pect to find variation between populations. This
issue has not been addressed in previous research
studies.

We conducted electrophoretic analyses for plas-
ma proteins and red cell enzymes to characterize
genetic variation in mantled howlers (A. palliatd)
from different sites within Costa Rica. We also did
a comparative study between Costa Rican mantled
howlers and Brazilian red howlers (A. seniciulus) and
red-handed howlers (A. belzebul). The possible
causes for the low levels of genetic variation in Cos-
ta Rican mantled howlers (A. palliata) are dis-
cussed.

MATERIALS AND METHODS

Stuby srecies.—Mantled howlers (A. palliata) are (i

once of the most variable of the six howler species,
ranging in adult body size from 4.5 10 9.8 kg for
males and 3.1 to 7.6 kg for females (Ford & Davies
1992). They are strict herbivores and cat mostly
leaves and fruits from a variety of tree species,
showing a very flexible diet (Glander 1978, 1981;
Chapman 1987, 1990, Crockert & Eisenberg
1987). Manted howlers are found from southern
Mexico to northern Ecuador (Wolfheim 1983) and
live in a wide variety of habitats, including decid-
uous, riparian, evergreen, and montane forests

(Crockete & Eisenberg 1987). They can occupy .
altered environments, including small patches of

forest neighboring agricultural and urban areas.

Sanrie cotLecTion.~—Blood samples were collected
from several mantled howler sites in Costa Rica
during a period of four years, starting in 1993 (Fig.
1). Table 1 lists the name of the site, the region
within which it is located, and the number of sam-
ples collected at each site. Most samples came from
the Guanacaste region, located on the northwestern
side of the country. It has seasonal rains and veg-
ctation typical of lowland deciduous and semi-de-
ciduous dry forests (Holdridge 1967, Janzen 1983).
The sample sites were: Santa Rosa National Park,
the largest protected area in the region; La Pacifica,
a private cattle ranch, tourist resort, and forest re-
serve (chis population has been studied by KEG
since 1970); Jimenez Nufiez, an agricultural station
with a small forest reserve at the time of the study;
and Santa Cruz, a catde ranch near the town of
Santa Cruz.

TABLE 1. Number of samples of Alouaua palliata from each location.

] i Geographical Number of
Species, Site coordinates samples
A. palliata, Costa Rica 137
GUANACASTE
La Pacifica 10°4G6'N, 85°13'W 91
Jimenez Nufiez 10°25'N, 85°12'W 15
Santa Cruz 10°25'N, 85°59'W 10
Santa Rosa 10°83'N, 85°61'W 6
CENTRAL PACIFIC
. Rio Jesus 10°03'N, 84°52'W 7
ATLANTIC
28 Millas, Limén 10°09’'N, 83°38'W 6
Cariari, Limén 10°37'N, 83°74'W 1
Pocosol, San Carlos 10°36'N, 84°65'W I

The Atlantic Region, on the eastern side of the
country, reccives a greater amount of rainfall and
the populations studied are from areas with vege-
qation typical of lowland rain forests (Holdridge
1967, Janzen 1983). Blood samples were collected
at three sites: La Suerte, a field station and former
cattde ranch; 28 Millas, a banana plantation; and
Pocosol, a cattle ranch.

The Central Region included only one site, Rio
Jesus. This site is at a higher elevation, with vege-
tation typical of premontane humid forests (Hol-
dridge 1967, Janzen 1983), and is highly disturbed.
The troop sampled occupied a 5 ha fragment of
forest neighboring coffee plantations and pasture-
lands.

All sampled populations were located at least
30 km from each other, with the exception of Ji-
menez Nufiez and La Pacifica, which were ca 15
km from each other. Also, the Atlantic and Pacific
Regions are separated by a mountain range running
along the center of the country in a north—south
direction.

Samples were collected using standard dart gun
techniques (Glander er al. 1991). Animals were
anesthetized with Telazol (tilethamine hydrochlo-
ride and zolazepam hydrochiuiide) and 5 ml of
blood was drawn from their femoral vein using a
vacutainer with 1CD (isocitrate dextrose) or EDTA
as an anticoagulant. Animals were allowed to re-
cover and were then released at the site of capture.
The samples were kept cold until processing in the
laboratory. Once in the laboratory, the blood sam-
ples were centrifuged at low speed for ca 15 min-
utes to separate plasma, white cells, and red cells.
The red cells were washed twice with isotonic 9
percent saline solution. Each fraction was stored
separately at—20°C.

In order to conduct a comparative study be-
tween Central and South American howler monkey
species, ten samples of red cells from each of two
South American species; Brazilian red howlers (4.
seniculus) and red-handed howlers (4. belzebul),
were also included in the analyses. These samples
came from the same geographical area in the state
of Pard.

ANALYSIS OF TOTAL PLASMA PROTEINS,—DPlasma pro-
teins of A. palliata were analyzed according to their
molecular weight using acrylamide gel electropho-
resis. A total of 137 samples was analyzed. We fol-
lowed the procedure described for the Biorad Pro-
tean Il system, using 7.5 percent acrylamide gels.
The electrophoresis was performed at 200 volts for
about five hours. Total plasma proteins were
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staincd with Coomasic Blue. We used a medium-
weight molecular marker from Promega to identify
the size of the proteins analyzed.

Anaysis OF Ren ceLL 1sozymes.—Red cell isozymes
were analyzed using standard starch gel electropho-
resis following the methods described by Harris
and Hopkinson (1978), Richardson e al. (1986),
and Lima et al. (1990). A total of 76 samples of
A. palliata was analyzed; only 30 samples from La
Pacifica were included in these analyses (Table 1)
We also analyzed 10 samples of A. belzebuland 10
samples of A seniculus. We examined 14 loci,
namely ACP, ADA, CA2, EST, GPI, IDH, LDH-
1, LDH-2, MDH, PGD, PGM-1, PGM-2, SOD,
and TPI. We used 9-11 percent starch gels. All
electrophoreses were run overnight at constant volt-
age (60-75 volts). We followed the staining pro-
cedures recommended by Harris and Hopkinson
(1978). For multiple loci in the same isozyme sys-
tem, the most anodal isozyme was arbitratily num-
bered “1,” with the remaining loci numbered se-
quentially. The different alleles for each isozyme
(locus) were identified in a similar fashion; the
most anodal allele was arbitrarily identificd as “A,”
swith the remaining alleles identified sequentially.

Genetic analyses were conducted using the pro-
gram POPGENE 181 (Yeh et al. 1999). Using the
data from the red cell isozyme electrophoresis, we
determined the legels of genetic diversity for cach
species using comfon indicators, such as observed
number of alleles, effective number of alleles, Nei's
diversity index, and the Shannon diversity index.
Population differentiation was estimated using
Nei's genetic distance between all possible pairs of
populations and Wright's F-statistics, determined
using the infinite allele model Fy, (Weir & Cocker-
ham 1984).

RESULTS

ANALYSIS OF TOTAL PLASMA PROTEINS.—The analysis
of total plasma proteins discriminated mostly pro-
teins weighing more than 40 kDa. The resolution
of our gels was not good enough to determine var-
fation in smaller-size proteins. Our data revealed
no genetic variation in total plasma proteins of A
palliata, as all the individuals examined showed the
same banding pattern.

AnaLysis OF RED CELL 150zvmes.—The analysis of
red cell enzymes also showed that A. palliata was
monomorphic for all loci; i.e., all individuals ex-
amined showed the same electrophoretic pattern.
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TABLE 2. Allele frequencies for the red cell enzymes ana-
lyzed for each Alouatta species.

TABLE 4. Unbiased Neis genetic identity (above the di-
agonal) and genetic distance (below the diago-

nal) for the three species of Alovatta in this s
g

Species study.
Enzyme  Allele A palliata A. seniculus A. belzebul Specics A, palliata A. seniculus A. belzebul

ACP A 1.00 1.00 . ‘
o A o . go 5 g‘; A, palliata s 09746 0.9526

B 0.00 010 0’05 A. seniculus 0.0257 preve 0.9895
CA2 A ]:00 ]:00 ]:00 A. belzebul 0.0425 0.0106 rrave
EST A 1.00 1.00 1.00
GPI A 1.00 0.80 0.60

B 0.00 0.20 . 0.40
;4%}:” ﬁ :88 :gg :gg The estimated F vatue for the three species
LDH-2 A 1.00 1.00 1.00 was .2478 (Weir & Cockerham 1984), indicating
MDH A 1.00 1.00 1.00 high levels of genetic differentiation among the
PGD A 1.00 0.55 0.30 three species. Genetic distance between both South
PGM.1 R ?gg ?83 ?(7)3 American species was smaller than the distances be-
PGM.-2 A 1.00 100 100 tween cach of these species and A. palliata from
SOD A 1.00 0.65 0.90 Costa Rica. Table 4 shows Nei's unbiased estimates
- B 0.00 0.35 0.10 of genetic identity and genetic distance among

A 1.00 1.00 1.00

Unlike the Costa Rican mantled howler, both
South American species, red-handed howlers (A.
belzebul) and red howlers (A. seniculus), showed ge-
netic variation for 4 of the 14 loci examined (ADA,
GPI, PGD, and SOD). Table 2 shows the frequen-
cy of the most common red cell alleles for cach
species. For all enzymes studied, the alleles ob-
served in mantled howlers (A. palliata) were also
observed in the South American species (A. seni-
culus and A. belzebul); however, both South Amer-
ican species exhibited additional alleles not found
in A palliata.

Table 3 shows the value of common indicators
of genetic diversity, such as observed number of
alleles, effective number of alleles, expected hetero-
zygosity, Nei's diversity index, and the Shannon di-
versity index. All indicators of diversity show com-
parable values for A. seniculus and A. belzebul. As
mentioned before, A. palliata showed no genetic
variation for all of the red cell enzymes that were
studied.

these species.

DISCUSSION

The results presented here revealed no genetic var-
iation in rotal plasma proteins and red cell isozymes

among individuals or among sites for Costa Rican |

howler monkeys (4. palliata). All individuals ex-
amined showed the same banding patterns for total
plasma proteins and all 14 loci of red cell isozymes
analyzed.

Other studies have also found low levels of ge-
netic variation for Central American howler mon-
keys. For example, Malmgren and Brush (1978)
studied the levels of genetic variation among 132
individuals from the population of La Pacifica,
Costa Rica, using two-dimensional electrophoresis.
They found variation for 2 out of 15 loci, includ-
ing MDH. Froelich and Thorington (1982) stud-
ied 80 individuals from the population on Barro
Colorado Island, Panama. They reported variation
for two serum proteins and one red cell enzyme,
ADA. James et al. (1997) scudied 41 black howlers
(A. pigra) from Belize and found variation for 2
out of 36 loci, including GPI. Overall, our results

TABLE 3. Indicators of genetic diversity for each Alouatta species.

Indicator A. palliata A. seniculus A. belzebul
Mean observed no. alleles 1.00 = 0.00 1.29 + 0.47 1.29 * 0.47
Mean expected no. alleles 1.00 + 0.00 .18 % 0.34 1.14 + 0.30
Expected heterozygosicy 0.00 = 0.00 0.11 x 0.19 0.09 * 0.17
Nei’s gene diversity 0.00 *= 0.00 0.10 = 0.18 0.08 = 0.16
Shannon diversity index 0.00 * 0.00 0.15 + 0.27 0.13 * 0.24

agree with findings for other Central American
populations of howlers, although we found lower
levels of genetic variation than those previously re-
por(Cd; all A [;)zlliata individuals examined by us
were monomorphic for total plasma proteins. in
addition, all red cell isozymes were monomorphic,
including MDH, ADA, and GPI, which were
found to be variable in the studies previously cited.

More recent studies using eight microsacellite
loci and including samples from Panama, Costa
Rica, and Mexico, found that A. palliata, on av-
crage, has litle genetic variation, and there is a
northern decline in genctic diversity (Elsworth &
Hoclzer 1998, Ellsworth 2000). The population
from Panama, in the southern range of the species
distribution, showed the greatest genetic variation
and the population from Mexico, in the northern
range, showed the least.

Previous genetic studies of South American
howler species led us to expect high levels of genetic
variation. Lima e al (1990) and Sampaio et al.
(1996) found that A. seniculus and A. belzebul from
various populations within Brazil showed variation
for the same loci found to be variable by us. In
addition, A. belzebul was polymorphic for EST,
CA2, IDH, and LDH, and A. senicielus was poly-
morphic for EST, CA2, and MDH (Lima er al.
1990, Sampaio et al. 1996). Pope (1992) also found
that A. seniculus from Venezuela was polymorphic
for PGD, ADA, GPI, and two serum proteins (i.e,
TFf and an unidentified protein). Contrary to our
tesults, she found that A. semiculus from Venezuela
was monomorphic for SOD. Overall, the levels of
isozyme variation that we found for A. seniculus and
A. belzebul from Brazil concur with the results re-
ported for these same groups, although we found
fewer polymoarphic loci (ADA, GPI, PGD, and
SOD), but we also had smaller sample sizes.

The lack of genetic variation in Costa Rican
howlers contrasts greatly with the high diversity of
their South American sister species. Qur compar-
ative approach enables us to state that Costa Rican
howlers show significantly less isozyme variation
than howlers from one of the populations studied
by Sampaio et al. (1996) in Brazil. We should point
out that the alleles present in Costa Rican howlers
were also shared by their Brazilian sister species, but
the latter had additional alleles not found in howler
monkeys from Costa Rica. These findings match
the results obtained by Ellsworth (2000) in a com-
parative study using microsatellite markers. Ells-
worth (2000) found that Central American howlers
exhibited lower genetic diversity than a small sam-
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ple of A. seniculus from the site studied by Pope
(1992) in Venczuela.

The lack of genetic variation in mantled howl-
ers from Costa Rica also contrasts with the genctic
diversity of other cebids from the same region.
With the cxception of mantled howlers (A. pallia-
ta), cebids from Costa Rica show a degree of ge-
netic diversity comparable to that of their South
American sister specics. Elsewhere, we have record-
ed genetic diversity estimates for squirrel monkeys
(Saimiri oerstedii), spider monkeys (Ateles geoffroyi),
and capuchins (Cebus capuchinus, Zaldivar et al.,
pers. obs.).

Our findings fail to support the hypothesis that
the low genetic diversity is due to multiple popu-
lation crashes resulting from the yellow fever epi-
demics or other catastrophic events within Costa
Rica. First, we did not find variation between pop-
ulations, as we would have expected based on this
hypothesis. Perhaps comparisons on a broader geo-
graphical scale or larger sample sizes would be nec-
essary to test this hypothesis. Nevertheless, using
the same technique, we were able to detect genetic
variation in smaller samples of Alouarta species
from South America and in squirrel monkeys (S.
wverstedii) and spider monkeys {(A. geoffroyi) from
‘Costa Rica (Zaldivar et al, pets. obs.). Second,
howlers are no morg vulnerable to yellow fever than
other ‘Costa Rican primate species; major yellow
fever epidemics wpuld be expected to affect other
primate species frém the region as much as howlers
(D. Leandro, Zoologico Nacional Simén Bolivar
veterinarian, pers. comm.). Moreover, these epi-
demics also occurred in South America. Hurricanes
and natural catastrophes, also proposed as another
cause resulting in population crashes, are also
equally likely to affect all four nonhuman primate
species from Costa Rica,

We suggest that the low levels of genetic varia-
tion in Central American howlers result from a
founder effect during colonization of the Central
American isthmus, followed by a rapid population
expansion within Central America. A rapidly ex-
panding small founder population of howlers would
retain low levels of genetic variation. Later migrants,
outnumbered by the descendants of the inicial
founders, would not contribute much to the genetic
pool of this species. A model similar to this was
proposed by Hewitt (1996) to explain the genetic
effects of Pleistocene ice ages in Europe and North
America using the meadow grasshopper (Chorthip-
pus parallelus) as a paradigm. The life history traits
of mantled howlers, particularly their high fecundity
and their flexible diet and social system, enable them
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to rapidly colonize a wide varicty of habitats and
experience high rates of population growth. Recent
. research by Fedigan et al. (1998), Fedigan and Jack
1 (2001), and Clarke ez 4l (2002), have shown that
howlers are capable of very rapid rates of population
growth following habitat disturbance or habitat re-
generation. This explanation is consistent with that
" proposed by Ellsworth (2000), who concluded that
her genetic data support the colonization of Central
America by howlers from northern South America
via a series of founder effects. g
Summarizing, the paucity of genetic variation
among Central American howlers differs not only
from the extremely high genetic diversity exhibited
by South American howlers, but also from the ge-
netic diversity observed among other Costa Rican
_ primates. We would like to paraphrase Froelich and
Thorington (1982) and Pope (1996) by stating
that the cause for this should be the howler mon-
keys’ unique evolutionary history within the Cen-
tral American isthmus.
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COMUNICACION

Presencia de Trypanosoma minasense (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) en Alouatta palliata
(Primates: Cebidae) de Costa Rica

MISAEL CHINCHILLA* **** ADRIANA TROYO*, OLGA M. GUERRERO*,
GUSTAVO A. GUTIERREZ-ESPELETA**y RONALD SANCHEZ*

Trypanosoma minasense (KINETOPLASTIDA: TRYPANOSOMATIDAE) IN Alouatta palliata
(PRIMATES: CEBIDAE) OF COSTA RICA

A Trypanosoma from the howler monkey Alouatta palliata was studied. Measures, as well as its
biological characteristics (mice infection and failure to infect Triatominae) identify this parasite as
Trypanosoma minasense. This organism is found for the first time in Costa Rica. '

Key words: Trypanosomatidae, Trypanosoma minasense, Alouatta palliata, howler monkey.

INTRODUCCION

Trypanosoma minasense-fue reportado y
descrito por primera vez por Carlos Chagas'
parasitando un mono de la especie Hapalle
penicillata, posteriormente clasificado como
Callithrix penicillata, asi como en otras especies
de primates, a la par del Trypanosoma cruzi que
luego estudié en detalle. Carlos Chagas menciona
que T. minasense no produce patoogia importante
para los animales mientras que T.. cruzi produce
la tripanosomiasis americana que hoy lleva su
nombre.

La descripcion original es sumamente simple
pero ya se deduce que este tripanosomdtido
pertenece al subgénero Megatrypanum?, que.en

efecto no es patégeno para su hospedero.
Posteriormente, se informa el hallazgo de una
infeccién del 19% en primates importados de
Peri y Colombia pertenecientes al mismo género
en el que se describié el pardsito y a la especie
Saimiri sciureus’. Mas recientemente se hace
una descripcién morfolégica un poco mds
detallada de la forma de tripomastigoto de este
parésito*. Un estudio morfogenético de T.
minasense fue realizado también comparédndolo
con otros tripanosomas similares®. Otros
investigadores cultivan estos parésitos en medio
NNN suplementado con 20% de suero fetal
bovino, realizando estudios morfogénicos de las
formas de cultivo®. En otro estudio sobre 165
monos ardilla (S. sciureus y S. ustus) se encontré

* Centro de Investigacién en Enfermedades Tropicales (CIET), Departamento de Parasitologfa, Facultad de

Microbiologia Universidad de Costa Rica.
** - Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica.

*** Escuela de Biolog{a, Centro Regional de Occidente, Universidad de Costa Rica.
*#+* Departamento de Investigaci6n, Universidad de Ciencias Médicas.
Direccién: Misael Chinchilla. Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica,

América Central.
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i
T. minasense en un 33,3% de esos animalgs.
También se ha encontrado este parasito en monos
de la Amazonia en Brasil®.

En Costa Rica, existen estudios sobre
pardsitos de Alouatta palliata®, pero este
tripanosométido no ha sido reportado. En esta
comunicacién informamos por primera vez de
su presencia en un ejemplar de A. palliata

capturado a raiz de un estudio integral y,
multidisciplinario que se hace en primates de

Costa Rica y en el que participan diversos grupos
de varias Universidades de Costa Rica.

MATERIAL Y METODOS

Para realizar este estudio, los animales fueron
capturados anestesidndolos con Ketamina y
Xilosina (0,2 mg/kilo de peso), fueron sangrados
de la arteria femoral, recogiendo la sangre en
tubos al vacio con anticoagulante y cultivando
ésta en medio de Rugai para el aislamiento de los
pardsitos. Al mismo tiempo, se hicieron
extensiones sanguineas directas, las cuales fueron
fijadas con alcohol metilico y tefiidas por el
método convencional de Giemsa. Los hemocultivos
fueron revisados a los 3 dias, en los que se
observaron las primeras formas desplazdndose
activamente. Después de los 10 dias, se observé
un crecimiento abundante, por lo que se hicieron
preparaciones para teiiirlas posteriormente y
realizar el estudio del caso. Parte del cultivo fue
usado para inocular ratones C,H via intraperitoneal,
los animales fueron revisados diariamente por
examen directo y por concentracién bajo el
sistema de centrifugacién para hematocrito.

-

RESULTADOS

Al estudiar las formas de epimastigoto del
cultivo se observé. que de acuerdo con su
movimiento y sus caracteristicas morfoldgicas
eran similares a las de los subgéneros
Herpetosoma y Megatrypanum. Después de 10 a
12 dfas de inoculados, los ratones presentaron
pocas formas de tripomastigoto que al tefiirlas y
proceder a realizar las medidas de 30 ejemplares,
indicaron los resultados que se indican en la
Tabla 1 y cuya morfologia se muestra en la
Figura 1.

DISCUSION

Las formas estudiadas resultaron ser similares

Figura 1. Formas del Trypanosoma minasense aisladas
en ratén C H.

Tabla 1. Anélisis compﬁi‘ativo de las medidas (um) del Trypanosoma encontrado y las de
Trypanosoma diasi y Trypanosoma minasense*

Medidas Trypanosoma sp. (en estudio) n = 30 T. diasin=4 T. minasense n = 39
(um) Media** s Max Min Media Max Min - Media Max Min
L 35,02 1,19 37,28 32,36 352 36,2 33,5 30,6 39 23
PK 8,03 0,78 9,27 7,21° 8,9 11,3 7.3 10,7 14 6,8
KN 9,24 0,74 10,3 7,21 72 7,5 6,7 8,7 13,6 5,6
NA 9,61 0,74 11,2 8,2 15,7 17,8 14 8,4 11,2 5,6
F 8,14 0,95 10,3 7,21 7.8 8,6 7 6,6 9 5.4

F: flagelo libre, KN: kinetoplasto a nicleo. L: largo total, NA: nicleo a extremo anterior PK: extremo posterior a

kinetoplasto.
* Deane y Damasceno, 1961

** Max: Méximo, Min: minimo, n: nimero de ejemplares, s: desviacién estandar
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a las informadas®*'® para T. minasense (Tablé;}ll,
Figura 1). Con la (nica especie que se podria
confundir morfolégicamente este organismo ‘es
con Trypanosoma diasi pero este dltimo infecta
facilmente diversas especies de la familia
Reduviidae y no infecta ratones'. En el presente
estudio, las inoculaciones en ratones fueron
exitosas. Al realizar xenodiagnésticos de los
roedores positivos por el tripanosomitido los,
triatominos no se infectaron. '

Otro tripanosomadtido encontrado en el mono
aullador es el T. lambrechti'! pero las medidas de
este pardsito difieren mucho, ya que su tamafio
es mayor a la especie descrita en este informe.

Se concluye entonces, con base en los
estudios anteriormente mencionados, que el
pardsito encontrado en el mono congo (A.
palliata) es T, (Megatrypanum) minasense,
constituyendo éste el primer reporte en Costa
Rica y probablemente en Centroamérica ya que
no se han encontrado informes de este pardsito
en monos del género Alouatta. La referencia® en
que se menciona la presencia de T. minasense en
- Alouatta belzebul, es incorrecta pues en la cita
original'® a la que se hace referencia, no se
menciona tal infeccién.

Estudios detallados sobre la biologia,
inmunologia y genética de este pardsito estin en
progreso.

Se informa de la presencia de un
tripanosomdtido del mono aullador Alouatta
palliata cuyas medidas, su capacidad de infectar
ratones blancos y C,H, y la no infeccién de
Triatominos, lo clasifican como Trypanosoma
minasense. Esta es la primera vez que se describe
este parésito en monos de Costa Rica.
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Presencia de Plasmodium brasilianum (Apicomplexa,
Plasmodidae) en el mono congo (4/ouatta palliata,
Primates: Cebidae) de Costa Rica. Importancia
epidemioldgica en relacion con el ser humano

MISAEL CHINCHILLA****, QOLGA MARTA GUERRERO*,
GUSTAVO GUTIERREZ** y RONALD SANCHEZ****

Plasmodium brasilianum (APICOMPLEXA, PLASMODIDAE) IN THE CONGO MONKEY
Alouatta brasilianum (PRIMATE: CEBIDAE) OF COSTA RICA. EPIDEMIOLOGICAL
IMPORTANCE RELATED TO HUMAN

Plasmodium brasilianum, a malaria parasite of Primates, was found for the first time in Costa
Ricain 6 of 104 howler monkeys (Alouatta palliata) studied. Animals were captured and anaesthesied
with dards containing equal parts of tiletamine hidrochloride and Zolazepam (Zoletil®). To study
blood parasites, smears were prepared, fixed in methyl alcohol and stained by Giemsa technique.
Young and advanced trofozoites (band forms) as well as gametocytes and squizonts (“rosseta”
forms) were found. Since this parasite is very similar to P. malariae, a human parasite that has been
found in Costa Rica, the presence of P. brasilianum is discussed on the epidemiological point of

view.

Key words: Apicomplexa, Plasmodium brasilianum, Plasmodium malariae, Alouatta palliata,

howler monkey. ’

INTRODUCCION

Dentro de las especies®del género
Plasmodium, parasitas de primates no humanos
asaber: P. brasilianum, P. coatneyi, P. cinomolgi,
P. fieldi, P. fragile, P. hylobati, P. gonderi, P.
inui, P. knowlesi, P. simium y P.reichenowi', el
primero ha sido confirmado también en el ser

v

humano? de ahi su importancia epidemiolégica.

Después de que Gonder & Berenberg-Gossler
(1908) encontraron este parasito en la sangre de
un mono Brachyurus calvus importado de la
region amazdnica de Brasil, se ha conocido su
presencia en Panama, Brasil, Venezuela,
Colombia, Perti y Guayana Francesa tal como lo
cita Coatney et al’>. Este parasito ha sido

* Centro de Investigaci6n en Enfermedades Tropicales, Departamento de Parasitologia, Facultad de Microbiologia,

Universidad de Costa Rica.
**  Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica.

*+*+  Departamento de Investigacion, Universidad de Ciencias Médicas (UCIMED).
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encontrado en primates de los géneros: Alouaifa,
Ateles, Brachyteles, Brachyurus, Callicebus,
Cebus, Chiropotes, Lagothryx y Saimiri**, asi
como en los géneros Saguinus y Pithecia’ y
Aotus®, ‘

Este organismo, al igual que todas las especies
del género Plasmodium, es diheteroxeno,
llevando a cabo su ciclo de vida entre los primates
en donde se desarrolla fundamentalmente la fase
asexual y mosquitos del género Anopheles, en
donde se realiza la fase sexual. Sus vectores
conocidos conocidas son: 4. tarsimaculatus (=
aguasalis) y A. albimanus®, pero también se han
considerado a las especies A. mediopunctaus, A.
nuneztovari, A. oswaldoi, A. triannulatus y A.
shannoni como los posibles vectores del parasito
en el Amazonas brasilefio®. Infecciones experi-
mentales se han logrado en 4. aztecus, A.
atroparvus’ y también en A. freeborni, A. dirus,
A. maculatus y A. gambiae®.

Al igual que en P. knowlesi y en P. simium,
especies en que se han reportado infecciones
naturales o experimentales en el ser humano, en
P. brasilianum también se ha observado lo
mismo®*'°, En realidad esta especie ha sido
relacionada estrechamente con P. malariae,
pardsito humano, tanto que algunos los
consideran a ambos, desde el punto de vista
genético, inmunoldgico y epidemiolégico, como
una sola especie®!-3.

Este trabajo pretende, no s6lo informar de la
presencia de este parasito por primera vez en
primates de la especie Alouatta palliata en Costa
Rica, sino también realizar una breve revision
sobre los aspectos més relevantes del mismo,
especialmente en cuanto a su relacién con P.
malariae y la posibilidad de futuras infecciones
para el ser humano.

.

MATERIAL Y METODOS

Dado que este trabajo es parte de un gran
proyecto integral en que se estudian muchos
aspectos relacionados con la biologia de los
primates en Costa Rica, existen ya varias
publicaciones en que se describen los métodos
generales'“!®, Brevemente, 104 ejemplares de
monos congo (4. palliata) provenientes de varias
zonas del pais (San Ramén de Alajuela; Chomes,
Parque Manuel Antonio, Isla Chira y Quepos
(La Merced, La Uvita) de Puntarenas; Parque
Palo Verde, Gran Nicoya, Playa Potrero de

Guanacaste; Cahuita de Limén. Los animales
fueron capturados con dardos conteniendo
compuestos anestésicos aplicados mediante
técnicas conocidas'®!’. El anestésico usado fue
el hidrocloruro de tiletamina, un analogo de
ketamina, combinado con zolazepam (una
pirazolodiazepina) conocido como Zoletil®, en
una combicacién 1:1. Los primates fueron
recibidos al caer en redes sostenidas por 4
personas. Se practicaron varios exdmenes pero
especificamente en cuanto a la obtencién de la
muestra de los animales para el estudio de
parasitos sanguineos, la sangre no sélo se extrajo
en tubos con anticoagulante para la preparacién
de cultivos, sino que se prepararon extendidos
en portaobjetos para luego fijarlos en alcohol

metilico y tefiirlos con el colorante de Giemsa. .

Estos extendidos fueron estudiados en el

_ laboratorio para determinar morfolégicamente

los diferentes estados evolutivos del protozoo a
saber: trofozoitos, gametocitos y esquizontes en
diferentes estados de desarrollo del ciclo
evolutivo del género Plasmodium.

Para documentar el informe se midieron esos
estados evolutivos y se tomaron las corres-
pondientes fotografias, realizando un anélisis
morfolégico comparativo especialmente entre P.
brasilianum, P. malariae y P. knowlesi que son
las tres especies mas similares.

RESULTADOS

De los 104 animales estudiados se encontraron
3 ejemplares provenientes de Cahuita, Limén
que presentaban formas muy inmaduras del
parésito. Ademas en la zona de Quepos (La
Uvita), 3 de los primates ahi estudiados resultaron
positivos con una regular cantidad de formas de
trofozoitos, gametocitos y esquizontes facilmente
identificables y apropiados para realizar la
clasificacion correspondiente. La Figura 1
presenta una composicién de los diversos estados
evolutivos del protozoo encontrado en la sangre
de nuestros monos congo o aulladores,
comenzando con el trofozoito joven (Figura !
a). Obsérvese también las formas tipicas en banda
de los trofozoitos mas avanzados (Figuras 1 b,
c), asi como los esquizontes con la disposicion
caracteristica de 8 0 menos merozoitos alrededor
del cuerpo residual, por lo que se les ha designado
con el nombre de forma en margarita o “rosseta”
en italiano (Figuras 1 d, e). Né6tese ademds las

193



Plasmodium brasilianum en el mono congo. Relacion con el ser humano - M. Chinchilla et al.

AT e 4

Figura 1. Estados evolutivos de Plasmodium brasilianum encontrados en sangre periférica de primates de la especie
Alouatta palliata. a. Trofozoito joven, b. Trofozoito joven en banda, ¢. Trofozoito avanzado en banda, d. Gametocito,

e. Esquizonte, f. Esquizonte.

formas redondeadas de los gametocitos (Figura 1 f).

DISCUSION

La ratificacién de que el parésito encontrado
es P. brasilianum se basa en las caracteristicas

194
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morfologicas de los estados evolutivos
encontrados en la sangre de los monos,
especialmente de las llamadas formas en banda
caracteristicas de los trofozoitos avanzados
(Figuras 1 b, c). También tiene cardcter
diagnéstico la morfologia de los esquizontes en
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cuanto a la disposicién periférica de los
merozoitos (Figuras 1 d, e). Estas caracteristicas
sirven para diferenciarlo de las otras especies de
Plasmodium presentes en monos del género
Alouatta.

El hecho de que P. brasilianum es
préacticamente indiferenciable morfolégicamente
de P. malariae®, un parésito causante de la
llamada fiebre cuartana en el hombre, nos inclina

a pensar, de acuerdo con nuestros hallazgos, que:

en cierto modo los monos aulladores de nuestro
pais pueden considerarse como verdaderos
reservorios de agentes de la malaria de seres
humanos. Llama la atencidn que los casos
humanos bien documentados por P. malariae en
Costa Rica'® son pocos. En efecto es P. vivax la
especie predominante siguiéndole las infecciones
por P. falciparum. Sin embargo el hecho de que
P. malariae, al igual que el P. brasilianum,
parasitan Unicamente los gloébulos rojos més
viejos, hace que que la sintomatologia causada
por estos parasitos sea bastante benigna, lo cual
podria ser la causa de que se haya confundido
con otras entidades nosoldgicas con sintomas
tan comunes como la fiebre y el malestar general,
también presentes en la malaria.

De todas maneras, resulta interesante
establecer que en nuestro pais, los monos de las
dos zonas costeras son potenciales reservorios
de al menos una especie productora de malaria,

la cual eventualmente podria desarrollarse o ha

venido infectando silenciosamente al ser
humano. Esta idea se apoya precisamente en la
similitud extraordinaria entre P. malariae y P.
brasilianum mencionada y demostrada en varios
estudios®'-B.

Queda por determinar la presencia de los
trasmisores de este parasito en las areas
estudiadas, lo cual es muy probgble que ocurra,
dada la cantidad de mosquitos, ahi presentes,
dentro de los que el género Anopheles,
trasmisor por excelencia de los agentes
etioldgicos de la malaria, es relativamente
frecuente.

Con este hallazgo se agrega a los parasijtos
intestinales previamente comunicados' y al
informe de la presencia de Trypanosoma
minasense®, el nombre de un parasito més lo
que enriquece el conocimiento de la fauna
parasitologica de los monos de la especie A.
palliata estudiados practicamente en todo el
pais.

RESUMEN

La especie productora de malaria en primates,
Plasmodium brasilianum, fue encontrada por
primera vez en Costa Rica en 6 de 104 ejemplares
de monos congo o aulladores (4louatta palliata).
Los animales fueron capturados y anestesiados
por medio de dardos que contenian hidrocloruro
de tiletamina y zolazepam (Zoletil®) combinados
en partes iguales. Para estudiar estos animales
por parésitos sanguineos, se prepararon frotis
sanguineos que luego se tifieron y se estudiaron
en el laboratorio, encontrdndose las formas de
trofozoitos jévenes o avanzados asi como
gametocitos y esquizontes. La morfologia
caracteristica de algunos estados evolutivos,

como por ejemplo, las formas en banda de.

trofozoitos avanzados y los esquizontes en forma
de margarita o “rosetta” permitieron el
diagnéstico de la especie. Puesto que se han
encontrado casos humanos infectados con este
organismo y éste es casi indiferenciable de
Plasmodium malariae, una especie parasita del
ser humano, se discute el hallazgo de este parasito
desde un punto de vista epidemioldgico en el
area de la salud.
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Introduction

Alouatta (howl Lot is the unique living genus within the subfamily Al-
, s et al., 2000; Groves, 2001] and is one of the 15
Neotropi ntly living in Latin America. Howler monkeys are

imates, being similar in size to individuals within

x genera. In the current work, we analyze the ge-

' palliata (mantled howler), which may include 3
subspecies (A. palliata mexicana, A. palliata palliata and A. palliata aequatorialis),
extends from southern Mex1co throtighout all of Central America to the Pacific west
coast of Colombia and Ecl lus (red howler) is distributed in northern
South America, nort ,, in the east and south into Bolivia in the
west. The dis! cludes Surinam, French Guiana and the
i we classified A. macconnelli within A.
: chromosome differences [Lima and
considered as completely isolated spe-
cies. A. caraya (blackh W, distributed in southern Brazil, eastern Bolivia, Para-

genus have demonstrated that the
e ong its species [Bonvicino et al.,
2001]. These analyses have,,l . . the number of species in each
geographic region and to ; : entified species. It would be
helpful to identify other the discrimination between
previous defined Alouatt% ul method is via an analysis
of DNA microsatellites. ©
Distribution patter factors, which in some cases
may result in bottlenecks ai 3 /The analyses of some Alouatta
species have provided evidence; ecks [James et al., 1997] which have
in turn led to the establishment of conser , protect the identified
species and its habitat. Unfortunately, many‘Al esshave not been simi-
larly examined from a molecular populdtio iew, including the
ones in our study.

Recent developments of molecul ase chain reac-

- and determine
the genetic structure and the levels of
ing only small fragments of hair, feca
Among the most remarkable molecula m
(short tandem repeat polymorphlsms mi
dem, repetitive units of 2-6 base pairs in leng
randomly distributed, highly polymorphic and frequentl fotin
genomes. The small amount of DNA needed for th
the investigator to use noninvasive procedure&,. :
has in turn led to a strong incorporation of mo
population biology dynamics [Bruford and Wa)fw
es have not been rigorously applied to the study of many wild spe
of the genus Alouatta.

2 Folia Primatol 914 Ruiz-Garcia/Escobar-Armel/Alvarez/Mudry/
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Antioquia

A.s. seniculus

Caqueta '@

Meéxico

A. palliata
mexicana
Costa Rica
A. palliata
palliata French Guiana
Colombia A. macconnellii
A. palliata

aequatorialis Bolivia
A. caraya

Argentina

%species were sampled. Numbers of

Fig. 1. Map with the geograph
ere samples were obtained are

samples are indicated on the map. I
indicated.

The main goals of this study indl ing: ‘mine the micro-
satellite gene diversity in the 4 spec
there is evidence of Hardy-Weinberg equi Ps studied in the
4 species and to search the possible relationship wi : rents throughout
the distribution of these species (Wahlur ) determ
lecular microsatellite genetic heterogene evaluate
the discrimination power of the microsatellites ) deté the exis-
tence of some recent bottlenecks on the gene poo tal ies s

Material and Methods

Samples and Molecular Procedures
A total of 159 Alouatta from 4 different species (n = 84 A. seni ; n.= 48 A. palliata;
n =20 A. caraya; n =7 A. macconnelli) were sampled (fig. 1, table 1). Al ples were obtained
directly from live or dead field specimens. The dead animals were hunted by Native Indian

Genetic Variability in Four Alouatta Species Folia Primatol 914 3
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Table 1. Sample sizes, morphological subspecies, countries, specific geographic origins, type of
samples and sources of the 159 Alouatta samples from the 4 different species (A. seniculus,
A. palliata, A. caraya and nnelli) studied herein

B

La Guajira (20 samples, all blood drops), Meta
(7 samples, blood, hair and teeth), Antioquia
(16 samples, all blood) Chocé (7 samples, blood and
teeth), Amazonas (17 samples, blood, hair, teeth

d bones), Vichada (3 samples, teeth), Putumayo
mples, teeth and bones), Magdalena

ples, teeth), Atldntico (2 samples, teeth),

4 (2 samples, hair and teeth), Arauca

ble, teeth), Bolivar (4 samples teeth and

a, F. Nassar, J. Gardeazdbal, L.M. Borrero,
irez, Instituto von Humboldt (4 skin

Costa Rica (43 samples, blood and hairs);
:R.G.,D.A,,P.EA.
ple, DNA), Tabasco (1 sample,

Alouatta palliata

L. Cortés-O
1alis Choco (3 sa eth and bones);
M.RG.

other geographical points,

Alouatta caraya 20 :
(14 samples, blood drops);

artment and diverse localities at the
Bolivia

Alouatta 7 A. macconnelli ] scle tissue and
macconnelli French Guiana

communities. The A. seniculus samples were
jira, Meta, Antioquia, Chocé, Amazonas, Vichad
ditionally, 4 skin samples of A. seniculus were obtained fromt
Instituto von Humboldt at Villa de Leyva (Colombia). A total of 3
collected from Mexico (n = 2 A. palliata mexicana, States of Cost
(n =3 A. palliata aequatorialis, Choc6) and throughout<
The samples of A. caraya were collected from the is
Argentinean Chaco (n = 14) and in 3 different geogr 1l
samples of A. macconnelli were collected from 3 differentgeogr
ana at the Carnopi River.
DNA was extracted from samples of blood, skin, bone and teeth via the phenol-chloroform
method [Sambrook et al., 1989] and from hair using the Chelex 10% method [Walsh etal., 1991].

4 Folia Primatol 914 Ruiz-Garcia/Escobar-Armel/Alvarez/Mudry/
Ascunce/Gutierrez-Espeleta/Shostell
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Nine microsatellite markers (AP40, AP68, AP74, D55111, D55117, D65260, D85165, D14S51 and
D175804) were used in the current study. Most but not all of the markers amplified in all the
Alouatta species. The AP40zA 068 and AP74 markers were designed for A. palliata while the
remaining markers wéf | for humans. Several studies have demonstrated that these
i ¢ mplified for Neotropical primates [Rogers et al., 1995;
: ) nd Rogers, 1999]. Therefore, the human markers that they
used { al primates were also used in our study.
t concentrations for the DNA extraction from blood,
pl of MgCl, 3 mM, 2.5 pl of buffer 10, 1 pl of dNTPs
'and reverse; 4 pmol), 13.5 pl of H,0, 2 pl of DNA and 1
wl). For the PCR reactions with hairs, the overall volume
and twofold@mounts of MgCly, buffer, dNTPs, primers and Taq
o ;

0.04 mM, 1 pl of

Taq polymerase unitpt

was 50 pl, with 20 pl of DN

polymerase.
All PCR reactions we

perkin Elmer Geneamp PCR System 9,600 ther-
in t 95°C, 1 min at the most accurate annealing
temperature &’i ) 52°C for the remaining markers), 1 min at

i were kept at 4°C until they were used. The
6% polyacrylamide gels in a Hoefer SQ3
e of the markers analyzed and the presence

sequencer vertical
NO; (silver nitrate) after 2-3 h of migration.

of 35 W as a constant, the g
The molecular weight mé

The PCR reacti
in order to confir
highly improbable.
the number of false homozygous
fected in the same way, and thia

tissues. Therefore, allelic dropout was

tally excluded, which could increase

.is improbable that all loci were af-
tic deviations from HWE.

Population Genetics A
The mean number of
calculated for the 4 Alouatta sy
analyzed with a Student t t
ysis, as proposed by Archie [19
out normalizing for the different sar
in each different Alouatta species,%&
bootstrap procedure, anumber from each sample equé
ment was taken, while the jackknife takes an e%%gl
replacement. The AGARst program was em loye
The HWE was estimated using the F
dure was used to calculate the degree of genotypes within
each Alouatta species, and the Markov ¢ - ion, 100 batches
at 2,000 iterations per batch) [Raymond: easure the proba-
bilities. The Fisher method was used to
species). &
Two strategies were used to calculate gen
gene frequencies of the 9 microsatellites were
tions, 40 batches at 2,000 iterations per batch). Second g
procedure of Michalakis and Excoffier [1996], were applied. The st:
statistics and the confidence intervals (95 and 99%) were cal ié‘”fé
strapping over loci, respectively. The significance o {
with regard to total) was calculated with the G test (dff?
ing assumed) and with the log-likelihood G test (18
mating not assumed) for among species values [Goudetetal., 1996]. Th
F,, were similarly calculated (10,000 randomizations of alleles within a 11 for the species
analyzed). Nei’s [1973] gene diversity analysis was also used to measur gene heterogeneity
between species as well as the repeat number of allele (Ry,) statistic [Slatkin, 1995; Rousset, 1997;

rozygosity H [Nei, 1973] were
nong estimates were statistically
arcsine transformed prior to anal-
e allele number estimates was carried

rapping and jackknifing approaches. For the
st sample size with replace-

984]. This proce-

species pairs. First, the
eémemoriza-

Genetic Variability in Four Alouatta Species Folia Primatol 914 5
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Goodman, 1997]. These analyses are useful to determine the STRPs that most clearly discrim-
inate among the 4 Alouatta sp%%es studied and to determine the degree of gene variability of
eir genus.
analysis [Cornuet and Luikart, 1996; Luikart et al,, 1998] was
ents. Those species which experience recent bottlenecks have
reased expected levels of heterozygosity. However, the al-
xpected heterozygosity and therefore the value of the
ugh the allele number with a coalescence method is
btained from the allele frequencies. For neutral mark-
ne drift equilibrium, there is an equal probability that a
cit of expected heterozygosity from allele frequencies in
ithe number of alleles. On the contrary, in a bottle-
analyzed will exhibit a significant excess of the
our tests (sign, standardized differences, Wil-
[Luikart et al., 1998]) were used to calculate
atta species studied. Populations which did
hape distribution (a large proportion of al-
ked populations will show a mode shift dis-

given locus has a slig
regard to the heterozyg
necked population, a large fracti
expected heterozygosity froma

er locus for the loci studied
] 25 + 1.49 SE; table 2). The
other 2 Alouatta species ' i v alues. A. caraya/A. seniculus
.867, 10 d.f., p<0.02). The
e sample sizes again showed
an allele number (4.42-4.84),
-2.70). Therefore, these extreme
sample sizes analyzed for these

bootstrap and jackknife
that A. seniculus was the
while A. caraya was the specie
mean allele numbers were not{
Alouatta species.

A. seniculus had the highest expected he
palliata had the lowest (0.452 + 0.327 §
ent comparison pair of heterozygosity:
dition, the sample size of each specie
satellite gene diversity (mean allele
0.05). 9

By locus, the microsatellites which
cies were D175804 and D8S165 for A. car
and D8S165 for A. seniculus and D5S111
each howler species has specific microsatellt
genetic diversity.

The results of the HWE analyses were as follow,
of homozygosity by locus in A. palliata (AP68: E
p = 0.0000; D5S117: F = 0.316, p = 0.0438), A. ser P7.
AP40: F=1,p =0.0000; D5S111: F=0.91,p = OB yD5S117:
D8S165: F = 0.243, p = 0.0186; D175804: F = 0.528, p = 0.013
F = 0.127, p = 0.0462), but not in A. macconnelli. Therefore 1acconnelli and
A. caraya (with the exception of D8S165) did not show evidence of deviation from

6 Folia Primatol 914 Ruiz-Garcia/Escobar-Armel/Alvarez/Mudry/
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Table 2. Average number of alleles per locus (M,) for 7 differ-
ent DNA microsatellites and average expected heterozygosity
for the 4 Alouatta species stu

Alou DE My ( 160  0.452%0.327
palliata b

Alouatta . 0.638+£0.264
seniculus

Alouatta
macconnelli

Alouatta
caraya

the HWE. In contrast, A:
tions in 43% (3 out 7) and

ad homozygous excess devia-
ied, respectively. Both A. mac-
connelli (especially at AP68, S804, F = -0.412) and A. caraya
(D5S117, F=-0.313) had an exce ) 3 s for several loci. Taking
all species together by locus, the micro ) ificant homozygous
genotype excess were AP74 (p = 0.0229, ( D5S111 (p = 0.0000),
D5S117 (p = 0.0000) and D8S165 (p = @ itis interesting
to note the situation when all of th %1 - pecies. In these
instances, only A. palliata and A. senic icant HWE de-
viation in favor of homozygous geno;
and ¥ = infinity, 16 d.f.,, p = 0.000000,_
nelli did not. The significant excess of gou ation with
their large geographical distributions ( ’ ica al
liata, and all Colombia for A. seniculus) could.
is the existence of diverse gene pools inside the distributio

The genetic heterogeneity among the 4 Alouatta : y cus was
significant for 7 (AP68, AP74, D5S111, D5S117D 6 “
SE = 0.00000; table 3) out of the 9 microsatel ;
have sufficient discriminative power to at least differentiate the ho
cies in this study. On the other hand, the markers AP40 and D8S165 did not dis-
criminate among the 4 species. Collectively, the set of 9 microsatellites yielded a
considerable capacity to discriminate among the 4 species analyzed (Fisher’s test,

Genetic Variability in Four Alouatta Species Folia Primatol 914 7
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Table 3. Genetic heterogeneity for all Alouat-
ta species taken together

D5S

D5S117
D6S260
D8S165
D14S51
D175804

Test combi
e, 16df,p= 0
nificant differences.

¥ = infinity, 16 d.f.,p ) ‘ 5%) of the 36 Alouatta species
pairs analyzed presented%’iﬁ ca i eity. All pair comparisons
were significant at AP68 at D %) were significant at AP74
(except for A. palliata/A. 111 (except for A. caraya/A.
seniculus, p = 0.0752) an d a/A. seniculus, p = 0.0711).
There was no mgmﬁcant‘* of A. caraya/A. seniculus (at
D8S165 and D14S51) and “(at D14S51) either. Microsatel-
lite AP40 did not show any Oge nelty in comparison pairs and was
consequently ineffective in the dete ferences among the Alouatta
species studied. N

Nei’s diversity analysis is present . pected heterozy-
gosity (Hy) for Alouatta is relatively ’ ith other Neo-
tropical primate genera studied bef

2005]. The G and Gy, statistics rev { eneity among
the Alouatta taxa studied (0.189-0.2 ¢hi 1 taxa are indeed
different species. The F statistics analyzg d er [1996] showed

a considerable excess of homozygous g
species. The genetic heterogeneity, such : } i etic dif-
ferentiation between subpopulations, was con ;
The values of genetic heterogeneity among the spec1es W
statistic was used. Microsatellites such as AP68, AP
ed extremely high values of heterogeneity among
values calculated with the Rousset [1997] and t
0.696 and 0.545, respectively. Thus, these value
er than those obtained with the Fy statistic.
The heterogeneity among species pairs by means of all microsatellites taken to-
gether supported that the Central American A. palliata was significantly different

8 Folia Primatol 914 Ruiz-Garcia/Escobar-Armel/Alvarez/Mudry/
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Table 4. Nei’s [1973] gene diversity analysis of the Alouatta genus studied herein

0.195 0969 0.144 0.201  0.039
0.157 0.209 0908 0.183 0.230 0.228
0.063 -0.095 0.186 -0.290 -0.509  1.000

_ .2 { 2 0.205 0.273 0950 0232  0.288  0.580
D551 E 94 0.152 0.202 0.896 0.180 0.226 0.217
D8S165 _ 0.008 0.015 0.870 0.009 0.018 0.181
D14S51 0.071 0.440 0.524 0798  0.841 0.144
D175804 0.427 0.65 0.243 0.896 0219 0272 0.345

Overall 0.206 0.796 0.189  0.259 0.298

0.414

H, = Obs:
H, = expecte
between the subpopulation

ously mentioned but corrected
relative genetic differenti
the total population;
the Wright [1965] E
regard to the genoty’

pected heterozygosity in the subpopulations;
ation; Dy; = absolute genetic differentiation
tion; Dy = the same as the statistic previ-
= the same but corrected by sample size; G, =
pulations in regard to the gene diversity found in
rected by sample size; G;; = analogous statistic to

ee of average subpopulation deviation with

Loci

AP40 1.000*
AP68 0.305*
AP74 0.508*
D5S111 0.823*
D5S117 0.419*
D6S260 0.377*
D8S165 0.207*
D14S51 0.828*

D17S804 0.483*

Jackknifing over loci 0.515+0.088  0.255%0.07 48+ 0. 339+0.086
Bootstrapping over loci . »
95% CI 0373—0.691  0.129—0413 0214 —0.508
99% CI 0.336—0742  0.096— 0.4 0.580

R = Relationship coefficient; CI = confidence inter
abilities of F statistics with 10,000 randomizations;
and bootstrapping.

Genetic Variability in Four Alouatta Species Folia Primatol 914 9
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from other South American Alouatta species (A. seniculus, p = 0.0001; A. maccon-
nelli, p = 0.0001; A. caraya, p:= 0.045). There were no significant differences in het-
erogeneity among A..s /A. caraya (p = 0.996), A. caraya/A. macconnelli (p =
0.946) and A, se onnelli (p = 0.619), which emphasizes that the Cen-
S isther ivergent of the 4 Alouatta species studied, and the
gent e 3 South American species is more pronounced.

es studied, A. caraya, supported recent bottleneck
tation model, the standardized differences test of-
ck event (T, = 1.467, p = 0.041) for this species.
significant bottleneck results for an infinite allele
ell‘as for a stepwise mutation model (p = 0.0481).
a shifted mode in the allele frequency dis-
, tion for A. caraya. In contrast, for the
other Alouat; 1 59! .nt bottleneck was detected. Even for A.

e

The Wilcoxon test also sho

mutation model (p = 0.039) as

Moreover, the graphical a. 4
f

palliata (T, culus (T, = -1.732, p = 0.041), the stan-
dardized di . tation model, showed significant evi-
dences of gene flow or po , that is evolutionary events contrary to
arecent bottleneck. Although s : 10 bottleneck evidence in A. macconnelli,

Discussion
The DNA microsat culus had the highest ge-

ity, of the 4 Alouatta spe tudi . senitu had the largest distribution
range. On the other hand, th T
A. palliata, showed the lowest'm ber per locus and the lowest expected
heterozygosity, respectively. The'mean lele n us seemed to be more
sensitive in the detection of significant dif ouatta species pairs

affected by sample size.
The gene diversity levels detec
with the same microsatellites and ot} 7
primates. For example, Ruiz-Garcia 4 i eles (H; = 0.67)
and for Cebus (H, = 0.61), overall gene. r
Alouatta (H; = 0.73-0.80). Ruiz-Garcia
7 different Neotropical primate species
Alouatta. These values were as follows: Cebus )
H = 0.378, Cebus capucinus, H = 0.239, Saimiri sciureus
maae, H = 0.275, Ateles fusciceps, H = 0.415, and Lagoth
value obtained for A. seniculus (H = 0.638) was/§ign
values with the exception of that of L. lagotric
value found, that of A. palliata (H = 0.452), is hig
species of Cebus and 1 species of Aotus. Other authors with diffe ¥gﬂenetic
have also identified high values of heterozygosity in diverse Alo tta species. Melo
et al. [1992] reported a value of 0.061 to analyze 50 individuals of Alouatta belzebul
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belzebul using 18 isoenzymes and plasma proteins, which is a high value for a pri-
mate with this kind of markers. Furthermore, isoenzyme results at the carbonic an-

urveyed in Venezuela, ranged from 0.057 to 0.135,
woodland populations was 0.106 and in gallery
29 biochemical loci [Pope, 1992], which are very
is type of markers as well as it was the average het-
Sampaio et al. [1996] for Brazilian populations of A.
ectrophoresis. Therefore, the high levels previously
¢ validated using DNA microsatellites in Alouat-
 al. [1998] showed that the mitochondrial
in A. seniculus have a very low variation
the 620 base pairs studied at the cyto-
ariable sites, although 13 were apomor-
ites. The genetic distances among the
1998] in A. seniculus were very low (0-

i

found with isoenzyme markers
ta. Contrary to these resyl

1.15%). The nuclear
species (isoenzyme$
y indicate constrictive natural se-
iculus.
| with the lowest heterozygos-
1s previously determined with
Brush [1978] used 20 bio-
2 and calculated a heterozy-
can Alouatta species (A. pigra in
,, fﬁn [James et al., 1997]. In this
hese loci were polymorphic. The
\ gene diversity levels in this Cen-
-qui %g%&l} with 4 historical pop-
n

lection affecting this

It is remarkable that
ity was A. palliata (Centra
isoenzyme markers. Malg
chemical loci in 170 in
gosity value of only 0.01.
Belize), also showed a lov
study, 36 allozyme loci were
same authors also reported ext
tral American Alouatta species. Tt

facts. However, the differences in hetefozy
ican Alouatta species were smaller w hes
blood groups), were used. Furthermo.
polymorphic than the traditional bi )
gets of population genetic studies on pI
evolutionary events that modulate the'
cies. The lower heterozygosity level that'w f
ings of Rylands et al. [1997] that this species is.seri :
distribution, forest destruction, hurricanes and epizootic,
and A. caraya were among the few primates to receiye:
status by Wolfheim [1983]. Our microsatellite gef
could support the quoted status, but they co y d
raya. We reported that A. caraya presented the ] st mear
locus and there is also some evidence of a recent bottleneck.
the low genetic distance estimates between the A. caraya cyto
reported by Nascimento et al. [2005], which means that no abundant genetic hetero-

'ﬁcrosatellite locia
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geneity was presented in this species. Now that we have identified A. caraya as having
priate conservation methods should be applied in or-
tatus.
evealed that 2 of the 4 species studied were not in
homo 1s genotype excess. These species were A. palliata
d 75%, respectively, of the markers notin HWE). Several pos-
ygous deficiencies [Rooney et al., 1999; Spongetal,,
(Wahlund effect), strong genetic drift and endog-
teny or natural selection in favor of homozygous
genotypes. The most. ble’explanation for our case is population subdivision.
Strong gene drift and elevated cons inity can be discarded since the genetic di-
versity levels and the average ser of alleles per locus were considerable. If gene
A r levels of gene diversity than those ob-
e discarded since the loci studied were
mes, and the possibility of all loci be-
_could be used to discard natural selec-
also seem unlikely to produce high and
w?%/aneously for all the loci studied. Perhaps
but it is highly improbable that all the loci
e phenomenon simultaneously with sim-
llelic dropout was highly improb-
or DNA extracted from hairs,
ese tissues. Therefore, these
within these species. This

blana
2000] are: popula
amy, hitchhiking

an individual IOCW
analyzed (9 microsa

C es assigned (A. p. palliata,
A. p. mexicana, A. p. aequ he existence of real molecu-
lar differences among these
seniculus studied were all from (
niculus has been defined [Hernafrﬁ\er
that there are highly diverse molecular genep

are not recognized at the morphologic

y the subspecies A. seniculus se-
1976]. We can affirm
its in Colombia, which
t a new systematic
L .
.contrary, in the

gous excess were detected. For the
tina and Bolivia, but this did not intr
fect. This revealed microsatellite allele
tions of this species in different South Ame
to the findings of Nascimento et al. [20(75 .

The majority of the markers analyzed yielde nifi
the 4 Alouatta species studied. The following microsatelli
D5S117, D14S51 and D175804, significantly discrimina
remarkable that the species pair A. seniculus/A«
cant differences and that A. palliata presented tk
ative to the 3 South American species, which a‘érw
Cortés-Ortiz et al. [2003] using 3 mitochondrial genes.

The overall gene heterogeneity among the 4 species stud as significantly
higher (G = 0.189-0.259) than that determined for different species of Cebus (G =
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0.08-0.11) and different species of Ateles (G = 0.105-0.123) with the same micro-
satellite set. The Ry results«{0.545-0.696) were extremely high for Alouatta com-
pared with Cebus (0 and Ateles (0.251). Therefore, the microsatellite mo-
lecular evolutjo ore rapid in Alouatta than in other Neotropical pri-
Note that the use of differences in the variance of

ignificantly detected in A. caraya. This result is
pecies has not been considered to be in a danger-

est level of gene dlvers%@m ther authors have shown recent bottlenecks
in several Central : 0 secies [Malgrem, 1979; James et al., 1997]. It is
possible that.w : re leneck in this species because the DNA
markers emp. ic prior to the demographic reduction
Another explanation is p h inderstand the nondetection of a bottle-

neck for A. palliata, beca
rom Mexico) and A. p. aequatorzalzs (from
the anaiysxs Therefore, the A. palliata samples reflect
nd whose presence is antagonistic to
edure of Cornuet and Luikart

a set which contai
the detection of
[1996].

The analysis of the structure within the Alou-
atta genus is a powerful ; at is helpful in determining
the evolution of these specie: i ights into their genetic con-
servation. Our laborator if ar studies with other Neo-
tropical primate genera in amg Ateles, Cebus, Saimiri, Aotus, Callice-
bus and Saguinus.
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COMUNICACIONES

Paradsitos en monos carablanca Cebus capucinus
(Primates: Cebidae) de Costa Rica

MISAEL CHINCHILLA*#***, OLGA M. GUERRERO¥, GUSTAVO A. GUTIERREZ-ESPELETA**,
RONALD SANCHEZ**** y IDALIA VALERIO CAMPOS***

PARASITES OF WHITE FACE MONKEYS (Cebus capucinus)
(PRIMATES: CEBIDAE) OFCOSTA RICA

Fecal samples of 53 white face monkeys (Cebus capucinus) fiom some sites of Costa Rica were
studied for blood and intestinal parasites. Animals were anesthetized with darts containing Telazol,
blpod and fecal samples were collected and all the material was studied in the laboratory. For blood
Dparasites, Giemsa stain and Knott concentration was performed. Intestinal parasites were studied by
direct examination in 0,85% saline solution and a Iodine solution. Haematoxylin stain was used for
better protozoa identification. Strongyloides sp, hookworms, acanthocephalid eggs and other nematodes,
as well as Tritrichomonas sp (more frequent) and other protozoa were found. The presence of at least
one parasites was observed in 33.3% to 100% of the fecal samples with an average of 73.6%. There
was not any correlation between sex and infection rate, but the presence of parasite was higher in
heavier (older) animals. Microfilarias were the only blood organism detected. The reasons for these
high infection rates could be explained for feed diversity, contaminated soil and water contact and
sociability of these animals, among other factors.

Key words. Cebus capucinus, Pardsitos de Monos, Costa Rica.

INTRODUCCION

Se considera que la especie Cebus capucinus
es la que presenta el mayor niimero de ejemplares
en Costa Rica; sin embargo, dada la deforestacién
y elevado crecimiento habitacional, ésta, como
las otras especies de primates no humanos de
Costa Rica, estan en serio peligro de extinci6n'?,
La falta de refugio para los animales asf como la
eliminacién paulatina de 4rboles cuyas hojas,
flores y frutos constituyen el alimento natural de
estos monos son otras causas de riesgo de una

constante baja de la poblacién®. Ademés, las
infecciones parasitarias constituyen un factor
negativo, sobre las poblaciones de primates
especialmente cuando éstos se agrupan por falta
del habitat normal haciéndose maés proclives a la
transmisién®, Por estas razones, simultdneamente
con un estudio genético en primates de Costa
Rica, que se ha desarrollado en los ultimos afios
con las especies de monos de Costa Rica: mono
congo o aullador (4louatta palliata Gray, 1849),
titf o ardilla (Saimiri oerstedii, Reinhardt, 1872),
colorado o arafia (Ateles geoffioyi, Kuhl, 1820)

. Centro de Investigacién en Enfermedades Tropicales, Departamento de Parasitologfa, Facultad de Microbiologfa,

Universidad de Costa Rica.
**  Escuela de Biologfa, Universidad de Costa Rica.

¥ Departamento de Investigacién, Universidad de Ciencias Médicas (UCIMED).

*¥x¥k Sede de Occidente, Universidad de Costa Rica.
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y carablanca (C. capucinus, Linnaeus, 1758), se
realizé un estudio parasitolégico de varios
ejemplares de esta ltima especie. Para 4. palliatq
ya se han publicado los datos obtenidos sobre
parésitos intestinales® y sobre Ia presencia de
hemoparisitos se han informado por primera
vezen Costa Rica de: el Plasmodium brasilianum$
y el Diypanosoma minasense’, También se ha
informado de la presencia de un cuterébrido en
4. palliata®. El presente trabajo enfoca el an4lisis
de los endoparésitos encontrados en otra de las
especies estudiadas, el mono carablanca.

En cuanto a ectoparésitos en C capucinus se
ha descrito por primera vez en Costa Rica, una
nueva especie de 4caros?, Aunque no existen
bastantes referencias en relacién con los par4sitos
de las especies del género Cebus, incluyendo C,
capucinus se liene lo siguiente. Los parésitos
sanguineos o tisulares encontrados son
Trypanosoma mycetae, T cruzi, T. minasense,
Toxoplasma gondii, P brasilianum",
Dipetalonema gracile p, marmosetae, D,
obtusa®™, Bn cuanto a pardsitos intestinales se
cita la presencia de Strongyloides sp, Trichomonas
sp, Acaridios, Entamoeba sp, Endolimax sp'>V,

El objetivo de este trabajo es entonces
contribuir al conocimiento de los parésitos
intestinales y sangufneos de C, capucinus,
comunicando los resultados obtenidos en varios
de estos animales estudiados en diferentes zonas
de Costa Rica.

MATERIALY METODOS

Se estudiaron 53 ejemplares de la especie C.
capucinus provenientes de diferentes lugares de
Costa Rica: 9 del Pacifico Norte (Parque Nacional
Palo Verde, Finca el Encanto en Guanacaste), 35
del Pacifico Central (Parque Manuel Antonio,
Parque Nacional Reserva Cury Puntarenas;
Higuito de San Mateo Alajuela), 3 del Pacifico
Sur (Parque Nacional Corcovado, Puntarenas) y
6 del Caribe (Tirimbina y Sendero el Pavo,
Sarapiqui).

Elmétodo de captura de los animales ha sido
descrito previamenteS, En resumen, los monos
fueron anestesiados con tiletamina colocada en
los correspondientes dardos seglin las recomen-
daciones de Swan'®; a] caer, los animales eran
recibidos en una red sostenida por 4 personas,

Se procedié a realizarles un examen fisico,
adem4s de tomarle muestras de heces usualmente

expulsadas en forma espontdnea y de ser
necesario en algunos casos, se les estimulé para
que defecaran. Las heces fueron colectadas en
recipientes plésticos y transportadas al laboratorio
para su andlisis. Para el estudio de hematozoarios
se extrajo sangre venosa en tubos con antico-

agulante (EDTA) y se prepararon extensiones en

portaobjetos para su estudio posterior.

Después de obtenidas &stas Yy otras muestras
bioldgicas, al animal ya casi despierto se le daban
Dequefias cantidades de agua para despertarlos
por completo. Cuando ya se le notaba con
capacidad de asirse a los objetos, se le dejaba ir
colocéndolo en un 4&rbo] para que se alejara a sy
hébitat normal,

En el laboratorio las heces fueron revisadas
directamente en solucién salina al 0,85% y en
una solucién de lugol D’ Antoni para observar y
clasificar los trofozoitos Y quistes de los
protozoarios as{ como los huevecillos, larvas y
adultos de helmintos intestinales. En algunos
casos los protozoos fueron tefiidos con hematoxilina
férrica de Heidenhain que tifie muy bien las
organelas de esos organismos facilitando su
clasificacién definitiva.

En el caso de los hematozoarios (inicamente
microfilarias en este caso) los extendidos
sangufneos fueron tedidos por la técnica de
Giemsa y a una parte de la sangre colectada se le
realiz una concentracién de Knott'?,

Se estableci6 una relacién entre las especies
y el nimero de parssitos encontrados, con la
zona geogréfica estudiada, el sexo Yy el peso de
los animales. Para el peso de los animales se
establecieron 3 categorfas: de 05a1,5kg, 1,51
a25kgy251a37 kg.

RESULTADOS

De acuerdo con las zonas que se indican en el
cuadro 1, las infecciones por parésitos intestinales
en las muestras estudiadas estuvieron entre 0 y
el 100%, resaltando Palo Verde y el Encanto,
ambas del Pacifico Norte en que el porcentaje de
monos infectados fue mayor (100 y 75%
respectivamente),

Las infecciones intestinales por helmintos
fueron m4s elevadas que por protozoos. En cuanto
alos animales en que se encontraron microfilarias
en la sangre se observé que los de Higuito de San
Mateo (Pacifico Central y Tirimbina) mostraban,
una mayor infeccién (Tabla 1). La positividad
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Tabla 1. Pardsitos en Cebus capucinus silvestres de Costa Rica de acuerdo con la zona geogrifica estudiada

Geografica N° de Muestras Nemétodos

Protozoos Total positivos

(Al menos 1 pardsito)

Estrongilideos Filarias

Otros  Tritrichomonas  Otros

N° %* N° %** N° % N° % N° % N° % N° %
Manue| Antonio 20 377 4 20 2 10 6 30 3 15 1 5 15 15
Higuito-Sn Mateo 9 17 NE NE 7 778 NE __ NE. - NE __ 7 T8
Reserva Curii 6 11,3 | 167 1 167 0 0 0 0 0 0 2 333
Palo Verde 5 9.4 0 o 0 0 5 100 0o o0 0 o 5 100
El Encanto 4 75 I 25 0 0 3 75 0 0 0o o 4 100
Corcovado 3 57 0 o [ 333 1. 333 0o 0 1 333 2 667
Sendero El Pavo 3 5,7 1 333 0 0 1 333 0 0 0 0 2 66,7
Tirimbina-Sarapiquf 3 57 0 0 2 667 0 0 0 o0 0 0 2 66,7
Total 53 100 7 13 13 245 16 3072 3 57 2 38 39 736

*: % del total de monos estudiados
**: % del total de monos en cada zona
N.E: No estudiados en heces

general (al menos un parésito encontrado) fue
bastante considerable, entre 33,3% en los
animales de la Reserva Curi (Pacifico Central) y
el 100%en las zonas del Pacifico Norte para un
promedio general del 73,6% de infeccién.

Los porcentajes de infeccién en monos
hembras o machos fueron muy similares tanto
para los parasitos intestinales (alrededor del 50%)
como para las filarias (cercano al 20%) y a la
positividad total que fue alrededor del 65% (Tabla
2).

Los machos presentaron una infeccién mayor
(91,7%) siendo los de menor peso los més
parasitados (66,7%) mientras que en las hembras
el més alto grado de infeccién estuvo en los
ejemplares de peso intermedio, 1,5 a 2,5 kg
(100%). Sin embargo, no hubo diferencias
sustanciales en los machos puesto que los
porcentajes de infeccién fueron altos en los
monos de los 3 &mbitos de peso establecidos
(Tabla 3).

DISCUSION

Existen relativamente pocos estudios sobre
las infecciones parasitarias en primates del género
Cebus y més especificamente en C. capucinus'
161821 Sin embargo, los datos conocidos indican
que esta especie presenta mayor grado de
infeccién parasitaria que otras especies. En
efecto, Stuart et al®, encontré que el 91% de las
muestras de heces de monos tenian algtin parésito,
mientras que s6lo el 49% de las muestras de
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Alouatta palliata y el 51% de las de Ateles
geoffroyi presentaban parésitos. En un estudio
previo de A. palliata realizado en Costa Rica,
igualmente se encontraron parésitos inicamente
en el 44,1% de 102 muestras de heces
estudiadas®. Nuestros datos concuerdan con lo
anteriormente indicado ya que los indices de
infeccién encontrados en 53 ejemplares de C.
capucinus oscilaron entre 66.7% a 100%
independientemente del 4rea de colecta del pafs.
S6lo en el caso de la Reserva Curi la infeccién
fue baja (33,3%) pero atn asf la positividad
promedio general fue del 73,6%. Esta mayor
infeccion se relaciona con el comportamiento de
estos animales y la variedad de su dieta alimentaria.
En efecto esta especie se alimenta de gran
variedad de frutas e insectos'™'?2, Ademés
unicamente estos monos carablanca beben agua
almacenada en huecos en el suelo de donde
también ingieren alimento usualmente més
contaminado®?!, En Costa Rica otro factor
importante es el contacto que tienen estos
animales con el ser humano, pues por ejemplo en
el parque Manuel Antonio se ha observado que
reciben alimento de los turistas visitantes. Como
ha sido demostrado'”-* esto aumenta la posibilidad
de transmisién de parasitos. Por su carécter
sociable, las hembras, machos y juveniles
permanecen juntos®+?? lo que facilita los procesos
de transmisién entre ellos. Por lo tanto, no es de
extrafiar que en nuestro estudio la infeccién en
hembras y machos fuera précticamente igual
(Tabla 2); si bien es cierto se estudiaron mayor




Pardsitos en monos carablanca Cebus capucinus (Primates: Cebidae) de Costa Rica - M. Chinchilla et al,

Tabla 2, Pardsitos en égbus capuéiqus\sllvestres de Costa Rica
de acuerdo con el sexo de los animales

Otros tripanosomas del
Sub género Herpetosoma

SEX0 N° de Muestras Positividad

Paras. intest Filarias

Total positivos tales como 7 rangeli y
(Al menos I parssit)) 7. minasense se han

Ne %* N %t N %
Hembras 14 264 7 50 3 21

Machos 39 736 19 48,7 8 20,5
Total 53 100 26 49,1 11 20,8

encontrado en el 12,5%

N % y 10% respectivamente

36 223 de los C. capucinus
A 1 U]

35 660 gsmdlados .

Aunque como parte

*: % del total de monos estudiados
**: % del total de monos de cada sexo

nimero de machos que hembras, la diferencia
en los datos porcentuales no es importante.

La infeccién por nemétodos intestinales es
mnayor a la producida por protozoos y dentro de
los primeros los més frecuentes son los
estrongilideos (Tabla 1). En este sentido en los
pocos trabajos que existen, es Strongyloides sp
el més frecuente!*1617 1o cual fue igual en nuestro
trabajo. El hecho de que las formas infectantes
de los nemétodos sean més resistentes que las de
amebas y flagelados, explica los resultados
obtenidos. Otros par4sitos encontrados en estos
primates, son los acantocéfalos que necesitan un
insecto para completar su ciclo de vida¥, siendo
la transmisién favorecida por los hébitos
alimentarios de estos monos donde los insectos
son parte fundamental de la dieta2'2s,

En cuanto a parésitos sanguineos sélo se
encontraron microfilarias que podrfan pertenecer
al género Filariopsis™ o Dipetalonema reportado
previamente'’, En esos estudios se informa de la
presencia de microfilarias de esos posibles
géneros en porcentajes cercanos a 25%, dato
muy cercano al obtenido en este trabajo pues el
promedio de muestras con microfilarias fue de
24,5% (Tabla 1). No se encontraron tripanosomas
en las muestras
estudiadas lo
cual podrian

del estudio global al que

pertenece este estudio ya

se ha infonnado de Ia

presencia de P brasi-
lianum en A. palliata, no ha sido asf en C.
capucinus. Probablemente la razén es que de
nuevo el porcentaje de infeccién por malaria
conocido para este Gltimo primate es muy bajo,
2,2%, mientras que para 4. palliata el porcentaje
informado es de 14,3%3,

En cuanto a la relacién del peso, con el fndice
de infeccién se encontré que conforme aumenta
el peso, las infecciones generalmente son
mayores (Tabla 3), observacién que concuerda
con otros estudios®™?, quienes establecen una
relacién directa entre el tamafio del animal y el
nimero y variedad de especies de parésitos
encontrados en ellos,

Aparte de estarelacién biolégica, existen otras
causas que tiene estrecha relacién con las
infecciones parasitarias de primates en general y
dentro de ellos los monos carablanca. En efecto
en estudios cuidadosamente realizados se ha
determinado que el tipo de alimentacién, la
sociabilidad de estos animales, la densidad de las
poblaciones o el recorrido de las tropas, tiene
una marcada influencia para que se produzca
una mayor o menor infeccién por parasitos®-3,

El estudio de los par4sitos en primates es
importante desde el punto de vista de la

Tabla 3. Positividad (%) de parAsitos en relacién con el peso y sexo de 54
Cebus capucinus estudiados

deberseaque en
general los por-

Ambitos de peso (Kg)
1.5

Total positivos

: . SEXO 0.5a 151225 2.51 2 3.7
centajes de in-
feccién por T Total Pos % * Total Pos % Total Pos %
cruzireportados  Hembras 1 0 0 11 1 100 2 1 50,0
por otros son Machos 6 4 66,7 21 12 57 12 11 91,7
Total 7 4 57,1 32 23 71,9 14 12 85,7

muy bajos: 3,8%

en Cebus ape- . o qel total de monos estudiados

lla® y 5% en C. **: % del total de monos de cada sexo

capucinus'®,
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conservacién de la biodiversidad costarricense.
Altizer et al’, han realizado estudios que indican
el riesgo que significa para los primates las
infecciones parasitarias. Si bien es cierto éste no
es el tnico factor involucrado en la extincién de
estos animales, coadyuva en el proceso de

extincién en conjunto con otros factores en donde .

la fragmentacién boscosa quizéd es la més
importante por el gran impacto que produce®.
La infeccién por parésitos podrfa contribuir a
apresurar el proceso ya que al no poderse
desplazar los animales, se aumenta la posibilidad
de la transmisién de los parésitos.

Estudios en proceso en la UCIMED tratan
.de encontrar &rboles cuyas hojas, flores y frutos
tengan efecto antiparasitario, como ya se ha
sugerido en otros estudios', con el objetivo de
encontrar algin método natural de proteccién
de éstos y las otras especies de primates
presentes en nuestro pafs. Si se encuentran
plantas con este efecto, éstas podrfan ser
recomendadas para su cultivo pues tendrfan el
doble propésito de proteccién contra los agentes
infecciosos, adem4s de constituir una dieta més
natural de los monos. Todos estos estudios
tienen el propésito de colaborar en los procesos
Y programas de conservacién de la biodiversidad
costarricense.

RESUMEN

Se capturaron y anestesiaron un total de 53
-primates de la especie Cebus capucinus por medio
de dardos con tiletamina de diferentes zonas de
Costa Rica. Todos los animales fueron estudiados
por la presencia de parésitos sanguineos e
intestinales. En la sangre s6lo se encontraron
microfilarias (24,5%) las cuales fueron
diagnosticadas usando la concentracién de Knott
y latincién de Giemsa. Los parésitos intestinales
fueron observados en forma directa y algunos
de los protozoos también fueron tefiidos con
hematoxilina de Heidenhain. Los parasitos
encontrados fueron Strongyloides sp, uncinarias,
acantocéfalos y otros nemétodos no identificados,
en porcentajes que variaron segin las zonas de
captura. Los indices de infeccién determinados

Correspondencia a:
Misael Chinchilla Carmona Ph.D.

por la presencia de al menos un parésito fluctuaron
entre 33,3% y el 100% con una media general
del 73,6%, no existiendo diferencias de infeccién
en cuanto al sexo de los animales, En general se
notd un mayor grado de infeccién en los animales
de mis peso (més edad) tal y como se ha
observado en otros pafses. Se considera que las
infecciones parasitarias son més elevadas en esta
especie, posiblemerite por tener una alimentacién
més variada, un mayor contacto con el suelo y
aguas contaminadas, asi como la gran sociabilidad
de estos monos. La presencia de estos parésitos
podria ser una de las causas, entre otras para
acelerar el riesgo de extincién de los primates en
Costa Rica y en América.
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INFECCION POR LARVAS DE ALOUATTAMYIA BAERI
(D1pTERA: CUTEREBRIDAE) EN MONOS AULLADORES,
Arouarta PALLIATA (PRIMATES: CEBIDAE) DE LA
Costa CariBe DE Costa Rica

Olger Calderén-Arguedas, Adriana Troyo
Mayra E. Solano, Ronald Sanchez
Misael Chinchilla, Gustavo A. Gutiérrez-Espeleta

Introduccién

Alouattamyia baeri es una especie de cuterébrido cuya larva
se asocia con el parasitismo en primates del Nuevo Mundo
(Catts, 1982). La descripcién de la morfologia fue realizada
por Shannon y Greene (1926) con ejemplares procedentes
de la Guayana Inglesa y de la Regién del Darién en Panami.
Zeledén y colaboradores (1957) describieron el caso de una
miasis furuncular en un mono aullador procedente de La
Hacienda Lombardia en Tilardn (Guanacaste, Costa Rica)
en la que el agente etiolégico identificado correspondié a
Cuterebra (=Alouattamyia) baeri. Este fue el primer informe
acerca de la presencia de este diptero en el territorio nacional.

A pesar de que el parasitismo por esta mosca se ha informa-
do en primates como Aotus trivirgatus (Guimaraes, 1971)
y el ser humano (Guimardes y Coimbra, 1982; Fraiha
et al., 1984), se ha observado que las relaciones parasitarias
mis frecuentes se establecen con monos del género Alouatta
(A palliata y A. belzebul) (Catts, 1982), por lo que
podrian constituir un importante agente patogénico
para estas especies.

En el presente trabajo se analizaron las caracteristicas
de la infestacién que presenta este diptero en una mues-
tra de monos aulladores procedentes de la Costa Caribe de
Costa Rica.

Métodos

Se estudié la presencia de A. baeri en monos aulladores pro-
cedentes de la Costa Caribe de Costa Rica. El manejo de los
mismos se hizo de acuerdo con los protocolos descritos por
Troyo y colaboradores (2002). Brevemente, los animales
fueron anestesiados con dardos que contenfan los sedantes
Telazol 0 una mezcla de ketamina y xylosin (aproximada-
mente 0.2 mg/kg). El primate fue capturado en una red y
una vez en el suelo, se realizé su inspeccién fisica, ubicando
la presencia o ausencia de lesiones midsicas. Esta evaluacién
se realizé en el marco de una investigacién multidisciplina-
ria en la cual se estudian diferentes aspectos de las poblacio-
nes de primates de Costa Rica.

El diagnéstico del agente etiolégico fue realizado mediante
andlisis de las larvas que fueron extraidas mecénicamente de
las lesiones. Estas fueron colocadas en alcohol al 70% para
su fijacién y transporte al laboratorio. Dichas larvas fueron
observadas macroscépicamente y posteriormente se aclara-
ron en lactofenol por un periodo de 20 dias, luego del cual
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se realizé la diseccién y montaje de las estructuras diagnés-
ticas (esqueleto cefalofaringeo, espirdculos posteriores y piel
larval). Estas fueron montadas entre porta y crubreobjetos
en medio Hoyer para su posterior andlisis microscépico y
comparadas con las observaciones descritas por Shannon y
Greene (1926) y Zeledén y colaboradores (1957).

Las caracteristicas de la infestacién fueron expresadas de
acuerdo con las definiciones propuestas por Margolis y cola-
boradores (1982). Los valores correspondientes a prevalen-
cia y densidad relativa en monos machos y hembras fueron
evaluados mediante pruebas de hipétesis para la compara-
cién de proporciones, en tanto que los valores concernientes
a la intensidad promedio se analizaron mediante pruebas de
t-student para comparacién de medias (Daniel, 1988).

Resultados

Se capturaron 28 monos aulladores correspondientes a la
especie Alouatta palliata, en cinco localidades ubicadas en
la Costa Caribe de Costa Rica. Ocho de los monos, pro-
cedentes de tres localidades diferentes, mostraron lesiones
midsicas (Tabla 1), cuyas larvas presentaron las caracteris-
ticas tipicas de A. baeri (Figura 1). Las lesiones observadas
fueron de tipo furuncular (Figura 2) y se localizaron en
las partes superiores del cuerpo, principalmente a nivel de
cuello (Figura 2, Tabla 2).

Las diferencias en las caracteristicas de la infeccién en
monos macho y hembra fueron estadisticamente significati-
vas en lo referente a prevalencia y densidad relativa, en tanto
que la intensidad promedio fue similar entre los animales de
ambos sexos (Tabla 3).

Discusiéon

La presencia de A. baeri en primates del territorio costarri-
cense fue informado por primera vez durante la década de
los afios 50 cuando, casi como una curiosidad, se presenté
el caso de un mono de la especie Alouatta palliata palliata
que sufrfa una miasis en la cual el agente causal fue A. baeri.
Este mono procedia de la provincia de Guanacaste, ubicada
en el Pacifico Seco de Costa Rica (Zeledén et al., 1957).
En la presente investigacién se evidencia la presencia de
A. baeri en la Costa Caribe del pais (Tabla 1). Al igual que
en estudios previos (Shannon y Greene, 1926; Zeledén
et al, 1957; Milton, 1996), el tipo de miasis observado fue
furuncular, con una localizacién de preferencia en la peri-
feria del cuello del animal (Figura 2, Tabla 2). La presencia
de lesiones en hombro, flanco derecho, pecho y axila fue
también evidente (Tabla 2). Estas lesiones podrian obedecer
a migraciones endégenas errdticas por parte de las larvas, las
cuales han podido completar su ciclo larval exponiéndose a
nivel dérmico en sitios anémalos.

La prevalencia total de la infeccién fue del 28.6%, siendo
significativamente mayor en machos que en hembras (Tabla
3). Las diferencias asociadas al sexo del hospedador podrian
estar relacionadas con los bajos porcentajes de infeccién por

Tabla 1. Infestacién por larvas de Alouattamyia baeri en los
primates estudiados. Se presenta el nimero de monos infectados
seguido de diagonal y el nlimero de monos capturados.

Puerto Vargas 2/2 2/2 4/4
Bambu 0/6 0/1 0/7
Albi Lodge 1/6 2/3 3/9
Rio Judrez 0/4 1/3 1/7
Cacaotal 0/0 0/1 0/1
Total 3/18 5/10 8/28

Figura 1. Vista macroscépica de larvas de Alouattamyia baeri
obtenidas en la Costa Caribe de Costa Rica.

Tabla 2. Carga parasitaria y localizacién de las lesiones en los
monos infectados por larvas de Alouastamyia baeri.

Puerto Hombro
1 M Vargas 1 izquierdo
Puerto Cuello/flanco
2 H Vargas ¢ derecho
Puerto Cuello/pecho/
3 M Vargas 8 abdomen
4 H Puerto 1 Cuello
Vargas
; Cuello/hombro/
? M | Albilodg 3 flanco derecho
: Hombro/axila
6 M | AlbiLodge 3 derecha
7 H Albi Lodge 7 Cuello
8 M Rio Juédrez Cuello
Total 22

M = macho, H = hembra
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(a)

Figura 2. Lesiones furunculares por Alouattamyia baeri en monos aulladores de la Costa Caribe de Costa Rica: a. Detalle de la lesién

furuncular; b. Ubicacién tipica del furiinculo; — = sitio de la lesién.

parte de A. palliata en los monos estudiados. En otros estu-
dios, como los realizados por Milton (1996) y Baron y cola-
boradores (1996) en la Isla de Barro Colorado (Panami), se
observaron prevalencias totales mayores a las evidenciadas
en el presente estudio (60.0 y 83.0% respectivamente) y no
se observaron diferencias en la prevalencia entre machos y
hembras. En el primero de estos estudios (Milton, 1996)
se demostré que la incidencia de la parasitosis muestra una
clara estacionalidad con picos de incidencia en la mitad y fi-
nales de la estacién lluviosa. En Costa Rica, la Zona Caribe,
no tiene una estacionalidad marcada, por lo que se espera-
ria que la prevalencia fuera méds o menos la misma durante
todo el afio.

En el presente estudio se pudo evidenciar una distribu-
cién asimétrica de la infeccién observada en las localida-
des estudiadas cuyas caracteristicas biolégicas y ambienta-
les pricticamente son iguales (Tabla 1), lo que plantea la
posibilidad de que la capacidad de dispersién de A. baeri
sea realmente limitada. Tal y como lo demostraron Colwell
y Milton (1998), la tasa de oviposicién de las hembras es
de alrededor de 262 + 149.4 huevos, con una oviposicién
total de 1.399 + 243 huevos, lo que permitirfa suponer la

Tabla 3. Caracterizacién de la infestacién por Alouattamyia baeri
en los monos estudiados.

Prevalencia"' 16.6 50.0 28.6
Intensidad promedio®> | 3.6+3.05 | 22+1.09 | 2.75+1.98
Densidad relativa®* 0.61 1.1 0.78

'Monos infectados por sexo/Total de monos analizados (infectados y no
infectados) por sexo

2No. de larvas/No. de monos infectados por sexo

3No. de larvas/No. total de monos analizados por sexo

Diferencias estadisticamente significativas '(p < 0.1), Hp < 0.05)

ocurrencia de mis o menos cinco oviposiciones a lo largo
de la vida del diptero. Si las densidades de moscas no son
muy altas, el evento de infeccién ocurriria de una manera
eventual en las poblaciones de monos, afectando solamente
a pequefias fracciones de las tropas. A pesar de lo anterior,
se puede observar que la intensidad promedio de la infec-
cién (Tabla 3) fue similar en los monos infectados, sin que
hubiese diferencia entre machos y hembras. El valor de In-
tensidad Promedio Total observado en este estudio (2.75)
fue similar a los descritos por Milton (1996) en la Isla de
Barro Colorado. Lo anterior podria reflejar el ingreso de
una carga infectante similar en el momento de la infeccién.
Este comportamiento es compatible con la hipétesis de que
los sitios de oviposicién podrian estar dados por las hojas de
las plantas que sirven de alimento a los monos, por lo que
la infeccién tendrfa lugar por via oral. En relacién con lo
anterior Colwell y Milton (1998), en un modelo animal con
conejos, demostraron que la infeccién por via dérmica prac-
ticamente no se da, en tanto que la penetracién via mucosas
es mucho mis permisiva. La intensidad promedio podria
ser regulada también por medio de mecanismos inmunes.
En este sentido se ha podido evidenciar que en los monos
aulladores existe una respuesta tipo IgG especifica, dirigida
primordialmente contra larvas de primer y tercer estadio de
A. baeri (Baron et al., 1996).

El impacto de la infeccién por A. baeri en las poblaciones de
monos aulladores puede verse reflejado en la mortalidad de
los miembros de las tropas. En este sentido Milton (1996)
demostré una correlacién entre incidencia de infeccién y
mortalidad. Dicha mortalidad puede estar relacionada con
cuadros sépticos secundarios o infestacién con otras larvas
de dipteros como Cochliomyia hominivorax (Diptera: Calli-
phoridae). El papel que juega el parasitismo erratico, donde
se da el compromiso de 6rganos y tejidos vitales, debe ser
evaluado posteriormente.
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La profundizacién en el conocimiento biolégico sobre
A. baeri se plantea como una necesidad para el desarrollo
de alternativas de control contra este diptero, el cual podria
constituir un agente causal de miasis frecuente en las pobla-
ciones de monos aulladores de paises tropicales.
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FLORA BACTERIAL ORAL Y SU PERFIL DE SENSIBILIDAD
A ANTIBIOTICOS EN MonNos DE Costa Rica
(ALOUATTA PALLIATA Y ATELES GEOFFROYI)

Maria del Mar Gamboa-Coronado
Evelyn Rodriguez-Cavallini, Galia Rojas-Contreras
Ronald Sinchez-Porras, Gustavo Gutiérrez-Espeleta

Introduccién

Costa Rica es considerada como la regién de mayor diver-
sidad biolégica en Centro América; en 51 000 km? tiene al
menos de 500 000 diferentes especies (Reid ez al, 1994) y
entre los mamiferos presentes, se identifican cuatro especies
de monos distribuidas por todo el pafs, dos de las cuales son
Alouatta palliata, conocido como congo, y Ateles geoffroyi, o
mono colorado. Los A. palliata se encuentran distribuidos
en todo el pafs; son arboricolas, aunque en ocasiones se ven
obligados a cruzar 4reas abiertas sobre suelo para alimentar-
se de 4rboles aislados y ocasionalmente, cuando el recurso
alimenticio es escaso, migran del parche boscoso hacia los
cafetales (Sinchez, 1991). En Costa Rica, A. geoffroyi es
considerada en peligro de extincién, debido a la defores-
tacién y a la caza para aprovechar su carne. Los individuos
de esta especie se encuentran en todo el pais y se les conoce
por su especializacién extrema a la forma de vida arbérea;
son principalmente frugivoros, alimentidndose muy selecti-
vamente en el bosque maduro, en alturas de moderadas a
extremas (Elizondo, 1999).

Con el tiempo los monos han aumentado su contacto con
los humanos, ya sea por la siembra de café dentro de zonas
boscosas o por la eliminacién de arboles (Sdnchez, 1991),
lo que ha afectado su comportamiento y hdbitos alimen-
ticios (Vergeest, 1992) y por ende, posiblemente su flora
bacteriana normal. En el ser humano, las bacterias aero-
bias y anaerobias constituyen los componentes principales
de la microflora que coloniza las superficies mucosas y la
piel; las bacterias anaerobias superan en nimero a las bac-
terias aerobias, pudiéndose encontrar una relacién de 10:1
en la cavidad oral (Engelkirk y Duben-Engelkirk, 2000).
Se conoce poco acerca de la flora bacteriana normal de los
monos, incluyendo la oral, ya que la mayoria de estudios
se enfocan principalmente en su biologfa, comportamiento,
habitat y alimentacién. En este trabajo se pretende describir
la flora bacteriana (aerobia y anaerobia) de la cavidad oral
de monos de las especies A. palliatay A. geoffroyiy determi-
nar su patrén de sensibilidad a los antibidticos. Esto con el
propésito de evaluar el riesgo potencial de contraer alguna
enfermedad por la cercania humana con los monos y tratar
de establecer si la interaccién del hombre en ambientes pro-
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pios de estos animales ha influenciado dicho patrén de sen-
sibilidad antimicrobiana.

Métodos

Se estudiaron 27 muestras de la cavidad oral de monos de
las especies A. palliatay A. geoffroyi en las regiones de Costa
Rica de: Chomes (10° 02’ 35" N, 84° 54’ 50” O), Limén
(09° 59’ 34” N, 83° 01’ 51” O), San Ramén (10° 05° 05”
N, 84° 28’ 48” O), Cahuita (09° 44’ 06” N, 82° 48’ 39" O)
y Palo Verde (10° 20" 47” N, 85° 20’ 44” O); sélo estas dos
dltimas constituyen h4bitat continuo, a partir de los cuales
se analizaron 13 muestras.

Con una torunda estéril, se raspé los dientes y la cavidad
de la boca del mono (previamente sedado) y se resuspen-
dié en un tubo con 2 ml de solucién salina (SS) estéril.
Con jeringa y a través del tap6n de hule, se inocul6 0.5 ml
de la suspensién en un tubo con medio de carne cocida
(CC) prerreducido, que se mantuvo a temperatura ambien-
te antes de ser procesado en el laboratorio; los tubos con
el resto de la suspensién en SS se mantuvieron en frio. A
cada una de las suspensiones, se les agregé 2 ml de caldo
tripticasa soya (CTS) y se incubaron a 35°C por 24 hr; los
tubos con medio de CC prerreducidos se incubaron a 35°C
por 48 hr. A partir de cada tubo de CTS, se rayaron placas
de agar sangre (AS), chocolate, MacConkey y manitol sal,
que se incubaron a 35°C por 24 hr para el aislamiento de
bacterias aerobias. A partir de cada tubo con medio de CC
prerreducido, para el aislamiento de bacterias anaerobias,
se ray6 una placa de AS que se incubé en anaerobiosis a
35°C por 48 hr. Se seleccionaron los diferentes morfotipos
coloniales en cada placa, anotando sus caracteristicas, se les
hizo tincién de Gram y se rayaron en AS para obtener cul-
tivos puros. Se determiné la tolerancia al oxigeno de cada
morfotipo colonial (incubacién en atmésfera incrementada
de CO, y en jarra de anaerobiosis) y s seleccionaron como
bacterias anaerobias aquellas cuyo crecimiento fue exclusivo
o mejor bajo condiciones anaerobias.

A las bacterias aerobias se les realizaron pruebas de Gram,
oxidasa y catalasa y con base en ello, s escogié la correspon-
diente galerfa miniaturizada de pruebas bioquimicas (API®);
las bacterias anaerobias se inocularon en Rapid ID 32A o API
20A. Todas las galerias se incubaron y se leyeron de acuerdo
con las recomendaciones de la casa fabricante y se identifica-
ron utilizando el programa API-Plus®. Se realizaron pruebas
adicionales, segtin el caso, cuando la identificacién no fue
precisa. Para determinar la sensibilidad a los antibiéticos se
utilizaron galerfas comerciales (ATB®), de acuerdo con el
tipo de bacteria aerobia: ATB G-5, ATB-Staph y ATB-Strep;
para bacterias anaerobias se usé ATB-ANA y se siguieron las
recomendaciones de la casa fabricante.

Resultados

A partir de las 27 muestras de la cavidad oral de los monos,
se aislaron 109 cepas de bacterias (promedio de cuatro cepas
por muestra); 56 eran de monos de hébitat continuo y

53 de monos en fragmentos de bosque, cerca de poblacio-
nes humanas. No se encontraron diferencias en las especies
bacterianas aisladas en ambos hébitats ni en los patrones de
resistencia antimicrobiana. De las 109 cepas, 70 correspon-
dieron a bacterias aerobias (64%) y 39 a bacterias anaero-
bias (36%), lo que equivale a 2.6 aerobios y 1.4 anaerobios
por muestra. Respecto a las bacterias aerobias, predomina-
ron los bacilos Gram negativos (49 de las 70 cepas), siendo
Enterobacter el género mis frecuente, ya que se aislé en el
67% de las muestras (Cuadro 1) e incluyé las especies de
E. agglomerans, E. cloacaey E. amnigenus. Fue posible aislar
otros 10 géneros de bacilos Gram negativos aerobios, cuya
frecuencia en las muestras varié del 26% (Escherichia) al
4% (Achromobactery Chryseomonas, Cuadro 1). Se aislaron
21 cepas de cocos Gram positivos aerobios, siendo Staphylo-
coccus el género mis frecuente (en 67% de las muestras)
e incluyé las especies de S. aureus, S. hominis, S. lentus,
S. sciuri y S. simulans, otros géneros aislados fueron
Streptococcus, Aerococcus'y Leuconostoc con una frecuencia
de 4% cada uno.

Referente a las bacterias anaerobias, se aislaron 39 cepas: 17
bacilos Gram positivos, 12 bacilos Gram negativos, 6 cocos
Gram negativos y 4 cocos Gram positivos. Clostridium, el
género mis frecuente, se encontré en el 48% de las mues-
tras (Cuadro 2), correspondiendo a las especies de C. beije-
rinckii, C. bifermentans, C. cadaveris, C. clostridioforme, C.
histolysicum, C. septicum, C. sordellii'y C. sporogenes. Otros
siete géneros de bacterias anaerobias también estuvieron
presentes, con una frecuencia que varié desde un 26% (Bac-
teroides) al 4% (Actinomycesy Peptostreptococcus, Cuadro 2).

Con respecto a las pruebas de sensibilidad a los antibidticos,
el 71% de los bacilos Gram negativos aerobios fue resistente
a la amoxicilina y el 45% a la amoxicilina més dcido clavu-
lanico. El 63% fue resistente a cefalotina, cefalosporina de
primera generacién, pero sélo el 8, 4 y 4% a cefotaxime,
ceftriaxone y ceftazidime (8-16 mg/L), respectivamente,
cefalosporinas de tercera generacién (Figura 1); hubo re-
sistencia moderada a otros antibiéticos como ticarcilina,
ceftazidime (1 mg/L), cotrimoxazol y aztreonam (Figura
1). Ocho de los 18 antibiéticos (44%) evaluados fueron
efectivos contra todas las cepas aisladas (piperacilina, pipe-
racilina + tazobactam, imipenem, tobramicina, amikacina,
gentamicina, netilmicina y ciprofloxacina). Las cepas de
Staphylococcus mostraron una menor resistencia, pues 10 de
los 15 antibiéticos probados (67%) fueron efectivos contra
todas las cepas aisladas (cefalotina, gentamicina, netilmici-
na, clindamicina, ciprofloxacina, tetraciclina, nitrourantoi-
na, rifampicina, vancomicina y teicoplanina). Sin embargo,
el 89% de los aislamientos fue resistente a penicilina G y
el 28% a ampicilina mds sulbactam, 11% a eritromicina
y 6% a cotrimoxazol y a pefloxacina. Las unicas cepas de
Streptococcus'y Aerococcus aisladas fueron resistentes, entre
otros, a ciprofloxacina, quinolona de amplio espectro y de
uso relativamente reciente.

En cuanto a las cepas anaerobias, la resistencia a varios anti-
biéticos también fue manifiesta, siendo el mayor porcentaje
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Cuadro 1. Bacilos Gram negativos aerobios aislados de la cavidad
oral de 27 monos (Alouatta palliatay Ateles geoffroys).

—

67

Enterobacter 18

Escherichia 7 26
Klebsiella 5 19
Acinetobacter 5 19
Serratia 3 11
Pseudomonas 3 11
Citrobacter 2 7
Chromobacterium 2 7
Aeromonas 2 7
Achromobacter 1 4
Chryseomonas 1 4

Cuadro 2. Bacterias anaerobias aisladas de la cavidad oral de
27 monos (Alouatta palliatay Ateles geoffroyi).

tal de cepas

Clostridium 13 48

Bacteroides 7 26
Veillonella 6 22
Prevotella 5 19
Gemella 3 11
Eubacterium 3 11
Actinomyces 1 4
Peptostreptococcus 1 4
B0 -

Resistencia (%)

de resistencia hacia el metronidazole, de un 49 a 44% segtin
su concentracién, seguido por la penicilina, la clindamicina
y cloranfenicol (31, 28 y 26%, respectivamente); hubo un
bajo porcentaje de resistencia a antibiéticos como amoxici-
lina, cefotetan, imipenem y ticarcilina (Figura 2). Cinco de
los 15 antibiéticos evaluados (33%) fueron efectivos contra
todas las cepas aisladas (amoxiclina + 4cido clavuldnico, pi-
peracilina, piperacilina + tazobactam, cefoxitina, ticarcilina
+ 4cido clavuldnico).

La presencia de cepas multirresistentes (resistencia a dos o
mds antimicrobianos) se dio tanto en las bacterias aerobias
como en las anaerobias. De las bacterias aerobias, el 80% de
las cepas mostré resistencia multiple, desde resistencia a dos
(25%) hasta resistencia a nueve antibiéticos (4%), aunque
la mayorfa (41%) fue resistente a tres o cuatro antibidticos
y un 10% a cinco o seis. La resistencia muiltiple en las cepas
de Staphylococcus fue menor, pues s6lo un bajo porcentaje
(6%) fue resistente a tres antibiéticos y 33% a dos; la mayo-
ria (61%) mostré resistencia solamente a uno o a ninguno
de los antibidticos evaluados. En las cepas anaerobias la re-
sistencia multiple fue moderada, el 49% mostré multirre-
sistencia: 20% a dos antimicrobianos, 11% a tres o cuatro
y 18% a cinco o seis.

Discusién

El conocimiento actual sobre la flora bacteriana oral de
monos es muy escaso y este estudio permite sefialar resul-
tados interesantes que revelan semejanzas y diferencias con
la flora bacteriana humana. Aunque se logré el aislamiento
de cuatro cepas diferentes por muestra de cavidad oral de
monos, se encontré mayor cantidad de bacterias aerobias
(2.6 por muestra) que de anaerobias (1.4 por muestra),

Resistencia (%)

Figura 1. Resistencia a los antimicrobianos de 49 bacilos Gram
negativos aerobios aislados de la cavidad oral de 27 monos

(Alouasta palliata'y Aseles geoffroyi).

Figura 2. Resistencia a los antimicrobianos de 39 bacterias
anaerobias aisladas de la cavidad oral de 27 monos (Alouatta
palliata’y Aseles geoffroyi).
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contrario a lo que es de esperar en la cavidad oral humana.
Esto pudo ser el resultado de varios aspectos, desde proble-
mas metodolégicos inevitables a la hora de tomar la mues-
tra para anaerobios en el campo, hasta dificultades para su
transporte al laboratorio. En este sentido, para recoger el
material, optamos por utilizar una torunda que se resuspen-
di6 rapidamente en solucién salina y se inoculd con aguja,
en un tubo con atmésfera libre de oxigeno; aquellos anaero-
bios muy sensibles al oxigeno podrian haber muerto antes
de ser inoculados en el medio prerreducido. Dado que el
muestreo se realizé en zonas alejadas al laboratorio, debié
transcurrir entre 24 y 48 hr antes de que las muestras fueran
procesadas en el laboratorio. Como la solubilidad del oxi-
geno aumenta en refrigeracién, los tubos se mantuvieron
a temperatura ambiente, temperatura que puede haber fa-
vorecido sélo a unas pocas especies, perjudicando aquellas
cuyo 4mbito de temperatura éptima de crecimiento fuera
mds estrecho y muy cercano a los 37° C. Estos inconve-
nientes no se presentan con las bacterias aerobias, que se
conservaron en la solucién salina mantenida en hielo hasta
su procesamiento en el laboratorio.

No fue posible demostrar la influencia de poblaciones hu-
manas adyacentes a las 4reas de muestreo, dado que los
géneros bacterianos que se aislaron de monos provenien-
tes de habitat continuos y de fragmentos de bosque fueron
similares. Lo mismo se observé con los patrones de resis-
tencia y multirresistencia antimicrobiana. Sin embargo, esta
observacién deberfa corroborarse ampliando el nimero de
animales estudiados, pues 13 de una zona y 14 de la otra
podrian ser insuficientes.

Los géneros de Enterobacter, Klebsiella y Escherichia estin
descritos entre los més frecuentes de la cavidad oral humana
(Isenberg y D’Amato, 1995) y fueron las bacterias aerobias
Gram negativas predominantes en este estudio (Cuadro 1).
Los géneros Staphylococcus'y Streptococcus son los Gram po-
sitivos mas frecuentes en la cavidad oral humana (Isenberg
y D’Amato, 1995); en este estudio se encontré un predo-
minio de Staphylococcus, quizé debido a condiciones meto-
dolégicas que pueden haber permitido su sobrecrecimiento,
ya que es un género nutricional y fisiolégicamente menos
exigente que Streptococcus.

Se encontraron algunas especies aerobias que no estdn des-
critas como habitantes normales de la flora oral humana,
como Acinetobacter, quinto género en frecuencia entre los
aerobios, y Serratia, presente en el 11% de las muestras;
sin embargo, estin descritos como frecuentes en suelos y
aguas (Grimont y Grimont, 1984; Juni, 1984), por lo que
ficilmente se explica su aislamiento de la cavidad oral de
los monos. El género Pseudomonas, también presente en el
11% de las muestras, incluye muchas especies ubicuas, que
se han aislado de aguas de rios, suelos y plantas, entre otros,
asi como de animales (Palleroni, 1984).

Otros géneros menos frecuentes en este estudio y no des-
critos como pertenecientes a la cavidad oral humana fueron
Citrobacter, Chromobacterium y Aeromonas (7% cada uno)

y Achromobacter'y Leuconostoc (4% cada uno). Estos se en-
cuentran presentes en suelos, aguas, plantas, alimentos e
incluso algunos se mencionan como habitantes comunes
del ambiente en paises tropicales (Popoff, 1984; Sakazadi,
1984; Sneath, 1984; Garvie, 1986). La literatura cientifica
no refiere el hébitat natural de Chryseomonasy Aerococcus,
pero sefiala algunos casos de importancia clinica veterina-
ria y humana (Evans, 1986; Hall, 2000); su hallazgo en los
monos parece indicar que es parte de la flora normal o que
se encuentra en suelos, aguas o plantas, tal y como los otros
géneros. Debido a que Aerococcus requiere de varios factores
de crecimiento para su éptimo desarrollo (icido pantoténi-
co, 4cido nicotinico, biotina, purinas y algunos aminodci-
dos; Evans, 1986) podria ser que su frecuencia en la cavidad
oral de los monos fuera mayor que la encontrada en este

estudio (4%).

Por otra parte, dentro del grupo de los aerobios, no se ais-
laron los géneros Corynebacterium'y Lactobacillus, descritos
como habitantes de la cavidad oral humana (Isenberg y
D’Amato, 1995). Podria ser que estén ausentes en la cavi-
dad oral de monos o bien, que no se hayan aislado por la
exigencia nutricional de ambos géneros, ya que requieren
aminodcidos especificos, purinas y pirimidinas, vitaminas,
entre otros (Collin y Cummins, 1986; Kandler y Weiss,
1986). Aunque Moraxella también es habitante usual de la
boca de humanos (Isenberg y D’Amato, 1995), descono-
cemos las razones por las cuales no se aisl6 en este estudio;
sin embargo, en animales s6lo se han aislado unas pocas
especies (Bovre, 1984).

Los géneros de bacterias anaerobias usuales en la cavidad
oral humana incluyen Bacteroides, Fusobacterium, Pepto-
streptococcus, Veillonella, Prevotella y bacilos Gram positi-
vos no esporulados: Actinomyces y Eubacterium (Isenberg y
D’Amato, 1995; Engelkirk y Duben-Engelkirk, 2000). De
ellos, en este estudio se aislaron con mayor frecuencia Bac-
teroides, Veillonella y Prevotella'y en menor grado Eubacte-
rium, Actinomyces'y Peptostreptococcus (Cuadro 2). Respecto
a Gemella, que se aislé en un 11% de las muestras, no estd
claro su h4bitat natural, pero algunos estudios sugieren que
se encuentra en la cavidad orofaringea humana (Engelkirk
y Duben-Engelkirk, 2000); el hallazgo en la boca de los
monos parece apoyar esta posibilidad. Otro habitante de
la cavidad oral humana, Fusobacterium, no se aisl6 en este
estudio, aunque es sabido que sélo unas pocas especies (£
necrophorum'y . naviforme; Moore et al., 1984) s han ais-
lado con frecuencia.

Por otro lado, el género de anaerobios mis frecuente en
esta investigacién fue Clostridium, presente en el 48% de
las muestras (Cuadro 2). Aunque este género no estd des-
crito como habitante usual de la boca del hombre (Enge-
Ikirk y Duben-Engelkirk, 2000), es ficil explicar que una
bacteria frecuente en suelos, como lo es Clostridium, pueda
llegar hasta la boca de los monos, a través de la ingestién
de plantas o aguas contaminadas con las esporas de estas
bacterias. Todas las especies que se encontraron — C. bei-
jerinckii, C. bifermentans, C. cadaveris, C. clostridioforme,
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C. histolyticum, C. septicum, C. sordellii'y C. sporogenes—han
sido aisladas de suelos costarricenses en una frecuencia que
varié desde un 50 hasta un 5% (Rodriguez et al., 1993;
Gamboa et al, en prep.).

Muchas de las cepas bacterianas aisladas de los monos pre-
sentaron resistencia antimicrobiana y algunos de estos re-
sultados podrfan ser alarmantes, principalmente para los
bacilos Gram negativos aerobios: 71% de las cepas resisten-
tes a amoxicilina y 63% a cefalotina (Figura 1). Ya ha sido
descrito que bacilos Gram negativos aislados de animales
salvajes presentan resistencia a antibidticos, a pesar de que
no estén en contacto con humanos. Routman et a/. (1985)
encontraron que un 10.7% de las cepas de Escherichia coli
aisladas de mandriles africanos no asociados con humanos
eran resistentes al menos a un antibidtico. Por otra parte,
Rolland e 2/ (1985) encontraron que el 47.5% y el 36%
de los coliformes aislados de dos poblaciones de mandriles
sin contacto frecuente con humanos presentaban resistencia
antimicrobiana, mientras que cuando habifa contacto con
el hombre, el 94.1% de las cepas de esos animales eran
resistentes. Estudios con roedores silvestres no expues-
tos a antibiéticos han demostrado que la mayoria de los
coliformes eran resistentes a varios antibiéticos (Gilliver

etal., 1999).

Los cocos Gram positivos, que en su mayorfa fueron del
género Staphylococcus, mostraron una menor resistencia,
pues 10 de los 15 antibiéticos probados (67%) fueron efec-
tivos contra todas las cepas aisladas. Sin embargo, el 89%
fue resistente a la penicilina G y el 28% a la ampicilina mds
sulbactam. El amplio uso de penicilina en el tratamiento
de infecciones humanas, ademis del uso en elevadas con-
centraciones en ganaderfa y agricultura, pudo contribuir a
generar esta alta resistencia, debida no sélo a la produccién
de beta lactamasas, sino a otros mecanismos, pues el 28%
de las cepas atin contintian comportdndose como resistentes
con el empleo de sulbactam, inhibidor de dicha enzima.

Numerosos estudios han demostrado que la resistencia anti-
bacteriana en los anaerobios ocurre en diversos géneros (En-
gelkirk y Duben-Engelkirk, 2000), no sélo por mutacién
sino ademds por transmisién horizontal entre microorga-
nismos de suelos y aguas (Shoemaker ez al, 2001). En este
estudio, las cepas anaerobias también mostraron resisten-
cia hacia varios de los antibiéticos probados, siendo mayor
hacia el metronidazole (49%, Figura 1), medicamento anti-
protozoario que ademds ha demostrado ser efectivo contra
infecciones por bacterias anaerobias. Sin embargo, debido a
su amplio uso, han surgido cepas resistentes tanto de ani-
males como de humanos (Diniz et al, 2000). Un 44% de
las bacterias Gram negativas y un 43% de las Gram positi-
vas fueron resistentes, acorde con el patrén que se ha venido
observando, pero contrario a Boyanova y colaboradores
(2000) quienes encontraron sélo un 3% de cepas Gram
negativas resistentes a este agente. En general, la resisten-
cia de todas las cepas anaerobias hacia la penicilina fue de
319% (Figura 2), aunque ésta fue mayor en Gram negativas
(39%) que en Gram positivas (24%), lo que es esperable de

acuerdo con su mecanismo de accién y su amplio uso. La
resistencia a la penicilina en algunos grupos de anaerobios
ha ido aumentando, asi el 16-26% de Clostridium (Engel-
kirk ez al, 1992), el 50% de Prevotella (Hecht, 1999) y el
65% de Bacteroides (Engelkirk ez al., 1992) son resistentes
a este antibiético, especialmente por la produccién de beta
lactamasas. Otros grupos, como bacilos Gram positivos no
esporulados y Peptostreptococcus, contindan siendo altamen-

te sensibles (Hecht, 1999).

El 28% de las cepas aisladas fueron resistentes hacia la clin-
damicina (Figura 2), lo cual es preocupante dado que este
antibiético es ampliamente utilizado para el tratamiento de
infecciones clinicas por anaerobios. Aunque Boyanovay co-
laboradores (2000) informan que ninguna bacteria Gram
negativa anaerobia es resistente a clindamicina, Engelkirk
y colaboradores (1992) informan que menos del 10% de
los Gram negativos y el 19.6% de los Gram positivos son
resistentes. Otros estudios confirman esta observacién: un
6% de bacilos Gram positivos no esporulados y un 16% de
Peptostreptococcus son resistentes a la clindamicina (Rodloff
et al, 1999). En nuestro estudio tres de los bacilos Gram
negativos fueron resistentes a este antibidtico, lo que acen-
tda atin més la preocupacién de que cepas dificiles de tratar
provenientes de animales silvestres, puedan llegar a causar
infecciones clinicas en humanos.

Al analizar los datos de resistencia multiple, se observé que
cepas de todos los grupos bacterianos la presentaron; atn asi
la mayorfa de las bacterias fueron resistentes sélo a dos, tres
o cuatro antibidticos y pocas a mis de cuatro. Con respecto
a los Gram negativos aerobios se pudo notar que el 80%
de las cepas mostré resistencia miiltiple, que incluyé desde
resistencia sélo a dos antibiéticos hasta nueve; la mayoria
de las cepas (41%) fue resistente s6lo a tres o cuatro. Por
el contrario, sélo el 39% de los estafilococos mostré resis-
tencia multiple y ademds las cepas fueron resistentes a un
méximo de tres antibidticos. La multirresistencia en bacte-
rias anaerobias fue intermedia entre estos dos grupos, pues
el 49% de las cepas de bacterias anaerobias mostré multirre-
sistencia, encontrdndose cepas resistentes hasta seis drogas.
Estos resultados son alarmantes, pues tradicionalmente se
ha creido que la resistencia maltiple no es un problema
comuin en bacterias anaerobias.

El uso indiscriminado de antibiéticos no sélo en medicina
humana, sino también en la agricultura y ganaderfa, facilita
el desarrollo de resistencia a los antibiéticos (Sosa, 2000;
Thompson y Kla, 2000); los aerosoles pueden desplazarse
grandes distancias y alcanzar drboles o plantas que sirven de
alimento a animales silvestres como los monos. Son bien co-
nocidas las limitaciones de los entes reguladores en América
Latina y el Caribe respecto al uso de medicamentos (Fefer,
2000); Costa Rica no es la excepcién y no cuenta con le-
gislacién que controle el uso no médico de los antibiéticos,
por lo que suponemos que en nuestro medio las cepas bac-
terianas de los animales estdn sometidos a una presién de
seleccién que favorece el desarrollo y persistencia de resis-
tencia. El agua también puede ser un vehiculo facilitador de
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la resistencia, pues se han encontrado genes bacterianos de
resistencia en aguas subterrdneas cercanas a sitios donde se
usan antibidticos en la crianza de cerdos como promotores
de crecimiento. Algunos de los sitios de muestreo de este es-
tudio estuvieron cerca de criaderos de cerdos de este tipo, lo
que contribuye a explicar el frecuente aislamiento de cepas
resistentes. Ademds, actualmente en Costa Rica ninguno de
los hospitales del sector ptiblico cuenta con sistemas de tra-
tamiento de aguas residuales, las cuales son vertidas direc-
tamente en el alcantarillado sanitario o en cuerpos de aguas
superficiales; en ambos casos, estas aguas llegardn a afluen-
tes mayores sin ningtin tratamiento (Tzoc, 2002). Aunque
regularmente los monos no bajan a tomar agua a los rios,
otros animales que conviven con ellos sf lo hacen, lo que
puede contribuir a extender el fenémeno de la resistencia
antimicrobiana; los resultados de esta investigacién apoyan
esta hipétesis.

Este estudio constituye el primer informe sobre la flora bac-
teriana oral de monos en Costa Rica y es una contribucién
importante para el conocimiento y preservacién de estos
animales. Ademds, es una evidencia de que el uso indiscri-
minado de antimicrobianos y el desarrollo de resistencia no
se limita a la clinica humana, sino que compromete todo
su entorno.
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ADDITIONAL RECORDS OF PRIMATES IN THE SERRA
pos OrGA0s NATIONAL PARK

In early 2003, I reported on the primates of the Serra
dos Orgios National Park (Cunha, 2003). Here I record
some further observations I have made in the park on
muriquis (Brachyteles arachnoides), capuchin monkeys
(Cebus nigritus), and the buffy-tufted-ear marmoset
(Callithrix aurita).

At 07:30 on 19 September, 2003, I saw a group of at least
16 adults and subadults of Brachyteles arachnoides (not in-
cluding infants carried by females) crossing the same valley
where I observed three individuals in August 2003 (Cunha,
2003). The valley ranges from 1600 m to 1800 m as.l.,
and is thus the highest altitude recorded for the species
(see Grelle, 2000). Garcia and Andrade Filho (2002) saw
muriquis walking along a rocky outcrop in the park, and
indicated that it was in the high-altitude grassland (campos
de altitude) above 2000 m, although they were unable to be
precise. Rocky outcrops as they described are common from
700 m to above 2200 m, and they may have been mistaken.
The group I observed would appear to be what Garcia and
Andrade Filho (2002) reported as two separate groups of 6
and 9 individuals. When their field team made its survey,
the group may have been temporarily divided; it is the only
one recorded to date in the park. Researchers from the IPE
— Instituto de Pesquisas Ecoldgicas (<http://www.ipe.org.
br>) are studying this group. According to local residents,
another group of muriquis may exist in the region of Vargem
Grande, in or near the recently created Trés Picos State Park
(see Table 1 in Cunha, 2003). Every effort should be made
to locate this group and establish if they are connected with
the Serra dos Orgaos group. I suspect they are not, due to
the BR-116 highway which runs between these two almost
contiguous protected areas.

At 10:20 on 8 February, 2004, I observed a group of at least
five Callithrix aurita, including one juvenile, around a small
cultivated plot near the park’s administrative headquarters
(22°27°04” S, 42°59°03” W; 950 m a.s.l). The marmo-
sets had a reddish-chestnut coloration on their backs, as
described by Auricchio (1995). I noted the pre-auricular
white tufts in only one individual. C. auritais naturally rare
throughout its range, as noted even by Schirch (1931) more
than 70 years ago. Its occurrence in the park is significant,
and implies that it may occur in other protected areas in the
Serra dos Orgios. C. penicillata has been seen in the park
(Cunha, 2003), and C. jacchus also occurs in the region.
Given their potential to hybridize (see Coimbra-Filho ez 4/,
1993), more detailed studies should be conducted to know
if and how the buffy-tufted-ear marmosets, which are listed
as Vulnerable (Bergallo ez 4/, 2000; Rylands and Chiarello,
2003) are ecologically and/or genetically threatened by their
introduced congeners.
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Abstract

Two new species of Listrocarpus Fain, 1967 (Acari: Atopomelidae): L. capucinus sp. nov. and L. costaricensis
sp. nov., are described from the hair of white faced capuchin (Cebus capucinus Linnaeus, 1758) and squirrel
(Saimiri oerstedii Reinhardt, 1872) monkeys in the Central Pacific coast of Costa Rica.

Resumen. Se describen dos especies nuevas del género Listrocarpus Fain, 1967 (Acari: Atopomelidae): L.
capucinus sp. nov. y L. costaricensis sp. nov., presentes en el pelo de monos capuchinos (Cebus capucinus
Linnaeus, 1758) y monos ardilla (Saimiri oerstedii Reinhardt, 1872) de la costa pacifica central de Costa Rica.

Key words: Atopomélidae, fur mite, Listrocarpus capucinus, Listrocarpus costaricensis, capuchin monkey,
squirrel monkey

Introduction . i
The genus Listrocarpus was erected by Fain in 1967 with L. lagothrix as the type species. These fur
mites are associated specifically with New World primates in the families Cebidae and Callitrichidae
(Fain 1979). Members of this genus have a small prodorsal plate, wider than long, and a postdorsal
plate, longer than wide; females generally have a tubular sperm duct and males have the fourth pair
of legs enlarged, without aerolia and the tarsi are reduced (Fain 1967).

There are 9 species described to date: L. lagothrix, L. saimirii, L. casgrovei, and L. hapalei, by
Fain in 1967; he also added L anurus, L. surinamensis, L. alouattae, and L. cebi to the list in 1972,
and L. spinifer in 1976. Later, in his review of the Atopomelidae of Neotropical America (1979),

. Fain included a more detailed description of all species, with line drawings and taxonomic keys.

The purpose of this paper is to describe two new species of Listrocarpus found on Cebus
capucinus Linnaeus, 1758 (white faced capuchin) and Saimiri oerstedii Reinhardt, 1872 (squirrel
monkey) from the Central Pacific coast of Costa Rica, Central America.

Materials and methods

Males, females, nymphs, larvae, and eggs were collected from hair samples of capuchin and squirrel
monkeys as previously described (Troyo et al. 2002). The specimens were fixed in 70% ethyl
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alcohol, cleared and softened in lactophenol for approximately one month. Whole mites and
dissected sections were mounted in Hoyer’s medium, dried in an incubator at 37°C, and observations
were conducted with a light microscope at 100x and 400x.

The species descriptions are based on 58 specimens (male holotype, allotype, 25 male paratypes
and 31 female paratypes) from one C. capucinus and 11 specimens (male holotype, allotype, 8 male
paratypes, and 1 female paratype) from 3 S. oerstedii.

Drawings were made with the aid of a camera lucida. Measurements are expressed in
micrometers (values rounded up to the nearest whole number) and are reported as mean + standard
deviation followed by the range and number of measurements taken (n) in parenthesis unless
otherwise indicated. All the data obtained were compared with those documented by Fain (1979) for
the different Listrocarpus species.

¢

Listrocarpus capucinus sp. nov. (Figs. 1—3)‘

Diagnosis .

Postdorsal plate longer than wide: 79-94 long and 40-52 wide in males (Fig. 1), 94-116 long and
49-64 wide in females. Male pregenital transversal band is 25-37 long and sclerotized, genital
opening with 2 sharp non-divided triangular sclerites, coxal sclerites IV have a projection through at
least half of the opisthosoma (Fig. 2). Female tubular sperm duct is conical, 59-67 long, and
sclerotized at the base (Fig. 3), solenidia @, of tibiotarsus III and IV are 16-21 and 12-16 long,
respectively.

Description

Male

Total body length 523£14 (495-544, n=24), width 224+11 (198-238, n=20).

Gnathosoma: Triangular, ventrally concave and strongly sclerotized. Length 81+2 (79-86,
n=22), width 94+2 (89-99, n=22). Anterior palpal segment with 3 setae; posterior palpal segment
with one ventral seta. . .

Idiosoma: Dorsal length 483111 (455-495, ri=19). Prodorsal plate 10£1 (9-12, n=15) long, 4243
(37-49, n=13) wide; postdorsal plate 87+4 (79-94, n=21) long, 4644 (40-52, n=14) wide. Distances:
sci-sce 3512 (32-37, n=22), sci-sci 5144 (42-57, n=17), sce-sce 787 (67-89, n=14). Setae length:
sci 15129 (143-165, n=7), sce 142113 (121-156, n=6), d, 5413 (49-59, n=9), d; 38+3 (32-42, n=7),
d, 6217 (47-74, n=15), d;s 204+15 (173-232, n=19), I; 557 (47-69, n=18), I, 5946 (47-67, n=16),
I3 11748 (111-128, n=4), I, 193122 (158-227, n=9), I5 305429 (259-370, n=13), a, 686 (54-82,
n=20), a3 50+4 (44-57, n=13),ﬁ 25718 (247-272, n=14), sk 157114 (136-173, n=11) (Fig. 1).
Genital opening sclerotized with 2 anterior, sharp, non-divided triangular sclerites and a central,
diffuse, genital sclerite 21+1 (20-22, n=21)long and 18+1 (16-21, n=22) wide. Strongly sclerotized
pregenital transversal band 3113 (25-37, n=24) long and 1254 (119-136, n=20) wide (Fig. 2A).
Pregenital sclerite (Y™ shaped projection anterior to pregenital band) 231 (22-25, n=22) long and
3513 (27-40, n=23) wide. Lateral ends of pregenital band extend to coxas IV and fuse with sclerites
which border legs IV. Coxal sclerites IV have.a projection 58+4 (52-69, n=25) long through the
opisthosoma (Fig. 2B).

Legs: Number of setae on segments of legs I-II: femora 1-1, genua 2-2, tibiae 1-2(¢), tarsi 6(m,,
03)-5(@37); legs HI-IV: trochanters 1-0, genua 1(c)-0, tibiotarsi 8 (©,?, w,, 03)-5(0;, ).
Solenidion w; of legs Il and IV 3612 (35-42, n=22) and 3242 (30-35, n=21) long, respectively.
Tibiotarsi III 77%1 (74-80, n=22) long and 291 (27-32, n=23) wide.
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FIGURE 1. Listrocarpus capucinus sp. nov., adult male. A, dorsal view; B, ventral view. Scale bar = 100pum.

Female

Total body length 593428 (534-643, n=25), width 184+14 (168-208, n=8).

Gnathosoma: Similar to male, 92+3 (86-96, n=27) long and 10544 (99-111, n=9) wide.

Idiosoma: Dorsal length 557+16 (524-584, n=19). Prodorsal plate 10x1 (7-12,n=29) long, 5113
(47-57, n=10) wide; postdorsal plate 107+6 (94-116, n=28) long, 5516 (49-64, n=10) wide.
Distances: sci-sce 4142 (37-44, n=25), sci-sci 595 (52-64, n=10), sce-sce 758 (64-84, n=6). Setae
length: sci 138+12 (121-151,'n=7), sce 130£7 (119-138, n=6), d, 149+5 (143-161, n=15), d3 9116
(79-99, n=10), dy 1858 (178-198, n=5), ds 138+4 (136-143, n=3), I; 1003 (96-106, n=18), I,
10747 (94-119, n=16), I3 10125 (91-106, n=7), I, 299+19 (279-326, n=4), I5; 16518 (158-175, n=5),
a; 4424 (40-49, n=6), a, 77+4 (72-82, n=7), a3 133+6 (126-143, n=6), h 230+8 (217-242, n=13), sh
158+11 (131-173, n=12) (Fig. 3A). Tubular sperm duct conical, 6112 (59-67, n=25) long and 3113
(27-37, n=23) wide at base in lateral view; gclerotized basal section 4243 (35-45, n=30) long (Fig.
3B). Oviporus striated with two postero-lateral sclerites 15+2 (12-17, n=22) long (Fig. 3C).

Legs: Number of setae in legs I-III similar to male; 7(w;, @) setae in tibiotarsi IV. Solenidion
o, of legs Il and IV 18%1 (16-21, n=21) and 14+1 (12-16, n=24) long, respectively. Tibiotarsi III
65+1 (62-67, n=26) long and 22x1 (20-25, n=26) wide, tibiotarsi IV 71+2 (68-77, n=27) long and
21%2 (17-22, n=27) wide.
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FIGURE 2. Listrocarpus capucinus sp. nov. A, male genital opening and associated structures, scale bar =

40um; B, coxal sclerite, scale bar = 80j. ats=anterior triangular sclerite, cs=central sclerite, pcs=projection of
the coxal sclerite, ptb=pregenital transversal band. !

Remarks

L. capucinus females resemble L. saimirii except that the former has a longer tubular sperm duct
(59-67 vs 45-50) and a shorter postdorsal-plate (94-116 vs 130); the males of both species differ in
many characters of the genitalia, particularly in 'the sclerotized pregenital band, which is absent (or
not sclerotized) in L. saimirii. L. capucinus females also have some similarities with L. cebi, but the
postdorsal plate in the former is wider (49-64) than in the latter (40); however, the main difference
is in the male specimens, where L. capucinus has a much longer pregenital band (25-37 vs 15) and
a coxal sclerite projection that extends through more than half of the opisthosoma.
Taxonomic summary A

Type host: Cebus capucinus Linnaeus, 1758

Type locality: Parque Nacional Manuel Antonio, Quepos, Costa Rica

Deposition of specimens: Holotype, allotype, and paratypes in the Departamento de
Parasitologia, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica; 8 paratypes in the Museo de
Insectos, Universidad de Costa Rica.
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FIGURE 3. Listrocarpus capucinus sp. nov., adult female. A, lateral view, scale bar = 100pm; B, tubular sperm
duct, scale bar = 40pm; C, oviporus, scale bar = 40um. pls=postero-lateral sclerites.

Listrocarpus costaricensis sp. nov. (Fig. 4)

Diagnosis

Postdorsal plate longer tkﬁm wide, 77-84 long and 30-37 wide in males, 99-106 long and 35 wide
in females. Male pregenital transversal band is not sclerotized and inconspicuous, genital opening
with 2 sharp non-divided triangular sclerites, coxal sclerites IV have a small triangular projection
through less than half of the opisthosoma (Fig. 4A). Female tubular sperm duct is conical and 67-69
long (Fig. 4B), solenidia ®; of tibiotarsus III and IV are 17-19 and 15 long, respectively.

Description v

General appearance and number of setae in leg segments as described for Listrocarpus
capucinus.

Male

Total body length 424+17 (396-445, n=8), width 166+19 (139-188, n=5). Gnathosoma 6514
(58-72, n=8) long, 72+2 (69-74,n=7) wide; idiosoma 383+14 (366-401, n=4) long in dorsal view.
Prodorsal plate length 1132 (10-14, n=5), width 3613 (33-40, n=3), postdorsal plate 8113 (77-84,
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n=5) long, 3343 (30-37, n=4) wide. Distances: sci-sce 362 (33-40, n=6), sci-sci 5043 (47-54, n=5),
sce-sce 58+1 (57-59, n=3). Setae length: sci 819 (74-91, n=3), sce 88+10 (79-99, n=3), d, 5316
(47-59, n=4), d3 5243 (49-57, n=4), d, 61+6 (54-72, n=5), d5 156215 (136-178, n=6), 1; 5614 (52-
62, n=5), I, 58+4 (54-64, n=5), I; 89+5 (84-94, n=5), 1, 1233 (119-126, n=4), 1518011 (168-188,
n=3), a; 394 (32-43, n=6), a; 354 (30-42, n=8), h 176+10 (165-188, n=5), sh 113£10 (101-121,
n=3). Genital opening with 2 anterior, sharp, triangular sclerites and a central genital sclerite 13+2
(11-15, n=4) long and 81 (7-9, n=4) wide. Pregenital transversal band not sclerotized, 1743 (12-
20, n=4) long and 8016 (74-86, n=4) wide with a pregenital “Y” shaped sclerite 18+3 (15-22, n=5)
long and 4147 (32-49, n=5) wide. Triangular projection of coxal sclerites that border legs IV 1442
(12-17, n=7) long (Fig. 4A).

Solenidion ®, of legs Il and IV 3743 (32-40, n=7) and 311 (30-32, n=5) long, respectively.
Tibiotarsi ITI 60+1 (59-62, n=7) long and 231 (22-25, n=8) wide.

A

FIGURE 4. Listrocarpus costaricensis sp. nov. A, male genital opening and associated structures; B, female
tubular sperm duct. ats=anterior triangular sclerite, cs=central sclerite, pcs=projection of the coxal sclerite,
ps=pregenital sclerite, ptb=pregenital transversal band. Scale bar = 40um

Female

Total body length 465 (n=1), width 168 (n=1). Gnathosoma 79-82 (n=2) long, 82 (n=1) wide;
idiosoma 435 (n=1) long in dorsal view. Prodorsal plate length 12 (n=2), width 38 (n=1); postdorsal
plate 99-106 (n=2) long, 35 (n=1) wide. Distances: sci-sce 45-46 (n=2), sci-sci 57 (n=1), sce-sce 62
(n=1). Setae length: sci 74-79 (n=2), sce 111-114 (n=2), d, 86 (n=2), d; 79-86 (n=2), d, 163-168
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(n=2), d; 89-99 (n=2), I, 74-82 (n=2), I, 86-89 (n=2), I; 74-79 (n=2), I, 193-207 (n=2), /5 131-148
(n=2), a; 35-44 (n=2), a, 57-62 (n=2), a3 109-121 (n=2), h 153-156 (n=2), sh 101-111 (n=2).
Tubular sperm duct conical 67-69 (n=2) long and 22-25 (n=2) wide at base in lateral view; length of
sclerotized basal section 22 (n=2) (Fig. 4B). Postero-lateral oviporus sclerites 10 (n=1) long.
Solenidion @, of legs Il and IV 17-19 (n=2) and 15 (n=2) long respectively. Tibiotarsi IlI 54-
57 (n=2) long and 20-21 (n=2) wide, tibiotarsi IV 54-57 (n=2) long and 17-19 (n=2) wide.

Remarks 8

Females of L. costaricensis resemble those of L. cebi, except for the total body length (465 and
610, respectively) and the length of the solenidia w, of legs III (17-19 in L. costaricensis and 15 in
L. cebi) and IV (15 and 10, respectively). However, the main differences are evident in the male
specimens, where L. costaricensis does not have a sclerotized pregenital band as described for L.
cebi. L. costaricensis females may also have some similarities with L. saimirii, except for the shorter
body length (465 vs 630), shorter postdorsal plate (99-106 vs 130), and longer sperm duct (67-69 vs
45-50) of L. costaricensis; however, the main difference is in the male specimens, where, even
though both lack a sclerotized pregenital band, L. costaricensis has a coxal sclerite projection that
extends through less than half of the opisthosoma.

Taxonomic summary

Type host: Saimiri oerstedii Reinhardt, 1872

Type locality: Parque Nacional Manuel Antonio, Quepos, Costa Rica

Deposition of specimens: Holotype, allotype, and paratypes in the Departamento de
Parasitologfa, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica; 4 paratypes in the Museo de
Insectos, Universidad de Costa Rica.

Discussion

The characters that separate one species from another, in the genus Listrocarpus, are generally given
by the length and width of the postdorsal plate, shape and length of the female tubular sperm duct,
and different structures related to the male genital opening (Fain 1979). Although the qualitative
differences between some of the species may be difficult to establish within females, the specific
characters are much more evident in the males.

L. capucinus and L. costaricensis differ greatly from other Listrocarpus species, except for the
females, which may initially resembie L. cebi or L. saimirii, although the males are readily
distinguished (see remarks j‘or each species). Some of the most evident reasons for their
differentiation are: both have a postdorsal plate which is longer than wide (approximately as long as
wide in L. surinamensis and the only known females of L. hapalei), but different in shape and much
shorter than in L. alouattae; females have a conical sperm duct (not well developed or absent in L.
anurus, sinusoidal in L. casgrovei, and evidently not conical in L. lagothrix) and lack the spines
found in the only known females of L. spinifer.

L. capucinus and L. costaricensis differ from each other in quantitative and qualitative
characters. In females, the main difference is in the shape of the sperm duct, which is conical in both
species but shorter, wider, and more sclerotized in the former (Figs. 3B and 4B). In males, there are
many different characters such as the sclerotized pregenital transversal band present in L. capucinus,
the shape of the pregenital sclerite (Figs. 1B, 2A, and 4A ), and the projection of the coxal sclerite
which extends through more than half of the opisthosoma in L. capucinus (Figs. 2B and 4A).
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The description of these two species from different hosts and geographical areas than those
described by Fain suggests that this group may be diverse, and this diversity could be due to a strong
specificity in the host-mite relationship.
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Abstract: Intestinal parasites in howler monkeys Alouatta palliata (Primates: Cebidae) of Costa Rica.
Fecal samples of 102 howler monkeys (dlouatta palliata) from several sites of Costa Rica were studied for
intestinal parasites. The zones studied were: Central Valley (San Ramén, Alajuela), Central Pacific (Chomes and
Manuel Antonio National Park, Puntarenas), North Pacific (Palo Verde Park and Playa Potrero, Guanacaste),
Chira Island in the Nicoya Gulf and Caribean area (Cahuita, Limén). Animals were anesthetized with dards
containing Telazol in order to collect the fecal material; some monkeys defecated spontancously and others
by direct stimulation. Samples were studied in saline solution (0.85%) and a Jodine solution, or stained with
Haematoxylin. The material was also cultured in Dobell culture medium to determine the presence of amoeba
and flagellates. Strongyloides, Controrchis, Tty panoxyuris genera were found in 3.4% of the samples. In addi-
tion 16.7% to 80% of the animals showed protozoa infection with Endolimax, Entamoeba, Trichomonas and
Giardia. It is discussed the relationships of parasite infection with environmental conditions, animal population
and human presence, specially in the monkey conservation programs point of view. Rev. Biol. Trop. 53(3-4):

437-445. Epub 2005 Oct 3.

Key words: Intestinal parasites, howler monkeys, Alouatta palliata , Cebidae, Primates, Costa Rica.

El riesgo de extincién de primates en el
mundo es un hecho ampliamente conocido
en todo el mundo, ya que las especies de
este grupo de animales, al igual que las de
ofros grupos se encuentra en evidente peli-
gro de desaparecer.

En Costa Rica, como en muchos de los
paises mencionrados en ese informe, existe
una tendencia a la disminucién en el ndmero
de individuos y especies de animales silves-
tres, en las que se incluyen los monos con
que cuenta estc pais a saber: mono congo o
aullador (4louatta palliata Gray, 1849), cara-
blanca (Cebus capucinus, Linnaeus, 1758), titi

o ardilla (Saimiri oerstedii, Reinhardt, 1872) y
colorado o arafia (Ateles gec, froyi Kuhl, 1820)
(Villalobos et al. 2004, Zaldivar et al. 2004). La
creacién de dreas protegidas ha contribuido a la
conservacion de estas especies, mientras que la
destruccion del habitat y la caceria clandestina,
son casi siempre los factores responsables de
la disminucién del nimero de individuos en
las poblaciones. Las infecciones parasitarias
podrian ser también causa de este fenémeno,
especialmente si se toma en cuenta que cada
dia existe mayor contacto entre estos primates
y el ser humano, quien como sabemos, es infec-
tado por varios pardsitos capaces de producir
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problemas patolégicos importantes. Al respecto
se conocen los informes de la presencia de
amebas y flagelados (Gozalo y Tantalean 1996)
en las 4 especies de monos estudiados en todo
el proyecto del que es parte este informe y que
lleva airededor de tres afios de trabajo.

Especificamente en ¢l caso del género
Alouatta, se cuenta con hallazgos importan-
tes en ejemplares provenientes de otros paises
del Continente Americano (Stuart et al. 1998).
Se han reportado protozoarios de los géneros
Entamoeba, Giardia, Trichomonas, Chilomastix,
Endolimax y Balantidium. En cuanto a helmin-
tos se refiere, se cuenta con un estudio reali-
zado en Costa Rica en A. palliata del Centro
Ecolégico La Pacifica, Guanacaste (Stuart ez
al. 1990) en que se informa de la presencia de
un estrongilideo y un trematodo, Controrchis
caballeroi, Controrchis bilicphilus (C. caba-
lleroi) (Jiménez-Quirés y Brenes 1957-1958,
Rodriguez-Ortiz ef al. 2004). En otro estudio
realizado en la Reserva Biologica La Selva
(Stoner 1996)se encontraron algunos helmintos
en las heces de estos primates, pero no se infor-
mé de protozoarios intestinales.

Este estudio pretende analizar la fauna
parasitaria intestinal que podria representar
algun impacto negativo en la salud de los
monos congo y eventualmente justificar el
deterioro de las poblaciones. Para lo anterior
se hizo un estudio de las heces de 102 monos
de la especie A. palliata provenientes de
diversos lugares de Costa Rica.

Playal

Parque Nacional

Pacifico

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 99 ejemplares de la especie
A. palliata provenientes de diversos lugares
de Costa Rica (Fig. 1): 5 del Valle Central
(San Ramoén, Alajuela), 14 del Pacifico
Central (Chomes y Parque Manuel Antonio,
Puntarenas), 35 del Pacifico Norte (Parque
Nacional Palo Verde, Gran Nicoya y Playa
Potrero, Guanacaste), 5 de la Isla Chira situada
en el Golfo de Nicoya y 29 de la regién del
Caribe (Cahuita, Limén). Para la captura de
los monos en su estado silvestre, se utilizaron
dardos con compuestos anestésicos, mediante
técnicas estindares (Glander et al. 1991). El
anestésico general empleado fue el hidroclo-
ruro de tiletamina, un andlogo de la ketami-
na, disponible en una combinacién 1:1 con
zolazepam (una pirazolodiazepina) conocido
comercialmente como Zoletil®. El zolazepam
al estar mezclado con la tiletamina genera un
aumento en sus efectos anestésicos, ayuda a
la relajacion muscular, disminuye las posibles
convulsiones y establece una recuperacién
paulatina (Swan 1992). La dosis recomendada
de este compuesto para primates es de 5-10
mg/kg JACUC 1998). Los animales fueron
recibidos al caer anestesiados en una red sos-
tenida por 4 personas.

Luego fueron pesados y se les realizé el
examen fisico, después de lo cual defecaron o
fueron estimulados para hacerlo por medio de
ligera presion en el abdomen. Las heces fueron

Caribe

huita

Manue! Antonio

Fig. 1. Zonas de estudio de parasitos en monos de la especic A.palliata.
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colectadas en recipientes plasticos para trans-
portarlas al laboratorio. Tres de las muestras, 2
de San Ramoén y 1 del Parque Manuel Antonio,
totalmente individualizadas pero sin identifi-
cacion del animal de origen, fueron incluidas
dentro del estudio (Cuadros 3 y 4) por el interés
parasitologico que conlleva. Por supuesto que
estas muestras no son tomadas en cuenta en los
estudios relacionados con sexo y peso de los
monos (Cuadros 5 y 6).

Después de realizar todos los exdmenes
antes indicados, generalmente ellos comen-
zaban a despertar, pero de todas maneras por
medio de aplicacion via oral de pequeifias canti-
dades de agua se aceleraba el proceso. Los ani-
males fueron vigilados hasta que presentaran la

~capacidad de asirse con facilidad a los objetos,
momento en el que se les colocaba en un arbol
de fécil acceso para que ascendiera hacia otros
arboles de mayor altura.

El material se estudié en forma directa,
suspendiéndolo en solucién salina al 0.85% o
en una solucién de lugol D’ Antoni para deter-
minar la presencia de trofozoitos o quistes de
protozoarios, asi como la de huevecillos, larvas
o adultos de helmintos intestinales. Parte de la
muestra se sembré en el medio de Dobell modi-
ficado para determinar el crecimiento de flage-
lados los cuales fueron diagnosticados por su
crecimiento y motilidad. Los otros organismos

fueron identificados por su morfologia, obser-
vada tanto en forma directa como en prepa-
raciones tefiidas con hematoxilina férrica de
Heidenhain, donde se analiz6 su estructura
nuclear, tipo de cromatoidales de los quistes ¢
inclusiones citoplasmaticas de los trofozoitos.
En el caso de Entamoeba chattoni, fue necesa-
rio efectuar mediciones y otras observaciones
morfolégicas con base en la descripcién origi-
nal (Burtows 1955) dada la similitud con las
especies de amebas conocidas.

Se trat6 de establecer la relacion entre las
especies y el numero de parésitos encontrados
en los primates y cercania de éstos con el ser
humano, para lo cual se tomé en cuenta el rea’y
la poblaci6n de las regiones en estudio (Cuadro
1). También se relacionaron los resultados con
las condiciones climéticas prevalecientes en las
regiones estudiadas (Cuadro 2).

RESULTADOS

E! 44% de las muestras fueron positivas por
protozoarios (Cuadro 3) tales como: Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar, Entamoeba coli
y Entamoeba hartmanni, parésitas también del
ser humano, asi como Entamoeba chattoni,
caracteristica de monos. Los animales de las
zonas de Isla Chira, Playa Potrero, San Ramon

CUADRO 1
Poblacion humana en las zonas geogre ficas en donde se colectaron las muestras de la especie A. palliata

Zona Geogréfica Area (Km?) Poblacién Habit/Km?*
Chomes 127.6 4162 33
Chira (Manzanillo) 101.86 3180 31
Manuel Antonio 6.82 5000 133
Quepos 222.89 14948 67
Cahnmita 173.41 5426 31
San Ramén - Centro 1.29 9697 7517
Potrero - Sardinal 24045 10204 43
Gran Nicoya - Sn. Antonio 338.17 6716 20
Palo Verde 57.04 2114 37

* Numero aproximado de habitantes por Km

Fuente: Documentaci6n en Atlas de Costa Rica. 2000- Origen Geotecnologias S.A. Segin censo del 2000.
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CUADRO 2

Condiciones climdticas en los lugares de captura en el presente estudio indicando temperatura, precipitacion,
zona de vida y caracteristicas de los bosques que la corforman

Lugar captura

Chomes

Parque Nacional
Palo Verde

Parque Nacional
Cahuita

Chira

San Ramén

Gran Nicoya

Playa Potrero

Parque Nacional
Manuel Antonio

Temp. media anual
(periodo seco)

24°C a 27.8°C (Periodo seco

efectivo de 3.5 a 5 meses)

24°C a 27.8°C (Periodo seco
efectivo de 3.5 a 5 meses)

24°C a 27°C (Periodo seco
variable de 0 a 5 meses)

24°C a 27.8°C (Periodo seco
cansecutivo es de 6.5 meses)

17°C a 24°C (Periodo seco
efectivo de 0 a S meses)

24°C a 27.8°C (Periodo seco
efectivo de 3.5 a 5 meses)

24°C a 27.8°C (Periodo seco
efectivo es de 6.5 meses)

24°C a 27°C (Periodo seco
efectivo de 0 a 5 meses)

Precipitacién

1500 mm a 1950 mm

1500 mm a 1950 mm

1950 mm a 3000 mm

2000 mm a 4000 mm

1100 mm a 1500 mm

1500 mm a 1950 mm

1100 mm a 1500 mm

3000 mm a 4000 mm

Fuente: Instituto metereolgico Nacional. www.iied.guias.costa rica.com/cr3.htm

Tipo de bosque

Bosque himedo premontano
transicion a basal tropical (Bh-P)

(Bh-P)

Bosque humedo tropical (Bh-T)

Bosque seco tropical (Bs-T)

Bosque muy himedo
Premontano (Bmh-P)

(Bh-P)

(Bs-T)

{Bmh-P)

CUADRO 3
Presencia de pr en 102 as de heces de monos de la especie Alouatta palliata de 8 zonas geogre ficas
Protozoos Total positivos
GcoZ::Zica Mlj;::as Amebas * Trichomonas Giardia (Al mepos 1 pardsito)
Ne % Ne % N° % Ne %
Chomes 9 6 66.7 1 111 0 0 6 66.7
Palo Verde 20 3 15.0 1 5.0 1 50 5 25.0
Cahuita 29 9 31.0 1 3.4 1 34 11 379
Chira 5 4 80.0 0 0 0 0 4 80.0
San Ramén 7 4 57.1 (] 0 1 14.3 5 7.4
Gran Nicoya 18 7 389 0 0 0 0 7 389
Playa Potrero 8 6 750 0 0 5 62.5 6 75.0
Manuel Antonio 6 1 16.7 0 [ 0 0 1 16.7
TOTALES 102 40 392 3 29 8 7.8 45 44.1

Se incluyen 2 muestras de heces de monos de San Ramén y 1 de monos de Manuel Antonio cuyo origen animal no se
conoce.

* Géneros Entamoeba y Endolimax
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y Chomes presentaron los mayores porcenta-
jes de infeccién por protozoarios (80%, 75%,
71.4% y 66.7 respectivamente).

La infeccién por helmintos fue porcentual-
mente mas baja (Cuadro 4), con excepcién de
los animales de la Isla de Chira en donde casi
todos los individuos estudiados estaban positi-
vos. La infeccidn por sexo de los monos congo
fue similar (Cuadro 5).

Al agrupar los animales estudiados como
infantes, juveniles y adultos, los porcentajes
de infeccién por al menos un pardsito fueron

de 81.8%, 52.6% y 49.3% respectivamente. El
anslisis del ambito de pesos y la presencia de
parasitos indic6 un ligero aumento en el grado
de infeccién en animales de menos peso (0.25
a 5 Kg). No se toma en cuenta como pardmetro
comparativo los datos de momos con pesos
mayores a 10 Kg dado el poco mimero de ¢jem-
plares con tal condicién (Cuadro 6).

Las poblaciones de monos aulladores se
desplazan muy cerca de las viviendas en las
zonas estudiadas, sin importar, apareniemente,
la densidad de la poblacién humana (Cuadro 1).

CUADRO 4
Presencia de helmintos en 102 muestras de heces de monos de la
especie Alouatta palliata de 8 zonas geogreficas

Zona N°de Tiy panaxyuris

Geogrifica Muestras o
Chomes 9 1 11.1
Palo Verde 20 (1] 0
Cahuita 29 1 34
Chira 3 60
San Ramén 7 0 0
Gran Nicoya 18 1 5.6
Playa Potrero 8 (4]
Manuel Antonio 6 0 0
TOTAL 102 6 59

Helmintos
Strongyloides Controrchis TOTAL
N° % N° % Ne %
2 222 0 3 333
1 5 0 1 5
0 0 0 0 1 34
[ 0 1 20 4 80
1 143 0 0 1 143
3 16.7 1 5.6 5 27.8
2 25 0 0 2 25
1 16.7 0 0 1 16.7
10 9.8 2 20 18 17.6

Se incluyen 2 muestras de heces de monos de San Ramén y 1 de monos de Manuel Antonio de origen animal desconocido

CUADRO 5
Relacidn entre el porcentje de positividad por pardsitos y el sexo de monos de la especie Alouatta palliata

Sexo Negativos Total
N° % Ne %
Hembras 24 242 24 242
Machos 24 242 27 273
Total 48 485 51 515

Positividad
Protozoos Helmintos Ambos
Ne % Ne % Ne %
15 15.1 5 5.0 3 3.0
20 202 3 50 5 5.0
35 354 8 8.0 8 8.0
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CUADRO 6
Porcentcje de positividad por parésitos en relacion con dmbitos de peso de los 99 monas estudiados

Ambitos de peso (Kg)
Sexo 025a5 51al10 10.1a158
Total Pos* % Total Pos* % Total Pos* %
Hembras 28 16 57.1 22 7 31.8 0 0 0
Machos 1 3 273 34 18 529 4 3 75
Total 39 19 48.7 56 25 46 4 3 75

* Animales infectados con algin parésito

DISCUSION

Stuart et al. (1990, 1998) mencionan en
su revisién sobre pardsitos de primates, la
presencia de protozoarios intestinales de los
géneros Entamoeba, Giardia, Retortamonas,
Trichomonas, Chilomastix y Balantidium en
monos del género Alouatta de Brazil y Guayana
Francesa. Especificamente en la especie 4.
palliata dichos autores informan los mismos
protozoarios en Panamd y México. La presen-
cia de helmintos intestinales de los géneros
Ascaris, Ancylostoma y Trypanoxyuris ha sido
documentada en Brazil, Colombia y Surinam.
Especificamente en Costa Rica, se menciona
la presencia de estrongilidios y helmintos del
género Tr)panoxyuris en A. palliata (Stuart et
al. 1988).

El hallazgo de E. chattoni, es importante
ya que constituye el primer informe de este
parasito en Centro América, Ademas la presen-
cia de organismos similares a E. histolytica/E.
dispar y G. intestinalis, especies patégenas
para ¢l ser humano, podria ser un factor negati-
vo en la supervivencia de esos animales.

Este es el primer informe en el cual se
analiza un nimero importante de animales y
se observa una infeccidn notoria por pardsi-
tos intestinales (Cuadros 3 y 4). Se observéd
que la infeccién por protozoarios es mas
elevada que por helmintos. Esto se debe muy
probablemente a que dentro de los pardsitos
intestinales los ciclos de vida de los helmin-
tos son, en general, mds complejos que en
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los protozoarios, requiriendo algunas veces
condiciones especiales del ambiente para
que se desarrolle la forma infectante.

La importancia de los pardsitos como un
factor que afecta la densidad y distribucién
de las especies de monos, asi como en la con-
servacién biolégica, ha sido reconocida por
varios autores (Anderson 1979, May 1988,
Scott 1988). Ademds la llamada Medicina de
conservacion indica que “las enfermedades
juegan un papel muy importante en la dindmica
de poblaciones™ y que el contacto cercano entre
animales y humanos amenaza la salud y la con-
servacién (Daszak et al. 2000). Por otro lado,
el proceso de fragmentacién boscosa ha hecho
que los animales vayan perdiendo espacio,
aproximéndose cada vez mds a la poblacién
humana y variando su dieta tradicional (Gilbert
y Dodds 1987). Esto produce un mayor riesgo
de transmisién de pardsitos de humanos hacia
los monos como se observa en este estudio,
especialmente en el caso de los protozoarios.
Esto se comprueba al observar que las muestras
de Chomes, Isla de Chira, San Ramén y Playa
Potrero fueron las que presentaron mayores
porcentajes de infeccion (66.7%, 80%, 71.4%
y 75% respectivamente) (Cuadro 3). En los
cuatro casos los animales estaban mucho méas
cercanos a la poblacién o inclusive limitados
a un espacio muy pequefio como en la Isla
de Chira y San Ramén, este Ultimo con una
densa poblacién humana (Cuadro 1). El caso
del parque nacional Manuel Antonio parece
salirse del formato, pues es visitado por gran
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cantidad de turistas que en cierto modo esta-
blecen mayor presencia del ser humano con
los monos. Sin embargo, la existencia de una
drea boscosa importante en esta zona y la
posibilidad de que algin componente propio
de la dieta de los animales pueda ejercer algin
efecto antiparasitario, podrian ser las razones
de tal incongruencia. Los indices de infeccién
en los animales de las diferentes regiones
estudiadas no dependen aparentemente de las
condiciones climaticas de éstas (Cuadro 2),
ya que igualmente se dan infecciones altas de
pardsitos tanto en bosque seco (Chira) como
en bosque humedo (Chomes y San Ramén).

En este trabajo los animales con un peso de
0.25 a 5 Kg presentaron un porcentaje de infec-
cién mayor que aquellos con un peso de 5.1 a
10 Kg (Cuadro 6). Otros autores (Stuart ef al.
1990, 1998) han indicado que las infecciones
son més frecuentes en adultos de mas edad (de
mids peso). En nuestro estudio se encontré un
porcentsje mayor de infecciones en primates de
més de 10 Kg pero dado el poco mimero de ani-
males con este peso no es posible obtener con-
clusiones validas. Analizando los animales de
acuerdo con su categoria de infantes, juveniles y
adultos, observamos que el mayor porcentaje de
infeccién (81.8%), estuvo presente en los infan-
fes lo cual semeja a lo que ocurre con las infec-
ciones parasitarias humanas en que los nifios son
mayormente proclives a las infecciones.

Otro aspecto a tomar en cuenta es la
fragmentacién boscosa en Costa Rica, ya que
induce a una mayor concentracién de las tro-
pas de estos animales en un menor espacio.
Al respecto (Nunn et al. 2003) estudiaron al
menos cuatro factores como problemas deter-
minantes del aumento de especies parasitarias
en los monos y concluyeron que la densidad
poblacional de primates era el factor mds
importante, no sé6lo por la mayor presencia,
sino también por la mas amplia variacién de
especies de agentes infecciosos.

El conocimiento de infecciones parasitarias
en estos animales, induce a pensar en la impor-
tancia del desarrolio de lo que algunos paises
como Colombia, denominan la medicina de la

conservacién (Nassar-Montoya ef al. 2001) en
donde se ha desarrollado una gran infraestructu-
ray logistica, tendiente a proteger estos animales
a través del tratamiento de sus problemas tanto
de cardcter infeccioso como metabdlicos.

Fn Costa Rica al igual que en otros paises,
la implementacién de programas similares de
vigilancia sostenida de la salud de la fauna
silvestre, podrian ser de gran importancia para
proteger los monos aulladores, cuya presencia
es vital para mantener el equilibrio biolégico de
los bosques de donde son nativos. Aparte de este
valor en la naturaleza, estd el aspecto econémico
agregado que se brinda a las dreas que habitan,
incrementando su potencial turistico.

El hallazgo de las infecciones parasitarias
aqui informadas, podria ser entonces un aspecto
importante a tomar en cuenta, especialmente
al establecer programas de conservacién de los
pocos monos que todavia quedan en Costa Rica.
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RESUMEN

Se estudiaron las heces de 102 monos de la especie
Alouatta palliata (monos aulladores o congos) de las
siguientes regiones de Costa Rica. Valle Central: San
Ramén (Alajuela); Pacifico Central: Isla Chira y Parque
Manuel Antonio (Puntarenas); Pacifico Norte: Palo Verde,
Playa Potrero, Nicoya (Guanacaste) y Caribe: Cahuita
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(Limén). Los animales capturados fucron anestesiados
con dardos conteniendo Telazol®. La mayoria defecaron
espontincamente o se les estimulaba a defecar. Las muestras
se estudiaron en el laboratorio en forma directa en solu-
cion salina (0.85%) y una solucién de yodo o teftidas con
hematoxilina para identificar los pardsitos correspondientes.
El material fue cultivado en el medio de Dobell para deter-
minar la presencia de amebas y flagelados. Se encontraron
heimintos de los géneros Thypanoxyuris, Strongyloides
y Controrchis y protozoarios de los géneros Endolimax,
Entamoeba, Trichomonas y Giardia. Los porcentajes de
infeccién por protozoarios oscilaron entre 16.7% y 80% y se
encontraron helmintos en un 3.4% a un 80% de los animales
de acuerdo con la zona estudiada. No se encontraron diferen-
cias importantes de parasitosis relactonadas con el sexo pero
si existi6 mayor infeccién en los animales més jévenes. Se
establece 1a relacién entre los indices de infeceién y algunos
pardmetros tales como las dreas estudiadas, el peso de los
animales y el contacto con €l ser humano.

Palabras clave: Parasitos intestinales, monos congo,
Alouatta palliata , Cebidae, Primates, Costa Rica.
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