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RESUMEN

Titulo: Prevalencia del nematodo Baylisascaris procyonis y su relacion con las
variables de etapa de vida y sexo en mapaches (Procyon lotor) de cautiverio y vida

libre del Gran Area Metropolitana de Costa Rica.
Autor: Carlos Fabian Fernandez Mora

El pardsito Baylisascaris procyionis es un nematodo gastraointestinal cuyo
hospedero definitivo es el mapache (Procyon lotor). Ademdas, es de caracter
zoon@tico, por lo que es de importancia para la salud publica y preventiva. El aumento
de estos animales en zonas urbanas incrementa el riesgo de contagio, principalmente,
en niflos. El presente trabajo determind la prevalencia del parasito en animales de
vida libre y en cautiverio del Gran Area Metropolitana de Costa Rica, esto por medio
de necropsias, técnicas coproldgicas y diagnéstico molecular. La muestra de vida libre
fue brindada por el Ministerio de Ambiente y Energia (MINAE). Las necropsias fueron
realizadas en las instalaciones del laboratorio de patologia de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional de Costa Rica del Campus Benjamin Nufiez,
ubicado en Lagunilla de Heredia. Los muestreos de heces de los animales de
cautiverio se realizan en diversos centros de rescate y zooldgicos de Gran Area
Metropolitana de Costa Rica, especificamente, en las provincias de Alajuela, Cartago,
Heredia y San José. Se concluy6 en que la prevalencia para los ejemplares de vida
libre es de un 34 % y un 47 % para los ejemplare de cautiverio, lo que significa que la
enfermedad esta presente en el GAM, ademas mediante un modelo estadistico lineal
generalizado, no se encontro relacion entre la parasitosis y las variables, es decir que

no hubo diferencia significativa (P>0.05).
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|. INTRODUCCION

Los mapaches son mamiferos omnivoros nativos de América del Norte y
Central e introducidos en Europa, estos animales estan en constante contacto con el
ser humano y es cada vez mas tipico encontrarlos en zonas urbanas buscando
alimento y refugio (French et al., 2019). Por su parte, el Baylisascaris procyonis es un
nemétodo cuyo huésped definitivo es el mapache (Procyon lotor), en estos se aloja
en el intestino delgado y no suelen causar sintomatologia clinica; sin embargo, en los
hospederos accidentales (seres humanos), principalmente, podria migrar hacia el
sistema nervioso, 0jo u érganos viscerales; estos hospederos incidentales podrian
infectarse al consumir los huevecillos presentes en las heces de los mapaches (Graeff
et al., 2016; Dunbar et al., 2019).

En el presente trabajo, se determinara la presencia y la prevalencia de este
paréasito en el Gran Area Metropolitana, mediante el diagnéstico molecular (PCR) de
los animales que resulten sospechosos en la evaluacioén coprolégica (cautiverio) y
necropsia (vida libre). Dicha labor brinda informacién de gran importancia para la
medicina preventiva y la salud publica, pues permite conocer la situacién actual del
pais y al mismo tiempo ayuda a tomar medidas de prevencién contra la infeccion

incidental.

1.1 Problema de investigacion

En Costa Rica, suele ser comun el avistamiento de fauna silvestre en zonas
urbanas, entre los mas comunes se encuentra el mapache (Ramirez et al., 2012;
Vargas et al., 2012), esto es preocupante por el hecho que estos animales son
huéspedes definitivos y portadores del nematodo Baylisascaris procyonis. En los
mapaches, no hay una sintomatologia clinica relevante (principalmente en adultos),

es un parasito zoondtico, el cual si llega a afectar al ser humano podria provocar
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problemas neuronales, visuales o sistémicos en general, pues la larva suele migrar a
estos tejidos, en algunos casos incluso podria provocar la muerte (Wise et al., 2005;
Baldi et al., 2016; Baldi et al., 2017; Dunbar et al., 2019). La identificacion del parasito
en estos animales brinda mucha informacion, pues un mapache infectado podria
excretar hasta 26.000 huevecillos de B. procyonis por gramo de heces (French et al.,

2019; Pope et al. 2021).

El riesgo de larva migrans visceral es una preocupacion, pues suele afectar a
nifos menores de 2 afios al causar signos nerviosos inespecificos que dificultan su
diagndstico, algunos de estos serian: letargia, debilidad generalizada, problemas de
coordinacion, convulsiones e incluso el coma (Graeff et al., 2016; Sircar et al., 2016).
La larva B. procyonis también podria ocasionar larva migrans ocular, generalmente,
afecta de manera unilateral y provoca vitritis, uveitis, granulomas oculares, entre otros
signos que se podrian complicar hasta el punto de que se da la pérdida de la vision.
Entre el 2005 y el 2014 se reportaron 135 casos de larva migrans en nifios (en Costa
Rica); sin embargo, se utiliz6 un método diagnostico serolégico que no identifica la
especie de ascaridio causante de la patologia y el B. procyionis no es el Unico que

podria provocar larva migrans (Baldi et al., 2016; Baldi y Walzer, 2018).

También es un problema la poca informacién que hay sobre la prevalencia de
este nematodo en los paises tropicales. Al realizar una revision de la literatura, la
mayoria de los estudios en cuanto a prevalencia de B. procyonis fueron realizados en
Estados Unidos, Canada y Europa; y si bien el mapache es un mamifero comun en
eso0s paises, su distribucién también abarca a los paises tropicales de Centro y Sur
de América, asi como otros paises latinoamericanos (Bauer, 2011; Kazacos et al.,

2013; Duscher et al., 2021).
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1.2 Justificacion

Este parasito intestinal es de gran relevancia para la salud publica, pues
corresponde a un zoondtico e incluso podria afectar a especies domésticas como el
perro. La presencia de éste es preocupante debido a la constante interaccidén entre
los mapaches y los seres humanos. Como se menciond, en un periodo de casi 10
afos, se encontraron varios casos de larva migrans en nifios; sin embargo, el método
diagndstico no permite dilucidar la especie de ascaridio que provoco este
padecimiento. El presente trabajo determinara la presencia de este pardsito y su
prevalencia en el GAM, lo que podria permitir, en el area de una salud, relacionar
estos casos con una zoonosis por parte de este parasito (Baldi et al., 2016; Baldi y

Walzer, 2018).

Si se detectan animales positivos se podria evaluar el riesgo que corren las
personas que tienen un mayor contacto con las heces de estos animales. De igual
manera, en los centros de cautiverio se podria pensar en los trabajadores que tienen
constante contacto con mapaches y el riesgo que conlleva el tener un animal positivo
en ese lugar (Sapp, 2018; Rainwater et al., 2017; French et al., 2019; Pope et al.,

2021).

La necesidad de realizar diagndstico molecular (PCR) también es justificable,
dado que seria la prueba de oro para lograr obtener el diagnéstico. Los huevecillos
gue se podrian encontrar en los examenes de heces por flotacién podrian confundirse
con otras especies de nematodos. Cabe mencionar que durante la necropsia tampoco
se puede realizar un diagndstico con solo observar el parasito, por lo menos en
humanos los diagndsticos serologicos (IgG) tampoco son especificos; por lo que
solamente el PCR puede decir si se trata de B. procyionis (Dangoudoubiyam et al.,

2011; Baldi et al., 2016).
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En el pais, actualmente, solo existe un estudio relacionado con la prevalencia
de este pardésito, la cual se establecié en 50 % (Baldi et al., 2016). Sin embargo, este
estudio fue realizado solo en animales de vida libre, asi que no se sabe la prevalencia
de este parasito en los mapaches de cautiverio. Ademas, se utilizaron 20 animales
donde lo ideal seria realizar una muestra mas robusta para poder establecer una

prevalencia mas exacta, tanto en los animales de vida libre como en los de cautiverio.

1.3 Antecedentes
En Estados Unidos, especificamente, en el estado de Pensilvania, Cottrel et al.

(2014) entre el 2010 y 2011 realizaron un estudio en el que muestrearon un total de
472 animales de vida libre de los cuales 89 pertenecen al afio 2010 y eran individuos
vivos. Los otros 383 fueron del afio 2011 y eran mapaches muertos en carretera o
atrapados y eutanasiados. Se realiz6 la técnica de flotacion de heces; en los
mapaches del 2010 se encontré una prevalencia de 38.2 %, mientras que en los
individuos del 2011 hubo una prevalencia de 32.9 %. En ningun caso hubo mayor
prevalencia segun sexo; no obstante, si fue mayor en los individuos jovenes, los

cuales tuvieron un 43.1 % a comparacion con los adultos que fue de 27.8 %.

En Guatemala, Davila (2014) realiz6 un estudio para detectar diversos
helmintos gastrointestinales, entre ellos Baylisascaris procyonis, en procionidos como
lo son el mapache (Procyon lotor), el pizote o coati (Nasua narica) y la martilla o
kinkaju (Potos flavus); la mayoria de cautiverio. En este caso muestrearon a 17
mapaches adultos (10 hembras y 7 machos). Una vez recolectadas las heces se
procesaron en un lapso de 5 horas. En el laboratorio, se realizé flotacion con solucion
hipersaturada; sin embargo, todos los animales resultaron negativos, tanto los

mapaches como el resto de los prociénidos. Se sospecha que el resultado se debe a
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gue los centros en los que se encontraban estos animales cumplian con limpieza

diaria de los recintos, lo cual disminuye la posibilidad de infeccion.

A pesar de que los mapaches son nativos de América, estos fueron
introducidos a Europa, Alemania, en la década de 1930. Renteria et al. (2018)
realizaron un estudio entre el 2017 y el 2018 para determinar la presencia de este
parasito. Se utilizé una muestra de 32 mapaches donde todos fueron cazados v,
posteriormente, se les realizd necropsia. Se busco a los parasitos adultos en el tracto
gastrointestinal para luego enviar una muestra del tejido de los nematodos para su
confirmacion por medio de PCR. Se encontré una prevalencia del 75 %, en la cual no

hubo diferencia entre machos y hembras, ni entre jévenes y adultos.

En Carolina del Norte (Estados Unidos), se realizaron varios muestreos de
letrinas (sitios donde los mapaches suelen defecar) en el zooldgico de este estado,
entre el afio 2018-2019. En total se encontraron 41 letrinas de las cuales se obtuvieron
112 muestras de heces (las mas frescas). Estas fueron procesadas en menos de 24
horas en el laboratorio donde se utilizé el método de flotacion con solucion de
Sheather, todas las muestras resultaron negativas para B. procyionis. En este mismo
zooldgico, se habia realizado necropsias con el fin de encontrar este parasito y de

igual manera resultaron negativas (Louis et al., 2020).

Pope et al. (2021) capturaron un total de 50 mapaches entre el 2018 y el 2019,
en el estado de Texas, Estados Unidos. Los mapaches fueron anestesiados v,
seguidamente, eutanasiados para poder realizarles una necropsia de la cual se
tomaron muestras de intestino y se realizé un método de sedimentacion-flotacion con
solucion de Sheather. Se obtuvo una prevalencia del 46 % sin diferencia entre sexo,

pero si en la edad. El resultado arrojé que los animales jévenes presentaban una
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carga mayor que los adultos, también se demostr6é que la mayoria de los mapaches
gue resultaron positivos eran los que vivian en zonas que tienen mayor contacto con

el ser humano.

En Costa Rica, durante el afio 2010 Vargas et al. (2012) realizaron un estudio
con el fin de evaluar si las personas de la provincia de Cartago conocian si habia
presencia de mapaches en la zona y la razon por la cual esta especie permanecia en
el lugar. Para esto se aplicaron 49 encuestas en diversas zonas de la region, asi como
la colocacion de estaciones con cebo para poder detectar huellas de estos animales.
Se registré que un 63.37 % de las personas entrevistadas habian avistado mapaches
y de esas un 77.42 % los veian todos los dias, esto evidencia que los mapaches son
animales que cada vez son mas comunes en el GAM, por lo que esta latente la

preocupacion de que la presencia de B. procyonis aumente.

A nivel nacional, por parte de Baldi et al. (2016), se realiz6 un estudio con el fin
de calcular la prevalencia. La investigacion conté con ayuda del MINAE, quienes
proveyeron los animales (previamente capturados en 8 sectores del GAM). A estos
mapaches se les realiz6 exdmenes de flotacion Sheather para poder identificar
huevecillos, también se les practicd necropsia a los huevecillos sospechosos y a los
nematodos encontrados se les realizd6 PCR, esto para confirmar que se tratara de B.
procyonis. Los resultaros fueron positivos en 10 de 20 mapaches, por lo que se calcula

una prevalencia del 50 %.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la prevalencia del nematodo Baylisascaris procyonis mediante
diagndstico molecular (PCR) y su relacion con las variables de etapa de vida y sexo
en mapaches (Procyon lotor) de vida libre y cautiverio del Gran Area Metropolitana de

Costa Rica.

1.4.2 Objetivos especificos
Identificar huevecillos y nematodos mediante la técnica de flotacién Sheather
y necropsia, respectivamente, para la determinacion del diagnéstico presuntivo de B.

procyonis.

Confirmar la presencia de B. procyonis en los mapaches de vida libre y
cautiverio mediante diagndéstico molecular (PCR) de los huevecillos y neméatodos

sospechosos, para el célculo de la prevalencia de la enfermedad.

Asociar las variables de etapa de vida (jévenes y adultos) y sexo (hembras y
machos) de los mapaches con la presencia de B. procyonis mediante la prueba de

glm, para la determinacion de la relacion de estas con la enfermedad.
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ll. MARCO TEORICO

2.1 Mapache (P. lotor)

Son mamiferos omnivoros del orden Carnivora y familia Procyonidae. Ademas,
son nativos de América del Norte y Central, actualmente, habitan en Europa y Asia
por introduccion del ser humano. Son animales que se adaptan bien a diferentes
climas y condiciones ambientales, dado que pueden vivir en gran variedad de nichos
ecoldgicos desde selvas y bosques hasta costas y ciudades (Zeveloff, 2002). De
hecho, se puede considerar como fauna urbana, debido a lo comin que es
encontrarlos en las ciudades. Segun Luniak (2004) el constante contacto con el ser
humano ha hecho que este animal haya modificado su dieta, originalmente, carnivora.
Se han desarrollado como omnivoros debido a su gran capacidad de adaptabilidad.
El aumento en la poblacién de mapaches es preocupante, pues son portadores de
enfermedades zoondticas y también como especie invasora (cuando son
introducidos) se comportan como depredadores de fauna nativa (Zeveloff, 2002;

Parsons et al., 2013).

2.2 Etiologia de baylisascariasis

El Baylisascaris procyonis es un parasito nematodo perteneciente a la familia
Ascarididae, cuyo huésped definitivo es el mapache. En ocasiones puede afectar a
otros mamiferos como el perro doméstico y al ser humano. En este ultimo, la larva
suele migrar a otros tejidos como el ocular y el nervioso; mientras que en los
mapaches infecta el sistema gastrointestinal (intestino delgado) y suele ser
asintomatico (Kazacos, 2001). Hay otras especies de importancia veterinaria como B.
melis y B. columnaris, las cuales afectan al tejon europeo y al zorrino,

respectivamente. En el continente americano, el principal responsable de causar la
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enfermedad de baylisascariasis es el B. procyonis (IICAB, 2009; Kazacos et al., 2013;

Gaeff et al., 2016).

2.3 Ciclo de vida de B. procyonis

Los huevecillos salen de las heces de los mapaches, estos se van a mantener
en el medio ambiente de 2-4 semanas hasta llegar a ser un huevecillo embrionado,
en este momento los mapaches y otros huéspedes definitivos como el perro
domeéstico y demas procionidos se pueden infectar. Dicha infeccidn se puede efectuar
de dos maneras: en primer lugar, al ingerir directamente el huevecillo; en segundo
lugar, al depredar a mamiferos pequefios (huéspedes paraténicos) que consumieron
el huevecillo del medio ambiente y poseen larvas enquistadas en sus tejidos, una vez
consumidos, el huevo embrionado termina en convertirse en gusano adulto (en el
intestino del mapache) y comienza a producir nuevos huevecillos (Kazacos et al.,

2013).

2.4 Signos clinicos

Los mapaches adultos suelen ser asintomaticos; sin embargo, los individuos
jovenes con una carga parasitaria muy alta podrian presentar obstrucciéon
gastrointestinal. En el caso de otros huéspedes definitivos como los perros
domésticos, estos tampoco suelen presentar sintomas; no obstante, se han visto
algunos casos en los que la larva puede migrar a su sistema nervioso (similar a lo que
ocasiona en los huéspedes accidentales). En los humanos que se infectan por
consumir los huevecillos ocurre la “larva migrans”, es decir, que la larva no se va a
mantener en el sistema gastrointestinal, sino que migra hacia otros tejidos como el
nervioso y el ocular. En dichos casos, los principales signos que se presentan son
neurolégicos como convulsiones y problemas de coordinacion (Kazacos, 2013;

Hazlett, 2018; Sapp et al., 2020).
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2.5 Prevencion de lainfeccién

La zoonosis causada por el consumo de larvas de ascaridios como el B.
procyonis ha sido tema importante en la salud publica. Entre las poblaciones mas
susceptibles se encuentran los trabajadores que manejan vida silvestre en centros de
rescate y zooldgicos. Una buena limpieza de las instalaciones y un buen manejo de
los desechos e higiene personal son las principales maneras de evitar una infeccién
por parte de estos pardsitos. Han existido estudios en los que se aislan hongos (Mucor
circinelloides) que tienen un efecto ovicida bastante eficiente en los huevecillos de
ascaridios. Al ser considerada como una enfermedad zoondtica transmitida por el
suelo es recomendable evitar el contacto con la tierra en zonas donde hay presencia
de mapaches, principalmente, los nifios menores a 2 afios (IICAB, 2009; Hernandez

et al., 2014).

2.6 Diagnostico

El diagnéstico en los mapaches y perros suele realizarse identificando los
huevecillos en los exadmenes coproldgicos; no obstante, se podrian dar falsos
positivos, ya que son muy similares a los huevecillos de otros ascaridios como
Toxocara canis. Otro método de diagndstico es el post mortem, esto por medio de
una necropsia que puede identificar los parasitos adultos en el tracto gastrointestinal
(intestino delgado). La prueba de oro es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

(Kazacos, 2013; Baldi et al., 2016).

En las personas se realizan pruebas seroldgicas para detectar anticuerpos
(IgG); sin embargo, no son especificos para B. procyonis. En ocasiones se puede
observar alguna larva en el ojo durante una examinacién ocular, esto indica larva
migrans, pero no cual parasito lo ocasiond. De igual manera, en una autopsia se

puede tomar biopsia del cerebro y mandarlo tanto a histopatologia como a diagnéstico
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molecular para identificar el parasito (Dangoudoubiyam et al., 2011; Kazacos, 2013;

Baldi et al., 2016; Baldi y Walzer, 2018).

2.6.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El PCR convencional es un método ideal para poder diagnosticar infecciones
parasitarias. EI PCR a tiempo real posee una mayor sensibilidad y ha ido sustituyendo
al convencional, pero este ultimo sigue siento eficiente para detectar la presencia del
ADN del parasito, tanto en los huevecillos embrionados y no embrionados como en el
tejido de las larvas (L3) y el nematodo adulto. Para el B. procyonis se ha designado
un primer especifico para la amplificacion de ADN de 146 pares de bases del
citocromo oxidasa 2 mitocondrial para el género de este parasito (Dangoudoubiyam

et al., 2009; Franssen et al., 2013; Al-Sabi et al., 2015).

2.6.2 Técnica de flotacion

Se han descrito varios métodos para realizar este tipo de examen coproldgico
donde se pueden usar soluciones con cloruro de sodio, sulfato de magnesio, nitrato
de sodio, sulfato de zinc y solucién hipersaturada de azucar (Sheather). También, se
puede la técnica cotidiana que consiste en dejar reposar la solucion hasta que los
huevecillos suban al portaobjetos u otro método que involucra centrifugar la mezcla
antes de dejarla reposar. Esta técnica ha demostrado ser efectiva en la identificacion

de los huevecillos de ascaridios, entre ellos T. canis (Dryden et al., 2005).

2.6.3 Necropsia

La necropsia es un método util en animales de vida libre de zonas donde hay
sobrepoblacion o cuando son animales atropellados en carretera. El proceso es
relativamente simple, se realiza una diseccion de todo el tracto gastrointestinal del

animal con énfasis en el intestino delgado, pues es alli donde se alojan los ejemplares
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adultos. Por lo general, los neméatodos no se diferencian a simple vista de otros
ascaridios; sin embargo, el B. procyonis esta tan presente en los mapaches que se
toman como positivos y lo ideal es realizar PCR al tejido del nematodo (Renteria et

al., 2018).

2.7 Morbilidad y mortalidad

No hay porcentajes exactos, en las personas se habla de una morbilidad baja,
debido a que se considera una enfermedad poco usual; no obstante, es
subdiagnosticada por la inespecificidad de sus signos clinicos. En cuanto a la
mortalidad, depende de la exposicion que se ha tenido a los huevecillos y a la
presentacion de la enfermedad, generalmente, la neuroldgica es la mas grave y puede
dejar problemas permanentes. En los mapaches, se considera que tiene una alta
morbilidad, puesto que posee niveles de prevalencia bastantes elevados en paises
como Estados Unidos y Canad4, pero posee una mortalidad baja donde los individuos

jovenes son los mas afectados (Gavin et al., 2022; [ICAB, 2009; Page et al., 2009).

2.8 Zoonosis

Los mapaches suelen tener lugares especificos para defecar llamados
“letrinas”. Estas por lo general se encuentran en las bases de los arboles, piedras
largas, cielorrasos de casas y otras estructuras, entre otros. Las personas se infectan
de manera accidental al estar en contacto con estas letrinas, en la mayoria de los
casos son los niflos y el personal de centros de rescate. El ser humano al convertirse
en huésped accidental la larva no se dirige hacia tracto intestinal, sino que migra a

diferentes tejidos (Page et al., 2009; Kazacos et al., 2013; Graeff-Teixeira et al., 2016).
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lIl. METODOLOGIA

3.1 Ubicacion
Las muestras para realizar el examen coprologico de los animales en

cautiverio fueron obtenidas de los siguientes centros de vida silvestre:

e Heredia: Toucan Rescue Ranch
e Alajuela: Rescue Center Costa Rica

e San José: Refugio Animal Costa Rica

Las necropsias de los individuos de vida libre se realizaron en el laboratorio de
patologia de la Universidad Nacional de Costa Rica ubicada en Lagunilla de Heredia.
Todas las muestras fueron procesadas en los laboratorios de parasitologia vy
diagndstico molecular de esta institucion. De igual manera, se muestrearon mapaches
en cautiverio capturados por el MINAE cuyo centro de rescate de destino no se

registrd. Todos los mapaches de cautiverio provenian del GAM.

3.2 Muestra

Se muestrearon los mapaches que se encontraban en cautiverio a la hora de
hacer el trabajo (de forma permanente o transitoria) del Gran Area Metropolitana. En
cuanto a los ejemplares de vida libre, se realiz6 un monitoreo oportunista con
animales brindados por el MINAE y el Cuerpo de Bomberos de Costa Rica (anexo 1).

Se cuenta con los permisos del SINAC y MINAE (anexo 2).

3.3 Examen coproldgico

Se realizo a los animales de cautiverio, estas muestras se obtienen gracias a
la previa recoleccion del personal de los centros donde se encuentran los mapaches.
Se utilizé6 un método pareado en el cual se recolectdé una muestra cada 2 a 3 dias,

debe haber al menos 2 muestras en un periodo de 15 dias y al menos 30 gramos de
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heces. Se mantuvieron a -20 grados Celsius hasta su examinacién en laboratorio,

donde se realiz6 la técnica de flotacion de Sheather.

La técnica se elaboré como indica Dryden et al. (2005) utilizando de 2-5 gramos
de heces y de 10-15 mililitros de solucidon hipersaturada de azucar. Se realiza la
mezcla para luego tamizarla en un tubo de ensayo y colocar un portaobjetos. Por
ultimo, se deja reposar 20 minutos, se pone un cubreobjetos y se observa a 40x

(anexo 3).

3.4 Necropsia

Se realizd a los animales de vida de libre a los cuales se les practico la
eutanasia; una vez hecho esto se hace la necropsia con el propdsito de diseccionar
el tracto gastrointestinal (anexo 4), principalmente, el intestino delgado. Los
nematodos encontrados se preservaron en un frasco de muestra estéril con etanol 70

% para su posterior diagnostico molecular (Renteria et al., 2018; Critescu et al., 2022).

3.5 Identificacion macroscoOpicay microscopica del ascaridio

Los nemétodos recolectados fueron identificados como asacaridios. En este
caso B. procyonis mediante la observacion del color del parasito, el cual debe ser un
blanco amarillento con un tubo alimentario evidente de color negro en la mayoria de
los especimenes. También fueron identificados con sus medidas morfométricas como
el largo, hembras (hasta 22 cm) y machos (no llegan a mas de 11 cm) (Lombardo et

al., 2022).

Para la identificacion microscopica se utilizé un estereoscopio con el cual se
deben observar las estructuras de la porcidén anterior del nematodo y la presencia de
tres labios principales (un labio dorsal y dos labios subventrales) (anexo 5). Se

procede a cortar con una hoja de bisturi la porcién anterior y posterior del parasito
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para colocarlas en un portaobjetos con una a dos gotas de solucion de Hoyer para
poder facilitar la visualizacion de las estructuras orales y reproductivas en un
microscopio a 40x (McDougald, 2020; Lombardo et al., 2022). También se pueden
diferenciar entre B. procyonis y B. columnaris por diferencias en la morfologia de los
denticulos labiales, areas pericloacales rugosas en machos y la forma de la cola de

los machos (Overstreet, 1970; Anderson et al., 2009).

3.6 Extraccion de ADN del huevecillo

La solucion de la flotacién se coloca en tubo eppendorf (1.5 ml) y se agrega 1
ml de PBS para diluirla. Se centrifuga 13 800 rpm por 5 minutos, elimina el
sobrenadante y se lava con PBS para centrifugar de nuevo. Se colocan los huevecillos
al QIAmp DNA Micro Kit (anexo 6) y se agregan cuentas de vidrio de 0.1 mm
(agitandose por 4 minutos) y 20 ul de proteinasa K y se deja cultivar toda la noche a

55 grados Celsius (Dangoudoubiyam et al., 2009).

3.7 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se utiliz6 ADN obtenido de paréasitos y ADN de huevos pertenecientes a la
especie B. procyonis , para llevar a cabo la amplificacién de tres regiones genéticas:
el gen mitocondrial citocromo c oxidasa 2 y los genes ribosomales ITS1-5.8S-ITS2 y
28S. Este proceso se realiz6 siguiendo los cebadores y el procedimiento detallado en
el estudio previo de Franssen et al., 2013. Las secuencias correspondientes a estas
regiones se encuentran registradas en GenBank bajo los numeros de acceso
AF179908 (region del citocromo c oxidasa 2), JQ403615 (region ITS1-5.8S-ITS2) y

KC434770. (Franssen et al., 2013) (anexo 8).
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3.8 Analisis estadistico

Se realiz6 una estadistica descriptiva basada en el célculo del promedio de
algunos resultados obtenidos, como la cantidad de parasitos encontrados y la longitud
de estos. Se empled la funcién "glm" para crear modelos lineales generalizados (MLG)
para evaluar si existen diferencias significativas en la proporcién de casos positivos
entre estadios (adultos y juveniles) y géneros (machos y hembras). Todo el analisis
estadistico se elaborara con el software R y Microsoft Excell® (Renddn-Macias, 2016;

Rcore team, 2022).

3.9 Calculo de prevalencia

Se hizo un estudio descriptivo transversal, en el cual se calcul6 la prevalencia
del neméatodo B. procyonis en una poblacién de mapaches de cautiverio y vida libre
del Gran Area Metropolitana de Costa Rica. Se utilizara la siguiente formula, segin

Almeida (2008):

Ecuacion 1
Foérmula para el calculo de prevalencia

Total de animales positivos en un determinado periodo de tiempo

Prevalencia(p): x100

Total de poblacién muestreada
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Ejemplares de vida libre

Se muestrearon mapaches que fueron capturados y recolectados de distintos
cantones de las provincias que conforman el GAM. En la mayoria de los casos con
lesiones o condiciones que les imposibilitaba una posible liberacion. Los mapaches
fueron clasificados segun sexo y etapa de vida. En total se hicieron 85 necropsias de
los cuales 41 fueron hembras y 44 machos. Ademas, del total, 8 mapaches eran
ejemplares juveniles. Hubo 29 animales que resultaron positivos al diagnostico
molecular a B. procyonis, por lo cual se obtuvo una prevalencia del 34 % para el GAM

(figura 1) (tabla 1).

Tabla 1

Etapa de vida y sexo de los mapaches de vida libre muestreados en el GAM, Costa
Rica 2022-2023

Variable Numero de Positivos a
ejemplares parasitos
Baylisascaris
procyonis
(Prevalencia)
Etapa de vida Juveniles 8 3 (38)
Adultos 77 26 (32)
Sexo Hembras 41 11 (26.8)
Machos 44 18 (38)

Total 85 29 (34.1)
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Figura 1

PCR de asacaridios positivo a B. procyonis

M2 M2 M21 C+ C-

Un 73 % (42 % positivos) de los animales muestreados pertenecian a la
provincia de San José en los cantones de Desamparados, Santa Ana, Coronado,
Mora, Alajuelita, Escazu, Goicochea y el canton central de San José. En el ultimo, se
capturaron mas animales. Un 17.6 % (20 % positivos) eran de la provincia de Cartago
en los cantones de La Union, El Guarco, Paraiso y el canton central por las cercanias
del distrito de Corralillo. Un 7.06 % eran de la provincia de Heredia en los cantones
de San Pablo, Belén y el cantén central. La provincia de Alajuela solo represent6 el
2.35 % con dos individuos capturados en el cantén central. En total, de todos los
animales positivos, el 89.65 % se encontraban en la provincia de San José y el 10.35
% en la provincia de Cartago. Mientras que el encontrar O positivos en Alajuela y

Heredia se puede atribuir al poco numero de muestra en estas provincias.
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Figura 2

Mapa del GAM sefialando los cantones en los cuales se capturaron mapaches

A

@ Cantones con presencia de
mapaches positivos

@ Cantones con presencia de
mapaches negativos

Nota. Mapa de cantones del GAM creado mediante la herramienta QGIS, 2023.

Se obtuvieron 197 nematodos, los cuales fueron identificados como ascaridios
compatibles con B.procyonis. Estos fueron sexados y medidos, donde del total hubo
61 hembras y 136 machos con una longitud promedio de 16.5 cm y 8.3 cm
respectivamente (anexo 6) (tabla 2), lo cual coincide con las medidas descritas en la
literatura. También se confirmé el sexaje por medio de microscopia de luz en la cual
se lograron visualizar las estructuras reproductivas de los parasitos (imagen 1) (CDC,

2019; Lombardo et al., 2022).
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Tabla 2

Conteo y caracteristicas morfométricas de los neméatodos recolectados

Caracteristicas Valor
Cantidad de nematodos obtenidos 197
Especie identificada Ascaridios compatibles con B.procyonis
Cantidad de hembras 61
Cantidad de machos 136
Longitud promedio de hembras (cm) 16.5
Longitud promedio de machos (cm) 8.3
Coincide con literatura/Reporte en 6.3 (5.7-7.3) CR
Costa Rica

9-11 cm machos
12 (10.2-13.2) CR
20-22 cm hembras

Fuente: Baldi et al., 2016; Lombardo et al., 2022

Figura 3

Ejemplares machos y hembra de B. procyonis vistos en microscopia de luz

Nota. a. Labios subventrales, boca e inicio de tubo digestivo (*) en ejemplar macho.
b. Inicio de alas cervicales en ejemplar hembra (*). c. Estructura reproductiva del

macho (espicula) (*). d. Porcion posterior de la hembra
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En promedio cada mapache tenia una carga de 10 nematodos en el intestino
delgado, el mapache con mayor carga tenia presencia de 29 ascaridios mientras que
algunos ejemplares contaban con solamente 1 ascaridio. Entre otros hallazgos, en 27
% de los mapaches se encontraron parasitos compatibles con acantocéfalos (anexo
9) y 9 % tenian presencia de cestodos. Hubo casos de coinfeccidén de B. procyonis,
con acantocéfalos en un 13 %, con cestodos en un 4.7 % y con ambos en un solo
individuo representando el 1.2 %, aproximadamente (tabla 3). Si bien no se
identificaron las especies, el acantocéfalo mas comdn en mapaches es
Macracanthorhynchus ingens mientras que el cestodo podria ser Atriotaenia
procyonis, ambos con potencial zoonoético (Sanchez, 2019; Bunkowska, 2022;

Lombardo, 2023).

Tabla 3

Porcentaje de infeccion por otros parasitos y su porcentaje de coinfeccién con B.
procyonis

Parésito Mapaches Presencia (%) Coinfecciéon con
afectados B. procyonis
(%)
Acantocéfalos 23 27 13
Cestodos 7/ 9 4.7

Si bien la prevalencia disminuyé en comparacion con la obtenida en el afio
2016, hay que tener en cuenta que en esta ocasion se utilizé una muestra mayor y de
lugares mas variados, por lo que aun se puede considerar de gran relevancia. El
mayor aporte se ubica en que los animales positivos se encontraban en zonas
completamente urbanas que se consideran mayor riesgo, por ejemplo, 11 mapaches

fueron capturados en el Centro Especializado de Atencion de Pacientes con COVID-
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19, el cual es un lugar donde hay personas vulnerables a una posible infeccién debido

a su inmunosupresion (Baldi et al., 2016).

La mayoria de los ejemplares y casos positivos se presentaron en zonas muy
urbanizadas donde se ubican parques centrales y zonas de juego para nifios, por lo
gue hay que considerar el factor de riesgo que enfrentan los infantes a una posible
infeccion. También hay que tener en cuenta que en cantones del GAM donde hay
pueblos mas rurales también hay presencia de estos animales y ahi es mas comun
gue los nifios jueguen en la tierra. Por tanto, hay mayor predisposicion a contraer la
enfermedad. En este trabajo se recibieron mapaches de cantones como Mora,
Coronado y Corralillo de Cartago en los cuales este panorama podria ser una realidad

si no se lleva una precaucion apropiada (Straif-Bourgeois et al., 2020).

Entre otros hallazgos relevantes a la necropsia se encuentran: prefiez,
piometra, fracturas y en un individuo habia intususcepcién secundaria a una
obstruccion intestinal (anexo 11) debido a una gran carga de pardsitos, lo cual es
comdn en ejemplares jovenes con una carga muy alta (Lombardo, 2022). Es
preocupante la cantidad de mapaches capturados en zonas urbanas, pues en estas
también hay presencia de mascotas que podrian funcionar como diseminadores de la
enfermedad y esto aumenta el riesgo de infeccion. Ha habido estudios en los cuales
se dejan cebos con desparasitantes y asi los mapaches los consuman, lo cual ha

disminuido la prevalencia en un 80 % (Straif-Bourgeois et al., 2020).

4.2 Ejemplares de cautiverio
Se obtuvieron muestras de 17 mapaches distribuidos en diversos centros de
rescate en el GAM, de los cuales 10 eran machos y 7 eran hembras; mientras que del

total 5 eran ejemplares juveniles. Los centros de rescate que colaboraron con la
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recoleccion de las muestras de heces fueron el Toucan Rescue Center en Heredia (1
ejemplar), Rescue Center Costa Rica en Alajuela (3 ejemplares) y el Refugio Animal
Costa Rica en San Jose (2 ejemplares). El resto de la muestra se obtuvo de animales
capturados por el MINAE y el Cuerpo de Bomberos que luego fueron enviados a
cautiverio. De estos animales de centros de rescate, 8 resultaron positivos a
huevecillos (figura 4) y al diagnostico molecular, por lo que se obtuvo una prevalencia
del 47 % para el GAM (figura 5) (tabla 4). Aunque los animales capturados se podrian
considerar de vida libre, entran en el grupo de cautiverio por su constante contacto
con los trabajadores, por eso es importante el dato de la prevalencia en centros de

rescate, para ver que tanto estan expuestos estos.

Tabla 4

Etapa de vida y sexo en los mapaches de cautiverio muestreados en el GAM, Costa
Rica 2022-2023

Mapaches Numero de Positivos a
ejemplares parasitos
Baylisascaris
procyonis
Etapa de vida Juveniles 8 3
Adultos 11 5
Total 17 8
Sexo Hembras 7 3
Machos 10 5
Total 17 8
Figura 4

Huevecillo sospechoso a B. procyonis visto a 40x
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Figura 5

PCR de ADN de huevecillos positivos a B. procyonis

M2 M2 M21 C+ C

— -

A pesar de ser una muestra pequefia, esta prevalencia de casi el 50 % es de
gran relevancia puesto que los trabajadores del MINAE y de centros de rescate que
manipulan estos animales son parte de la poblacién de riesgo para la enfermedad. El
hecho de que la mitad de los animales muestreados presentaran gran abundancia de
huevecillos compatibles con B. procyonis aumenta la probabilidad de una posible
infeccion. Dicho resultado demuestra el riesgo existente para la salud publica y al
calcular la prevalencia por primera vez en ejemplares cautivos en Costa Rica brinda

un panorama mas amplio de la situacion (French et al., 2020).

Los mapaches negativos provienen de centros en los cuales se cumple con un
protocolo de desparasitacion. La literatura menciona variedad de antihelminticos
eficaces contra infecciones por B. procyonis entre ellos los derivados de los
benzimidazoles como el albendazol y el fenbendazol. Dichos medicamentos han sido
utilizados en el tratamiento tanto de mapaches y perros como el de humanos. Toucan
Rescue Center indicé que se suele utilizar fenbendazol en su protocolo y de hecho el
ejemplar muestreado de este lugar resultd negativo al examen coproldgico (Heller et

al., 2019, Lipton et al., 2023).
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Otro aspecto importante es la bioseguridad que maneja el centro de rescate en
sus instalaciones y a la hora de manipular a los animales. En estudios como el de
Davila (2014) se muestrearon varios mapaches en cautiverio para la busqueda de
esta enfermedad y todos tuvieron un resultado negativo, por lo que al indagar mas se
enteraron que el centro tenia un estricto protocolo de bioseguridad y limpieza de los

encierros.

En estos mapaches de cautiverio también hubo presencia de otros parasitos
gastrointestinales, por ejemplo, un 23 % presentd ooquistes coccidia y 11 %
huevecillos de acantocéfalos (anexo 10). En algunos ejemplares también habia
coinfeccion con B. procyonis, lo cual aumenta el riesgo para los trabajadores de vida
silvestre. Las especies de coccidia mas comun en mapaches son Eimeria procyonis
y E. nuttalli. Luego, la de acantocéfalo es M. ingens que al igual que la coccidiosis

tiene potencial zoonético (Sanchez, 2019; Mathison, 2021; Lombardo, 2023).

4.3 Relacién de la presencia de B. procyonis con las variables de etapa de vida
y Sexo

4.3.1 Etapa de vida

En mapaches de cautiverio se observé que la proporcion de casos positivos en
mapaches juveniles fue del 60 %, mientras que en mapaches adultos hubo un 42 %
(figura 6). Se encontrd que la proporcion de casos positivos entre los géneros de
mapaches era similar (MLG: X? = 0.48; p = 0.49). Mientras que en los mapaches de
vida libre se encontré que la proporcion de casos positivos en mapaches juveniles
alcanzo el 38 %, similar en mapaches adultos fue del 32 % (figura 7). No se encontr6
una diferencia significativa en la proporcion de casos positivos entre juveniles y

adultos (MLG: X2 =0.08; p = 0.78).



Figura 6

Proporcién de casos positivos por estadio en mapaches en cautiverio.
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Nota. Punto indica la proporcion de caso positivo y las barras verdes los intervalos

de confianza al 95 %

Figura 7

Proporcién de casos positivos por estadio en mapaches en vida libre.
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En un estudio similar realizado en Estados Unidos tampoco se encontré una
diferencia significativa entre los ejemplares de vida libre y cautiverio que demostrara
gue hay relacion entre la presencia del parésito y la etapa de vida de los mapaches.
Los valores de p calculados fueron mayores a 0.05, es decir, que se logra descartar
alguna de estas relaciones en los mapaches del GAM, esto se puede relacionar con
el dicho estudio, lo que permite tener un panorama mas amplio en el manejo de la
enfermedad segun zona geogréfica, es decir que el personal encargado de monitorear
estos animales puede tener una mejor toma de decisiones en cuanto al control de
estos animales segun distintas variables como la edad, el sexo y la estacién del afio

(Straif-Bourgeois et al., 2020).

4.3.2 Sexo

En los ejemplares de cautiverio la proporcion de casos positivos en hembras
fue 43 %, mientras que en machos 55 % (figura 8). No se encontré una diferencia
significativa en la proporcion de casos positivos entre géneros (MLG: X? = 0.25; p =
0.61). En los de vida libre la proporcién de casos positivos en hembras fue del 26 %,
mientras que en machos fue del 38 % (figura 9). En sintesis, se concluye que no se
encontrd una diferencia significativa en la proporcion de casos positivos entre los

géneros (MLG: X2 =1.30; p = 0.25).
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Figura 8

Proporcién de casos positivos por género en mapaches en cautiverio.
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Nota. Punto indica la proporcion de caso positivo y las barras verdes los intervalos
de confianza al 95 %.

Figura 9

Proporcién de casos positivos por género en mapaches en vida libre.
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Nota. Punto indica la proporcion de caso positivo y las barras verdes los intervalos

de confianza al 95 %.

De igual manera el estudio realizado por Straif-Bourgeois (2020) coincide con
los resultados de este trabajo, puesto que tampoco encontré alguna diferencia

significativa entre la presencia de la enfermedad y el sexo de los ejemplares
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muestreados. Ese estudio sefiala que la Unica variable que influye en la presencia de
la enfermedad corresponde a las estaciones del afo; sin embargo, para Costa Rica
esta variable no aplica; puesto que al estar en el trépico no hay estaciones definidas

gue influyan en la aparicion de mapaches con parasitosis por B. procyonis.

La literatura menciona que la mortalidad de la enfermedad es mayor en
juveniles; no obstante, con los resultados del presente trabajo se podria pensar que
la morbilidad debe ser la misma tanto en adultos como en jovenes. La enfermedad se
puede presentar en ambos grupos por igual, solo que los jévenes al no tener un
sistema inmune tan eficiente suelen acumular una carga parasitaria mayor; dando
como resultado el aumento en la mortalidad por obstruccion. El mapache con mayor
carga poseia 29 nematodos adultos y presentaba intususcepcion secundaria a la

obstruccion (Yeitz et al, 2009; French et al., 2020).
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V. CONCLUSIONES

Con el célculo de esta prevalencia tanto de lo ejemplares de vida libre como
los de cautiverio, se concluye que hay animales portadores del parasito presentes a
lo largo del GAM. Los habitantes de estas zonas (principalmente los nifios) estan
predispuestos a una infecciébn por este pardsito que podria desencadenar larva
migrans en cualquiera de sus tres presentaciones (LMO, LMV, LMN). Los
trabajadores que manejan fauna silvestre en diversos centros de rescate del GAM
también son una poblacion de riesgo en Costa Rica, debido al constante contacto sin

protocolos ideales de higiene y desinfeccion.

Aunqgue la literatura mencione que el diagnostico molecular mediante PCR es
la prueba de oro para poder confirmar la presencia de la enfermedad; y a pesar de
gue se podria llegar a confundir los huevecillos y los parasitos con otras especies de
ascaridios, es poco comun que no se trate de B. procyonis, debido a que esta especie
presenta mediciones morfométricas especificas que no son compatibles con otros

parasitos similares.

También se concluye que, en Costa Rica, en la zona del GAM, no hay relacion
entre la presencia de la enfermedad y la variables de etapa de vida y sexo, por lo que

los mapaches tienen la misma probabilidad de estar infectados por B. procyonis.



43

VI. RECOMENDACIONES

Bajo los resultados del presente trabajo, la principal recomendacién es que las
entidades encargadas de la salud publica adviertan de los peligros que pueden
representar los mapaches que habitan zonas urbanas donde, principalmente, se han
observado cerca de parques municipales, areas de juegos, hospitales, centros
educativos. En dichos espacios se ubican personas menores y vulnerables. Es clave
concientizar a la poblacion para que no alimenten a estos animales y aseguren la
basura para que estos no puedan tener acceso; con dichas acciones se puede evitar

la propagacion en diversas zonas del GAM.

De igual manera, es vital cumplir con protocolos de desparasitacion
profilacticos en los perros domésticos. Dicha especie juega un papel en la transmision
del parasito al ser humano, por tanto, es de gran importancia que los médicos estén
capacitados en temas de zoonosis y tomen en cuenta la baylisascariosis como un
diagndstico diferencial a la hora de atender a personas con signos neurologicos. En

cada caso se debe tener en cuenta la zona de origen del paciente y su historia.

Finalmente, es relevante que el médico veterinario encargado de estos
animales en cautiverio informe a los trabajadores, voluntarios y asistentes sobre las
medidas de bioseguridad que se deben tener en cuenta a la hora de manejar estos
animales. Ademas, dichos médicos deben concientizar acerca de los protocolos de
bioseguridad para combatir el peligro dado la falta de cumplimiento de estos. Dicha
concientizacién se debe enfocar en grupos poblacionales como los bomberos y los

empleados del MINAE encargados de rescatar y reubicar a los animales.
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Anexos

Anexo 1

Mapa del GAM, ubicacion en la cual se obtendran las muestras para el presente
trabajo

Fuente: MIVAH, 2013

Anexo 2

Permiso del SINAC para la captura y eutanasia de los animales

,‘.‘_'; <) SISTEMA NACIOMAL DE AREAS DE CONSERVACION 1]
\:’ AREA DE CONSERVACION CENTRAL a’
Reserva de Biosfera L
§|NPC Acc SEDE REGIONAL minae

SINAC-ACC-D-re-279-2021

Ministerio del Ambiente y Energia. Sistema Nacional de Areas de Conservacién Direccidn
Regional del Area de Conservacion Central, a las diez horas del ocho de abril del dos mil
veintiuno.

AUTORIZACION PARA LA INTERVENCION DE FAUNA SILVESTRE URBANA, EN
ESPECIAL LA ESPECIE Procyon lotor (MAPACHE), PARA SU CAPTURA, ESTUDIO
CLINICO, PRUEBAS PARA DETECTAR COVID 19 Y EUTANASIA EN EL CIRCUITO
HOSPITALARIO CEACO-INS-HOSPITAL DEL TRAUMA-HOSPITAL MEXICO, EN EL
CANTON CENTRAL DE SAN JOSE Y ZONAS ADYACENTES
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Anexo 3

Realizacion de flotacion de Sheather como prueba coprolégica para deteccion de
huevecillos

Anexo 4

Mapache de vida libre en mesa de necropsia y diseccidén de sistema gastrointestinal
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Anexo 5

Porcién posterior trilabiada

Anexo 6

Kit de extraccion de ADN

Fuente: Chen, 2020
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Anexo 7

Medicién y clasificacion de parasitos machos y hembras

Anexo 8

Técnicas diagndsticas para Bailysascaris procyonis

Title:
= I Metodos Dx del B.
1T procyonis
v Y ‘LI:I'
@ 0 I
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Anexo 9

Acantocéfalos recolectados en un ejemplar durante la necropsia

Anexo 10

Ooquistes de coccidia y huevecillos de acantocéfalos en flotacién de Sheather vistos
a 40x




Anexo 11

Intususcepcion en intestino delgado secundario a obstruccion por parasitosis
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