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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad causada por un grupo de bacterias conocido como el complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), considerada de importancia mundial debido a los mas de
5 millones de casos nuevos detectados por afio. Bacterias pertenecientes al MTBC se han
reportado en primates del viejo y nuevo mundo, con evidencia de contagio entre individuos de
distintas especies y seres humanos, representando un riesgo para la conservacion y la salud
publica. El objetivo del estudio fue detectar la presencia de bacterias del MTBC en muestras de
primates del nuevo mundo procedentes del trafico ilegal en Per(. Para ello se utiliz6 un banco de
muestras de hisopados orales congelados (n= 226) recolectadas entre los afios 2017 y 2022 de
animales procedentes de distintos centros en Lima (n=37), Madre de Dios (n=142), Loreto (n=14)
y Piura (n=33). Las muestras se evaluaron usando el kit comercial Logix Smart™ MTB de la
empresa Co-Diagnostics, Inc, que amplifica los genes 1S6110 y MPB64 especificos para bacterias
pertenecientes al MTBC mediante la técnica de PCR en tiempo real. En total 7 muestras resultaron
positivas (3.1%), procedentes de Lima (n=1) y Madre de Dios (n=6). Los individuos positivos
pertenecen a las familias Atelidae (n=6) y Cebidae (n=1). Estos resultados demuestran la
presencia de bacterias del MTBC en primates en contacto con poblaciones humanas y con riesgo

de propagar estos agentes a especies en riesgo ante una eventual reintroduccion a la naturaleza.

Palabras claves: Mycobacterium tuberculosis, primates, MTBC, tréfico ilegal



ABSTRACT

Tuberculosis is a disease caused by a group of bacteria known as Micobacterium tuberculosis
complex (MTBC), considered to be of global concern due to more than 5million new cases per
year. Bacteria belonging to the MTBC have been reported in Old World primates and New World
primates, with evidence of transmission between members of different species and human beings,
representing a threat to conservation and public health. The objective of this study was to detect
the presence of bacteria of the MTBC in samples from New World primates rescued from illegal
wildlife trade in Peru. To achieve this, a frozen oral swab sample bank (n=226) collected from
2017 to 2022 was used. Samples were taken from animals of different centers in Lima (n=37),
Madre de Dios (n=142), Loreto (h=14) and Piura (n=33). The samples were evaluated using the
commercial Logix Smart™ MTB kit of Co-Diagnostics, Inc, which amplifies the genes 156110
and MPB64 specific to bacteria of the MTBC using real-time PCR. Intotal, 7 samples were found
to be positive (3.097%), from specimens from Lima (n=1) and Madre de Dios (n=6) belonging to
the Atelidae (n=6) and Cebidae(n=1) families. This result demonstrates the presence of MTBC
bacteria in primates in close contact with human communities and at risk of spreading these

infectious agents to vulnerable species in the case of an eventual reintroduction to the wild.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, primates, MTBC, illegal trafficking



INTRODUCCION

El complejo Mycobacterium tuberculosis, MTBC por sus siglas en inglés, esta
compuesto por un diverso grupo de especies de micobacterias tales como M. tuberculosis,
M. africanum, M. canettii, M. microti, M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii, M. suricattae,
M. dassie, M. mungi y M. oryx (Desmond et al., 2004; CDC, 2021). Estas micobacterias
son responsables de producir la enfermedad conocida como tuberculosis en humanos y
en otros mamiferos (Huard et al., 2003; Velayati & Farnia, 2016).

La tuberculosis es una enfermedad que viene afectando a la humanidad por siglos.
Es causada por los bacilos acido-alcohol resistentes que son diseminados por un individuo
con tuberculosis activa por medio de aerosoles. Al ser inhalado, el bacilo se aloja en los
alvéolos respiratorios en donde pueden ser contenido por el sistema inmune mediante la
formacién de granulomas, dandose lo que se conoce como tuberculosis primaria (CDC,
2021; Maison, 2022). La infeccion puede ser subclinica o con sintomas leves llegando a
curarse o evolucionar a la fase latente, pero en personas inmunodeficientes se desarrolla
la enfermedad activa con sintomas severos y capacidad de diseminacion del agente
infeccioso (WebPath, 2024). En caso de la fase latente, las bacterias permanecen
inactivas en el organismo hasta que ocurre una disminucion en la respuesta inmune por
diversos factores, reanuda su replicacion y puede desarrollar una enfermedad pulmonar o
extra pulmonar, pudiendo llegar a afectar huesos, aparato genitourinario, sistema nervioso
central, sistema digestivo, entre otros (CDC, 2021; Maison, 2022; WebPath, 2024).

El método de diagndstico mas utilizado es la prueba cutanea de tuberculina. Esta
consiste en la inyeccion intradérmica de un preparado peptidico conocido como derivado
proteico purificado (PPD), para provocar una reaccién de hipersensibilidad en caso de

que el individuo haya tenido contacto previo con una micobacteria (CDC, 2024). Sin
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embargo, esta prueba puede presentar falsos positivos y negativos debido a diferentes
factores. Por ejemplo, repeticiones en cortos periodos de tiempo pueden aumentar la
reaccion provocando un falso positivo (CDC, 2024), asi como infecciones causadas por
micobacterias no tuberculosas (MNT) ya que estas pueden compartir antigenos con las
bacterias del MTBC (Dorman et al., 2013). La vacuna del bacilo de Calmette-Guérin
(BCG) también puede provocar falsos positivos hasta por 2 afios post inoculacion, por lo
que en individuos vacunados se recomienda la prueba sanguinea de ensayo de liberacion
de interferon-gamma. Adicionalmente, se pueden colectar muestras de esputo o tejidos
para la identificacion visual del bacilo con la tincion Ziehl-Neelsen. Las mismas muestras
también pueden ser sembradas en agares microbioldgicos especiales, como el Lowenstein
Jensen (Carrol et al., 2016; WebPath, 2024).

Actualmente la tuberculosis esta considerada dentro de las 10 principales causas
de muertes en el mundo y, hasta la aparicion del COVID-19, lideraba la lista de causas
de muerte por un solo agente infeccioso (WHO, 2021). El Peru es uno de los 30 paises
mas afectados por la tuberculosis (WHO, 2020), teniendo un mayor riesgo los estratos
socioecondmicos bajos en las ciudades mas pobladas (MINSA, 2012; Alarcon et al.,
2017). Esta enfermedad es la decimoquinta causa de muertes en el pais (MINSA, 2015),
teniéndose 31026 casos nuevos en el afio 2016 con una tasa de mortalidad del 4%
(MINSA, 2016).

Bacterias pertenecientes al MTBC se han visto reportadas también en animales
como primates, tanto del viejo mundo (Michel et al., 2003; Michel et al., 2013) como del
nuevo mundo (Alfonso et al., 2004; Barragan y Brieva, 2005; Rocha et al., 2011;
Rosenbaum et al., 2015). La tuberculosis es considerada la enfermedad bacteriana mas

importante en primates no humanos por su rapida diseminacién y los problemas que



ocasiona en poblaciones en cautiverio (Thoen, 2016), mas aun en paises con una alta
presencia de tuberculosis humana (Matz-Rensing et al., 2015) como es el caso del Peru.

La tuberculosis es adquirida por primates no humanos por via aérea al convivir
con individuos infectados, ya sean estos otros primates, humanos u otras especies
susceptibles de adquirir la enfermedad y desarrollarla, como ganado bovino y caprino,
gatos, perros o aves (Alfonso et al., 2004; Une & Mori, 2007; Matz-Rensing et al., 2015).
También puede adquirirse por medio de fomites dentro de las instalaciones en las que
habitan los animales, como méaquinas de tatuajes o tubos para lavado gastrico, los cuales
transmiten el patdgeno por via oral. La presentacion clinica es variable, en algunos casos
se puede observar un deterioro progresivo de la salud mientras que en otros se encuentra
al animal muerto sin signos previos hallandose multiples granulomas al momento de la
necropsia (Une & Mori, 2007).

Sobre las pruebas diagnosticas en primates, la prueba de tuberculina es obligatoria
durante un periodo de cuarentena de los animales recién llegados a una nueva locacion,
siendo necesarias tres pruebas negativas antes de finalizar los 42 dias de cuarentena y
debe ser repetida semi anualmente en caso de primates del nuevo mundo (Lecu et al.,
2013).

En la actualidad, las técnicas de deteccion molecular estdn siendo mas usadas
debido a su capacidad para identificar infecciones tempranas y casos subclinicos
(Rosenbaum, 2015), sumado al rapido diagnostico en un periodo de horas comparado con
otras técnicas (Pfyffer & Wittwer, 2012). Estas pruebas se basan en la deteccion y
amplificacidn de secuencias especificas en el ADN para el MTBC en muestras de sangre,
hisopados orofaringeos o lavados gastricos del animal infectado (Wilbur et al., 2012;

Rosenbaum et al., 2015; Wood et al., 2015).



Es importante mencionar también que los protocolos de salud indican que ante un
caso positivo de tuberculosis en animales exdticos o silvestres no se procede con
tratamiento debido a que este da pocos resultados y contribuye con el aumento de la
resistencia a antibioticos, por lo que se debe proceder a la eutanasia para evitar la
diseminacion de la enfermedad (Johnson et al., 1994; Frost et al., 2014).

En estudios realizados en primates alrededor del mundo se han documentado
casos de contagios de tuberculosis entre primates no humanos y personas. Métz-Rensing
et al., (2015) reportaron un brote de tuberculosis en una colonia de macacos criados con
fines de investigacion en Alemania que afecté al 42.3% de individuos despues de que un
trabajador del centro donde habitaban presentara una reactivacion de la enfermedad.
Igualmente, en el reporte de Michel et al., (1998) un mono titi comun (Callithrix jacchus)
que era mantenido como mascota en Sudafrica presentd signos de la enfermedad producto
del contacto con la familia de los propietarios con historial de tuberculosis. Se evidencia
también contagios entre animales pertenecientes a un mismo grupo como en el estudio de
Alfonso et al. (2004) en un zooldgico colombiano en donde se hallo presencia del MTBC
en 51.1% de monos. Mientras que en el reporte de Michel et al. (2003) un chimpancé de
un zooldgico sudafricano desarrolld la enfermedad 29 meses después de que el
comparfiero con el que compartia el habitat dio positivo. Asimismo, en el reporte de
Panarella y Bimes, 2010, donde en un grupo de macacos de un laboratorio en Estados
Unidos se hallé 41.3% de individuos positivos a tuberculosis.

Se tienen también reportes de zoonosis con origen en primates no humanos, en
donde los principales afectados son cuidadores de zooldgicos y veterinarios (Kauffman
& Anderson, 1978; Montali et al., 2001; Burgos-Rodriguez, 2011; Stephens et al., 2013).
Por ejemplo, trabajadores y veterinarios de un zooldgico que realizaron necropsia de

animales afectados dieron positivo a tuberculosis y uno de los veterinarios desarrollo la
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enfermedad, aislandose el mismo bacilo que en los monos analizados (Une & Mori,
2007).

Los estudios realizados hasta el momento con enfoque en la deteccion del MTBC
en primates del nuevo mundo han dado casos positivos de hasta 13.6% de frecuencia con
respecto al total de animales muestreados, siendo este un estudio realizado en el Peru
entre diciembre del 2010 y abril del 2012 con primates mantenidos en cautiverio
(Rosenbaum et al., 2015). Esto es un indicativo de reservorio potencial de la enfermedad
y la existencia de riesgos de contagio entre los mismos animales y con el ser humano,
sobre todo en paises con alto trafico ilegal de especies silvestres e incidencia de
tuberculosis humana, como es el caso del Peru (Barragan et al.; 2005; Rosenbaum et al.,
2015).

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la
presencia del MTC en muestras de hisopados orales de primates del nuevo mundo

provenientes del tréfico ilegal en Perd.
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MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de Estudio
Las muestras utilizadas en este estudio provinieron de un criobanco
perteneciente a la Unidad de Virologia del Instituto de Medicina Tropical Alexander
von Humboldt de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Peru. El
procesamiento de las mismas se realizd en los laboratorios de la Unidad de
Epidemiologia Molecular del Instituto de Medicina Tropical Alexander von

Humboldt de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

2. Disefio y poblacién de estudio

El estudio realizado fue de tipo observacional descriptivo retrospectivo. Las
muestras fueron hisopados orales recolectados previamente en el periodo 2017-2021
bajo el proyecto “Deteccion de flavivirus en muestras sanguineas de primates
neotropicales confiscados por el Servicio Nacional Forestal y de Fauna silvestre
(SERFOR)”, SIDISI 103076.

Las muestras de primates procedieron de las Administraciones Técnicas
Forestales y de Fauna Silvestre del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre
en Lima (n=37) y Loreto (n=14), el Zooldgico Cecilia Margarita en Piura (n=33) y el
Centro de Rescate Taricaya y Centro de Rescate Amazon Shelter en Madre de Dios
(n=142). La colecta se realiz6 en varias visitas a estos centros en el periodo
previamente estipulado, durante controles sanitarios periddicos y a partir de animales

recién llegados procedentes de decomisos.
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3. Tamafio y Conservacion de Muestras
Las muestras del criobanco a estudiar fueron en total 226 (Anexo 1). Estuvieron
conservadas en tubos de plastico de 1 ml con tapa rosca conteniendo 0.5 ml de

solucion estabilizadora RNAlater ® (Thermo Scientific™, USA) a -20°C.

4. Criterios de Inclusion
Las muestras correspondieron a hisopados orales de todos los primates
disponibles en cada centro, independientemente de especie, sexo, grupo etario y
condicion de salud. Se consideraron dentro del estudio a aquellas muestras de ADN
extraido con las siguientes caracteristicas: Presencia de al menos 1 ng/ul de ADN
detectado mediante espectrofotometria, NanoDrop ™ (Thermo Scientific™, USA) y
presencia de amplificacion en el control interno durante la prueba de PCR en tiempo

real.

5. Extraccion de ADN de las muestras

Las muestras se descongelaron lentamente colocandolas en un envase con hielo
durante 15 minutos. Antes de iniciar con el proceso de extraccion se homogenizé cada
tubo usando un vértex (homogenizador) durante 10 segundos. La extraccion del ADN
se realizo utilizando el kit comercial High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche®, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Al finalizar se obtuvieron
200 pul de ADN puro vy se realizé una cuantificacion colocando 1 pl en un equipo
NanoDrop ™ (Thermo Scientific™, USA). Se evalud la pureza de la muestra

corroborando que la ratio de 260/280 sea >1.8.
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6. Prueba de PCR en tiempo real

Se utilizé el kit comercial Logix Smart™ MTB (Co-Diagnostics, Inc, USA) que
amplifica los genes 1S6110 y MPB64 especificos para los miembros del complejo
M. tuberculosis. EIl kit contiene una mezcla de master mix previamente preparada,
RNasaP como control positivo interno y agua libre de nucleasa como control
negativo.

De acuerdo con las especificaciones del fabricante se consideré un resultado
positivo si hubo amplificacion para los genes 1S6110 y/o MPB64 con un minimo de
umbral de ciclo (Ct) a partir de 21.00 y 21.50, respectivamente. Amplificaciones de
Ct mayores a 40.00 se consideraron negativas. Adicionalmente, el limite de deteccion
del kit fue de 10 copias/5 pL para 1S6110 y de 40 copias/5 uL para MPB64.

La prueba de PCR en tiempo real se llevo a cabo en un termociclador
LightCycler® 480 (Roche®, USA) a partir de las instrucciones del fabricante.
Asimismo, el control interno de amplificacion se hizo con dos primers para el gen
RNaseP en el master mix del kit comercial utilizado, ya que al ser este un componente
de las células, se obtendria una amplificacion ante la presencia de ADN, validando la
calidad de la muestra y la estabilidad del kit. EI control interno debe presentar una

amplificacion a partir del Ct 15.00.

7. Consideraciones Eticas
El presente estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Etica para el Uso
de Animales de la UPCH bajo constancia de aprobacion CONSTANCIA-CIEA-045-

10-24.
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8. Analisis de datos

Los resultados del PCR se clasificaron como positivos o negativos mediante el
software CoDx MIC desarrollado por BioMolecular Systems para Co-Diagnostics e
incluido en el kit Logix Smart™ MTB.

Los datos pertenecientes a los individuos de los cuales proceden las muestras se
organizaron en una hoja de célculos de Microsoft Excel (2021) tomandose en cuenta
por cada individuo las siguientes caracteristicas como variables:

e Familia: Aotidae, Atelidae, Callitrichidae, Cebidae o Pitheciidae

e Especie: Nombre cientifico de los primates evaluados

e Sexo: Macho o hembra

e Lugar de procedencia de la muestra: Lima, Madre de Dios, Piura o Loreto
e Grupo etario: Infante, juvenil o adulto

e Resultado de amplificacion: umbral de ciclo menor o igual al ciclo 45

“Positivo™; umbral de ciclo mayor al ciclo 45 "Negativo™

Posteriormente, se ordenaron los resultados de la presencia o ausencia de

ampliacion del ADN de nuestro interés con respecto a las otras variables en una tabla

de distribucidn de frecuencias absolutas y relativas.
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RESULTADOS

Se procesaron hisopados orales de primates neotropicales pertenecientes a
individuos machos y hembras, infantes, juveniles y adultos pertenecientes a las
familias Atelidae, Aotidae, Callitrichidae, Cebidae y Pitheciidae.

Se obtuvo amplificacion para MTBC en el 3.1% de las muestras (7/226).
(Cuadro 1). Entre los positivos 2.38% fueron hembras (3/126) y 4% machos (4/100).
Se vio una mayor cantidad de positivos entre los juveniles con un 6.58% (5/76)
seguidos de los infantes con 4.17% (1/24) y adultos con 0.86% (1/116).

Se observé que el 4.2% (6/142) de los individuos pertenecientes a la familia
Atelidae y el 1.96% (1/51) de los individuos pertenecientes a la familia Cebidae
resultaron positivos. Entre estos se tuvieron monos de las especies Ateles chamek
(n=5), Lagothrix lagotricha (n=1) y Saimiri sp. (n=1).

Las muestras positivas provienen de los departamentos de Lima en un 2.7%

(1/37) y de Madre de Dios en un 4.2% (6/142).
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Cuadro 1. Frecuencia de resultados de positividad a MTB estratificado por grupo etario,

sexo, familia taxondmica y departamento de procedencia.

Total de Muestras PCR positivas
Variables/categorias
muestras (N) n %
Sexo
Hembra 126 3 2.38
Macho 100 4 4
Grupo etario
Infante 24 1 4.17
Juvenil 76 5 6.58
Adulto 116 1 0.86
No determinado 10 0 0
Familia de primate
Aotidae 10 0 0
Atelidae 142 6 4.23
Callitrichidae 20 0 0
Cebidae 51 1 1.96
Pitheciidae 3 0 0
Lugar de procedencia
Lima 37 1 2.7
Madre de Dios 142 6 4.23
Piura 33 0 0
Loreto 14 0 0
Total 226 7 3.1

Entre las muestras con resultados positivos se hallé amplificacion de la
secuencia 1S6110 en seis de los casos (85.71%), con Ct de una media de 36.8 y una
desviacion estandar de £0.67. La amplificacion de la secuencia MPB64 se dio en tres

casos (42.86%) con Ct de una media de 39.0 y una desviacion estandar de +0.9.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran la presencia presuntiva de
bacterias del MTBC en primates del nuevo mundo en el Pert, con una frecuencia baja
pero relevante dado que provienen de animales decomisados que han estado en contacto
con personas. Este resultado es similar al obtenido en Bogota en el afio 2005 mediante
PCR-spoligotyping, en donde la prevalencia hallada fue de 2.4% (Barragén et al., 2005),
y a su vez menor que el hallado en 2004 en una poblacion perteneciente a un zoologico
en Cali mediante PCR y cultivo, en donde la prevalencia fue de 13.6% (Alfonso et al.,
2004). Esta mayor frecuencia puede deberse a que los primates evaluados pertenecen a
un zooldgico, el cual presenta un flujo constante de personas externas al centro que
podrian traer con ellas al patdgeno. Por el contrario, los centros de rescate suelen ser
frecuentados por personal establecido el cual debe someterse a chequeos de salud
preventivos, minimizando la posible ruta de contagio de origen humano. Adicionalmente,
las muestras evaluadas en el estudio colombiano pertenecen exclusivamente a individuos
de las familias Atelidae y Cebidae, las cuales podrian tener cierta predisposicion para
infectarse (Alfonso et al., 2004).

Estudios previos realizados en el Per( tuvieron resultados variados. En el estudio
realizado en el afio 2014 con 56 primates pertenecientes a centros de rescate en los
departamentos de Loreto y San Martin, mediante técnicas seroldgicas y de deteccion de
bacilos acido resistentes en hisopados orales no se detectd ningin caso (Navarrete et al.,
2014). Por el contrario, otros estudios realizados con muestras de hisopados orales
colectadas entre los afios 2010-2012 y mediante el uso de PCR obtuvieron una prevalencia
total de 10.47% (Mendoza et al., 2024) y 13.6% (Rosenbaum et al., 2015), mayor en

comparacion con lo obtenida en el presente estudio. Este resultado mayor pudo verse
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influenciado por los lugares de procedencia de las muestras, ya que se evaluaron primates
procedentes de una mayor cantidad de departamentos, incluyendo Ucayali, departamento
con la mayor tasa de morbilidad en tuberculosis humana en el afio 2023 (MINSA, 2023).

Entre los individuos hallados positivos en el presente estudio, la mayoria
pertenecié a la familia Atelidae y Cebidae, Coincidentemente, la literatura indica la
existencia de mayor susceptibilidad en especies perteneciente a las familias Atelidae y
Cebidae (Fortman et al., 2001; Alfonso et al., 2004). Sin embargo, no existen reportes de
bacterias del MTBC en primates de la familia Pitheciidae. Asimismo, la importancia de
los resultados se relaciona tambien con las especies identificadas como positivas en este
estudio, Ateles chamek, Lagothrix lagotricha y Saimiri sp., las cuales se encuentran
clasificadas en el Apéndice Il de la Convencion sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) vy, las dos primeras, figuran
como “En peligro™ en la clasificacion de la Union Internacional para la Conservacion de
la Naturaleza (UICN) (SERFOR, 2020).

Por otro lado, se pudo apreciar que los individuos positivos pertenecian en su
mayoria a las categorias de “juvenil” e “infante”. En humanos se observa lo contrario, ya
que la incidencia de tuberculosis aumenta con la edad debido a la mayor exposicion y
riesgo de comorbilidades (CDC, 2022). Sin embargo, los individuos jovenes estan en
mayor riesgo al convivir con personas infectadas, pudiendo ser este el caso ya que los
juveniles proceden del mismo centro de rescate.

La media de los Ct obtenidos por PCR en donde se obtuvo las amplificaciones
para los primers result6 cercana al limite maximo de 40 ciclos, lo cual podria tratarse de
trazas de ADN bacteriano o bacterias vivas en un menor ndmero, por lo que es
recomendable realizar el cultivo para poder comprobar la viabilidad del patdgeno. Si una

muestra contiene >10 bacilos vivos, se obtiene crecimiento de colonias en los cultivos
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(Khairullah Sedeeq et al., 2022). El método Gold estandar para la identificacion de una
infeccion activa en primates es el cultivo de esputo (American Thoracic Society, 2000),
sin embargo, esta técnica diagnéstica puede tomar entre 3 y 8 semanas para brindar
resultados y debe ser realizado en laboratorios BSL3 y BSL4. En los ultimos afios la
popularidad de las pruebas moleculares ha ido en aumento debido a la rapidez con la que
se obtienen resultados, permitiendo una pronta respuesta inicial. En un estudio realizado
en Turquia en el afio 2022 se obtuvo como resultado que el valor predictivo positivo y
negativo para una prueba de PCR en comparacion al cultivo, fue de 81.3% y 99.3%
respectivamente (Khairullah Sedeeq et al., 2022). Sin embargo, se debe tomar en cuenta
que, a pesar de los beneficios del PCR, el cultivo aporta informacion valiosa como la
identificacion de la especie del patdgeno y realizar pruebas de sensibilidad
antimicrobianas, por lo que ambas técnicas diagnosticas deben ir de la mano.

La deteccion de ADN de bacterias del MTBC por medio de PCR, usada en el
presente estudio, tiene la ventaja de ser rapida en comparacion con otras técnicas, ademas
de tener menor posibilidad de falsos positivos y negativos en comparacion a técnicas
seroldgicas y PPD, ya que estas pueden tener problemas a la hora de diferenciar una
respuesta frente a bacterias del MTBC de una respuesta frente a Micobacterias no
tuberculosas (MNT) o pueden no detectar infecciones latentes (Lerche et al., 2008;
Wachtman et al., 2011; Obaldia et al., 2018).

La secuencia del 1S6110 utilizada en el presente estudio suele ser la mas utilizada
para la deteccién de bacterias del MTB en PCR, sin embargo, estudios realizados
comprobaron que usar secuencias adicionales como la MPB64 aumenta la sensibilidad de
la prueba (Therese et al., 2013; Lekhak et al., 2016). Incluso se tiene informacion de la
existencia de ciertas cepas de MTB en la India que no presentan la secuencia 1S6110 en

su genoma, pero si MPB64 (Kusum et al., 2012; Lekhak et al., 2016). Debido a sus
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beneficios y a que se desconoce la diversidad genética de las bacterias del MTB en
primates del nuevo mundo, se sugiere por tanto el uso de esta técnica de PCR multiple en
futuras investigaciones.
La importancia de la deteccion temprana de estos patdgenos recae en el riesgo de
transmision a humanos y a otros primates en vida libre ante la eventual liberacion de un
individuo primate infectado. Los encargados del manejo de primates, tales como
cuidadores y médicos veterinarios, tienen un riesgo mayor de contagio y pueden presentar
PPDs positivos mas frecuentemente que el resto de la poblacion (Montali et al., 2001).
La tuberculosis en primates es considerada principalmente como un problema de
poblaciones en cautiverio ya que se sabe muy poco de su impacto en vida libre (Coscolla
et al., 2013; Matz-Rensing et al., 2015; Mendoza et al., 2024). Los primates hallados
positivos en este estudio y en similares provienen en su mayoria de zooldgicos y centros
de rescate (Rosenbaum et al., 2015; Mendoza et al., 2024), a donde llegan tras ser victimas
del tréafico ilegal, por lo que estan en frecuente contacto con humanos durante extensos
periodos de tiempo, sometidos a situaciones que generan estrés y expuestos a diversas
comorbilidades ( Mendoza et al., 2021; Mendoza et al., 2024) que debilitan su sistema
inmune, volviéndose mas propensos a infectarse, convertirse en portadores y diseminar
el patdgeno en poblaciones cerradas (Wolf et al., 2014; Rosenbaum et al., 2015; Mendoza
et al., 2024). Por lo que, a raiz de los resultados, se recomienda reforzar el uso del equipo
de proteccion personal para el personal de los centros en donde se encuentren individuos
positivos 0 sospechosos y realizar un descarte de MTBC anual tanto a los primates como
a los operarios, poniendo especial énfasis en aquellos primates que se esté considerando
reintroducir a la naturaleza.

Por otro lado, es posible encontrar una mayor cantidad de casos positivos a MTB

en primates que habitan zonas con alta presencia de tuberculosis humana, como lo es la
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selva del Peru, en donde se ven tasas de morbilidad de hasta 218,81 por 100 000
habitantes (MINSA, 2023), que es de donde provienen 85.7% de los primates positivos
en este estudio. Es importante resaltar que varios departamentos de la selva del Peri como
Ucayali, Loreto y Madre de Dios han visto incrementos en la morbilidad de tuberculosis
en el afio 2022 con respecto al 2018 (MINSA, 2023). Por tanto, se recomiendan mas
estudios en estas regiones para determinar el impacto de la tuberculosis humana en las
poblaciones de primates del nuevo mundo.

El presente estudio contribuye a los esfuerzos para lograr un mayor entendimiento
del impacto de las bacterias del MTBC en primates del nuevo mundo, brindando
informacion sobre la presencia del patdgeno en poblaciones en cautiverio y como esta ha
variado en el tiempo transcurrido desde la Gltima investigacion en condiciones similares.
Sin embargo, se deben tener en cuenta las limitaciones del estudio. No se contd con
informacion adicional de los individuos positivos, por lo que se desconoce su estado de
salud o antecedentes al momento de la toma de muestra y posteriormente. La mayor
cantidad de muestras analizadas pertenecen a las familias Atelidae y Cebidae, lo cual
pudo haber influido a la hora de detectar mas positivos lo que hace que los resultados no
sean extrapolables a toda una poblacién. Una mayor poblacion muestral de las otras
familias de primates del nuevo mundo podria ayudar a determinar si alguna familia es
mas susceptible. De igual forma, no se pudo confirmar la especie de la bacteria MTB
detectada, por lo que seria ideal realizar la secuenciacion genética para descartar la
presencia de M. bovis 0 M. tuberculosis, ya que estas son las que presentan mas riesgo

zoonotico.
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CONCLUSIONES

Se detecté ADN de MTB en una frecuencia de 3.1% en muestras de hisopados
orales de primates del nuevo mundo mediante la técnica de PCR en tiempo real.
El Ct promedio en donde se realizé la amplificacion fue alto con 36.8 para el gen
1S6110 y 39.0 para el gen MPB64.

La mayor cantidad de primates positivos fueron los juveniles (n=5) y
pertenecieron a la familia Atelidae (n=6) seguido de la Cebidae (n=1).

La procedencia de la mayoria de individuos positivos fue de Madre de Dios (n=6).
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ANEXO 1

ANEXOS

BANCO DE MUESTRAS

Las muestras de hisopados orales utilizadas en este estudio forman parte del criobanco

administrado por la Unidad de Virologia del Instituto de Medicina Tropical Alexander

von Humboldt en colaboracion con la doctora Ana Patricia Mendoza Becerra. A

continuacioén, se detalla la distribucién taxondmica de las 226 muestras incluidas en este

estudio.
Atelidae Callitrichidae . _ Pitheciidae . _
(n=142) (n=20) Cebidae (n=51) (n=3) Aotidae (n=10)

Alouatta sp. (n=1)

fuscicollis (n=5)

] Saimiri boliviensis
(n=3)

oenanthe (n=1)

I icul Cebuella maegq Aotus
L] A ouat(tr]a=zg?lcu usl (n_ply)g =1 Cebus sp. (n=11) =1 Callicebus sp. (n=1)] = nancymaae
(n=3)
Leontocebus Plecturocebus

=1 Aotus sp. (n=7)

(n=76)

imperator (n=3)

=1 Saimiri sp. (n=16)

|_JLagothrix lagotricha

(n=22)

Lagothrix sp. (n=1)

Sapajus
=1 macrocephalus
(n=17)

|| Ateles belzebuth Leontocebus sp. Saimiri sciureus || Pithecia isabela
(n=2) (n=11) (n=4) (n=1)
Ateles chamek Saguinus
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