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| Resumen

La emergencia de algunas enfermedades infecciosas que se comparten entre
el ganado, los animales silvestres y el humano se presenta en la actualidad con
mayor facilidad, debido a las elevadas tasas de deforestacion, la pérdida del
hébitat y la fragmentacion del mismo. En el estado de Campeche, México, se
ha observado que el ganado ha invadido el héabitat natural de los monos
aulladores negros (Alouatta pigra). De la misma forma, se ha atestiguado que
algunos de estos primates se desplazan sobre la superficie terrestre entre un
arbol o un remanente de bosque, con el objetivo de alcanzar otro arbol.

La fragmentacion del habitat en esta zona y el fenomeno antes descrito en este
estado Mexicano pueden haber forzado a esta especie de primate a entrar en
contacto con las heces del ganado bovino doméstico.

En el afilo 2006, dos grupos (n=14) de monos aulladores fueron reubicados en
otras areas protegidas similares de habitat en la misma region geogréfica, y al
parecer, el 64.2 % (n=9) de esas muestras de suero fueron positivas a
anticuerpos anti-complejo Mycobacterium tuberculosis, lo cual indujo al grupo
de investigadores a suponer que podria estar relacionado con M bovis. Por
esta razon se decidio incluir en el presente estudio dos capitulos. El primero,
destaca la revision bibliografica tanto del diagnéstico de la tuberculosis en
primates como de la fragmentacion con la pérdida del habitat y su relacién con
la tuberculosis en los primates silvestres. El segundo capitulo se enfoca en el
estudio de investigacion en el cual utilizamos tres técnicas diferentes de

monitoreo serologico (ELISA indirecta, Inmunoblot y una prueba comercial
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rapida de flujo lateral: PrimaTB-STAT Pak) para 47 muestras de suero de
individuos del género y especie antes mencionados, las cuales se colectaron
en dos salidas de campo en Campeche. Elegimos los métodos de diagndstico
gue estaban disponibles en el momento de llevar a cabo nuestro estudio en
México, ya sea a través de un laboratorio de referencia para la vigilancia de la
tuberculosis en el ganado bovino doméstico, otro en un laboratorio de
investigacién, ademas de una prueba comercial donada generosamente por el
fabricante de los Estados Unidos de América.

A pesar que con la técnica de ELISA indirecta aparentemente tres (6.3%) de
las 47 muestras de suero fueron positivas, concluimos que los resultados de
seroprevalencia de anticuerpos anti-M bovis en estos grupos de monos
aulladores silvestres fueron negativos, al interpretar los tres métodos de
diagnéstico en conjunto. Cabe mencionar que en la actualidad la investigacion
sobre las técnicas diagndsticas y la estandarizacion de los métodos que
pudieran indicar con mayor certeza que los primates a ser reubicados fueran
negativos a esta enfermedad emergente, adn es insuficiente.

La conclusién antes mencionada podria ser una de las claves para programas
futuros de conservacion en las areas fragmentadas donde los animales
requieren ser reubicados.

Palabras clave: infecciones emergentes, enfermedades zoondticas,

tuberculosis, monos aulladores, fragmentacion.



I ABSTRACT

The emergence of some infectious diseases shared among cattle, wildlife and
humans is particularly feasible given the high rates of deforestation, habitat loss
and fragmentation which could have a negative impact on populations by
favoring epizootic disease outbreaks. In the state of Campeche, Mexico it has
been observed that cattle have invaded the natural habitat of wild Black Howler
monkeys (Alouatta pigra). It has also been recorded that between a forest
remnant or a tree, some of these primates walk on the ground in order to reach
another tree. This phenomenon along with fragmentation of forest areas in that
Mexican state, may have forced this species of primates to have increased
contact with cattle feces. In 2006 two groups (n=14) of howler monkeys were
translocated to other protected habitat patches in the same area, and
apparently 64.2 % (n=9) of the serum samples belonging to those individual
were positive to anti-Mycobacterium tuberculosis complex antibodies which led
to the assumption that it could be related to M bovis. Due to this fact in this
research study we included two different chapters. The first chapter highlights
the literature search both from the current tuberculosis diagnostic methods and
from the fragmentation with habitat loss and its relationship with tuberculosis in
wild non-human primates. The second chapter focuses on the research
protocol in which we utilized 47 sera of Black Howler monkeys which were
screened with three different serologic tests (Indirect ELISA, Immunoblot and
PrimaTB-STAT Pak). Samples were collected in two different field trips in

fragmented areas in Campeche. We chose the methods available at the time of
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our study and sample running in Mexico, either through a domestic bovine
surveillance laboratory, another at a research institute, and also a commercial
test generously facilitated by the US manufacturer. In spite that with indirect
ELISA technique apparently three (6.3 %) out of 47 samples were positive, we
concluded that results for seroprevalence of antibodies anti- M bovis in these
wild groups of black howler monkeys (n=47) were negative interpreting the
three different diagnostic methods altogether. It is worthy to mention that field
research is still insufficient as for the standardization of field diagnostic
tuberculosis methods which could indicate for certain that translocated primates
are negative for this emerging disease.

The aforementioned conclusion could be the one of the keys for future
conservation programs in fragmented areas where animals need to be
relocated.

Key words: emerging infectious, zoonotic diseases, tuberculosis, howler

monkeys, fragmentation
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Introduccion general

En los ultimos afios se han reportado innumerables enfermedades emergentes
y reemergentes, las cuales representan un problema global de gran magnitud
gue afecta a las poblaciones humanas y a los animales tanto domésticos como
silvestres. Gran parte de la emergencia y reemergencia de estas enfermedades

se debe a factores socioeconémicos, ambientales y ecolégicos.™ 34

Se cuentan entre los factores ecologicos a la alteracion del habitat y la
fragmentacién, como causas primarias de la pérdida de la diversidad biolégica.’
lo cual ha propiciado cambios drasticos en las tasas de contacto entre animales

silvestres, domésticos y el hombre.® "8

Existen pocos programas de manejo de vida silvestre que consideren el estudio
de las enfermedades infecciosas en los primates, o que puede ocasionar un
aumento en el riesgo de los problemas de salud, tanto para los animales como
para el humano.® " %% A pesar de su importancia, tanto teérica como préctica,
pocos estudios se han enfocado de manera explicita en la salud de las

poblaciones silvestres de primates.**

Existen varias preocupaciones entre los cientificos acerca de la conservacion
de especies en vida silvestre, como por ejemplo: a) el conocimiento de los

parametros biologicos relacionados con el estado de salud de las poblaciones



animales en su estado natural, como prerrequisito para desarrollar estrategias
de conservacion; b) los agentes infecciosos se vinculan naturalmente a las
dinAmicas de las poblaciones animales, pero afectan la ecologia, el
comportamiento, el éxito reproductivo y la demografia de las especies; c) la
degradacion del habitat y la presion demogréafica también participan en el
incremento en las interacciones entre los humanos y las especies silvestres,
aumentando los riesgos zoondticos/antropozoonéticos, asi como la
introduccién de patégenos o bien la exposicibn a estos de los animales

reubicados.*?

La fragmentacion del habitat significa la reduccién de la cobertura vegetal o
deforestacion sectorial, lo cual provoca la formacion de parches mas pequefos
del mismo, quedando éstos desprovistos de arboles y plantas. Este fenbmeno

provoca una distancia incrementada entre las nuevas secciones formadas.®

La fragmentacion también puede estar vinculada con la pérdida total del
habitat, convirtiéendose asi en una de las alteraciones medioambientales mas
severas, ya que genera cambios en el ambiente fisico y bioldgico, provocando
la extincién de especies’ modificando la dindmica de las infecciones,
incluyendo las zoonosis como la tuberculosis bovina, tépico que ha recibido

poca atencién en las investigaciones de algunas especies silvestres.®



De acuerdo con la literatura, las especies susceptibles a esta enfermedad son
el humano, los bovinos domésticos y silvestres, los primates no humanos y
otras especies entre las que destacan los roedores, algunos marsupiales como
el oposum cola de cepillo (Trichosurus vulpecula) y los tejones (Meles

meles).lo' 13,14

Actualmente en vida silvestre existen reservorios del Mycobacterium bovis, el
agente causal de la tuberculosis bovina en varias especies animales como los
ungulados, e incluso, algunos carnivoros silvestres. Este agente es

considerado un serio problema zoonético en varias partes del mundo.** *°

La presencia de estos reservorios silvestres como los boévidos y otras especies
arriba mencionadas, se atribuye a un resultado directo de saltos taxonomicos
(cruzar la barrera entre diferentes taxa) del ganado domeéstico a otras especies

incluyendo el humano, en combinacién con los factores antropogénicos.™

Entre las principales acciones causadas por el hombre se destacan la
reubicacion de animales silvestres, la complementacion de alimentos a algunas
especies en vida libre ya que las poblaciones silvestres estan alcanzando

densidades que sobrepasan la capacidad de carga en los habitats.*®



La interaccion incrementada de la fauna silvestre con los animales domésticos
debido a los cambios ocasionados por el hombre en diversas regiones del
planeta, ha provocado alteraciones complejas en la tuberculosis, especialmente
en lo referente al control de la misma. Ademas, su potencial zoondtico
representa una preocupacion adicional, por lo que el diagnéstico certero y
rapido de esta enfermedad en los animales silvestres es de gran importancia
para prevenir el contagio a los animales domésticos™® y promover la proteccion

misma de las poblaciones silvestres.

De acuerdo con la literatura, la tuberculosis es una enfermedad que afecta
principalmente a los primates cautivos ya que existe poca evidencia de su
prevalencia en primates de vida libre’® aunque hay casos reportados de
Mycobacterium bovis en babuinos oliva silvestres (Papio cynocephalus)®’ y
comparativamente con los monos del Viejo Mundo, la enfermedad es rara en

aquellos del Nuevo Mundo,® como el mono aullador (Alouatta spp).

Mientras que los hallazgos de diversos estudios en primates cautivos han
desempefiado un papel importante en varios aspectos de la medicina en el
siglo XX, este mismo periodo se ha visto marcado por una notable ausencia de
investigacion sobre la ecologia basica de las enfermedades en animales

silvestres.’



Sin embargo, se sabe que, en general, los primates comparten con frecuencia
una serie de enfermedades de origen bacteriano, viral, fingico y parasitario con
el ser humano, por lo que es de gran importancia comprender la ecologia de
las enfermedades en estas especies y su impacto potencial en la salud

humana.”

En México habitan tres especies de primates, pertenecientes a los géneros
Ateles y Alouatta. El primero corresponde al mono arafa (Ateles geoffroyi), y el
segundo al mono aullador café, Alouatta palliata y al mono aullador negro

Alouatta pigra.'®

Por otro lado, todos los primates enfrentan severos problemas de conservacion
como resultado de la fragmentacion y transformacion de su habitat, ademas del
trafico ilegal en el sureste mexicano.”® Particularmente, en Campeche la
especie de mono aullador negro (Alouatta pigra) en la actualidad presenta una
distribucion restringida en la mayoria de las regiones del habitat original en ese

estado.® 1°

Es importante resaltar que la salud y la enfermedad juegan papeles

importantes, aungque poco conocidos, en la evolucién del comportamiento, la



organizacién social y la demografia de los primates, ademas de representar las

principales preocupaciones en cuanto a su conservacion.?

Como hipétesis en el presente trabajo, se establece que el incremento en el
contacto de los monos aulladores negros (Alouatta pigra) que se encuentran
distribuidos de forma natural en las zonas de muestreo con el ganado
doméstico, podria desencadenar la infeccion de los primates por

Mycobacterium bovis.

El estado de Campeche se encuentra clasificado por la SAGARPA como de
alta prevalencia en cuanto a la tuberculosis bovina, por lo que la hipétesis del
presente trabajo de investigacion sugiere que las alteraciones en el habitat
natural y los cambios climaticos pueden ocasionar la infeccion por este

microorganismo en los monos de este estudio y en otras zonas similares.

En el campo del diagndstico de las enfermedades infecciosas emergentes en
especies de zooldgico y silvestres en México, existe una gran diversidad de
opiniones, aunque por desgracia aun no hay métodos estandarizados para

especies no domésticas.



Por esta razén, se decidié llevar a cabo una busqueda bibliografica que
permitiera esclarecer las mejores alternativas para el diagndstico serolégico en
campo del agente bacteriano en cuestion, informacién que forma el capitulo |
de esta tesis, aunada al apoyo bibliografico de la relaciébn que existe entre la
fragmentacion y la pérdida de habitat con la aparicion de enfermedades

infecciosas como la tuberculosis en los primates.

El género Mycobacterium spp. esta compuesto por el complejo M. tuberculosis
en el que se encuentran clasificadas las siguientes especies: M. tuberculosis,
M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti, M. caprae y M. pinnipedi, asi

como por otras especies que no son productoras de tuberculosis.

Algunas de las especies del complejo M. tuberculosis, en particular el M. bovis
gue produce la tuberculosis del ganado bovino, entre otros grupos animales,
han sido reportadas en un gran numero de especies silvestres, incluyendo al
menos un primate (Papio cynocephalus; mono babuino oliva) en Africa, por lo
que es factible que, de continuar la destrucciéon y la alteracién de los habitats
naturales, la presencia de enfermedades emergentes y reemergentes sea cada

vez mas comun en diversos taxones, incluidos los monos del Nuevo Mundo.



De acuerdo con la literatura mas reciente y especifica en el tema de la
tuberculosis, no existe ningun método antemortem que sea 100% especifico y
sensible para detectar por si solo la infeccion por el complejo M. tuberculosis, y
ademas, la mayoria de esas técnicas de diagndstico no estan validadas en

especies no domésticas cautivas o silvestres.

Por ello dentro del capitulo Il se incluye el trabajo de investigacion de campo,
en el cual se utilizaron tres técnicas serologicas de diagnostico del complejo M.
tuberculosis en 47 muestras de monos aulladores (A. pigra), colectadas de
animales que habitan areas con distintos grados de fragmentaciéon en

Campeche, México, obtenidas en dos salidas de campo (2007 y 2008).

Los tres métodos seroldgicos para la deteccién de anticuerpos anti-complejo
M. tuberculosis; que se usaron en esta investigacion fueron ELISA indirecta,
Inmunoblot y un método comercial de flujo lateral aprobado para su uso en
diferentes especies de primates en los Estados Unidos de América, conocido

como PrimaTB Stat-Pak (Chembio Diagnostic Systems, Inc, Medford, NY).

También se incluye en el segundo capitulo el resumen en inglés de esta
investigacion, en forma de short communications para remitirlo al Journal of

Wildlife Diseases,



A pesar de no encontrar individuos positivos con ninguna de las técnicas
usadas, resulta importante haber empleado el método comercial de flujo lateral
y utilizar como control positivo el suero de un mono arafia (Ateles fusciceps),
con el cual se pudo corroborar la reaccion positiva de un suero infectado por M.
tuberculosis diagnosticado por cultivo; este ultimo si es el método de eleccion

para cualquier individuo sospechoso de padecer esta infeccién/enfermedad.

Sabemos también, por la revision bibliografica, que la tuberculosis es una
enfermedad emergente que puede infectar a un gran numero de especies
silvestres, con mayor incidencia cuando éstas se distribuyen en zonas que han

sufrido fragmentacion y pérdida del habitat.

Es por ello que se considera importante para esta investigacion que el
diagnéstico seroldgico de la tuberculosis en especies de primates mexicanos
se incluya como un patdgeno factible de aparecer, establecerse y causar la
enfermedad, principalmente cuando varios de esos grupos de monos se
reubican para su proteccibn en zonas de habitat fragmentadas y con la

intromision del ganado doméstico.



Capitulo |

Revision bibliogréafica del diagndstico de tuberculosis en primates

cautivos y silvestres y de la fragmentacion con pérdida del habitat y su

relacion con la tuberculosis en los primates silvestres

1.1 Diagnostico de la tuberculosis en primates

1.1.1 La tuberculosis en los primates

El término micobacteriosis describe la enfermedad causada por las

micobacterias no tuberculosas (MNT), también conocidas como micobacterias

atipicas.”

En cambio, el término tuberculosis (Tb) define a la enfermedad causada por los
organismos del complejo Mycobacterium tuberculosis, el cual incluye: M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti, M. caprae y M.

14,21

pinnipedii.

Las especies susceptibles a contraer la tuberculosis (con diferentes géneros

del complejo M. tuberculosis), son el humano, los primates, los bovidos

10



silvestres y domésticos y otras especies entre las que destacan los roedores y

los tejones europeos (Meles meles) e inclusive algunos marsupiales.™® * 4

Haciendo referencia particularmente a los primates cautivos, éstos adquieren la
tuberculosis (M. tuberculosis) por el contacto directo con otros primates
infectados por contacto con los humanos a través de la inhalacion o a través de
la ruta digestiva y, desde luego, actuando como reservorios de este mismo

agente infeccioso.*

A pesar de que es un tépico de gran importancia, segun muchos epidemiélogos
poco se sabe del papel que juegan los primates en vida silvestre en el
mantenimiento y distribuciéon de la tuberculosis en las zonas tropicales del

mundo.*°

Mycobacterium tuberculosis histéricamente ha causado severa mortalidad y
morbilidad en brotes no controlados en colecciones cautivas de primates. Sin
embargo, la infecciébn con M. bovis puede resultar de igual forma en la

enfermedad con manifestaciones pulmonares en este grupo animal.®**

En la actualidad, varias especies silvestres han emergido como reservorios del

M. bovis al ser infectados por el ganado doméstico en diferentes paises, como
11



es el caso del bufalo del Cabo (Syncerus caffer caffer) y el Kudd menor
(Tragelaphus imberbis) en Sudafrica, el tejon (Meles meles) en el Reino Unido
e Irlanda, y el oposum cola de cepillo (Trichosurus vulpecular) en Nueva

Zelanda, entre otros.*> 1°

Los métodos de monitoreo de la Tb bovina, utilizados para la vigilancia en el
ganado, tales como la prueba de inyeccion intradérmica o la prueba de
liberaciéon del interferon gamma (IFN-y), son altamente efectivos en animales
domésticos; sin embargo, no estdn validadas en su totalidad para otras

especies.?

Por otro lado, actualmente se sabe que se requieren nuevas herramientas
diagndsticas para la Th en especies silvestres y de zooldgico, las cuales deben
ser sencillas de realizar, rapidas, acertadas, de bajo costo y no especie-

especificas.?

1.1.2 Técnicas de diagnostico de la tuberculosis en primates cautivos

Debido a que los primates se pueden infectar por varias especies de
Mycobacterium, es muy importante realizar los examenes diagnosticos

especificos para diferenciar entre las infecciones por micobacterias
12



patogénicas de las reacciones cruzadas por la exposicion a otras micobacterias

no productoras de tuberculosis.'® 1% 2!

Pruebas inmunolégicas mediadas por células

La prueba de tuberculina intradérmica es ampliamente utilizada para el
monitoreo del M. tuberculosis en los primates cautivos, empleando para ello la
tuberculina vieja de mamifero (TVM); sin embargo, este biolégico manifiesta
una alta reaccion cruzada, debido a su composicibn de antigenos

micobacterianos pobremente definidos.?* %

En la actualidad, en los primates cautivos se recomienda que todos los
animales importados ya sean prosimios, callitricidos, o monos del Nuevo y del
Viejo Mundo, gibones y grandes simios, sean monitoreados al menos dos a

tres veces a intervalos de 2 a 4 semanas durante la cuarentena.*® °

Es muy importante emplear los productos de manufactura especial para los
primates no humanos, con una dosis minima de 1,500 unidades de
tuberculina/0.1 mL, aplicando ésta en el parpado superior de forma
intradérmica. La lectura se realiza a las 24, 48 y 72 horas para evaluar el grado

de inflamacion y eritema.*® 1
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Ademas de ser una prueba logisticamente dificil de llevar a cabo a veces, aun
en condiciones de cautiverio, no es un método de diagndstico practico para

primates en vida silvestre.

Es importante mencionar que la mayoria de las pruebas diagndsticas para Tb
no estan validadas para animales de zoolégico, y menos para especies
silvestres, y aquéllas basadas especialmente en respuestas inmunoldgicas

pueden mostrar una importante variabilidad entre especies.*®

Las pruebas de diagndstico que identifican a los organismos micobacterianos o
a los componentes de ellos, son los métodos definitivos para detectar la

infeccion.

El cultivo y la especiacion (es decir, la identificacion de la especie del
Mycobacterium) son considerados las pruebas estandar de oro, aunque son
también las que mas tiempo tardan en arrojar resultados (mas de 8 semanas, y

aln mas para la especiacion).*®

Los analisis de muestras que miden la produccion de las citocinas como el IFN-
y Y la interleucina-2 (IL-2), parecen ser mas sensibles que las pruebas de

reaccion de la piel. Las citocinas estan en general mayormente conservadas
14



entre las especies, por lo que el uso de estos métodos de deteccion puede

resultar de mayor aplicacién en el caso de la tuberculosis.*®

El inmunoensayo desarrollado para el IFN-y del humano, pudo detectar el IFN-
y de chimpancé (Pan troglodytes), orangutan (Pongo pygmaeus), gibon
(Hylobates spp) y mono ardilla (Saimiri scireus), y se correlacioné con la
reactividad de la prueba dérmica de la tuberculina.’® Esta prueba
comercialmente es llamada Primagam (CSL, Veterinary, Australia), y ha sido
aprobada para uso en gorilas (Gorilla spp), orangutanes (Pongo spp),
chimpancés (Pan spp), gibones (Hylobates spp), mandriles (Mandrillus spp),
mono Guereza (Colobus guereza), mono ardilla (Saimiri scireus), marmosetas

13, 16

(Callithrix spp) y babuinos (Papio spp).

Pruebas basadas en la deteccién de organismos micobacterianos

Los métodos de amplificacion de los genes como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y la prueba directa de M.
tuberculosis amplificada (MTD, por sus siglas en inglés) arrojan resultados

rapidos.*®

Por otro lado, la PCR se usa para ayudar en la identificacion de especies de los

patdgenos, asi como para evaluar muestras de cultivos negativos. Al elegir los
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cebadores adecuados, las pruebas de PCR pueden distinguir entre el complejo
M. tuberculosis y M. avium (este Gltimo una MNT).*® Tanto la MTD como la
PCR, son Utiles para distinguir infecciones por micobacterias patdégenas de
aguéllas atipicas que pudieran causar una respuesta dermatoldgica positiva a

la tuberculina, en caso de que esta Ultima se empleara.*®

Pruebas seroldégicas

Anteriormente, se consideraba que las pruebas de deteccion de la respuesta
humoral eran un pobre indicador de la tuberculosis en la mayoria de las
especies animales, debido a la creencia que la respuesta humoral a los
antigenos micobacterianos era pobre.'* ?* Sin embargo, en los Gltimos afios las
pruebas de serologia han demostrado un potencial diagndstico promisorio para
la evaluacion de la Tb en los primates, los elefantes y otras especies de

zoolégico.*

Este tipo de examen diagnostico, también es mas util cuando se trata de
especies exoticas y de vida silvestre, en las que se prefiere la muestra del

suero, en lugar de sangre completa o el andlisis in vivo.*
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La prueba de Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA, por sus
siglas en inglés), ha sido la prueba serologica mas frecuentemente usada para

el diagnostico de la Th en muchas especies animales.

Este tipo de andlisis incorpora varias formas de antigenos micobacterianos
para la deteccion de anticuerpos sobre una base sélida, y son un componente
de la prueba de tuberculosis bovina (BTb, por sus siglas en inglés). La
especificidad y la sensibilidad de la prueba de ELISA, depende de los
antigenos usados y la especie evaluada®® por lo que es necesario entender la
respuesta inmunoldgica a Th de cada especie, siendo éstas sus principales

limitantes.?*

Se ha demostrado que algunos primates del Viejo Mundo (mono rhesus,
Macaca mulatta; cynomolgus, Macaca fascicularis; y mono verde africano,
Cercopithecus aethiops sabaeus) infectados con M. bovis, desarrollaron
anticuerpos que se detectaron por medio de ELISA usando el ESAT-6 como

antigeno.®

Recientemente, se han desarrollado tres inmunoensayos innovadores basados
en técnicas de membrana (Chembio Diagnostic Systems, Inc, Medford, NY),

que son: inmunoensayo de impresion multiantigeno (MAPIA, por sus siglas en
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inglés), la prueba rapida (RT, por sus siglas en inglés) de flujo lateral, y la

plataforma de vias duales (DPP, por sus siglas en inglés).?>%*

Ademas, cabe mencionar que existen dos versiones de la RT, PrimaTB STAT-
PAK y Elephant-TB STAT-PAK, validadas por el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos de América (USDA, por sus siglas en inglés) para

primates y elefantes, respectivamente.??

La prueba de MAPIA, se disefid como una herramienta de monitoreo para
identificar los antigenos serorreactivos para la Tb humana,® e incluye la
aplicacion de antigenos a membranas de nitrocelulosa, seguido de incubacion
con suero de prueba, y la deteccidon usando el inmunodesarrollo cromogénico
estandar. Puede aportar un método de monitoreo diagnostico para situaciones
de campo. Es una prueba cuyas mas recientes aplicaciones incluyen la
caracterizacion de anticuerpos y el reconocimiento de patrones del antigeno en

varias especies animales.'® %

Otro método de evaluacion serologica es el Western blot (inmunoblot), el cual
ha demostrado ser una prueba sensible para detectar y monitorizar el
desarrollo de respuesta seroldgica a proteinas de antigenos micobacterianos

especificos.'®
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1.1.3 Discusién y conclusiones de la revision bibliografica sobre el

diagnéstico de la tuberculosis en primates

La tuberculosis sigue siendo una de las enfermedades bacterianas mas
importantes en primates no humanos (PNH) en cautiverio, debido a la elevada
frecuencia con la que ocurre, su habilidad para diseminarse, las altas tasas de

mortalidad que provoca y el potencial zoongtico.'® ** #*

Sin embargo, y a pesar de su importancia, los métodos aprobados para su
deteccidn por la administracion de alimentos y farmacos (FDA, por sus siglas
en inglés), de los EUA, que se basan en la inyeccion intradérmica de la TVM,
son poco precisos aun para animales cautivos, debido a los antigenos
micobacterianos pobremente definidos, que ademas se sabe presentan una

elevada reaccion cruzada.'®

Las micobacterias tuberculosas presentan una amenaza zoondtica para la

salud publica, particularmente en areas de alta prevalencia en el ganado.

La Tb por M. bovis no se distingue clinicamente de la Tb por M. tuberculosis en

los humanos, por lo que la importancia de reforzar los programas de control

animal de la Tb en las zonas de prevalencia, es una prioridad.* ¢ 22
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En la actualidad se sabe por confirmacion molecular, que la transmision
zoonotica incidental de la Tb pulmonar del humano al ganado puede ser
bidireccional (Ocepek, et al., 2005), asi como de casos de infeccidon por Th

bovina en trabajadores que cuidan al ganado.?* #*

La prueba de ELISA ha sido utilizada para evaluar la respuesta serolégica en
primates no humanos en diferentes especies de macacos (Macaca spp),
infectados con el M. bovis, y aunque han sido detectados los anticuerpos por
esta prueba usando el ESAT-6 como antigeno, esta prueba no esta validada

para especies silvestres.*® 2°

Por otro lado, en especies como cérvidos y marsupiales, la
sensibilidad/especificidad de la prueba de ELISA para evaluar la infeccion por
M. bovis ha sido de 78.6%/70.0% y 45%/96%, respectivamente, lo que refleja

que tal vez en primates tampoco sea del todo sensible ni especifica.'® %

Otro método de evaluacion serolégica para la deteccion de Tb en animales
cautivos, es el Western blot (Inmunoblot), el cual ha demostrado ser una
prueba sensible para detectar y monitorizar el desarrollo de respuesta
serologica a proteinas de antigenos micobacterianos especificos en varias
especies'® aunque los primates no se encuentran reportados en particular con

esta prueba.
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Por otro lado, son varias las especies silvestres que pueden ser un reservorio
para la Tb bovina en todo el mundo, especialmente cuando sus areas naturales
de distribucibn se han visto severamente modificadas por actividades
antropogénicas como el pastoreo del ganado en zonas circunvecinas de

poblaciones animales de diferentes 6rdenes taxondmicos.** *°

Por ello, la vigilancia epidemioldgica de enfermedades infecciosas compartidas
entre las especies silvestres y domésticas en zonas de contacto como la Tb,
requiere de métodos precisos de diagndstico que sean de uso mas facil en
campo para especies silvestres, ya que los métodos actuales de diagndstico
como la prueba intradérmica de tuberculina o el IFN-y, por mencionar sélo
algunos, no estan validados para otras especies que no sean ganado

doméstico.

Es necesaria la utilizacion de un importante nimero de técnicas de diagndstico
en conjunto para diferentes patdégenos, que nos permitan conocer la dinamica
de las infecciones, la ecologia y la epidemiologia de las bacterias del complejo

M. tuberculosis en las poblaciones de animales silvestres.?’

Si bien es cierto que ningun método antemortem es 100% confiable para

detectar la Tb en animales de zoolégico, y menos silvestres, la aproximacion a
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la monitorizacion rutinaria de estas especies requiere la aplicacion de multiples

modalidades de diagnéstico.®

A pesar que la informacioén publicada hasta el momento no ha vinculado
especies silvestres de monos del Nuevo Mundo con la Th bovina, no existen
investigaciones antecedentes especificas a este respecto en los primates

mexicanos que son estudiados en campo.

Es importante destacar que en México, y en lo que se refiere a la investigacion
de la Tb tanto en animales silvestres cautivos como en vida libre, en la
actualidad se emplean técnicas de diagndéstico que no son las mas sensibles ni

especificas.

Aunque los meétodos basados en la deteccion serologica tienen muchas
ventajas en términos de logistica, menor costo y facilidad en su aplicacion, muy
pocos de ellos han sido evaluados para la monitorizacion bajo condiciones de

campo.*?

Las técnicas de diagndstico rapidas y precisas que puedan emplearse en una
variedad de mamiferos silvestres susceptibles al M. bovis bajo condiciones de

campo, mejoraran significativamente los esfuerzos de vigilancia y monitoreo de
22



la Tb en especies silvestres a nivel global.’* % Los métodos de deteccién de

anticuerpos en general son simples, rapidos y relativamente no costosos.

La prueba comercial de flujo lateral ofrece una herramienta interesante para la
aplicacibn en campo si se cuenta con un control positivo apropiado,
especificamente en especies de primates.?® Por otro lado, segin lo reporta el
fabricante, este equipo desechable individual se nota afectado minimamente
por temperaturas ambientales extremas, y ademas presenta una precision

general del 98.5%.

El uso de esta técnica rapida y facil de realizar en el campo puede ser de gran
utilidad para la vigilancia de las especies silvestres y las estrategias de control

de la Tb bovina en &areas donde esta enfermedad es persistente.** %

Sin embargo, con respecto a la prueba comercial de flujo lateral, las anteriores
son solamente las conclusiones del fabricante, lo cual requiere un mayor
namero de investigaciones con especies neotropicales, de primates, antes de

determinar que sea de uso general en estos grupos animales

Aparte, es importante mencionar que es recomendable el uso de varios
meétodos de diagndstico para Tb bovina en conjunto, en particular cuando se

refiere a especies en vida silvestre.
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1.2 Fragmentacion con pérdida del habitat y su relacion con la

tuberculosis en los primates silvestres

1.2.1 Fragmentacion y pérdida del habitat

La fragmentacion del habitat significa la pérdida de la cobertura vegetal o
deforestacion, creandose nuevos fragmentos pequefios, desprovistos de
arboles y plantas, y por lo tanto provocando una distancia incrementada entre

las nuevas secciones formadas quedando aislados de la vegetacion original.>

29

Con frecuencia, se menciona que la fragmentacion del habitat provoca un
efecto negativo a gran escala sobre la biodiversidad, y entonces se
conceptualiza como un aspecto de la degradacion del habitat, aunque se dice
gue este marco conceptual es valido si la fragmentacion esta relacionada con

la pérdida del habitat.?

La desaparicion del habitat o la fragmentacién del habitat remanente, es la
principal causa de pérdida de la biodiversidad, considerada el factor causante

mas importante de la disminucién de las poblaciones animales.*°
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Ademas, se ha publicado que la fragmentacién de los bosques tropicales
reduce la diversidad de los primates, asi como su demografia y

comportamiento.*

Aunque la deforestacion ha ocurrido a lo largo de la historia en las regiones
tropicales y templadas, se sabe que en las ultimas dos décadas se ha perdido
mas del 50% de la cobertura vegetal total en los bosques tropicales, y tal vez

mas del 70% de la Amazonia desde la década de 1980.%

De hecho, los articulos publicados en el altimo lustro sefialan que a nivel global
la deforestacion de los bosques tropicales era de alrededor de 70,000 km? por
afio a inicios de 1980, y se incrementé a 100,000-165,000 km? por afio a finales

de la misma década.®

Algunas teorias como la de las metapoblaciones sugieren que conforme se
reduce el tamafio de los parches y se incrementa el aislamiento en los habitats

fragmentados, aumenta la probabilidad de las extinciones locales de especies.

Cabe mencionar que, por desgracia, la deforestacion de los bosques tropicales
mexicanos no es la excepcion, y por lo tanto las poblaciones de la mayoria de

las especies que los habitan se encuentran en riesgo de desaparecer tanto de
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forma local como global. Este es el caso de los primates mexicanos como el
seriamente amenazado mono aullador de manto Alouatta palliata mexicana en
la reserva de la bidsfera de Los Tuxtlas, en donde se sabe que las poblaciones
de este género han reducido drasticamente debido a la fragmentacion del

habitat natural.>

1.2.2 Efecto de la fragmentacion en poblaciones de mono aullador

(Alouatta spp) sobre la posible manifestacion de enfermedades

La capacidad para predecir la manera en que se alteraran los procesos
ecologicos y cuales seran los grupos taxonOmicos que resultaran
principalmente afectados durante el proceso de fragmentacion del habitat, aln

5,19

es poco factible y esta dificultad también se presenta en el caso de los

primates que habitan fragmentos de bosque.®*

La fragmentacion del habitat genera una declinaciéon de las poblaciones de
primates, lo cual aunado al continuo deterioro, la caceria y la invasion humana,

colocan en una situacion de riesgo a estas poblaciones.*® *°
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La mayoria de los primates en la actualidad viven en un mosaico heterogéneo
dominado por actividades antropogénicas, y rodeados por tierras de cultivos,

ganaderias y asentamientos humanos.* 3¢

Sin embargo, se desconoce qué especies de primates son mas susceptibles a
la fragmentacion y cuéles son las caracteristicas minimas que debe tener un

fragmento para garantizar la permanencia de los primates.>*

La falta de capacidad para evaluar el potencial de los fragmentos de bosques
para la conservacion de los primates, se asocia a varios factores, entre los que
destacan la ausencia de medidas de proteccién, lo cual permite el acceso para
la utilizacién de los recursos madereros, consumo de carne selvatica o uso de

plantas y animales como productos medicinales.*

Dentro del género Alouatta, existen 2 especies que se distribuyen en México; el
mono aullador café (Alouatta palliata) y el mono aullador negro (Alouatta pigra),

las cuales se encuentran catalogadas como en peligro de extincion por la IUCN

(Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y los Recursos
Naturales, por sus siglas en inglés),*” y la NOM-059-SEMARNAT-2001

(SEMARNAT 2002) .
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Alouatta palliata, se distribuye en 10 paises de América;*®

sin embargo, su
habitat en México y Guatemala se encuentra seriamente fragmentado y

amenazado.

La distribucion de A pigra esta restringida a una pequefia area de
Mesoamérica, comprendida entre México, Belice y Guatemala. México alberga

cerca del 80% de la distribucién geogréfica de A pigra.*®

En México A. pigra se distribuye en los estados de Veracruz, Tabasco,
Campeche, Chiapas, Yucatan, Quintana Roo, y algunas regiones de Oaxaca.*®
A pigra ocupa algunas areas de parches de bosques estacionalmente
inundados en ranchos de ganado.'® En el afio de 1987, este mismo reporte

indic6?® que solo el 21 % de las &reas de bosque naturales fragmentadas en

México, aiin contaban con poblaciones de primates.*®

Entre los factores que han colocado a esta especie en esa categoria se
menciona la pérdida y fragmentacion de sus habitats. Los cambios en el habitat
que afectan mayormente a estas especies son: la perturbacion mayor del
habitat (como la deforestacion e inundaciones por la construccion de presas),

asi como la caceria furtiva.®’
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Los primates pueden adaptarse a la fragmentacion del habitat, por varios
factores como: a) capacidad para consumir diferentes especies de plantas, b)
incrementar la cantidad de hojas en su dieta; ¢) consumir especies exoticas y
secundarias de plantas en los habitats perturbados; d) consumir otras plantas
gue estan asociadas con la vegetacion secundaria; e) utilizar rangos hogarefios
pequefios, y f) minimizar el gasto de energia al ajustar sus patrones de

actividad.*®

Se ha comentado en algunos reportes cientificos, que los monos aulladores
pueden subsistir en habitats con un alto grado de fragmentacién, porque
pueden explotar varias opciones de dietas a base de hojas, en areas
pequefias, pero lo que no soportan es la exposicién incrementada debida a esa

pérdida de habitat, y que trae como consecuencia la caceria.®’

Por otro lado, también se ha publicado que una dieta altamente frugivora
podria limitar la posibilidad de una especie para vivir en fragmentos de bosque,
lo cual es contrario a un reporte de 1997, en donde se comenta que varias
especies frugivoras se encontraban en densidades mayores o similares en
fragmentos de bosque que en bosques intactos en la Reserva de Lopé, en

Gabon.**
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El género Alouatta spp, ha sido ampliamente estudiado en este tipo de habitats
perturbados, pero no se conocen los efectos reales de la fragmentacion sobre

las especies de A. pigra y A. palliata.®

En estudios recientes se ha demostrado que tanto el tamafo del parche como
el aislamiento del mismo afectan la presencia y la abundancia de los monos

aulladores.®

En un estudio publicado en el afio 2008, se utiliz6 una valoracién regional
analizando paisajes con cantidades distintas de cobertura vegetal, usando
también referencia con variables adicionales como la forma del parche, la

distancia a los caminos y poblados.*

Esta aproximacion, segun los autores, permite entender como los primates
responden a la fragmentaciéon del habitat, porque es seguro que existen
diferentes asociaciones con las variables mencionadas y que se relacionan
tanto con los recursos alimenticios como con la estructura de la vegetacion,
porque conforme los fragmentos se vuelven mas pequefios, la estructura de la
vegetacion se modifica. Esto provoca la disminucion de la calidad y la cantidad
de recursos alimenticios para los monos aulladores, lo cual podria afectar la

supervivencia en este tipo de habitat.>®
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En cuanto a las poblaciones de A pigra en la Peninsula de Yucatan, se ha
observado la disminucion en el tamafio y el nUmero de tropas restantes en
fragmentos del bosque, resultado de la presion de caceria. Por ello, se asume
gue los monos aulladores en fragmentos pequefios de bosque, pueden estar
bajo estrés cronico debido a cambios en su dieta, y que esto podria
predisponer a un mayor riesgo de infestacion parasitaria, lo cual podria resultar
en una alta mortalidad, sugiriendo que aunque puedan vivir en islas de habitat,

esto no garantiza las condiciones adecuadas a largo plazo.*®

Por otra parte, el tamafio del parche parece ser el factor principal que
determina la presencia de los monos aulladores en Los Tuxtlas, Veracruz,
México, y este resultado coincide con las teorias de metapoblacion, y con otros

estudios de especies de primates del Viejo Mundo y del Nuevo Mundo.*

En las areas de bosque fragmentadas del estado de Campeche como en las
que hemos colectado muestras para este estudio, los monos en ocasiones
tienen que cruzar los potreros para desplazarse de un parche arbéreo a otro.
Estos desplazamientos pueden promover el contacto con las heces del ganado
y de otras especies, siendo esta una posible via de infeccion para las
micobacterias y otros patdgenos (comunicacion personal, MC Domingo

Canales E).
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La fragmentacion puede ejercer una influencia negativa sobre el riesgo de la
infeccion de los primates, al incrementar las tasas de transmision de los

patégenos entre este grupo animal y otras especies.*!

Por lo tanto, es importante considerar que para algunas enfermedades como la
Tb en areas de prevalencia de M bovis en ganado en pastoreo, y donde
confluyen varias especies de mamiferos, ésta y otras enfermedades pueden
persistir y transferirse entre animales domésticos y silvestres (mapaches,
coaties, zariglieyas, ciervos, entre otros), lo que garantiza la necesidad de una
monitorizacion epidemiologica que incluya a las diferentes poblaciones

animales de esas zonas.?’

1.2.3 El estudio de las enfermedades infecciosas emergentes en los

primates en vida silvestre, y su relacion con la salud publica

El interés por la epidemiologia de las enfermedades emergentes en los
humanos y el ganado, y su relacién con la fauna silvestre, se ha incrementado

en las Gltimas décadas.*°

La frecuencia en la emergencia y reemergencia de enfermedades infecciosas
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en reservorios de vida silvestre, se ha incrementado, pero por desgracia en

pocos casos se conoce acerca de la ecologia de esas enfermedades.*

Los animales y los agentes patdgenos interactian de forma conjunta, ya que
los factores medioambientales pueden afectar a unos, a los otros o a ambos al
mismo tiempo, y dicha accion puede ocasionar la modificacion de la
abundancia y la densidad poblacional, el grado y tipo de exposicion al agente,

el grado de resistencia del hospedero, y también la virulencia del agente.?’

Debido a que la mayoria de las especies de primates habitan los bosques
tropicales, una gran cantidad de las interacciones entre los humanos y los
primates no humanos en vida silvestre ocurren en esta interfaz de alto riesgo,
la cual se ha incrementado en épocas recientes a razon de la reduccion del

tamafio de los bosques.’

Por otra parte, ya que se conoce la imperiosa necesidad de mejorar la
vigilancia epidemioldgica y la investigacion béasica sobre la ecologia de las
enfermedades infecciosas, los primates en vida silvestre son modelos ideales,
porque bajo esas condiciones, estas especies actlan como centinelas para

sefialar los patégenos que significan riesgo para la salud humana y animal.?’

La idea falsa de una tendencia evolutiva hacia el aumento en la especificidad
del hospedero, ha contribuido a la creencia que el intercambio de los

patégenos deberia ser raro. En muchos casos, los cambios ecoldgicos pueden
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hacer mas amplio el rango del hospedero para un patégeno, como por ejemplo
en el caso del gusano filaroide Loa loa, (el cual reside fuera de poblaciones
humanas, entre otras causas por el comportamiento del vector y los cambios
en la ecologia, expandiendo su rango patogénico), o en la emergencia de un
rango importante de flavivirus (fiebre amarilla, dengue, y encefalitis Japonesa,

entre otras), a partir de ciclos de primates terrestres.’

Ademas, identificar si una especie tiene el estatus de mantenimiento o de salto
taxondmico es importante para determinar si es necesario el control de la
enfermedad dentro de una especie hospedera, o en la prediccion de si la
infeccion persistira una vez que la fuente de la infeccion se remueva, o los
cambios de comportamiento se reviertan. Tanto los hospederos de
mantenimiento como los de salto taxondmico, pueden actuar como reservorios
de la enfermedad para otras especies, como es el caso de la tuberculosis en

especies no bovinas en distintas regiones del mundo.?

La vigilancia epidemiolégica para cierto tipo de contacto de humanos con
primates no humanos, puede ser de gran utilidad; por ejemplo, la caceria de
primates, la cual involucra persecucién, captura, manejo, transporte,
preparacion y consumo de la carne, puede jugar un papel muy importante en el
intercambio de patégenos, como ocurre en casos de virus del Ebola, o viruela
del mono (“monkeypox”), en Africa. Por ello, para la mayoria de los patdgenos,
el objetivo central de investigacién debe ser la epidemiologia basica y no el

tratamiento del agente causal.
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Los esfuerzos para conservar a las poblaciones silvestres de primates y
monitorizar la emergencia de las enfermedades, tienen objetivos comunes.*’ La
Tb es una enfermedad frecuentemente fatal para los primates, y es prevalente
en poblaciones silvestres de varias especies estudiadas de otros ordenes
taxonomicos, la cual es causada por el Mycobacterium bovis, un patdogeno que
se origind del ganado doméstico.” *? Es factible que el orden de los primates
con varias de sus especies pueda verse afectado por esta enfermedad en vida

silvestre.

En el caso especifico del mono aullador de manto (Alouatta palliata), se ha
reportado que el aislamiento de las poblaciones de estos primates y la
presencia de otras especies de primates incluyendo al ser humano, influyen en
los patrones de la prevalencia de los parasitos estudiados, pero también se
concluye que este hecho se conocera de forma mas clara si se llevan a cabo
estudios longitudinales de grupos de primates silvestres para otras

enfermedades e infecciones potenciales *® como podria ser la tuberculosis.

Un ejemplo documentado de una enfermedad emergente tanto en humanos
como en animales (aunque su estatus real en vida silvestre se desconoce para
la mayoria de los primates) es la tuberculosis causada por M. tuberculosis. La
mayoria de los mamiferos son susceptibles a la infeccidén por este organismo, y

por ello la Th ocasionada por este género y especie se ha reportado en
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colecciones zooldgicas y poblaciones de primates cautivos, frecuentemente por

contagio de los cuidadores.?’

En este mismo estudio se describen hechos relevantes que refieren epizootias
de infeccién por M tuberculosis en suricatas (Suricata suricatta) y mangostas
rayadas (Mungos mungo) en Sudafrica. En esta area local estaban presentes
humanos, y la transmisién se creyo vinculada a la exposicién de los animales al

esputo y secreciones de los humanos.?’

De acuerdo con algunos investigadores, si usamos un abordaje tipo ecolégico
en lo que respecta a la transmision de los patdégenos, esto puede beneficiar el
conocimiento que tenemos sobre las enfermedades emergentes, ya que al
determinar la manera en la que los humanos se convierten en parte del ciclo de
vida de los patogenos, en lugar de como los patdogenos entran en las
poblaciones humanas, puede hacernos entender mejor los factores asociados
con la emergencia de las enfermedades y mejorar la calidad de las respuestas

a la salud publica. *’
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1.2.4 Discusién y conclusiones sobre la fragmentacion del bosque

tropical y la aparicion de enfermedades emergentes

Las oportunidades para la trasmision de agentes infecciosos entre el ganado y
las especies silvestres, dependen de varios factores entre los que destacan los
comportamientos especificos de especies, las practicas de manejo de los
animales domésticos, los eventos fisioldgicos y las caracteristicas
medioambientales de vida tanto de las especies silvestres como de las

domésticas, y desde luego de los atributos de los organismos infecciosos.*?

Los primates que viven en poblaciones fragmentadas pueden sufrir efectos
devastadores en presencia de varias enfermedades, por lo que segun varios
autores, la valoracion de incidencia y prevalencia de dichas enfermedades es
determinante para decidir las estrategias de manejo y conservacion que se

llevaran a cabo en cada caso.?°

La medicina de animales silvestres nos ayuda a conocer y con ello a promover
la salud de las especies amenazadas, y también disminuye el impacto de
patogenos de los humanos y los animales domeésticos sobre las especies en

vida libre.
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Ademas, en las fases del diagndstico y del tratamiento, los veterinarios se han
vuelto pieza clave como investigadores de campo. En el pasado, los primates
cautivos han sido invaluables para el estudio de enfermedades a nivel de
organismos, pero en la actualidad, las poblaciones silvestres de este orden
animal pueden aportar una oportunidad Unica para la investigaciéon de los
fendmenos de las enfermedades infecciosas a niveles de poblaciones y
ecosistemas, y con ello facilitar las posibilidades de conservacion de primates y

evitar la propagacion de enfermedades fatales para el hombre y los animales.*

En la actualidad, uno de los fendbmenos mas importantes en la emergencia y
reemergencia de enfermedades en especies silvestres, domésticas y el ser
humano, es el aumento de contacto entre estas especies, debido
principalmente a las actividades inducidas por el hombre que incluyen la

destruccién de los ambientes naturales.

Por ello, la investigacion cientifica en muchos campos debe enfocarse en los
siguientes puntos: los aspectos inherentes a las habilidades de los agentes
infecciosos para infectar nuevos huéspedes, las formas como esos
microorganismos ingresan y salen de esos huéspedes, el curso de las
enfermedades en vida silvestre y la morbilidad (o sea la recuperacion de la

infeccidén o la muerte del individuo, o bien la capacidad para eliminacién
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constante del agente), el comportamiento y la densidad de la especie
hospedera, las condiciones climaticas, el tiempo que puede durar la eliminacion
del agente y el traslape del rango hogarefio con otras especies susceptibles a

la infeccidon/enfermedad, entre otros.

De esta manera, los veterinarios de vida silvestre y los ecélogos podran
conocer si los nuevos hospederos de las enfermedades emergentes pudieran
actuar como hospederos finales (que son aquellos que no son capaces de
mantener la infeccién por lo que no la pueden trasmitir a otras especies y por
ello no tendria consecuencias en las poblaciones residentes), o bien si
determinada especie se puede convertir en un hospedero de mantenimiento , el

cual puede mantener la infeccidn con o sin la introduccion a otras especies.

Estos hallazgos podrian indicar la factibilidad de trasmision a otras especies, y
cabe destacar que en el caso del hospedero de mantenimiento esa posibilidad
es mayor, por lo que se convierten en las poblaciones de estudio mas
importantes para la epidemiologia de las enfermedades. Esto sin duda seria de
un valor incalculable para conocer la verdadera importancia de las
enfermedades emergentes relacionadas con la fragmentacion de los bosques
tropicales, lo cual permitiria llevar a cabo modelos de prediccion de las mismas
para coadyuvar en los proyectos de conservacion de especies y la salud del

ecosistema.

39



Trabajo de investigacion

Capitulo Il

SEROPREVALENCIA DE Mycobacterium bovis EN GRUPOS DE MONO AULLADOR
NEGRO (Alouatta pigra), EN AREAS CON DISTINTOS GRADOS DE FRAGMENTACION DE
HABITAT EN CAMPECHE, MEXICO

2.1Introduccion

En los Ultimos afios la tasa de contacto entre el ser humano, el ganado
doméstico y la fauna silvestre se ha debido a los cambios ocasionados por el
ser humano en los sistemas naturales.’® Estos cambios han provocado la
aparicion de enfermedades infecciosas como la tuberculosis, la cual impacta la
salud del ganado y del hombre.'® El potencial zoonético de esta enfermedad
representa una preocupacion adicional, por lo que el diagnéstico certero y
rapido de la tuberculosis en los animales silvestres, es de gran importancia

para prevenir contagios a los animales domésticos.*®

La tuberculosis bovina (TB b) es una causa importante de enfermedad en el
ganado bovino doméstico, pero puede afectar también a otros animales de

granja, especies silvestres y al humano. Esta enfermedad es causada por el
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Mycobacterium bovis, y a pesar que en el ganado bovino se inici6 una
campanfa de erradicaciéon en los afios 1950, lo cual disminuyd su diseminacién
hacia los afios 1960, en la actualidad se ha incrementado de nuevo su
aparicion tanto en el ganado como en varias especies silvestres en todo el

mundo, considerandose por ello una enfermedad emergente**

En mayo del 2007, el estado de Campeche se catalogaba como en fase de
erradicacion de la Tb bovina, lo cual significa que existia una prevalencia <2%
con distribucién conocida (NOM-031-ZO0-1995).*> En concordancia con la
modificacion de la Norma Oficial Mexicana contra la tuberculosis bovina, las
actividades sanitarias de prevencion, control y erradicacion a nivel nacional,
han permitido reducir y/o establecer prevalencias menores al 0.5% en

diferentes zonas productivas.*®

Lo anterior significa también que el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos de Ameérica (USDA, por sus siglas en inglés), reconocié entonces
avances en el control de esta enfermedad en las regiones de baja prevalencia,
permitiéndose la exportacion del ganado bovino, con una sola prueba de

tuberculina para varios estados mexicanos, entre ellos Campeche.*®
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En un comunicado de prensa emitido en San Francisco, Campeche, el 10 de
abril del 2008, se recordé que un afio antes la Comision Binacional México-
Estados Unidos reclasific6 el estatus de la regiéon “A”, que comprende
anicamente al Municipio de Palizada en Campeche, pasando de Acreditado
Modificado a Acreditado Preparatorio, y suspendié temporalmente las
exportaciones ganaderas a Norteamérica, recomendando a la vez establecer
un estricto control de las movilizaciones de los animales, tanto hacia el interior

como al exterior del Estado de Campeche.*®

Sin embargo, el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria de la Direccion General de Salud Animal, Direccion de
Vigilancia Epidemioldgica, en el reporte llamado Situacion Zoosanitaria en los
Estados de la Republica Mexicana del 9 de noviembre del 2009, cataloga como
en estado de control (prevalencia >2% o desconocida) a la Tb bovina en el

estado de Campeche.*®

Por otra parte, es importante comentar que de acuerdo con el boletin (No. 11,
Vol, 27, Semana 11, del 14-20 de marzo del 2010), del Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiologica de la Secretaria de Salud, México 2010, se

reportaron de 7 casos de tuberculosis pulmonar en humanos (2 de ellos en
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municipios indigenas) en el estado de Campeche, México durante el afio 2009

(Fuente: Plataforma Unica de informacién médulo de Tuberculosis).*’

Debido a que el estado de Campeche ha sufrido la fragmentacion de los
habitats naturales donde habitan especies silvestres, y a la prevalencia de la
tuberculosis bovina en el ganado domeéstico en esta zona, existe la
preocupacion acerca de la posibilidad de transmision de esta enfermedad del
ganado doméstico a los monos aulladores. La reubicacion de grupos de monos
aulladores en otras zonas dentro del mismo estado de Campeche con el
objetivo de conservacion de los mismos, podria incrementar la posibilidad de
introducir algunas enfermedades como la tuberculosis bovina a zonas donde

los primates sean reubicados.

En el aflo 2006, un grupo de 14 monos aulladores negros (Alouatta pigra) se
capturé de dos sitios fragmentados donadores en el Municipio de Escarcega en
Campeche, México, para ser reubicado en otras zonas de habitat similar en el
mismo estado, debido a la construccién y colocacion de torres de transmision

eléctricas de la Comision Federal de Electricidad (CFE) en esas areas.

La captura y el movimiento de los animales incluyé la toma de muestras
sanguineas, y los sueros de estos individuos se enviaron al Departamento de

Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
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Nacional Autdbnoma de México, para su evaluacion por medio de la técnica de

Inmunoblot para la deteccién de anticuerpos anti- Mycobacterium spp.

De estas muestras, 9 (64.28 %) resultaron positivas a Mycobacterium spp, lo
cual atrajo la atencion del grupo de trabajo de la Universidad Veracruzana, para
desarrollar el presente proyecto de investigacion. Este hecho se vinculo con la
probable seroprevalencia de Mycobacterium bovis en poblaciones silvestres de
esta especie de primate en Campeche, México, debido principalmente a la
cercania con hatos de ganado bovino doméstico, provocada por el deterioro y

la fragmentacion del habitat de los monos aulladores en la zona mencionada.

Por lo anteriormente descrito, la hipbtesis de este trabajo de investigacion se
establece con base en que la fragmentacion de las areas naturales ha
provocado el aumento en las tasas de contacto entre los primates y el ganado
bovino domeéstico, por lo que es factible encontrar individuos positivos a
anticuerpos anti-complejo M tuberculosis (que incluye al M bovis) en ambientes
fragmentados.

Se espera encontrar mayor prevalencia en fragmentos chicos y aislados cerca

de zonas ganaderas, que en areas grandes y conectadas de habitat.
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Por ello, el objetivo central de este estudio es determinar la seroprevalencia del
complejo Mycobacterium tuberculosis en las poblaciones de primates en areas

con distintos grados de fragmentacion en los municipios de Escarcega y del

Carmen, y un area continua (Calakmul), en el estado de Campeche, México, a

través de tres métodos seroldgicos de diagndstico.

2.2 Material y métodos

Area de estudio y sitios de colecta

El area de estudio del presente trabajo se localiza en el Estado de Campeche,
México (1748 y 2052’ N, y 8906’ y 9245’ W), el cual posee clima calido
clasificado también como humedo, con lluvias presentes durante el verano,

alcanzando una precipitacion pluvial que fluctia entre los 900-2000 mm al afo.

48

El tipo de vegetacién en el estado de Campeche es: vegetacion primaria del 60
%, mientras que la vegetacion secundaria comprende el 34 % y el restante 6 %

es catalogada como vegetacién antropogénica.*
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En este estudio utilizamos 47 muestras de suero de monos aulladores negros

(Alouatta pigra) cuyos sitios de colecta se encuentran en el Municipio de

Escarcega, Cuidad del Carmen y Calakmul, en el mismo estado de

Campeche.

Los sitios de muestreo se seleccionaron con base en el tamafio, e incluyeron
un area de selva continua (Reserva de la Biésfera de Calakmul) y 6 fragmentos
de selva, de los cuales 2 fueron clasificados como chicos, 2 medianos y 2

grandes.

Los sitios de muestreo se eligieron de acuerdo al conocimiento previo del grupo
de trabajo del Instituto de Neuroetologia en Xalapa, Veracruz, perteneciente a
la Universidad Veracruzana quienes llevan a cabo trabajos etolégicos y

antropolégicos en dichas zonas,
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Cuadro 1.- Sitios de muestreo catalogados con base en el tamafio del

fragmento
Nombrg dgl sitio de Clasificacion dgl Identificacion del grupo Mgs y afio dg captura
Captura fragmgnto por tamafio

Oxcabal Chico OXC Noviembre del 2007

Emiliano Zapata Chico EMZ Noviembre del 2007

Noviembre del 2008

Alamo Mediano ALM Noviembre del 2007

Manantiales Mediano MAN Noviembre del 2008

Calax Grande CHIL-T61 Noviembre del 2007

CHIL Noviembre del 2008

Tormento Grande TOR1y2 Noviembre del 2007

TOR1y2 Noviembre del 2008

Calakmul Grande CLK Noviembre del 2008

Selva continua

Es importante mencionar que las capturas en ambas salidas de campo se
realizaron durante el mes de noviembre, que es el final de la época de lluvias
en estas zonas, el cual era un punto importante para otra investigacion
relacionada con el virus del Dengue, la cual se llevé a cabo de manera conjunta

con la nuestra.
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Captura de animales

Este estudio contempla las muestras de suero de las capturas de monos
aulladores negros, (Alouatta pigra) realizadas en noviembre de 2007 y en

noviembre del 2008.

En el muestreo del 2007 se capturaron 25 individuos, mientras que en el
muestreo del 2008, el numero total de individuos capturados fue de 22. A todos
los animales se les tom6 muestra de suero. La inmovilizacion quimica se llevo
a cabo con el anestésico disociador Ketamina (1000 mg/ 100 mL;), la cual se
administré a través de un dardo mediante el uso de un rifle, a base de CO, con
aguja de 3/8 pulgada, a dosis estandar de 1.5 mL (150 mg) para cada animal

adulto.

Se utilizaron como objetivo blanco los musculos de los miembros posteriores,
para evitar golpear partes vitales del cuerpo como la cara, el torax o el
abdomen. Después de haber disparado el dardo, se monitorizaban de forma
visual los movimientos de cada individuo, pero no se aproximaba nadie del
equipo técnico hasta que el anestésico iniciaba su efecto, el cual en todos los

casos se manifestaba como falta de coordinacion motriz, balanceo sobre las
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ramas, colocacién en posicion horizontal sobre la rama del arbol, y debilidad en

la sujecion.

Una vez que el animal mostraba torpeza y retraso en los movimientos, se
tendia una hamaca de plastico debajo del arbol donde se encontraba el
individuo anestesiado, o bien un miembro especifico del equipo entrenado para
esta labor escalaba el arbol y sujetaba al individuo por la cola o alguno de los

miembros apendiculares para descender él mismo con el animal.

Se verificaba entonces la condicién fisica del individuo y sus signos vitales,

para proceder a la toma de muestras.

Toma de muestras sanguineas

Las muestras de sangre se colectaron de la vena ventral coccigea, a razén de
< 1% del peso corporal (1 mL / 1000 g de masa corporal), para proceder a
colocar sangre completa en un tubo sin anticoagulante y la otra porcién en un
tubo con anticoagulante acido etilen-diamino-tetracético (EDTA, por sus siglas

en inglés).
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Posteriormente, la sangre coagulada se colocaba en una centrifuga para la
separacion del suero, mismo que se dividié en 2 viales de 0.5 mL cada uno, los
cuales se usaron uno para el presente estudio, y el otro para un estudio alterno

referente al virus del dengue.

2.2.1 Técnicas serolbgicas usadas para la deteccion de anticuerpos anti

complejo Mycobacterium tuberculosis en esta investigacion

Debido especificamente a la poca disponibilidad de métodos diagndsticos
comerciales especificos para la TB en los primates en México, se decidid
emplear dos pruebas accesibles que son ELISA indirecta en un laboratorio de
referencia para la vigilancia de la Tb bovina en la Ciudad de México, y el
Inmunoblot por las facilidades otorgadas por el laboratorio de estudio de la TB
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

Como primer paso, las 47 muestras se enviaron al Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), en la Ciudad de
México, para conocer la prevalencia de anticuerpos anti -complejo M.
tuberculosis con una prueba seroldgica de ELISA indirecta, utilizando un
antigeno contra Mycobacterium bovis. Lo anterior es lo Unico reportado por el
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laboratorio de referencia, sin aportar mayores datos sobre el antigeno

especifico ni acerca del punto de corte para la interpretacion de las lecturas.

Por otro lado, y con la finalidad de comparar tres diferentes métodos de

diagnéstico para el complejo M tuberculosis, por los antecedentes bibliograficos

publicados de que ninguna prueba por si sola a excepcion del cultivo /
especiacion, es capaz de determinar si una muestra animal es positiva o0 no a
la presencia de anticuerpos contra este complejo bacteriano, se decidio utilizar
la prueba de Inmunoblot, utilizando para ella antigenos positivos reactores

bovinos (PPD-B, PPD-A, proteina ESAT-6).

Como complemento de estas pruebas inmunoldgicas, se realizd6 una prueba
serologica comercial llamada PrimaTB Stat Pak (Chembio Diagnostic Systems,
Inc. Medford, New York), la cual es un método de diagndstico cualitativo
inmunocromatografico, de un solo uso y en dos pasos para la deteccion de
anticuerpos a M. tuberculosis y M. bovis en suero, plasma o sangre completa,
misma que utiliza tecnologia de color basada en latex, de flujo lateral, y un
coctel de antigenos seleccionados de M bovis incluyendo el ESAT-6, CFP10 y

el MPB83.*°
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La lectura de esta prueba se realiza 20 minutos después de agregar al equipo
individual el suero a evaluar y la sustancia amortiguadora que contiene cada

grupo de muestras. 2 *°

Esta técnica se ha empleado en varias especies de primates del Viejo
Mundo,? #®y para el control positivo en este estudios se usé una muestra de
suero de un mono arafia (Ateles fusciceps) el cual fue diagnosticado con M.

tuberculosis por medio de cultivo bacteriano y especiacion.

En esta prueba comercial, si existen anticuerpos especificos en los sueros
contra M tuberculosis o M bovis, el resultado esperado es reactivo (Fig 1); esto

significa que la muestra es sugerente a un proceso de tuberculosis activa.

Figura 1 .- Fotografia de la muestra control positivo usando la técnica comercial

rapida de flujo lateral PrimaTB-STAT Pak.
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La apariciéon de la linea azul en la letra T significa que el suero es positivo a la

presencia de anticuerpos anti-complejo M. tuberculosis.

En ausencia de anticuerpos, el resultado esperado es no reactivo. Como
control de calidad de este equipo individual comercial, siempre debera aparecer
una linea de color azul como el de la figura anterior en el area del CONTROL
(C), si es que la prueba se llevd a cabo de forma correcta y si el equipo
funciona adecuadamente, lo cual se corrobora con el suero positivo de un
primate diagnosticado como positivo por medio del cultivo bacteriano para el

complejo M tuberculosis. 2% *°

Es posible también, que una prueba realizada de forma errbnea no muestre
ninguna linea azul en el area del control (C), dando un resultado invalido, por lo
gue esa muestra debera ser repetida con otro equipo individual nuevo, segun lo
indican las instrucciones impresas del fabricante que acompafan el grupo de

equipos comerciales.?® *°
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2.3 Resultados

De las 47 muestras de suero pertenecientes a los animales utilizados en esta
investigacion, los cuales presentaban diferentes rangos etarios (juveniles,
subadultos y adultos), y de ambos sexos, la prueba de ELISA indirecta mostré
resultados de 3 (6.7 %) muestras con niveles altos (segun el reporte del
laboratorio de referencia) de anticuerpos contra el complejo M tuberculosis,
especificamente empleando antigenos del M bovis, segun el reporte del

INIFAP.

El punto de corte sugerente segun los resultados obtenidos, pero no
especificado por el laboratorio en cuestion para la deteccion de los niveles de
anticuerpos, es de 0.223 de densitometria optica (DO), el cual se dedujo
simplemente por los valores reportados en las muestras que ellos reportan
como negativas y la diferencia con los niveles de anticuerpos que son
considerados como altos en el mismo documento. Cabe mencionar que las tres

muestras positivas son de 3 sitios diferentes de colecta.

Por otro lado, el total de las muestras (n=47) sometidas a la prueba de

Inmunoblot arrojé resultados negativos a la presencia de anticuerpos anti-
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complejo M. tuberculosis, ya que ninguna lectura mostré reactividad a los

anticuerpos bovinos.

De la misma manera, al llevar a cabo la evaluacion de los sueros utilizando el
equipo comercial PrimaTB STAT-PAK, ninguno de ellos fue positivo a la
presencia de anticuerpos anti-complejo M tuberculosis. Pero cabe destacar que
el resultado del control positivo fue notorio, haciendo valida la prueba al suero
positivo de un primate de la Familia Cebidae, a la que pertenece el mono
aullador. Lo anterior segun la experiencia de quienes han utilizado esta prueba
en diferentes especies de primates, nos permite suponer fuertemente la

ausencia de una infeccion activa por el complejo M. tuberculosis en las

muestras de suero de nuestro estudio (comunicacion personal, Michele Miller,

PhD)

2.4 Discusién y conclusiones del capitulo I

La acelerada destruccion de los ecosistemas tropicales generada
principalmente por las actividades antropogénicas, ha dado como resultado la

emergencia y reemergencia de enfermedades infecciosas como la tuberculosis

bovina en todo el planeta.™*" %
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Las poblaciones de primates en el sureste mexicano se ven amenazadas con
frecuencia por diversos factores entre los que destacan la pérdida del habitat,
la caceria furtiva, la invasion de los fragmentos de bosque por los humanos y el

ganado bovino doméstico, por mencionar sélo algunos. *° 3’

La ocupacion de las tierras y espacios naturales de los primates por el ganado
bovino, ha ocasionado el aumento en las tasas de contacto entre ambas
especies, lo cual puede ser un factor de riesgo tanto para la conservacion de
los primates, como para la salud del ganado destinado a satisfacer las
necesidades de produccion de carne, debido al intercambio de patégenos que

afectan de forma bidireccional a las especies en cuestién.™® " 40

No se han llevado a cabo investigaciones previas para determinar si la

tuberculosis bovina esta presente o ausente en primates silvestres en México,

que habitan zonas fragmentadas, con altas tasas de contacto con el ganado
doméstico. Estos individuos suelen ser reubicados con la intencion de
promover su proteccion en habitats naturales similares a su rango original de

distribucion.

56



Por ello, estos grupos deben ser monitorizados para asegurar que algunos de
los parasitos de mayor riesgo (inclusive por su potencial zoondtico como la Th
bovina), no sean transportados por los mismos individuos e infectar a otras

poblaciones simpatricas de primates y de otras especies.

En la actualidad no existe un método de diagnéstico Unico que sea 100 %
sensible y especifico para la tuberculosis (bovina o humana), en especial
cuando hablamos de muestras seroldgicas, las cuales se consideran las mas
Utiles en el campo, gracias a su accesibilidad, simplicidad, bajos costos e

incluso el hecho que ya existen algunas de ellas que son comerciales.'® 2> %

Los métodos usados en la vigilancia y monitorizacion para la Tb en zoolégicos
(y en la investigacion en fauna silvestre) en México requieren ser actualizados y
combinados para obtener resultados mas precisos tanto para los protocolos de
medicina preventiva, como en los casos en los que existan animales
sospechosos. Cabe mencionar que se recomienda que estas técnicas de
diagndstico se utilicen en conjunto con el cultivo bacteriano y la identificacion

del ADN de la micobacteria.>® °

El estado de Campeche se cataloga como en fase de control de la tuberculosis

bovina en el ganado productor de carne, y por ello algunas zonas aln

57



presentan riesgo para la aparicion de casos de esta enfermedad en los
animales domésticos. En las éareas fragmentadas las especies silvestres
pueden resultar infectadas por el aumento en las tasas de contacto con el

ganado doméstico.*® 4647

A pesar que en el afio 2009 se reportaron 7 casos de tuberculosis pulmonar en
humanos provocada por M. tuberculosis en el estado de Campeche, es posible
que el incremento en las tasas de contacto del humano con el ganado bovino
infectado pueda ocasionar también la infeccién del ser humano con el agente

causal de la tuberculosis bovina.*® *> 4®

Ningun método antemortem es 100% especifico para el diagnéstico de la
tuberculosis en ninguna especie animal incluido el ser humano. Por ello, las
muestras pertenecientes a los animales capturados para reubicacién en el
2006 y que dieron origen al presente estudio, pudieron ser positivos a la
presencia de anticuerpos anti-Mycobacterium spp como tal, posiblemente
porque los animales expresaran una respuesta seroldgica contra micobacterias
no productoras de tuberculosis (NTM, por sus siglas en inglés), y no

necesariamente al complejo M. tuberculosis.
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La tuberculosis bovina se ha comprobado en al menos una especie de primate

silvestre en Africa, la cual se corrobor6 habia sido infectada por el M. bovis.

A pesar de que no fue posible comprobar la seroprevalencia del complejo M.
tuberculosis en los animales muestreados con las tres técnicas serologicas, es
importante continuar con la realizacion de protocolos de diagndstico de
enfermedades emergentes de riesgo potencial para los primates, el ganado
doméstico y el ser humano, dada la fragmentacion continua de las zonas de

distribucion natural del género Alouatta como lo es el estado de Campeche.

En particular se considera importante indagar sobre la presencia y prevalencia
de diferentes enfermedades infecciosas en animales que habitan fragmentos
chicos donde existe la interaccion con los animales domeésticos y con el ser
humano, debido a que ésas podrian ser las zonas de mayor prevalencia de

patégenos infecciosos.

En México es indispensable desarrollar protocolos de vigilancia epidemioldgica
para animales silvestres, especialmente para las enfermedades infecciosas
emergentes antes del proceso de reubicacion, como en el caso de los primates.

Esto se sugiere como una estrategia de conservacion para las subpoblaciones
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en peligro de extincion. Lo anterior puede ser usado como una herramienta de
prevencion para evitar la transmision y acarreamiento de patégenos de un area

geografica a otra, donde tal vez no existian con anterioridad.

Este estudio de investigacion es pionero para los primates en México, por lo
gue destacamos la importancia de la estandarizacion de los métodos de
diagnostico y la monitorizacion constante de la tuberculosis y otras
enfermedades emergentes en las poblaciones de primates que habitan las

areas fragmentadas de bosque como ocurre en el estado de Campeche.

Es necesario continuar investigando sobre distintos topicos que atafien a la
salud de los monos aulladores en el sureste mexicano, en particular la de
aguellos que son manejados y muestreados para cualquier propésito, ya que
esta es una oportunidad Unica de obtener informacion valiosa e incrementar
nuestros conocimientos y bases de datos particulares de las especies
silvestres, cuya supervivencia se encuentra en riesgo 0 amenazada por

diversos factores.

Es un hecho que la sobrevivencia de esas especies depende de la
investigacion y los protocolos continuos basados en la ciencia. Por ello, es muy

importante conocer y utilizar el conjunto de pruebas diagndésticas mas efectivas
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para cualquier enfermedad en primates silvestres, a través de la generacion de
informacion de punta, usando todo tipo de técnicas disponibles. De la misma
manera, se requiere una mayor investigaciéon al respecto en grupos de

animales cautivos que después pueda ser traspolada a poblaciones silvestres.

Es sabido que las tasas de destruccién de los habitats tropicales en la
actualidad no han tenido paralelo en la historia del hombre, y por ello se cree
que el panorama de la conservacion de los animales silvestres debe incluir
informacion extensa y multidisciplinaria, con un abordaje holistico para
comprender el origen de las enfermedades infecciosas en este tipo de

especies.

De la misma manera, se debe conocer la ecologia de las enfermedades
emergentes si pretendemos dar los primeros pasos en materia de conservacion
de fauna silvestre en México, y afrontar con hechos el gran reto que significa la

Medicina de la Conservacion en el presente siglo.
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2.6 Short Communications

Journal of Wildlife Diseases

Seroprevalence of Mycobacterium tuberculosis-complex antibodies in
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ABSTRACT: The emergence of infectious diseases shared among cattle,
wildlife and humans is feasible given the high rates of deforestation, habitat loss
and fragmentation. In the state of Campeche, Mexico cattle have encroached
upon the natural habitat of wild black howler monkeys (Alouatta pigra). It has
also been recorded that between a forest remnant or a tree, some of these
primates walk on the ground in order to reach out another tree. This might have
forced this species of primates to have increased contact with cattle feces. In
2006 two groups (n=14) of howler monkeys were translocated to other
protected habitat patches, and apparently 64.2 % (n=9) of their serum samples
were positive to anti-Mycobacterium tuberculosis complex antibodies using the
Immunoblot test. In our research we used three serologic techniques to screen
the sera of 47 individuals collected from six different size (small, medium and
large) fragmented areas in Campeche and one from a non-disturbed forest, the
Biosphere Reserve of Calakmul.. We chose the methods available at the time of
our study and sample running in Mexico. In spite that with indirect ELISA
technique apparently three (6.3%) out of 47 samples were positive, we
concluded that results for seroprevalence of antibodies anti- M. tuberculosis in
these wild groups of black howler monkeys (n=47) were negative interpreting
the results of the three different diagnostic methods altogether. Field research is
still insufficient as for the standardization of field diagnostic tuberculosis
techniques which could be the key for future conservation programs in

fragmented areas where susceptible species need to be relocated.

Key words : emerging infections, zoonotic diseases, tuberculosis, howler

monkeys, fragmentation.
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Fragmentation and habitat loss are the primary causes of reduction of biological
diversity which also promotes changes on the dynamics of pathogens, in a
fashion that could impact the conservation of wildlife populations due to the
incidence of some emerging infectious diseases (Goldberg et al, 2008; Fahrig,

2003; McCallum and Dobson, 1995).

The increase in wildlife-domestic animals contact rates, is a unique opportunity
for transmission of infectious agents between both ranges of species given
some specific environmental circumstances and some attributes of many

infectious organisms (van Campen H, Rhyan J, 2010).

Some drivers for disease emergence are deforestation, bush-meat hunting and
wildlife trade (Dazsak et al., 2007) so the interest in epidemiology on the
emergence of infectious diseases shared between humans and livestock, and
the way they relate to wildlife species has increased during the last few decades

(Rhyan and Spraker, 2010).

This is the case with bovine tuberculosis (BTb) which is caused by M. bovis,
another zoonotic disease that originated in cattle, infected wildlife, and now in
some areas could re-infect cattle via wildlife reservoirs (Van Campen and

Rhyan, 2010).
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In 2006 a total of 14 black howler monkeys (Alouatta pigra) were captured in

two different donating areas in the Municipality of Escarcega in the State of

Campeche, Mexico with the aim of translocating them to other similar protected
habitat areas in the same state that was a larger fragment in a protected area

(one of our study sites) to guarantee their survival.

The serum samples were collected from animals for a health surveillance
protocol, and the group of researchers was offered to get these serum samples
screened for anti-M. tuberculosis complex antibodies using Immunoblot at the
Pathology Department at the Faculty of Veterinary Medicine from the National
Autonomous University of Mexico (UNAM). This was part of the first-time

medical and preventive medicine approach to these monkeys ever.

Apparently, 64.2 % (n=9) of those serum samples tested positive for anti-M
tuberculosis complex antibodies, which led to the assumption that if any species
of the bacteria could be present in those monkey populations, it was possible to
be M bovis due to the encroaching of the forest remnants and the domestic
bovines intrusion as well as the increase in contact rates between cattle and

primates in that area.
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Also, a walking -on-the- ground behavior of these arboreal primates from a tree

or fragment to another forest area in order to get more options to climb and

seek for food leaves has been observed in as much as 150-200 meters

distance (Canales D. Personal communication).

We looked up the published information concerning M. tuberculosis- complex
prevalence in wild non- human primate populations possibly related to increase
contact with cattle, which was scarce with the exception of the statement of
Wolff et al, “Tuberculosis has been demonstrated in wild olive baboons (Papio
cynocephalus) due to the presence of Mycobacterium bovis infection that most

likely originated from cattle” (Wolfe et al, 1998).

Apparently, Tb is a disease of captive primates with little evidence of prevalence
in wild populations (Isaza, 2003), although it is known that primates are
susceptible to the infection with both M tuberculosis and M. tuberculosis (Miller,

2008).

Considering the mode of transmission of BTb along with the knowledge that
Campeche is a state with high (>2%) prevalence of this disease in domestic
cattle, we assumed that whether the primates from those fragmented areas

sometimes had to utilize the ground to move from one tree or fragment to
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another, that could be an opportunity of infection with M. bovis and other

mycobacterias.

In our literature search, we found the current information on tuberculosis
diagnosis on captive primates, stating that no antemortem test is 100 % reliable

for detecting TB in zoo animals (Miller, 2008).

Another issue is that the approach to routine screening requires application of
multiple testing modalities (Miller, 2008), so we decided to contact experts on
BTb diagnosis in our country, but they were not related to zoo or wild animal

research.

At the time of planning the research protocol we chose to use serological
methods because according to the literature they constitute a feasible
alternative as they are simple, inexpensive, and less invasive than other
methods and they are performed on the basis of antibody detection and not on
detection of mycobacteria. Those considerations we thought to be acceptable

for field conditions as were the case of this study.

Field-trip schedules were set up to collect as many samples as possible during
November 2007 and November 2008. We selected six sampling areas. Twenty-

five black howler monkeys (n=25 serum samples) were anesthetized in 2007
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and in 2008, twenty-two primates (n=22 serum samples) were captured with the
same procedure for a total of 47 serum samples (N=47). We used Ketamine
(Imalgen 1000; 1000 mg/mL) at a standard dose of 1.5 mL [150 mg] total for

each adult male or female) administered through a CO2 dart rifle.

The collaborative group of people included a laboratory technician that
separated serum by centrifugation, placing each sample in a separate identified
plastic tube which was immediately kept in a freezing container. After the
capture process was completed sera samples were frozen at the appropriate

freezer up until their processing in Mexico City.

After the sampling, and once the animals were totally recovered from the
anesthesia they were released and properly cared for according to the
guidelines of the American Society of Mammalogists (ASM) and those of the
Animal Welfare Act of the School of Veterinary Medicine, National Autonomous

University of Mexico (UNAM).

Samples were sent out to one of the official domestic bovine surveillance
laboratories (INIFAP, Mexico City) where they performed indirect ELISA test on

the 47 samples..
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Apparently, results to indirect ELISA indicated that 3 (6.4%) out of 47 samples
had presented high levels of anti-M. tuberculosis complex antibodies specifically

against M. bovis according to the laboratory report.

Unfortunately, the results from the domestic bovine surveillance laboratory were

not clear since they did not report the cut-off point for optic densitometry they

used to consider normal, low or high levels of antibodies, nor the exact type of
M bovis antigen they utilized to test the samples. For that reason, the test was

considered neither sensitive nor specific for any of the reported results.

We were offered the Immunoblot test at the Instituto de Investigaciones
Biomédicas (UNAM). Sera screening was performed using PPD-B, PPD-A,
ESAT-6 protein as positive controls, obtaining a 100 % negative result to anti-M.

tuberculosis- complex antibodies.

PrimaTB-STAT-PAK (Chembio Diagnostic Systems, Inc, Medford, NY) test was
utilized and all samples also tested negative to anti-M tuberculosis complex

antibodies.

As a positive control for this commercial testing method a serum sample of

another member of the Cebidae monkey family, belonging to a spider monkey
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(Ateles fusciceps) was used which at culture and speciation was positive to M.

tuberculosis.

This commercial test is useful for the diagnosis of active tuberculosis in
conjunction with other diagnostic methods, so if antibodies are present in the

sample, the expected result is reactive (Lyashchenko, 2007, 2008 y 2009).

Assessing the samples with the three diagnostic serologic methods above
mentioned altogether, we can now infer that our study individuals were negative
for anti-M. tuberculosis antibodies, but they could have been infected by NTM
(non-tubercular mycobacterias) since the Immunoblot test used on the first
collection samples from the donor areas that gave rise to the present study is
not specific to M tb, but reacts with the presence of the genus Mycobacterium

as such.

We concluded that several points were weak from the beginning of our study: 1)
the first samples from the translocated animals could have been tested positive
to Mycobacterium antibodies since animals could have mounted a serologic
response against a NTM, and not necessarily to M tb- complex mycobacteria; 2)
the current diagnostic methods for Tb surveillance in zoos (and wildlife
research) in Mexico need to be updated and combined among them in order to
get more accurate results, both for preventive medicine protocols and when

suspect cases are present; it must be highlighted that these diagnostic
75



techniques are recommended to be used along with culture and speciation; 3)
protocols for diseases in wild animals, specially for primate infectious emerging
diseases urge to be set up in Mexico, and the proper and most accurate
methods for field disease surveillance need to be researched beforehand a
translocation process is taken as a population conservation strategy for

threatened subpopulations.

Although at the beginning of this research the possibility of finding out serologic
evidence of infection of howler monkeys with M. tuberculosis-complex
pathogens (and it was highly suspected to be M. bovis) was hypothesized, due
to the intrusion of domestic livestock into the forest fragments where primates
inhabit, and probably even more in those smaller, more disturbed fragmented
areas, no individuals were serologically positive. However, this type of
surveillance protocols could be used as a preventive useful tool for avoidance of
infectious pathogens transmission, and also to prevent carrying them from one

geographic area to another, where it could possibly have not existed before.

This is a pioneer research protocol in wild non-human primates in Mexico, so
we highlight the importance of standardization and constant monitoring of
tuberculosis and other emerging diseases in primate populations that inhabit

fragmented forest areas.
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As it is the case with BTb in at least one wild primate species that has proven to
become infected with M. bovis disease surveillance prior to translocation
projects of animals is of utmost importance to protect subpopulations and so
metapopulations of primates whose survival depends upon the research and

continuum of science- based protocols.
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