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Resumen ejecutivo

El programa de Rehabilitacion y Reintroduccion del mono arafia (Afeles chamek) en el sureste de la
Amazonfa Peruana viene liberando monos arafia en el area de Tambopata desde el afio 2011. Para ello, se
sigue un proceso cuidadoso de descarte de enfermedades, procediendo Gnicamente a la reintroduccién de
aquellos individuos que resulten negativos al descarte de enfermedades zoonédticas como herpesvirus y
tuberculosis. Sin embargo, hasta la fecha no se ha realizado una evaluacion de estos y otros agentes
infecciosos en los primates de vida libre en el area. El presente proyecto tuvo como objetivo evaluar el uso de
métodos no invasivos para la colecta de muestras que permitan identificar la presencia de patégenos tanto en
animales reintroducidos como en aquellos de vida libre presentes en el area de reintroduccién. Debido a las
restricciones de movilizacién debido a la pandemia de COVID-19 la fase de campo del proyecto fue
cancelada en Marzo 2020, ocho meses después de su inicio, y la evaluacién de las muestras obtenidas se vio
retrasada hasta Junio 2022. Durante los meses de evaluacién de campo, observamos siete especies de
primates dentro del area de estudio. En caso de interactuar, directa o indirectamente con los individuos
reintroducidos, estas especies estarfan expuestas a agentes infecciosos o enfermedades transmisibles que
puedan estar afectando a los monos reintroducidos, en caso positividad a algin agente. Sin embargo, no se
observaron interacciones directas entre especies de primates, sugiriendo que las interacciones interespecificas
son infrecuentes en el area evaluada. El retraso en el procesamiento afecto la calidad de las muestras
obtenidas impidiendo identificar agentes infecciosos. Se recomienda una evaluacién mas extensa, incluyendo
todas las especies de primates en el area y en lo posible empleando métodos moleculares que cubran un
amplio espectro de microorganismos. Una evaluacion comprensiva permitirfa describir la circulacion natural
de agentes infecciosos y estimar el riesgo real de diseminacion de patégenos a partir de la reintroduccion de
monos arana.

Abstract

The program for the Rehabilitation and Reintroduction of the black-faced spider monkey (Azeles chamek)
in the Southeast Peruvian Amazon is reintroducing spider monkeys since 2011. These reintroductions follow
a careful pathogen screening process, ensuring that only primates with negative status for zoonotic infections
such as tuberculosis and herpesvirus are released. However, to the date, an evaluation of the infectious agents
carried by free-ranging primates in the area has not been performed. This project had the goal to evaluate
non-invasive sampling techniques to detect pathogen infecting the reintroduced primates, as well as those
free-ranging primate species in the reintroduction area. Unfortunately, the movement restrictions caused by
COVID-19 required the cancellation of the field sampling in March 2020, eight months after it was launched,
and the delayed of samples processing until June 2022. During the field evaluations, we observed seven
primate species inhabiting the study area. In case of interacting with each other, these species would be
exposed to infectious agents carried by the reintroduced primates. However, we did not observe any direct
interaction suggesting that interspecific encounters are infrequent in the study area. The delay in samples
processing affected samples quality, preventing the detection of infectious agents in the samples that were
collected. We recommend a more extensive evaluation, aiming to the detection of a wide spectrum of
microorganisms in all the primate species present in the area. A comprehensive assessment would help to
describe natural circulation of infectious agents and estimate the real risk of disease introduction and spread
through the reintroduction of spider monkeys.



1. Marco Teorico

Por su proximidad filogenética con los humanos, los monos en cautiverio se encuentran expuestos a
adquirir infecciones zoondticas que pueden ser ajenas al medio silvestre y por tanto, a las que los monos no
han sido expuestos antes (1). Los patégenos asociados a humanos pueden causar enfermedad o incluso ser
letales para los primates no-humanos. Por ejemplo, los siguientes agentes respiratorios: virus sincitial
respiratorio humano, metaneumovirus humano, Streptococcus pnenmoniae, Pastenrella  multocida, complejo
Mycobacterium tuberculosis y Streptococcus anrens resistente a antibidticos, han sido asociados a la mortalidad de
grandes simios expuestos a humanos a través del turismo (2—4). Otro ejemplo notable es el herpesvirus humano
que ha causado brotes epidémicos con alta mortalidad en marmosetas periurbanas en Brazil (5-7) y en mdltiples
especies de primates neotropicales (8—12) y grandes simios (5) en cautiverio.

Los siguientes agentes zoonoticos han sido reportados en primates en cautiverio en Peru: Herpes Simplex
Virus (13), Espumavirus (14), Plasmodium spp. (15), Trypanosoma sp. (16), mycobacterias (17) y bacterias resistentes
a antibiéticos (18). Sin embargo, no se ha estimado cual es el riesgo de diseminacién de estos agentes a las
poblaciones de vida libre. Una de las principales limitaciones para estimar este riesgo es que existe muy poca
informacién sobre la circulacion natural de estos agentes en primates de vida libre. Varios estudios de campo
(proyectos liderados por Pedro Mayor, Angela Maldonado, Gideon Erkenswick, entre otros) vienen
investigando agentes infecciosos en primates de vida libre en distintas regiones del pafs. No obstante, estas
investigaciones, al igual que las realizadas por nuestro grupo de investigacién en animales en cautiverio, no son
exhaustivas debido a las limitaciones de las técnicas convencionales para la deteccion de agentes infecciosos.
Actualmente, las técnicas moleculares genémicas y metagenémicas proveen la oportunidad de describir el
microbioma de los primates silvestres y de evaluar la variacién en la diversidad de agentes infecciosos que estos
portan a través de las distintas fases de cautiverio (19,20). De esta manera, se ha demostrado que los primates
en cautiverio portan una menor riqueza de bacterias entéricas, pero que a mayor tiempo en cautiverio su
microbioma es mas similar al de los humanos que al de sus conspecificos de vida libre (21). Se desconoce si al
volver a la vida libre, el microbioma de los primates puede cambiar nuevamente y recuperar la diversidad
observada en primates que nunca han sido capturados.

Entre los agentes que actualmente causan mayor problema para la reintroduccion de primates en Perd, se
encuentran los herpesviruses humanos. El orden Herpesvirales comprende 3 familias virales con mas de 130
virus descritos (22,23), 37 de ellos han sido identificados en primates y 8 se encuentran asociados a humanos
(24). Estos virus han co-evolucionado con las especies que se han convertido en su hospedero natural (23), en
el que sélo causan infecciones ligeras o asintomaticas (25). Sin embargo, la transmisién accidental a hospederos
no adaptados resulta en infecciones de variable patologia (26). Por ejemplo, Herpesvirus ateles y Herpesvirus saimiri,
que tienen como hospederos naturales a los monos arafa y monos ardilla, respectivamente, pueden causar
tumores linfoproliferativos en monos nocturnos, marmosetas y tamarinos (27—29). De manera similar, los
herpes simplex humanos son considerados letales para los primates Neotropicales (9,30-32). En Pert, se ha
reportado mortalidad por herpes simplex humano en un mono aullador mascota (11) y monos nocturnos
expuestos a un animal decomisado (10). Sin embargo, no todas las infecciones accidentales por herpes resultan
en mortalidad o cuadro clinico; los herpesvirus tienen la capacidad de desarrollar latencia, y pueden afectar al
huésped de manera asintomatica por el curso de toda su vida o hasta que condiciones como el estrés y la
inmunosupresion sean favorables para su reactivacion (33). Ghersi et al. (2011) determiné que la prevalencia
de infecciones por herpesvirus en primates en cautiverio a nivel nacional es del 15%, detectando la presencia
de Herpesvirus ateles y Herpes simplex tipo 1, entre otros herpes no identificados (13). A la fecha, no se dispone
de informacién sobre la circulacién de herpesvirus en primates de vida libre en Perd.

El maquisapa o mono arafia negro (Ateles chamek) se encuentra “en peligro” segtin la UICN y el libro rojo
de especies amenazadas del Perd. Esta especie es considerada extinta localmente en el bajo Madre de Dios
(INRENA, 2003; Bello ¢f al., 2014). Los maquisapas son frecuentemente capturados, vendidos y mantenidos
como mascota como parte del trafico ilegal de fauna. El abandono y decomiso frecuente de estos individuos,
ha generado como respuesta esfuerzos para su rehabilitacién y reintroduccién, como los liderados por el centro
de Rescate Taricaya y la estacién biolgica Kawsay. El presente proyecto busca evaluar la presencia de agentes
infecciosos en maquisapas reintroducidos y de vida libre a fin de identificar los cambios en el microbioma que
ocurren durante la transicién de cautiverio a vida libre y conocer si existe circulacién natural de herpesvirus en
maquisapas de vida libre. Asi mismo, aunque el proyecto esta enfocado en maquisapas, se colectara de manera



oportunista muestras de monos aulladores y otros primates en el area de estudio. Todas las especies de primates
son susceptibles a los herpesvirus, y conocer la circulacién de estos virus en especies que comparten habitat
con los maquisapas contribuira a entender mejor la dindmica de estas infecciones.

2. Area de estudio

El area de estudio comprende el area de reintroduccién de maquisapas, dentro de la Concesién de
Conservacion Kawsay, y el area de la Reserva Nacional Tambopata (RNTAMB) que se encuentra entre los
limites del sector Sandoval y Briolo entre las coordenadas 500000 — 8614000, zona 19 L , DATUM WGS 84,
que colinda con la concesion de ecoturismo de la Reserva Ecologica Taricaya (RET) y con la concesiéon de
conservaciéon Kawsay, que forma parte de la zona de amortiguamiento de la Reserva Nacional Tambopata.
(Figura N°1).

La zona corresponde a un Bosque humedo subtropical en el sistema de Holdrige, con un rango de
elevacion ubicado entre los 150 y 250 m.s.n.m en selva baja. El bosque caracteristico es un bosque aluvial
inundable, en 4reas adyacentes al curso de rios y quebradas con deficiencias de drenaje El area presenta dos
épocas marcadas por la frecuencia y la cantidad de precipitacion: una época seca entre abril y Octubre; y la
época de lluvias que se desarrolla entre noviembre y marzo.
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Figura N°1 Ubicacién del Area de Estudio. El poligono delimitado con bordes rojos corresponde a la
Concesion para Conservacion Kawsay, el poligono de color rojo solido corresponde al area de reintroduccion
de maquisapas, el area de color verde corresponde a las areas colindantes dentro de la Reserva Nacional
Tambopata.



3. Metdologia

Se procedi6 al seguimiento y colecta de muestras de primates en los senderos existentes dentro de la
Concesion de Conservacion Kawsay y area de reintroduccion de monos arafia adjunta dentro de la RNTAMB
(Figura 1. Area delimitada en color naranja) de la siguiente manera:

Durante las jornadas de campo, se recorrié los senderos hasta encontrar tropas de primates, ya sea monos
arafia reintroducidos u otras especies presentes en el area. En caso de avistar un grupo de primates, se realizo
el seguimiento de estos, manteniendo una distancia prudencial de por lo menos 30 metros. Durante el
seguimiento, se tomo registro de la especie observada, numero aproximado de individuos, e interacciones con
otras especies.

Durante el seguimiento, se presto especial atencién a los eventos de forrajeo y defecacién. En caso de
obsetvar animales alimentdndose, se procedi6 a recoger frutas y/o hojas descartadas por los primates a fin de
identificar marcas de dientes y/o saliva en las mismas. En caso de que las hojas y/o frutas presentaran marcas
o saliva, se frot6 un hisopo de polyester estéril sobre las mismas. Este hisopo fue luego colocado en un vial
con 1ml de RNA Later y rotulado con la especie, fecha y tipo de muestra colectada (ej. Hisopado fruta,
hisopado hoja). En caso de observarse a los animales defecando se procedié a colectar muestras fecales
usando una paleta de madera para recoger la muestra y colocarla en un vial con 1ml de RNA Later, rotulado
con la especie, fecha y tipo de muestra (Figura 2). Las muestras colectadas fueron mantenidas a temperatura
ambiente hasta su envio al laboratorio y posterior procesamiento.

Figura 2. Colecta de muestras fecales de manera no invasiva.



Ademas de la colecta de hisopados de hojas y frutas, el proyecto incluia en su metodologia la colecta de
saliva a través sogas masticables de polyester embebidas en jugo de frutas y puestas a disposicion de los
monos (34,35). Sin embargo, esta metodologia requeria la habituacién de los monos a las sogas masticables y
debido a las restricciones de movilizacién por causa de la pandemia de COVID-19 no se pudo implementar.

4. Resultados

Se identifico siete especies de primates dentro del area de la Concesion de Conservacion Kawsay (Tabla
1). No se observo interacciones entre especies, todos los grupos de primates observados correspondieron a
una sola especie.

Tabla 1. Listado de especies identificadas en la Concesién de Conservacion Kawsay y zonas colindantes

dentro de la RNT

Condicién

Nombre comin Nombre en inglés | Nombre cientifico

Mono arafia 0 maquisapa Spider monkey Ateles chamek Reintroducido
Mono ardilla o frailecillo Squirrel monkey Saimiri boliviensis Vida libre
Mono tocon titi monkey Plecturocebus aenreopalatti Vida libre
Mono pichico Saddleback tamarin | Leontocebus wedelli Vida libre
Mono aullador rojo Red howler monkey | Aluatta sara Vida libre
Mono machin negro Bronw capuchin Sapajus macrocephalus Vida libre
Mono nocturno o musmuqui | Owl monkeys Aotus nigriceps Vida libre

La colecta de muestras de saliva y heces fueron suspendida en Marzo 2020 debido a las restricciones de

movilizacién por causa de la pandemia de COVID-19. Hasta Marzo de 2020, se colectaron las siguientes

muestras:

Tabla 2. Listado de muestras colectadas, incluyendo coordenadas UTM

Muestra Tipo de muestra | Especie Fecha de colecta | Coordenadas

K001 Hisopado soga Ateles chamek 7-Ago-19 499529 8614096
K002 Hisopado soga Ateles chamek 7-Ago-19 499529 8614096
K003 Heces Ateles chamek 26-Nov-19 500367 8614134
K004 Heces Ateles chamek 26-Nov-19 500367 8614134
K005 Hisopado hoja Ateles chamek 24-Sept-19 499846 8613826
K006 Heces Ateles chamek 26-Nov-19 500367 8614134
K007 Hisopado hoja Ateles chamek 15-Ago-19 499653 8613640
K008 Hisopado fruta Ateles chamek 23-Sept-19 500018 8613702
K009 Hisopado fruta Ateles chamek 3-Feb-20 500828 8613493
K010 Hisopado hoja Ateles chamek 24-Sept-19 499846 8613826
K011 Hisopado fruta Ateles chamek 3-Feb-20 500828 8613493
K012 Hisopado hoja Ateles chamek 24-Sept-19 499846 8613826
K013 Hisopado fruta Ateles chamek 31-Mar-20 500406 8613801
K014 Hisopado fruta Ateles chamek 23-Ene-20 500654 8613825
K015 Hisopado fruta Ateles chamek 23-Ene-20 500654 8613825




K016 Hisopado hoja Ateles chamek 24-Sept-19 499846 8613826
K017 Hisopado hoja Ateles chamek 13-Sept-19 498852 8614018
K018 Hisopado fruta Ateles chamek 13-Sept-19 498852 8614018
K019 Hisopado hoja Ateles chamek 18-Ago-19 499653 8613640
K020 Hisopado fruta Ateles chamek 23-Sept-19 500018 8613702
K021 Hisopado hoja Ateles chamek 18-Ago-19 499653 8613640
K022 Heces Ateles chamek 21-Nov-19 500219 8613438
K023 Heces Saimiri boliviensis | 10-Ene-20 499946 8613453
K024 Heces Saimiri boliviensis | 18-Feb-20 500406 8613801
K025 Heces Saimiri boliviensis | 19-Feb-20 500406 8613801
K026 Heces Alouatta sp. 15-Ene-20 500632 8613378
K027 Heces Alouatta sp. 5-Mar-20 499413 8614145

El periodo éptimo de almacenamiento de las muestras en campo a temperatura ambiente es de 32 6
meses, sin embargo, debido a las restricciones de movilizacion, estas pudieron ser transportadas a Lima recién
en Julio 2021 para su almacenamiento en refrigeracién en la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

A fin de evaluar la calidad de las muestras de saliva para diagnéstico de agentes infecciosos, se realiz6
una prueba de purificacién del ADN y posterior analisis mediante amplificacién de un fragmento de 800
pares de bases del citocromo b. Desafortunadamente, la evaluacién de calidad de las muestras seleccionadas
no produjo ninguna amplificacién del fragmento de citocromo b, indicando que el ADN presente en la
muestra se encontraba degradado y no apto para su evaluacién molecular. Por tanto, no se continué con la
evaluaciéon de las muestras. Las muestras de heces no fueron procesadas y se encuentran almacenadas en la
Universidad Peruana Cayetano Heredia para futuros andlisis.

5. Discusion

La reintroduccién de animales recuperados del trafico de fauna conlleva un riesgo de introduccién o
diseminacién de agentes infecciosos que podrian afectar a las poblaciones de fauna presentes en las areas de
reintroduccién. Este riesgo es mayor en primates, debido a su mayor susceptibilidad a agentes zoonéticos.

El programa de Rehabilitacién y Reintroduccion del mono arafia en el sureste de la Amazonia Peruana
viene liberando monos arafia en el area de Tambopata desde el afio 2011 (36). Para ello, se sigue un proceso
cuidadoso de descarte de enfermedades, procediendo tnicamente a la reintroduccién de aquellos individuos
que resulten negativos al descarte de enfermedades zoondticas como herpesvirus y tuberculosis. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha realizado una evaluacién de estos y otros agentes infecciosos en los primates
de vida libre en el area. Una de las principales limitaciones para realizar dicha evaluacién es que las zonas
colindantes son susceptibles de actividades extractivas como la mineria ilegal, la tala selectiva, la caza y
ecoturismo, que habitian primates cerca a sus albergues poniendo comidas para el placer de los turistas,
ademds, el acostumbramiento de los primates a la intervencién humana mediante actividades de investigacion
podria favorecer su caza. La Concesion de Conservacion Kawsay, viene promoviendo la preservacion del area
de reintroducciéon de monos arafia mediante actividades de investigacion y educacion. Como parte de ellas, el
presente proyecto tuvo como objetivo evaluar el uso de métodos no invasivos para la colecta de muestras que
permitan identificar la presencia de patégenos tanto en animales reintroducidos como en aquellos de vida
libre presentes en el 4area de reintroduccion.

En la corta duracién de la fase de campo, se pudo identificar siete especies de primates dentro del area de
la concesién y areas aledafias de la RNT que correspondian a nuestra area de estudio (Tabla 1). La riqueza de
primates observada es comparable a la riqueza registrada en otras areas de la Reserva Nacional Tambopata
(37,38). Esto nos indica que, a pesar de la degradacion histérica del bosque en el area ahora protegida por la
concesion, se mantiene una alta diversidad de primates. También nos sugiere que la reintroduccién de monos



arafia no ha afectado negativamente la riqueza local de primates, y que por el contrario, ésta se ha
incrementado con el establecimiento de tropas de monos reintroducidos (306).

Las especies identificadas se encontrarian expuestas a los agentes infecciosos y enfermedades que puedan
ser portadas por los primates reintroducidos. Se ha determinado que la posibilidad de compartir agentes
infecciosos entre especies de primates es mayor en individuos relacionados filogenéticamente (especies con
una historia evolutiva comun), que comparten el mismo espacio geografico, y el mismo nicho ecolégico
(1,39—-41). Esta posibilidad de contagio se incrementa con la frecuencia o intensidad de las interacciones entre
individuos, ya sean directas o indirectas, y dependiendo del tipo de agente infeccioso (42). A pesar de haber
identificado siete especies de primates compartiendo el mismo espacio geografico, y que es posible que varias
de ellas compartan el mismo nicho ecoldgico (por ejemplo: Sazmiri spp., Sapajus spp. y Leontocebus spp.), nuestras
observaciones no identificaron ninguna interaccién directa entre especies distintas de primates. Las
interacciones directas que se han podido observar en otras areas de Tambopata son: traslado y forrajeo en
tropas mixtas de monos ardilla y monos machines, y la confluencia de tropas de dos o mds especies en
arboles con abundantes frutos. Asi mismo, se estima que el uso de colpas o lamederos de arcilla y el forrajeo
de especies pequefias (por ejemplo: Leontocebus sp.) en arboles de descanso de monos aulladores resultan en
interacciones indirectas. Nuestra evaluacién no fue lo suficientemente exhaustiva para descartar que estas
interacciones ocurran en el area de estudio, pero sugiere que son infrecuentes. Una posible explicacion de la
ausencia de interacciones en nuestros registros es que la perturbacién y degradacion del bosque favorezca la
separacion de tropas de primates en distintos areas del bosque (38). Estudios mas exhaustivos de la
distribucion, uso del habitat, comportamiento y dinamicas sociales de las especies de primates en el area de
reintroduccién podrian ayudar a estimar la frecuencia de interacciones favorables a la transmision de agentes
infecciosos a partir de los animales reintroducidos.

La colecta de muestras no invasivas para la deteccion de agentes infecciosos permite realizar evaluaciones
sanitarias en areas naturales con un minimo impacto en el bienestar y comportamiento del animal. Las
muestras no invasivas tales como saliva y heces colectadas a partir del ambiente, nos permiten determinar no
solo si los primates evaluados se encuentran infectados por algin patégeno de interés, sino que también nos
permiten saber si estos patégenos estan siendo excretados y se mantienen viables en el ambiente utilizado por
otros primates. La colecta de muestras fecales del ambiente es un método ampliamente usado para identificar
parasitos, bacterias y otros patogenos entéricos (37,43). En contraste, la deteccion de agentes virales y
bacterianos de transmisioén oral o respiratoria se realiza usualmente mediante muestreo de sangre o de
hisopados orales y nasales que requieren la captura del animal. Nuestro estudio contemplaba la colecta de
saliva de manera no invasiva mediante dos técnicas: 1) mediante “sogas” empapadas en jugo de frutas —
técnica evaluada con los primates en cautiverio en el Centro de Rescate Taricaya, sede del programa de
Rehabilitacién y Reintroduccién de monos arafia, con éxito en la detecciéon de ADN viral en la saliva obtenida
de las muestras (44); 2) a partir de hojas y frutos mordidos y descartados en el ambiente — técnica usada en
primates en Africa y Asia (34,45) pero que aun no ha sido implementada en especies neotropicales.
Desafortunadamente, la interrupcion de la fase de campo debido a la pandemia de COVID-19 no permitié
implementar la colecta a partir de “sogas” y afect6 la correcta preservacion de muestras ambientales.

La ausencia de ADN en las muestras de saliva evaluadas indica que es necesario seguir perfeccionando la
técnica de colecta no invasiva a partir de hojas y frutos. Es posible que la cantidad de ADN contenida en la
muestra sea muy pequefia para su deteccion, que el ADN se haya degradado debido al extendido periodo de
almacenamiento a temperatura ambiente, o que la materia vegetal contenida en la muestra contenga
inhibidores que afecten la extraccién de acidos nucleicos a partir de la muestra.

6. Conclusiones

Observamos por lo menos siete especies de primates dentro de la Concesiéon de Conservacion Kawsay y
area delimitada para la reintroduccién de monos arafia. En caso de interactuar, directa o indirectamente con
los individuos reintroducidos, estas especies estarfan expuestas a agentes infecciosos o enfermedades
transmisibles que puedan estar afectando a los monos reintroducidos o viceversa, en caso alguno presente
algtin patégeno. Durante los meses de evaluacién del proyecto, no se observaron interacciones entre las



especies. Asi mismo, la cancelacion del muestreo y baja calidad de las muestras obtenidas nos impide
identificar agentes infecciosos que puedan estar afectando a los primates en el area. Se recomienda una
evaluacién mas extensa, incluyendo todas las especies de primates en el rea y en lo posible empleando
métodos moleculares que cubran un amplio espectro de microorganismos (por ej. evaluacién de microbioma,
protocolo 168 para familias bacteriana, o pruebas de PCR para familias virales).
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