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Se determiné la incidencia de leptospirosis en crias de Zalophus c. californianus en siete
colonias reproductivas del Golfo de California. Esta fue del 40% en San Pedro Martir,
13.33% en San Esteban, 30% en Roca Blanca, 36.36% en Los Machos, 25% en Granito y
15% en Los Cantiles; no se detectd leptospirosis en Los Islotes. Durante la temporada
reproductiva del afo 2000 se obtuvieron 42 muestras de orina y 96 muestras de sangre y
suero de crias de Z c. californianus. Se determiné la seroprevalencia de anticuerpos contra
13 serovariedades de Leptospira interrogans mediante la prueba de microaglutinacién
(MAT) y se detecto la presencia de L. interrogans mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Las crias con titulos de anticuerpos > 1:50 y aquellas que en orina,
sangre o suero mostraron productos de PCR de 115 pb se consideraron positivas. La
seroprevalencia de anticuerpos contra L. interrogans fue del 54.16%, con una mayor
seroprevalencia contra la serovariedad cynopteri (50%). 66.66% de las crias positivas
presentaron titulos de anticuerpos >1:50 contra cynopteri. Se observaron fragmentos de 115
pb en 2/42 muestras de orina, 6/96 muestras de sangre y 1/96 muestras de suero. Mediante
pruebas de Kruskall-Wallis (0=0.05) se determin6 que la incidencia de leptospirosis era
significativamente diferente por colonia. Una prueba de x2 que considero la incidencia de
leptospirosis, la seroprevalencia de anticuerpos contra L. interrogans, el sexo y el peso de
la cria como datos dicotémicos nominales no rechaz6 la independencia de estos factores. La
alta seroprevalencia de anticuerpos (54.16%) encontrada durante este trabajo, asi como la
ausencia de crias con signos clinicos sugerentes de la enfermedad y la falta de reportes
recientes de un incremento en las tasas de mortalidad son indicativas de eventos enzodticos
ocasionados por serovariedades de L. interrogans adaptadas a Z. c. californianus. El
hacinamiento en las colonias, presencia de murciélagos y roedores y la posibilidad de
presencia de leptospiras patdégenas en presas consumidas por Z. c. californianus pueden
explicar la presencia de L. interrogans y algunas de las diferencias en la incidencia de
leptospirosis y seroprevalencia de anticuerpos contra L. inferrogans por colonia. Los
resultados encontrados son representativos de la poblacién de crias de Z. c. californianus de
cada colonia e, indirectamente, de la prevalencia de leptospirosis en la poblacion adulta de
Z. c. californianus en el Golfo de California.

Palabras clave: Leptospirosis, Zalophus californianus, Leptospira interrogans cynopteri,
ecologia de enfermedades.
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INCIDENCE OF LEPTOSPIROSIS IN Zalophus californianus californianus PUPS
FROM SEVEN REPRODUCTIVE ROOKERIES OF THE GULF OF CALIFORNIA
DURING THE 2000 REPRODUCTIVE SEASON.

ABSTRACT

The incidence of leptospirosis in Zalophus c. californianus pups from seven reproductive
rookeries from the Gulf of California was 40% in San Pedro Martir, 13.33% in San
Esteban, 30% in Roca Blanca, 36.36% in Los Machos, 25% in Granito and 15% in Los
Cantiles; leptospirosis was not detected in Los Islotes. Forty-two urine and 96 blood and
serum samples were obtained from sea lion pups during the 2000 reproductive season.
Antibody seroprevalence to 13 serovars of Leptospira interrogans was determined by
microagglutination assays (MAT); presence of L. interrogans was detected by polymerase
chain reaction (PCR). Pups with serum titers > 1:50 and samples that showed 115 bp bands
on ethidium bromide-stained 1.5% agarose gels were considered positive. Antibody
seroprevalence was 54.16% with a highest prevalence against serovar cynopteri (50%).
66.66% of the positive pups had titers >1:50 against serovar cynopteri. PCR products were
observed in 2/42 urine samples, 6/96 blood samples and 1/96 serum samples. Leptospires
presence in blood and serum was demonstrated in pups that were seronegative. Kruskall-
Wallis tests and corresponding a posteriori tests (0=0.05) showed that the incidence of
leptospirosis was significantly different in all rookeries. A y’ test that considered the
incidence of leptospirosis, sex and weight of the pup as dichotomous nominal values did
not reject the independence of these factors. The high prevalence of antibodies, 54.16%, as
well as the absence of pups showing clinical signs indicative of the disease and the lack of
recent reports on increased mortality rate of sea lions at the Gulf of California are
suggestive of enzootic events caused by host-adapted serovars. Crowding in rookeries,
presence of bats and rodents in some of the islands, and the possible presence of pathogenic
leptospires in prey consumed by Z. c. californianus may explain the presence of L.
interrogans and some of the differences in the incidence of leptospirosis and antibody
prevalence against L. interrogans amongst reproductive rookeries. These results are
representative of the incidence of leptospirosis of sea lion pups in each rookery and,
indirectly, of the prevalence of leptospirosis in the adult population of Z. c. californianus in
the Gulf of California.

Keywords: leptospirosis, Zalophus californianus, Leptospira interrogans cynopteri, disease
ecology.
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L. Introduccién
Las enfermedades infecciosas juegan un papel importante en la supervivencia,

abundancia y evolucién de las especies. Sus efectos en la dindmica de las poblaciones
dependen de las interacciones entre los mecanismos de patogenicidad y formas de
transmision del agente etioldgico, el estado inmune del organismo hospedero, el grado
de influencia de la enfermedad en la mortalidad y la capacidad reproductiva de la

poblacién afectada (Anderson y May, 1979; May, 1988).

A pesar de décadas de estudio intensivo sobre los agentes biolégicos que conforman
a las comunidades marinas, la dindmica de las enfermedades infecciosas y su impacto
ecoldgico y evolutivo en el ecosistema marino no se conocen completamente, ain cuando
afectan a especies de importancia econdmica y ecoldgica (Harvell er al., 1999). Esta
ignorancia es consecuencia de la poca informacién basal y epidemioldgica que permitiria
determinar niveles normales, no epidémicos, de infecciones patégenas en las poblaciones
marinas susceptibles.

La mortalidad masiva de focas comunes (Phoca vitulina) y focas del lago Baikal
(Phoca sibrica) en 1987 y 1988 atribuidas a una epizodtia viral (Dietz et al, 1989;
Osterhaus et al.,, 1989), la alta prevalencia de anticuerpos virales en las poblaciones de
focidos en el mundo (Visser et al., 1993), asi como los brotes epizodticos de leptospirosis
en lobos marinos de California (Zalophus californianus californianus) en las costas de
California y Oregon, EEUUA (Vedros et al., 1971; Gulland et al., 1996), han demostrado la
vulnerabilidad potencial de estas especies a epidemias infecciosas que pueden ocasionar

mortalidades masivas y afectar la abundancia y reproduccién de sus poblaciones.



En 1971 se reporté una mortalidad elevada de Z. c. californianus en las costas de
California y Oregon, EEUUA (Vedros et al., 1971). El evento se atribuy6 a un brote de
leptospirosis, enfermedad bacteriana ocasionada por la espiroqueta Leptospira interrogans
que afecta también al humano y a otras especies animales domésticas y silvestres (Faine,
1994; Heath y Johnson, 1994). Desde entonces se han observado en esa regién brotes
epizodticos con intervalos de presentaciéon de 3 a 4 afos de leptospirosis en Z. c.
californianus durante los meses de otofio y con tasas de mortalidad altas, principalmente de
machos juveniles (Gulland et al., 1996).

A pesar de la frecuencia de los casos, ain se desconoce la fuente de infeccion y los
medios de transmision de la leptospirosis en esta especie (Gulland, 1999). Se ha sugerido,
pero no comprobado, que la orina de animales infectados pudiera contaminar las pozas de
agua estancada en las colonias (Gulland et al., 1996).

A la fecha no se han reportado brotes de leptospirosis en Z. c. californianus en
Meéxico, aunque algunos hallazgos histopatoldgicos y clinicos en colonias del Golfo de
California sugieren la enfermedad (Acevedo-Whitehouse, 1999; Acevedo-Whitehouse et
al., sometido). Un estudio realizado entre 1994 y 1996 en ocho colonias reproductivas del
Golfo de California reporté una seroprevalencia del 32% de anticuerpos contra L.
interrogans en Z. c. californianus (Godinez et al., 1999).

La seroprevalencia (proporciéon de individuos en una poblacién con anticuerpos
contra un agente infeccioso) es una medida de la exposiciéon de la poblacién a la
enfermedad. Para determinar la presencia activa de leptospirosis es necesario observar un

incremento en los titulos de anticuerpos en muestras seriadas o detectar L. interrogans,



segun la etapa de la enfermedad, en la orina, sangre o suero de los individuos afectados
(Heath y Johnson, 1994; Levett, 1999).

Z. c. californianus es la especie pinnipeda mds abundante y de distribucion mas
amplia en México y la unica que habita permanentemente en el Golfo de California
(Aurioles-Gamboa et al., 1993). Debido a la importancia ecoldgica atribuida a esta especie,
al impacto que los brotes de leptospirosis puedan tener en su poblacion y al riesgo de
transmision de esta enfermedad a los pescadores locales y turistas que tienen contacto
esporadico con los lobos marinos, es importante determinar la prevalencia de leptospirosis
en las colonias del Golfo de California.

Para determinar la incidencia de leptospirosis en crias de Z. c. californianus en el
Golfo de California durante la temporada reproductiva del 2000 como un indicador de la
prevalencia en su poblacién y esclarecer fuentes de infeccion, se colectaron muestras de
orina y sangre de crias y agua estancada de siete colonias reproductivas. Se realizaron
amplificaciones de ADN por medio del método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) para determinar la presencia de L. interrogans y pruebas de microaglutinacion

(MAT) para determinar la seroprevalencia de anticuerpos.



II. Antecedentes

I1. 1. Leptospirosis
La leptospirosis es una enfermedad bacteriana, de distribucién mundial (Holt et al.,

1994) y de incidencia subestimada (Levett, 1999) producida por la espiroqueta Leptospira
interrogans. Existen reportes de la enfermedad desde hace mas de cien afios (Levett, 1999)
y recientemente ha suscitado interés debido a brotes en poblaciones humanas (Caldas y
Sampaio, 1979; Corwin et al., 1990; Meslin, 1997; Rathinam et al., 1997; Chu et al., 1998;
Jayaraman, 1998) y de animales silvestres (Vedros et al., 1971; Smith et al., 1977; Dierauf
et al., 1985; Gulland et al., 1996).

Las leptospiras son bacterias aerobias obligadas, con forma cilindrica helicoidal
(Carter, 1985) de 0.1 um de didmetro y 6 a 24 um de longitud (O’ Leary, 1989). Su
temperatura Optima de crecimiento y division celular se encuentra entre los 28 y los 30°C;
en ambientes liquidos y de alta viscosidad son flexibles y moviles.

Segtn las caracteristicas antigénicas de su membrana externa, las leptospiras se
clasifican en mdas de 250 serovariedades (Heath y Johnson, 1994) que se agrupan en 23
serogrupos (Kmety y Dikken, 1993) basados en su grado de reactividad antigénica cruzada

(Stallman, 1984).

I1.1.1. Ecologia de la leptospirosis
La incidencia de leptospirosis es mayor durante las épocas de lluvia, en ambientes

con drenaje deficiente, sitios con suelos himedos, durante inundaciones y cuando hay una
alta densidad de animales portadores y susceptibles (Heath y Johnson, 1994). Las

condiciones Optimas para la sobrevivencia de Leptospira interrogans son ambientes



calidos, himedos y con pH neutro a ligeramente alcalino (Farr, 1995). Son susceptibles a
condiciones ambientales adversas como desecacion, pH < a 6.8 y > a 7.8 (Alexander, 1982;
Topley y Wilsons, 1983; Faine, 1994), asi como salinidad mayor a 34.3 %o (Michna, 1970).
Cuando se exponen a condiciones adversas como hipertonicidad pueden generarse formas
esféricas no viables (Holt et al., 1994).

Aunque potencialmente todas las serovariedades de L. interrogans pueden infectar a
todos los mamiferos (Heath y Johnson, 1994) y se han aislado en aves, peces, reptiles,
anfibios, artrépodos y otros invertebrados (Babudieri, 1958; Hoeden et al., 1961;
Maestrone y Benjaminson, 1962; Kingscote, 1971; Glosser et al., 1974; Maghami et
al.,1977; Minette, 1983; Thiermann, 1984; Luna-Alvarez et al., 1996), generalmente cada
serovariedad es especifica y adaptada a una especie hospedera en la que ocasiona cuadros
crénicos asintomadticos o infecciones persistentes de baja mortalidad, abortos o nacimientos
de crias débiles, alta seroprevalencia de anticuerpos en la poblacién y eliminacién de
leptospiras en la orina por largos periodos (Ellis, 1986). Sin embargo, cuando la infeccion
es provocada por una serovariedad no adaptada al hospedero, ocasiona brotes epizodticos
severos, baja seroprevalencia de anticuerpos en la poblacion y generalmente las leptospiras
son eliminadas en la orina durante periodos cortos agudos con alta mortalidad (Heath y

Johnson, 1994).

Se cree que los roedores silvestres son reservorios o portadores asintomadticos que
eliminan leptospiras en la orina e infectan a otros individuos de la misma especie lo que
permite mantener la enfermedad en el ecosistema (Day et al., 1997). Por este motivo las
serovariedades que infectan reservorios se han convertido en las de mayor prevalencia en el

mundo y ocasionan infecciones endémicas (Heath y Johnson, 1994).



I1.1.2. Transmision y patogenia
En la mayoria de las especies la transmision de leptospirosis se da por contacto con

orina infectada por L. interrogans (Heath y Johnson, 1994). Los organismos infectados
llegan a eliminar hasta 10° leptospiras/ml de orina durante las primeras semanas de
infeccién, aunque se necesitan pocos microorganismos para desencadenar la enfermedad.
Las leptospiras eliminadas por la orina pueden sobrevivir y permanecer viables e
infecciosas en agua o suelo himedo hasta por 74 dias bajo condiciones de temperatura, pH
y salinidad 6ptimas (Faine, 1994).

Otras formas de transmision son el contacto sexual (Day et al., 1997), infecciones
durante la gestacion (Thiermann, 1982), contacto con desechos uterinos o placentarios de
animales infectados (Ellis, 1986) y la ingestion de carne contaminada (Babudieri, 1958;
Reilly et al., 1968; Reilly, 1970).

Las leptospiras son altamente infecciosas debido a su habilidad para penetrar membranas
mucosas intactas (Michna, 1970; Heath y Johnson, 1994). La infeccién inicia cuando las
leptospiras patégenas penetran mediante lesiones en la piel o a través de membranas
mucosas. De cuatro a diez dias después de la penetracion epitelial se produce una
diseminacién hematdgena, lo que propicia la localizacion y proliferacién del
microorganismo en 6rganos parenquimatosos (Carter, 1985). Esta fase leptospirémica
dura aproximadamente doce dias, dependiendo de la virulencia de la serovariedad
infectante y la respuesta del hospedero. Después de la primera semana las leptospiras
comienzan a ser eliminadas por la orina por un periodo que va de semanas a meses

(Thiermann, 1984; Farr, 1995).



El grado de lesiones y la tasa de mortalidad dependen de la susceptibilidad del
hospedero a las toxinas y enzimas producidas por la serovariedad infectante. Durante
infecciones crénicas o subclinicas se presenta mastitis, disminucion de la produccidn lactea,
abortos después del tercer mes de gestacion, mortinatos, nacimiento de crias débiles e
infertilidad (Heath y Johnson, 1994). En las infecciones agudas los animales presentan
depresion, fiebre, anorexia, hemorragias generalizadas, anemia hemolitica, insuficiencia

hepdtica y renal, conjuntivitis, mialgia y, a menudo, meningitis (Carter, 1985).

I1.1.3. Respuesta inmune del hospedero
Durante la primera fase de la enfermedad se producen anticuerpos IgM contra la

membrana externa de las leptospiras, lo cual retarda su crecimiento. Después de algunos
dias, se producen anticuerpos IgG que lisan a las leptospiras circulantes y permanecen en el
torrente sanguineo aproximadamente 12 meses después de la infeccion (Heath y Johnson,
1994). El nivel maximo de anticuerpos en los organismos infectados se presenta entre la 3*
y 4" semana de la enfermedad. Posteriormente declinan estos niveles, pero pueden
detectarse durante afios (Michna, 1970; Alexander, 1982).

Las leptospiras pueden evadir las respuestas inmunes del hospedero por secuestro
en los tdbulos renales, lumen uterino o tejidos inmunolégicamente protegidos como el
cerebro y los ojos. Por este motivo, los organismos infectados por serovariedades adaptadas
al hospedero pueden eliminar leptospiras en la orina durante toda su vida. Los hospederos
que se restablecen de la infeccién por una serovariedad desarrollan inmunidad contra la
misma serovariedad, pero son susceptibles a infecciones por otras serovariedades

(Alexander, 1982).



I1.1.4. Diagnéstico de leptospirosis
La identificacion de la bacteria y el diagndstico de la enfermedad se establece con

base en caracteristicas morfolégicas, propiedades antigénicas y andlisis moleculares
(Carter, 1985; Levett, 1999). El aislamiento de L. interrogans en tejidos del huésped
infectado no es confiable, ya que depende de la etapa de la enfermedad y la prueba tiene un
nivel de éxito bajo (Somerville er al., 1989). Tampoco son concluyentes la demostracién
del agente etiolégico mediante tinciones de rutina para leptospiras ni su determinacién por
microscopia de campo oscuro, debido a que la concentracion de leptospiras en tejidos de
organismos infectados usualmente es baja y puede no ser evidenciada con el uso de esas
técnicas diagndsticas (Alexander, 1982; Carter, 1985; Holt et al., 1994).

El andlisis seroldgico definitivo de leptospirosis es la microaglutinaciéon (MAT),
una prueba que detecta anticuerpos contra la serovariedad infectante. Los titulos de
anticuerpos >1:10 indican una exposicién previa a L. interrogans. Sin embargo, en la
mayoria de las especies animales el diagndstico seroldgico de leptospirosis se establece con
titulos de anticuerpos > 1:100 para evitar confundir las reacciones de aglutinacién con

respuestas vacunales (Faine, 1994; Heath y Johnson, 1994).

Durante las primeras etapas de la enfermedad, los resultados positivos pueden
deberse a reacciones cruzadas con otras serovariedades, por lo que es importante corroborar
el diagndstico con técnicas moleculares (Levett, 1999). Cada especie hospedera puede
reconocer diferentes epitopes especificos; por lo tanto las reacciones cruzadas pueden
presentarse entre serovariedades del mismo serogrupo y entre serogrupos diferentes. Estas
reacciones difieren tanto en naturaleza como en intensidad segun la especie hospedera

(Hanson, 1982; Kingscote, 1986).



El diagnéstico molecular mediante la PCR es ttil para la deteccion de leptospiras,
incluso desde el inicio de la enfermedad (Ball et al., 1994; Brown et al., 1995; Woo et al.,
1997; Chu et al., 1998). Ademads, la prueba es més sensible y rdpida que el aislamiento y

cultivo del agente (Brown et al.,1995).

I1. 2. Leptospirosis en Zalophus californianus californianus
Se observod por primera vez leptospirosis en Zalophus c. californianus en otofio de

1970, durante un evento de mortalidad elevada en las costas de California y Oregon,
EEUUA. Durante este evento se aislé L. interrogans serovariedad pomona de la orina y
tejido renal de los lobos marinos varados (Mcllhattan et al., 1971; Vedros et al., 1971).
Como ya se menciond, desde 1984 se han observado brotes epizodticos regulares de
leptospirosis en esa region cada 3 a 4 afios durante los meses de otofio, con una alta tasa de
mortalidad centrada en los lobos marinos machos juveniles (Smith ef al., 1974; Dierauf et
al., 1985; Gulland et al., 1996).

Se han reportado también eventos enzodticos de leptospirosis en esta especie,
sugeridos por los frecuentes hallazgos consistentes con insuficiencia renal, abortos y
seroprevalencia de anticuerpos contra L. interrogans (Gerber et al., 1993; Gulland et al.,
1996). En las colonias de lobos marinos de las Channel Islands, cerca de las costas de
California, EEUUA, se aisl6 L. interrogans pomona en fetos abortados, placentas y crias
prematuras (Smith et al., 1974; Gilmartin et al., 1976).

En Z. c. californianus se manifiesta la enfermedad cominmente como un cuadro
renal (Dierauf et al., 1985). Los signos clinicos mas frecuentes incluyen depresion,

anorexia, polidipsia, deshidratacion, renuencia a utilizar los miembros pélvicos, vomito,



dolor abdominal y tremores musculares (Gulland et al., 1996). Los cambios hematolégicos
reportados son aumento del nitrégeno uréico, fésforo, globulina, sodio, creatinina,
leucocitosis y, en ocasiones, neutrofilia (Dierauf et al., 1985; Bossart y Dierauf, 1990).

Aunque no existen lesiones propias de leptospirosis, frecuentemente se observan
cambios macroscopicos como nefromegalia, palidez de la corteza renal, pérdida de
diferenciacion entre la corteza y la médula renal, hemorragias subcapsulares y de la unién
corticomedular. Se ha reportado también hepatomegalia con parénquima friable, bilis negra
y espesa en la vesicula biliar y ulceraciones géstricas y orales (Smith et al.,, 1974; Gulland,
1999).

Otras especies de pinnipedos también han presentado leptospirosis. En la peninsula
de Alaska se documenté una alta mortalidad en crias de Callorhinus ursinus (lobo fino del
norte) asociada al complejo neonatal hemorragico multiple provocado por L. interrogans
pomona (Smith et al, 1977). Se cree que la leptospirosis puede ser endémica en
Eumetopias jubatus (lobo marino de Steller) debido a la presencia de anticuerpos contra L.
interrogans (Fay et al., 1978). En 1996 se observaron signos clinicos y hematoldgicos de
insuficiencia renal en tres organismos de la especie Phoca vitulina richardsii (foca comun)
que se encontraban en rehabilitacion en Sausalito, California, EEUUA; presentaban

anticuerpos contra L. interrogans serovariedad grippotyphosa (Stamper et al., 1998).

IL. 3. Generalidades de Zalophus californianus californianus

I1.3.1. Taxonomia y distribucion geografica
Z. californianus pertenece al Orden Carnivora, Suborden Pinnipedia, Familia

Otariidae (King, 1983). Se han determinado tres subespecies: Zalophus californianus



californianus distribuida en el Golfo de California y en el Pacifico nororiental, Z.
californianus japonicus, extinta, que habitaba las aguas de Jap6n y Corea en el Pacifico
occidental y Z. californianus wollebaeki restringida a las aguas circundantes de las islas
Galdpagos (Reijnders et al., 1993).

La distribucién de Z. c. californianus se extiende desde Columbia Britdnica, Canada
(51 °N) hasta las Islas Marias, México (19 °N), incluyendo algunas islas y costas del Golfo
de California (King, 1983; Zavala, 1990).

Con base en el dltimo conteo general, se estima la poblaciéon mundial entre 75,000 y

153,000 animales (Le Boeuf et al., 1983).

I1.3.2. Descripcion de la especie
El cuerpo del lobo marino de California es alargado, cubierto por una capa de pelaje

denso. Presenta un cuello grueso y miembros anteriores y posteriores largos, en forma de
aleta, que le permiten desplazamientos terrestres y acudticos (King, 1983).

Los animales adultos exhiben marcado dimorfismo sexual en tamafio, peso y
caracteristicas sexuales secundarias. Los machos pesan aproximadamente 300 kg y llegan
a medir hasta 240 cm. Las hembras alcanzan un peso de 150 kg con una longitud de hasta
180 cm. Al nacer, las crias pesan entre 5.5 y 6.5 kg y miden alrededor de 70 cm (Peterson y
Bartholomew, 1967; Odell, 1981). Su pelaje es de color café oscuro, ligeramente més claro
en las hembras y juveniles. La cresta sagital externa de los machos adultos es prominente y

muy desarrollada, al igual que los musculos del cuello (Odell, 1981).



I1.3.3. Biologia reproductiva
Su estrategia de reproduccion es la poliginia territorial. En el Golfo de California las

hembras llegan a las zonas de reproducciéon uno o dias antes del parto, que ocurren desde
mediados del mes de mayo e inicios de junio. Durante todo el mes de julio y parte de
agosto las hembras se dedican exclusivamente a la crianza, hacia mediados de agosto se
presentan las copulas (Zavala, 1990; Reindjers et al., 1993).

Los machos adultos establecen sus territorios en las zonas de reproduccion y los
defienden de otros machos hasta el término de la temporada reproductiva, cuando copulan
con el mayor nimero de hembras posible. Las caracteristicas del territorio que un macho
ocupa son las que determinan en gran medida su éxito reproductivo. Los machos que
controlen los mejores territorios tendrdn mayor acceso a las hembras reproductivas. Por
este motivo la competencia es intensa, especialmente hacia finales de la temporada cuando
las hembras entran en estro (Odell, 1981).

Los machos no cuidan a las crias, por lo que la alimentacidon y la supervivencia de
los cachorros depende completamente de la madre durante el afio de lactancia (King, 1983).
Durante ese tiempo las hembras hacen viajes de alimentacién al mar, con una duracién
promedio de dos dias, y regresan a tierra para amamantar a sus crias. Después del destete,
las crias se convierten en animales juveniles que se alimentan de manera independiente
(Gisiner y Schustman, 1991). En esta etapa permanecen hasta la madurez sexual: las
hembras la alcanzan a los cuatro afios de vida y los machos a los cinco afios (Caldwell y
Caldwell, 1972). Sin embargo, a pesar de ser sexualmente maduros, los machos de esta
edad no pueden reproducirse por ser animales socialmente inmaduros, condicién en la que

permanecen hasta aproximadamente los nueve afios, cuando son capaces de defender un



territorio. La longevidad reportada es de 22 afos para las hembras y 18 afios para los

machos (Odell, 1981).

I1. 4. Poblacion de Zalophus californianus californianus en el Golfo de
California

I1.4.1. Distribuciéon y abundancia
Z. c. californianus es el pinnipedo més abundante y de distribucion més amplia en

México. Se distribuye en el Pacifico nororiental, a lo largo de toda la costa occidental de la
Peninsula de Baja California y en el Golfo de California (Zavala, 1993).

Se conocen 40 colonias en el Golfo de California, principalmente en la Region de
las Grandes Islas (Le Boeuf er al, 1983; Aurioles y Zavala, 1994). Trece colonias son
reproductivas y albergan al 93% de la poblacion de Z. c. californianus del Golfo de
California durante la época reproductiva (mayo a julio); 18 colonias son no reproductivas y
se han reportado nueve sitios utilizados como paraderos temporales (Zavala, 1990).

Con base en el ultimo conteo, la poblacién en el Golfo de California se estima en
30,000 individuos, aproximadamente el 14% de la poblacién mundial de Z. c. californianus

(Le Boeuf et al., 1983).

I1.4.2. Parametros poblacionales
La tasa de fecundidad de Z. c. californianus en el Golfo de California se ha

estimado en 55.8%, excepto en la colonia de Los Islotes, B.C.S., donde se estimé en 71.03
% * 14.8 (Herndndez, 1996). La tasa de natalidad durante el periodo 1979-1985 para el

Golfo de California se estimé en 22.7% (Aurioles-Gamboa y Zavala, 1994). La tasa de



mortalidad es diferencial entre las categorias de edad y sexo: para las crias macho se estima
en 38.44% £ 14.5, para las hembras de 20.59% + 11.24; en la etapa juvenil, para los
machos es de 13.32% + 5.8 y para las hembras de 11.42% * 4.04; los machos subadultos
tienen una tasa de 8.6% =+ 2.38; los machos adultos tienen una tasa de 14.9% £ 8.3 y las
hembras adultas de 2.65% * 2.45. (Peterson y Bartholomew, 1967; Hernandez, 1996).

La estructura de la poblacién reportada, se compone por un 6.9% de machos
adultos, 5% de machos subadultos, 40.7% de hembras adultas, 23.9% de animales
juveniles, 22.7% de crias y 0.8% de animales que no pudieron ser clasificados. La

proporcién sexual al nacimiento es de 1:1 (Aurioles y Zavala, 1994; Hernandez, 1996).

I1.4.3. Enfermedades infecciosas
Se sabe poco sobre las enfermedades y causas de mortalidad de Z. c. californianus

en el Golfo de California, aunque se cree que las parasitosis influyen en la mortalidad de las
crias durante su primer afio de vida (Aurioles-Gamboa y Sinsel, 1983). Otras posibles
causas de muerte en crias de lobo marino son inmunosupresion crénica por desnutricion y
neumonia bacteriana (Aurioles-Gamboa y Sinsel, 1983; Acevedo-Whitehouse, 1999). Se
report6 la presencia de anticuerpos contra serovariedades de L. interrogans en crias de lobo
marino de California (Godinez et al., 1999) y se han observado lesiones que sugieren
leptospirosis en crias encontradas muertas en las colonias reproductivas de esta region

(Acevedo-Whitehouse, 1999).



I11. Objetivos

III.1. Objetivo general

Determinar la incidencia de leptospirosis en crias de Zalophus californianus californianus
en siete colonias reproductivas del Golfo de California durante la temporada reproductiva
del 2000 como indicador de la prevalencia de esta enfermedad en la poblacién de Z. c.

californianus del Golfo de California.

II1.2. Objetivos particulares
1) Determinar si existen diferencias significativas en la incidencia de leptospirosis en crias

de Z. c. californianus entre colonias.

2) Determinar si la incidencia de leptospirosis es independiente del sexo y peso de las crias.
3) Determinar si la seroprevalencia de anticuerpos contra L. interrogans es independiente
de la colonia de procedencia, sexo y peso, como medida aproximada de la condicién de las
crias.

4) Determinar la presencia de L. interrogans en las pozas de agua estancada de las colonias.



IV. Materiales y métodos

IV. 1. Area de estudio
El Golfo de California se encuentra al noroeste de la Republica Mexicana, entre los

20 y 30° N y los 112 y 118° W. Esta delimitado por los estados de Baja California y Baja
California Sur hacia el oeste; Sonora, Sinaloa, Nayarit y parte de Jalisco hacia el este
(Bourillon et al., 1988). Su longitud aproximada es de 1500 km. y en su parte més ancha es
de 150 km. Se divide en cuatro dreas oceanogréficas; Alto Golfo, Regién Central, Boca del
Golfo y Region de las Grandes Islas (Maluf, 1983).

El clima del Golfo de California es predominantemente arido, con baja humedad e
intensa radiacion solar, alcanzando en ocasiones una temperatura ambiental superior a los
50°C en verano y menor a los 15°C en invierno. La temperatura promedio del agua se
mantiene entre 10-16°C en invierno y 27-38°C en verano (Zavala, 1990). Representa un
area subtropical con altas tasas de productividad primaria debida a surgencias y mezcla de
mareas (Alvarez-Borrego y Lara Lara, 1991) y en el se encuentran muchas especies
endémicas de flora y fauna marinas y terrestres (Bourillon et al., 1988).

Existen 900 islas en el Golfo de California, distribuidas de manera irregular
(Bourillén et al., 1988), con formas irregulares y de diferentes dimensiones. Sus playas son

rocosas y dridas con algunas zonas de canto rodado y grava (Zavala, 1990).

IV.1.1. Colonias visitadas
Durante la temporada reproductiva del afio 2000 se visitaron siete colonias

reproductivas de Z. c. californianus en el Golfo de California, ubicadas en Los Islotes (24°

35.3’ N, 110° 23° W), Isla San Pedro Martir (28° 22.5’ N, 112° 21” W), Isla San Esteban



(28° 43’ N, 112° 36> W), Isla Angel de la Guarda (29° 34’ N, 113° 33° W; Los Machos y
Granito), Isla Granito (29° 33’ N, 113° 32 W) y Roca Blanca (28° 54’ N, 113° 26" W)
(Fig. 1). El crucero se realiz6 a bordo de la embarcaciéon “Amigo” de la Cd. de La Paz, Baja
California Sur, del 15 al 31 de julio, como parte del proyecto del Centro Interdisciplinario
de Ciencias Marinas, IPN “Estudios biol6gicos para medir el estado de salud de las
colonias reproductoras de lobo marino (Zalophus californianus) en el Golfo de California”
(Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia 26430-N); todos los muestreos se realizaron
bajo los permisos DOO.02.-3345 y D0OO0.02.-3270 del Instituto Nacional de Ecologia,

Direccion General de Vida Silvestre.
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Fig. 1. Colonias reproductivas de Z. c. californianus en el Golfo de California



IV.2. Colecta de las muestras
En cada colonia se capturaron de 10 a 20 crias de Z. c. californianus de 1 a 50 dias

de edad. Los animales se pesaron en una bolsa de peso conocido que colgaba de una
bascula (£ 0.5 kg); se anestesiaron con Isofluorano (Laboratorios Abbott, EEUUA) y se
midieron para determinar la longitud total (cm) y perimetro axilar (cm).

De cada cria se obtuvieron 10 ml de sangre por venopuncién en la regién yugular
utilizando una aguja calibre 18” x 34 mm y equipo estéril Vacutainer® (Becton Dickinson,
Rutherford, EEUUA). Se colectaron 1.5 a 2 ml de sangre en tubos con EDTA como
anticoagulante y 7.5 a 8 ml de sangre en tubos sin anticoagulante. El suero se obtuvo de
estos tubos por centifugacion a 3500 rpm por 15 min.

Se colectaron de 2 a 20 ml de orina de las crias mediante compresiéon manual de la
vejiga (Acevedo-Whitehouse et al., sometido). Con la cria en decubito dorsal, se palpaba la
regiéon abdominal pelvica para localizar la vegija. De encontrarse plétora, se comprimia
bilateralmente, después de haber hecho asepsia de la zona con alcohol. La muestra de orina
se colectaba en recipientes estériles de boca ancha.

Todas las muestras se congelaron a bordo de la embarcacién y se almacenaron a —20

°C.

IV.3. Pozas de agua estancada
Se registré la presencia o ausencia de pozas de agua estancada en las playas de las 7

colonias. En las colonias en las que se encontraron pozas, se determiné la temperatura,
salinidad y pH del agua con un termémetro ambiental digital Banrnant100® (Davis

Instruments, Texas, EEUUA), un refractometro para salinidad A366ATC (VeeGee Inc,



EEUUA) y un potenciémetro Markson 90 (Markson Science Inc, Japén). Se eligieron al
azar 5 pozas de agua estancada en cada colonia, de donde se colectaron tres réplicas de

cada muestra de agua en recipientes estériles de 250 ml.

IV.4. Métodos de analisis

IV.4.1. Prueba de microaglutinacion (MAT)
Las pruebas de microaglutinacién fueron realizadas por el Departamento de

Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM. Se utilizaron cepas vivas de 13 serovariedades representativas de 11 serogrupos
de L. interrogans como antigenos (Cuadro I). Los serogrupos son representativos de la
regién geografica (Cantd y Banda, 1995; Luna-Alvarez et al., 1996) y estas
serovariedades se describieron previamente en Z. c. californianus del Golfo de
California (Godinez et al., 1999). Todas las cepas se obtuvieron del Centro

Panamericano de Zoonosis (OPS/OMS; Buenos Aires, Argentina).

La microaglutinacién se realizé segiin Myers (1985). Las cepas se cultivaron en
medio liquido polisorbato 80-BSA a 29 °C, durante 7 dias. Los antigenos presentaban 25
unidades de turbidez nefelométrica (UTN).
Las muestras de suero se diluyeron a 1:25 con solucién amortiguadora de fosfatos, pH
7.2. Se colocaron 50 pl de este suero en placas de microtitulacién de 96 pozos (Nunc,
Inc. Gaitheresburg, Maryland, EEUUA) y se afiadieron 50 ul de antigeno vivo para
obtener una dilucién final del suero de 1:50. Las placas de microtitulacién se incubaron

durante 120 min a 30 °C y se observo la aglutinacion en el microscopio de campo oscuro



dobles seriadas.

(0.7/0.85, Carl Zeiss, Alemania). Las muestras se titularon por medio de diluciones

Cuadro I. Serovariedades de L. interrogans empleadas en las

pruebas de MAT para determinacién de anticuerpos en las

crias de Z. c. californianus.

Serogrupo Serovariedad
autumnalis autumnalis
bataviae bataviae
canicola canicola
castellonis castellonis
cynopteri cynopteri
grippotyphosa grippotyphosa
icterohaemorragiae icterohaemorragiae
pomona pomona
pyogenes pyogenes
sejroe hardjo

sejroe
wolffi
tarrasovi tarassovi

IV.4.2. Deteccion de Leptospira interrogans por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

IV.4.2.1. Extraccion de ADN
Antes de comenzar el proceso de extraccion de ADN las muestras se descongelaron

en hielo y se homogeneizaron. Para extraer ADN de las muestras de orina, suero y agua,
se deposité una alicuota de 500 pl de cada muestra en tubos estériles de 1.5 ml y se
centrifugaron durante 20 minutos a 14,000 rpm. Después de desechar el sobrenadante de las
muestras se lavo cada tubo con 50 ul de agua destilada estéril, se centrifugd durante 5 min a

14,000 rpm y se deseché el sobrenadante. Después de un segundo lavado con 50 ul de



soluciéon amortiguadora TE, se anadieron 20 ul de GeneReleaser® (BioVentures, Inc.,
EEUUA) a cada tubo, estos se sellaron con parafilm y se agitaron por vortex durante 30
seg. Se calentaron en el horno de microondas durante 1 min y se centrifugaron durante 30
seg a 14,000 rpm. El sobrenadante (ADN extraido) se colectd en tubos estériles de 1.5 ml y
se congelo a -20°C.

Las muestras de sangre se procesaron de acuerdo al protocolo sugerido por
BioVentures, Inc. EEUUA: en tubos estériles de reaccion GeneAmp® (BioSystems, Inc.
EEUUA): a 1 ul de muestra se afiadieron 20 ul de GeneReleaser® , se agité cada tubo por
vortex durante 30 seg y se le afiadieron 50 pl de aceite mineral. Inmediatamente se

procedi6 a amplificar los segmentos de ADN de estas muestras mediante la PCR.

IV.4.2.2. Amplificacion de los segmentos de ADN
La amplificacion de los segmentos de ADN se realiz6 segin Maniatis et al. (1982).

Se utililizaron los oligonucleétidos F1 (5’-GAACTGAAACATCTAAGTA-3’) y Ri (§5’-
CAGCGAATTAGATCTG-3’) descritos por Woo et al. (1997) para amplificar la region
que codifica para el ARN ribosomal 23S, con una longitud de 19 y 16 nucleétidos
respectivamente 'y una concentracion de 200 ng/ul. Los oligonucleétidos fueron
sintetizados en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Cuernavaca, Morelos.

La amplificacién por la PCR se realiz6 en un termociclador DNA ThermalCycler
480 (Perkin Elmer Applied Biosystems, Nueva Jersey, EEUUA) y se utilizaron tubos
estériles de reaccion GeneAmp® (BioSystems, Inc., EEUUA). Cada mezcla de reaccion
(50 pul) contenia 5 pul de ADN de las muestras, 200 ng/ul de cada oligonucleétido, 1U de

Taq polimerasa, 0.05 mM de dNTP’s (mezcla de deoxinucleétidos dATP, dCTP, dGtP y



dTTP) y amortiguador (0.5 mM Tris-HCl, 0.075 mM MgCl,, 2.5 mM KCI; pH 7.5) y 50 ul
de aceite mineral. Todos los reactivos se manejaron como indica el fabricante (PCR Core
Kit ®. Roche, Molecular Biochemistry, Manheim, Alemania).

Se procesaron de 10 a 15 muestras a la vez. En cada ocasién se prepararon
reacciones para la PCR con 1 ul de ADN de L. interrogans serovariedad
icterohaemorrhagiae y 1 ul de ADN de L. biflexa patocl (proporcionadas por la Unidad de
Bacteriologia Molecular y Médica del Instituto Pasteur, Francia) como controles positivo y
negativo, respectivamente.

Después de tratar la mezcla a 94 °C durante 5 min, la reaccion se llevo a cabo con
un total de 25 ciclos formados por: desnaturalizacién a 94 °C durante 1 min, alineamiento
de los oligonucleétidos a 44 °C durante 1 min y extension a 72 °C durante 2 min. Después

de un ciclo final la reaccidén se mantuvo a 72 °C durante 10 min (Woo et al., 1997).

IV.4.2.3. Deteccion de los productos de la PCR por electroforesis
Se homogeneizaron 4 ul de los productos amplificados con 1 ul de una solucién de azul

de bromofenol y xilencianol. Se realiz6 un corrimiento electroforético de las muestras en
un gel de agarosa al 1.5% (p/vol) con 2.5 pul de bromuro de etidio a 150 volts y 500 mA
durante 50 min junto con el marcador de peso molecular (50-2000 pb, Sigma-Aldrich

Corp., EEUUA). El gel se analiz6 bajo iluminacién ultravioleta.

IV.4.3. Incidencia de leptospirosis
Se tomaron como positivas las crias que presentaban titulos de anticuerpos > 1:50

en las pruebas de MAT y aquellas que mostraron fragmentos de 115 pb a la PCR en orina,



sangre o suero. La incidencia se determiné dividiendo el nimero de crias positivas entre el
total de crias analizadas por colonia.
Para determinar la seroprevalencia de anticuerpos contra L. interrogans se dividio el

numero de sueros con titulos >1:25 entre el total de muestras analizadas por colonia.

IV.4.4. Analisis estadisticos
Para determinar correlaciones, interacciones y causas entre la incidencia de

leptospirosis, seroprevalencia de anticuerpos contra L. interrogans, sexo, peso y colonia de
nacimiento de las crias se realizaron las siguientes pruebas estadisticas:

Andlisis de y* en tabla tridimensional de contingencia (Zar, 1999) para determinar
independencia entre la incidencia de leptospirosis y la seroprevalencia de anticuerpos

contra L. interrogans, el sexo de las crias y la colonia de procedencia.

oSS (fy =T )
i=l j=1 I=l _fijl
Fo= 0 @
n
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Donde:

r = nimero de renglones.
¢ = numero de columnas.
t = nimero de estratos.
fjj1= valores observados.

jjt = valores esperados.



Tabla de contingencia de y” para datos dicotémicos de escala nominal (Zar, 1999)
para determinar independencia entre la incidencia de leptospirosis y la seroprevalencia de

anticuerpos contra L. interrogans y el peso de las crias.

2 ( | — ’\-)2
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v=r-1)(c-1) ®))
Donde:
f; = valores observados.
; = valores esperados.
i
r = nimero de renglones.

¢ = numero de columnas.

v = grados de libertad.

Prueba de Kruskall-Wallis para buscar diferencias en la incidencia de leptospirosis

y la seroprevalencia de anticuerpos contra L. interrogans por colonias.
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Donde:

C = Factor de correcion por valores empatados.

N = Numero total de observaciones en todos los grupos k.

R; = Suma de los rangos de las observaciones n; en el grupo i.
n; = Numero de observaciones en el grupo i.

m = numero de grupos de empate.

t; = nimero de empates.

v = grados de libertad.

El estadistico H, tiene una distribucién Xz.

A posteriori se buscO independencia parcial entre la incidencia de leptospirosis,

sexo de las crias y colonia de nacimiento y la seroprevalencia de anticuerpos contra L.



interrogans, sexo de las crias y colonia de procedencia mediante pruebas de x* de dos

variables (Zar, 1999).
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conv = (eq. 5).

Para detectar diferencias en la incidencia de leptospirosis y en la seroprevalencia de
anticuerpos contra L. interrogans entre las colonias, se realizaron pruebas Tukey no

paramétricas de comparaciones multiples (Zar, 1999).
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Donde:

N = sumatoria total de observaciones.
n4 = numero de observaciones del grupo A.

np = numero de observaciones del grupo B.



Se buscé establecer correlaciones para determinar que la variacion observada por
colonia de la incidencia de leptospirosis, seroprevalencia de anticuerpos contra L.
interrogans y numero de serovariedades a las que hubo reaccion de aglutinacién no fueran
consecuencia del tamafio de muestra de cada colonia.

En todas las pruebas se us6 un a=0.05 para probar las hipétesis nulas

correspondientes.

V. Resultados



V.1. Incidencia de leptospirosis
De las 96 crias analizadas en este estudio, 21 (21.87%) fueron positivas a

leptospirosis (Cuadro II). Se encontraron titulos de anticuerpos > 1:50 contra L. interrogans
serovariedades cynopteri en 14/96 muestras (14.58%) y pomona en 1/96 muestras (1.04%).
No se encontraron titulos positivos contra las otras serovariedades empleadas en las pruebas
de MAT. Con lo que respecta a los productos de la PCR se observaron fragmentos de ADN
de 115 pb en 2/42 muestras de orina, 6/96 muestras de sangre y 1/96 muestras de suero

(Fig. 2).
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Fig. 2. Productos de la PCR de 115 pb en muestras de orina,
sangre y suero (Carriles 4 a 13) utilizando oligonucleétidos
especificos para L. interrogans, Carril 3: ADN de L. biflexa, Carril
2: ADN de L. interrogans, Carril 1: Marcador de peso molecular

de 50 a 2000 pb, Sigma-Aldrich Corp., EEUUA.

Cuadro II. Ndmero de crias positivas a leptospirosis por colonia reproductiva de Zalophus

c. californianus del Golfo de California mediante MAT y PCR.



Colonia No. Id. cria | MAT | Serovariedad PCR
positivos Sangre Suero Orina
Los Islotes 0 — — — — — —
San P. Mdrtir 4 1 A cynopteri - - -
2 + cynopteri - - —
3 - - + - -
9 + cynopteri - - ND
San Esteban 2 12 + cynopteri — — ND
13 + cynopteri - - ND
Roca Blanca 3 6 + cynopteri - - —
7 + cynopteri - - —
9 + cynopteri - - ND
Los Machos 4 3 + cynopteri - - +
5 - - + + -
9 - - + - -
11 A cynopteri - - aF
Granito 5 8 — - A - ND
9 - - + - ND
12 - - + - -
17 + cynopteri — — ND
18 + cynopteri - - ND
Los Cantiles 3 2 + cynopteri - - -
14 + pomona - - —
17 + cynopteri - - ND

Positivos

Negativos

ND: Muestra no disponible

La incidencia de leptospirosis fue significativamente diferente en las siete colonias

(He=14.4045, v=6, p<0.05): 40% en San Pedro Martir, 36.36% en Los Machos, 30% en

Roca Blanca, 25% en Granito, 15% en Los Cantiles y 13.33% en San Esteban; no se

detect6 leptospirosis en Los Islotes (Fig. 3). En todas las colonias las reacciones de

aglutinacién positivas a la prueba de MAT fueron a la serovariedad cynopteri, a excepcion

de la colonia Los Cantiles, en donde una cria present6 titulos de anticuerpos de 1:50 contra

la serovariedad pomona.




La incidencia de leptospirosis y el sexo de las crias parecen ser independientes (y*
=20.479, v=19, p>0.05). La presencia de anticuerpos parece ser independiente del peso de

las crias (x> =2.498, v=8, p>0.05).
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Fig. 3. Incidencia de leptospirosis (%) en las siete colonias
reproductivas de Zalophus c. californianus del Golfo de
California. La colonia deﬁLos Isl_otes_ no presenté incidencia de

V.2. Seroprevalencia de anticuerpos contra L. interrogans

El 54.16% de las 96 muestras de suero examinadas (n=52) presentaron titulos de
anticuerpos >1:25 contra una o mas serovariedades de L. interrogans (Cuadro III). De las
crias seropositivas, 23 mostraron anticuerpos a mas de una serovariedad; siete, cuatro,
cinco y siete muestras tuvieron anticuerpos contra dos, tres, cuatro y mads de cinco
serovariedades, respectivamente. El 50% de las crias presentaron anticuerpos contra la
serovariedad cynopteri, el 23.07% contra la serovariedad pomona y el 23.07% contra la

serovariedad hardjo.

Cuadro III. Seroprevalencia y titulos maximos de anticuerpos contra L.
interrogans por colonia reproductiva de Zalophus c. californianus del

Golfo de California..



Colonia n seroprevalencia de titulo maximo
anticuerpos (%)
Los Islotes 10 20 1:25
San Pedro Martir 10 30 1:50
San Esteban 15 33.33 1:50
Roca Blanca 10 70 1:50
Los Machos 11 72.73 1:50
Granito 20 90 1:50
Los Cantiles 20 45 1:50
Total 96 54.16 1:50

El cuadro IV presenta el nimero de serovariedades a las que se observaron reacciones de

aglutinacion por colonia.

Cuadro IV. Serovariedades de L. interrogans a las que se observaron
reacciones de aglutinacion por colonia reproductiva de Zalophus c.

californianus del Golfo de California.

Serovariedad

San Pedro
San
Esteban
Roca
Blanca
Machos
Granito
Los

|
|
Los
+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ | Cantiles

|
|
+

autumnalis
bataviae

canicola

castellonis
cynopteri — 4k +
grippotyphosa - -
hardjo 4 - +
icterohaemorragiae - - - -

|
|
|
+
+

+ [+ |+ | Los Islotes

+ |+ |+

+ [+ |+

+

pomona + - - -
pyrogenes - - - - -
sejroe — — - — -
tarrasovi — — — — —
wolffi - — - — _

Reaccion de aglutinacion
|:| Sin reaccién de aglutinacién

+

|
o e e e o S I I o S

+




Debido a que algunas muestras fueron positivas a mds de una serovariedad, el nimero de
reacciones positivas se consideré como 117. En la figura 4 se presenta la frecuencia de
las reacciones de aglutinacion a las serovariedades empleadas. La serovariedad a la que
se observaron mads reacciones de aglutinacion fue cynopteri (22.2%). Las serovariedades
a las que se observaron menos reacciones de aglutinacion fueron canicola (1.71%),

pyrogenes (4.27%) y wolffi (4.27%).

Las reacciones de aglutinacion contra las serovariedades canicola y bataviae
sucedieron en conjuncion a las reacciones contra pomona. Lo mismo se observo para

grippotyphosa con cynopteri asi como para icterohaemorragiae y pyrogenes con hardjo.

La seroprevalencia de anticuerpos en la colonia Granito (90%) fue
significativamente mayor que en las otras colonias (x> =23.065, v=6, p<0.05) (Fig. 5). Las
otras colonias no presentaron diferencias significativas entre si y por lo tanto se unieron las
muestras para los andlisis estadisticos subsecuentes.

La seroprevalencia de anticuerpos por sexos fue significativamente diferente entre
colonias (H.=13.617, p<0.05). En la colonia Granito la seroprevalencia en machos fue del
48.42% y en hembras del 63.15%. En las otras colonias la seroprevalencia en machos fue
del 37.5% y en hembras del 57.14%.

El cuadro V presenta las reacciones positivas de anticuerpos contra L. interrogans por
intervalos de peso de las crias. La presencia de anticuerpos parece ser independiente del

peso de las crias (x2 =2.256, v=8, p>0.05).
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Fig. 4. Porcentaje de reacciones de aglutinacién contra las diferentes serovariedades de L. interrogans por
colonia reproductiva de Zalophus c. californianus del Golfo de California durante la temporada reproductiva de

2000.
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Fig. 5. Seroprevalencia (%) de anticuerpos contra L. interrogans en las siete

colonias reproductivas de Zalophus c. californianus del Golfo de California.

Cuadro V. Seroprevalencia de anticuerpos contra L. interrogans
por intervalos de peso de las crias de Zalophus c. californianus

por colonia reproductiva del Golfo de California.

peso (kg) n Seroprevalencia de
anticuerpos (%)

5-6.5 2 50

6.5-8 7 57.14
8-9.5 14 64.28
9.5-11 16 43.75
11-12.5 27 55.56
12.5-14 29 34.48
14-15.5 20 25
15.5-17 0 0
17-18.5 1 100




V.3. Pozas de agua estancada en las colonias
Se encontraron pozas de agua estancada en Los Islotes, San Esteban, Roca Blanca,

Granito y Los Cantiles. No se obtuvo amplificacion del gen ribosomal 23S de L.
interrogans en ninguna de las muestras de agua colectadas (n=35). El cuadro VI

presenta los intervalos de temperatura, salinidad y pH del agua de las pozas.

Cuadro VI. Intervalos de la temperatura, salinidad y pH del agua de las
pozas en las siete colonias reproductivas de Zalophus c. californianus del

Golfo de California.

Temperatura °C Salinidad %o pH

23.2-36.8 35-44 7.3-7.8




VI. Discusion

En este trabajo se tomaron como positivas aquellas crias que presentaban ADN de
L. interrogans en las muestras analizadas y titulos de anticuerpos > 1:50 ya que la
demostracién del agente etioldgico en sangre, suero u orina es indicativa de una infeccién
(Van Eys, 1989; Merrien et al., 1992). Al ser especies en vida libre, el origen de los
anticuerpos no puede ser vacunal, como se considera para las especies domésticas. Sin
embargo, no puede discriminarse si los anticuerpos son indicativos de leptospirosis o si
fueron transmitidos por via mamaria de madres enfermas o que en algiin momento fueron
expuestas a L. interrogans (Michna, 1970; Gulland, 1997).

Las crias en las que se detect6 leptospiuria presentaban titulos de anticuerpos de
1:50 contra L. interrogans y las crias en las que se detectd leptospiremia no presentaban
titulos de anticuerpos >1:25. Esto concuerda con lo descrito acerca de la patogenia de
leptospirosis ya que durante la fase leptospirémica atn no ha comenzado la produccién de
anticuerpos (Michna, 1970). Es hasta que comienzan a eliminarse las leptospiras por la
orina que son detectables los anticuerpos por pruebas seroldgicas (Thiermann, 1984; Farr,
1995).

Contrario a lo reportado por otros autores, la deteccién de L. interrogans mediante
PCR en sangre fue mds sensible que en suero. De las 5 crias en las que se detectd
leptospiremia en todas se observaron amplificaciones del gen 23S de L. interrogans en
sangre pero solamente en una se detect6 ADN en suero. Gravekamp et al. (1993) reportan

que los eritrocitos inhiben la amplificacion de los segmentos de ADN de L. interrogans



durante la PCR y sugieren utilizar suero en lugar de sangre para el diagndstico de
leptospirosis. El método de extraccion de ADN utilizado en este trabajo permite utilizar
hasta 200 ul de sangre entera sin que los compuestos inhibitorios puedan inferferir durante
la amplificacién (Vivek et al., 1993; Dawson y Harris, 1995). Es probable que la menor
sensibilidad de deteccién del ADN de L. interrogans en las muestras de suero se debiera a
la pérdida de leptospiras atrapadas en el codgulo de sangre (Gravekamp et al., 1993).

La produccién de anticuerpos depende de la habilidad del hospedero para
desarrollar una respuesta inmune y la duraciéon de ésta; la edad, genética y estado
nutricional del organismo influyen en la respuesta inmune (Gulland, 1997). Ya que a la
fecha no se ha descrito la respuesta inmune de Z. c. californianus a L. interrogans, no es
posible determinar si los titulos de 1:50 son el reflejo de una infeccién (presencia del
pardsito en el hospedero o poblacién susceptible) o de la enfermedad (condicién clinica que
puede ser observada o medida) (Scott, 1988).

La seroprevalencia de anticuerpos mds alta en las hembras puede deberse a que
generen una mayor respuesta inmune a L. interrogans que la que presentan los machos. En
otras especies se ha reportado que las hembras generan una respuesta inmune mads activa y
mads favorable a diversos agentes infecciosos que los machos (Chao et al., 2000).

La transmision de leptopiras patdgenas por via mamaria es poco probable debido a
la presencia de lipidos de accién litica en la leche materna (Stalheim, 1965) por lo que las
crias pudieron habese infectado durante la gestaciéon (Thiermann, 1982; Ellis, 1986) o
durante los primeros dias de vida en la colonia por contacto con orina infectada de otro

individuo de la especie o de reservorios (Heath y Johnson, 1994; Gulland et al., 1996).



No se encontré6 ADN de L. interrogans en las muestras de agua colectadas de las
pozas. Aunque no se puede descartar que pudieran haber estado presentes en nimeros por
debajo del nivel de deteccién de la prueba empleada, los intervalos de temperatura y
salinidad registradas en las pozas seguramente comprometerian la viabilidad e infectividad
de las leptospiras patégenas (Michna, 1970; Ellinghausen, 1973), reduciendo la posibilidad
de que este fuera la fuente de infeccién y el medio de transmision de la leptospirosis en las
colonias de Z. c. californianus.

La incapacidad para demostrar la presencia de L. interrogans en la orina no descarta
la posibilidad de que el animal sea un portador crénico, simplemente indica que no estaba
eliminando nimeros detectables de leptospiras al momento de la toma de la muestra
(Michna, 1970; Heath y Johnson, 1994). Se ha reportado que la PCR puede detectar hasta
50 leptospiras por ml de orina (Wagenaar et al., 2000). Por esto se considerd que por lo
menos dos crias se encontraban eliminando activamente a las leptospiras en la orina y
aquellas que presentaban titulos positivos de anticuerpos pudieron haber estado eliminando
al agente patdgeno en la orina en niveles no detectables por la PCR.

Un animal infectado puede eliminar hasta 10° leptospiras/ml de orina durante las
primeras semanas de la enfermedad (Heath y Johnson, 1994) y la eliminacién de leptospiras
en la orina de Z. c. californianus dura hasta 154 dias (Dierauf et al.,1985). Los animales se
encuentran hacinados en las colonias y llegan a orinar unos encima de otros (Peterson y
Bartholomew, 1967) lo que puede favorecer el mantenimiento de leptospirosis en las
colonias.

La prevalencia de serovariedades en una poblacién susceptible es el reflejo de la

prevalencia en las poblaciones de reservorios con los que han tenido contacto (Heath y



Johnson, 1994). Hay murciélago pescador (Myotis vivesi) y roedores, endémicos e
introducidos (Peromyscus spp., Mus musculus, Rattus rattus y Rattus norvergicus) en
muchas de las islas (Maya, 1968; Villa, 1979; Hall, 1981; Mellink, 2002). Aunque se
desconoce si el territorio utilizado por Z. c. californianus en las islas se traslapa con el
territorio utilizado por estas especies, la presencia de estas especies en las islas pudiera
tener un papel significativo en la transmisidn, incidencia y prevalencia de la leptospirosis
en las colonias del Golfo de California.

Ambas crias en las que se detectd leptospiuria presentaban titulos positivos de
anticuerpos contra la serovariedad cynopteri y el 50% de las crias presenté anticuerpos con
titulos >1:25 contra esta serovariedad. Este es un resultado inesperado ya que en un estudio
anterior realizado en colonias reproductivas de Z. c. californianus del Golfo de California,
se reportd la mas alta prevalencia de anticuerpos contra la serovariedad hardjo, con titulos
de anticuerpos de hasta 1:320 (Godinez et al., 1999).

Es probable que las diferentes serovariedades sean transmitidas por reservorios
diferentes. L. interrogans cynopteri ha sido aislada en la sangre y orina de murciélagos
(Michna, 1970; McCoy, 1974). Existen reportes sobre la presencia de Myotis vivesi, el
murciélago pescador, en las islas incluidas en este estudio (Maya, 1968). Se sugiere que
Mpyotis vivesi tenga un papel significativo en la transmisién, incidencia y prevalencia de
leptospirosis en las colonias de Z. c. californianus en el Golfo de California.

El titulo de anticuerpos de 1:50 contra la serovariedad pomona que presentd una
cria de la colonia Los Cantiles pudiera deberse a una reaccién cruzada con la serovariedad
cynopteri. Sin embargo, esa cria no presentaba leptospiuria ni signos clinicos aparentes de

leptospirosis por lo que no se puede descartar que los anticuerpos sean de origen materno.



La seroprevalencia de anticuerpos contra la serovariedad grippotyphosa se observé
unicamente en las colonias de Los Cantiles, Los Machos (ambos localizados en la isla
Angel de la Guarda), Granito y Roca Blanca. Las colonias Granito y Los Cantiles fueron
las dnicas en presentar seroprevalencia de anticuerpos contra icterohaemorragiae. Los
roedores silvestres son reservorios de la serovariedad grippotyphosa (Maghami et al., 1977,
Hanson, 1982) y Rattus norvergicus es uno de los reservorios mds importantes de la
serovariedad icterohaemorragiae (Thiermann, 1981). Mus musculus y Rattus norvergicus se
encuentran en las islas de San Pedro Martir y Angel de la Guarda; Peromyscus boylii
glasseilii en San Pedro Martir; Peromyscus stephani en San Esteban; Rattus rattus en
Granito; Peromyscus guardia en Granito y Angel de la Guarda; Chaetodipus spinatus
guardiae y Neotoma lepida insularis en Angel de la Guarda (Hall, 1981; Mellink, 2002).
No existen reportes de leptospiras patdgenas en estas especies de roedores, pero es probable
que los roedores estén involucrados en la epidemiologia de leptospirosis en estas colonias.

Las serovariedades autumnalis, bataviae y pomona han sido aislados en ratones
domésticos y ratas (Baude, 1982). Las reacciones de aglutinacion a estas serovariedades en
las colonias de Los Machos, Granito y Los Cantiles pudieran deberse a presencia de
roedores en estas islas. Sin embargo, no puede descartarse que se deban a reacciones
cruzadas con las otras serovariedades empleadas en las pruebas de MAT.

La colonia de Los Islotes fue la unica en la que no se detectd leptospirosis. Esto
puede explicarse por la ausencia de reservorios mamiferos o por las presas consumidas. En
esta colonia los patrones de alimentacién de Z. c. californianus son diferentes que en las
otras colonias: las principales presas consumidas son bentdnicas de los géneros Aulopus,

Neobythites, Pontinus 'y Hemanthias (Aurioles et al., 1984; Garcia-Rodriguez y



Aurioles-Gamboa, 1997). En la regién de las grandes islas, debido a la cercania de las
colonias y la abundancia y amplia distribucién de los recursos, se distinguen presas
comunes. En San Pedro Martir y San Esteban la alimentacién estd representada
principalmente por mictéfidos; en Los Machos por Sardinops sagax y en menor grado por
Scomber japonicus; en Los Cantiles, Los Machos y Granito se ha reportado consumo de
Trichiurus lepturus (Garcia-Rodriguez, 1999). Aunque no existen reportes de estas especies
como reservorios de L. interrogans, se han aislado leptospiras patégenas de algunas
especies de peces e invertebrados (Babudieri, 1958; Hoeden et al., 1961; Maestrone y
Benjaminson, 1962; Michna, 1970; Kingscote, 1971; Glosser et al., 1974; Maghami et
al.,1977; Minette, 1983; Thiermann, 1984; Luna-Alvarez et al., 1996) por lo que no puede
descartarse el que la leptospirosis sea transmitida por algunas de las presas consumidas por
Z. c. californianus en la region de las grandes islas.

Las reacciones de aglutinacién que se observaron a las serovariedades canicola,
castellonis, hardjo, pyrogenes, sejroe, tarassovi y wolffi pueden deberse a reacciones
cruzadas con las otras serovariedades empleadas en las pruebas de MAT, aunque no puede
descartarse que sean el resultado de la exposicién a otras leptospiras (Myers y Coltorti,
1978; Hanson, 1982; Kingscote, 1986; Gulland et al., 1996).

A excepcion de las pozas de agua estancada, todos los demads factores: hacinamiento
en las colonias reproductivas, presencia de reservorios vertebrados conocidos y la
posibilidad de presencia de leptospiras patdégenas en presas consumidas por Z. c.
californianus pueden explicar la presencia de L. interrogans y algunas de las diferencias en
la incidencia de leptospirosis y seroprevalencia de anticuerpos contra L. interrogans por

colonia.



A diferencia de los eventos epizodticos de leptospirosis observados en las costas de
California y Oregon, EEUUA, caracterizados por una elevada mortalidad de Z c.
californianus, que fueron ocasionados por la serovariedad pomona (Mcllhattan et al., 1971;
Vedros et al., 1971; Smith et al., 1974; Dierauf et al., 1985; Gulland et al., 1996), en el
Golfo de California no se han reportado eventos de mortalidad sugerentes de leptospirosis
epizodtica. Es probable que la poblacién del Golfo de California no haya tenido contacto
con individuos de colonias del Pacifico que cursen con la enfermedad ni que hayan tenido
exposiciéon a las mismas serovariedades no adaptadas a Z. c. californianus debido al
aislamiento relativo entre las colonias del Golfo y del Pacifico norte (Maldonado et al.,
1995) donde el movimiento de la especie entre ambas regiones parece estar restringido a la
parte sur de Baja California (Aurioles et al., 1983). A la fecha no se han realizado estudios
sobre la epidemiologia de leptospirosis en las colonias de Z. c. californianus de la costa
oeste de la Peninsula de Baja California.

La alta seroprevalencia de anticuerpos (54.16%) encontrada durante este trabajo,
asf como la ausencia de crias con signos clinicos indicativos de la enfermedad y la falta de
reportes recientes de un incremento en las tasas de mortalidad sugieren leptospirosis
enzodtica ocasionada por serovariedades adaptadas a Z. c. californianus. Ya que en este
trabajo se obtuvieron muestras del 7-15% del total de crias de cada colonia (Aurioles-
Gamboa, censo poblacional 2000. Datos no publicados), los resultados son representativos
de la poblacién de crias de Z. c. californianus de cada colonia e, indirectamente, de la
prevalencia de leptospirosis en la poblacion adulta de Z. c. californianus en el Golfo de

California.



VII. Conclusiones

1. Las crias de Zalophus c. californianus de las colonias reproductivas del Golfo de
Califoria exhibieron evidencias de infeccién por Leptospira interrogans durante la
temporada reproductiva del 2000.

2. La incidencia de leptospirosis y prevalencia de anticuerpos contra L. interrogans
presentaron diferencias por colonia, causados posiblemente por diferencias en la
presencia de reservorios vertebrados en las islas y en las presas consumidas por Z. c.
californianus.

3. La infeccién por L. interrogans probablemente se establecié durante la gestacién o
durante los primeros dias de vida en la colonia por contacto con orina infectada de otro
individuo de la especie o de reservorios.

4. Las crias de Z. c. californianus infectadas por L. interrogans eliminan al agente
infeccioso en la orina. Debido al hacinamiento de los animales en las colonias, este
puede ser la forma de mantenimiento de leptospirosis en las colonias.

5. Los intervalos de temperatura y salinidad de las pozas de agua estancada seguramente
afectarfan la viabilidad e infectividad de L. interrogans, por lo que no parecen jugar un
papel significativo en la transmision y mantenimiento de la leptospirosis en las colonias

de Z. c. californianus del Golfo de California.



6. La serovariedad de L. interrogans de mayor prevalencia fue cynopteri. Es probable que
Mpyotis vivesi, el murciélago pescador, esté involucrado en la epidemiologia de esta
serovariedad en algunas de las colonias.

7. Los roedores nativos e introducidos que habitan algunas de las islas pueden jugar un
papel importante en la transmision de las serovariedades icterohaemorragiae y
grippotyphosa en las colonias de Los Cantiles, Los Machos, Granito y San Pedro
Martir.

8. La alta seroprevalencia de anticuerpos (54.16%) encontrada durante este trabajo, asi
como la ausencia de crias con signos clinicos indicativos de la enfermedad ni reportes
recientes de un incremento en las tasas de mortalidad, sugieren leptospirosis enzodtica

ocasionada por serovariedades adaptadas a Z. c. californianus.
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