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i
Resumen de la tesis que presenta Etna Carolina Ziehl Quirés como requisito parcial

para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en el Programa de Posgrado en
Ciencias de la Vida con orientacion en Biologia Ambiental.

Prevalencia de cuatro enfermedades infecciosas en lobo fino en Isla Guadalupe,

México
Resumen aprobado por:
Dra. Maria de la Concepcion Garcia Aguilar Dr. Eric Mellink Bijtel
Codirector de tesis Codirector de tesis

Recientemente se ha identificada a las enfermedades infecciosas como causal de
disminuciones poblacionales en diversas especies de pinnipedos y se ha reconocido
que la emergencia de estas enfermedades esta ligada a patégenos terrestres. La Isla
Guadalupe alberga la colonia méas importante del lobo fino de Guadalupe
(Arctocephalus townsendi) y en décadas pasadas se introdujeron perros, gatos y
roedores que pudieron ser reservorios de enfermedades infecciosas. El objetivo de esta
tesis fue determinar la presencia y prevalencia de cuatro agentes patbgenos comunes
en perros y gatos: virus del distemper canino (CDV), Brucella spp., Leptospira spp y
Toxoplasma gondii, en la colonia de lobo fino de la Isla Guadalupe. En el verano de
2014 se colectaron 46 muestras de sangre de crias (1-2 meses de edad) para la
realizacion de analisis seroldgicos: prueba rdpida de ELISA para el CDV y B. canis;
Rosa de Bengala, Rivanol y FPA para B. abortus y cepas lisas; prueba de aglutinacion
microscoépica para Leptospira spp., y prueba de quimioluminiscencia para T. gondii. Se
utilizaron métodos Bayesianos para el célculo de la prevalencia de cada patégeno y un
paquete epidemiolégico para calcular la probabilidad exacta de detectar animales
expuestos en la poblacién. No se detectaron reactores positivos para el CDV, Brucella
spp y T. gondii, y las evidencias sugieren que la colonia de lobos finos se encuentra
libre de los dos primeros. Sin embargo, los resultados obtenidos con T. gondii no son
concluyentes por lo que su presencia no se puede descartar. Se detectaron reactores
positivos a Leptospira spp con una prevalencia de 27%, y los resultados indican que la
colonia debe considerarse como infectada. Se encontraron tres serovariedades de
Leptospira: bratislava, icterohaemorrhagiae y canicola. Se propone que la fuente de
infeccion de las dos primeras son los ratones introducidos a la isla. La serovariedad
canicola probablemente fue introducida por los perros y su persistencia en la colonia se
deba a que los lobos podrian estar actuando como hospederos de mantenimiento. Esta
tesis representa el primer estudio sobre el estado de salud del lobo fino de Guadalupe y
los resultados obtenidos constituyen una linea de base para el monitoreo de
enfermedades infecciosas en la especie.

Palabras clave: Arctocephalus townsendi, Brucella spp., epidemiologia, especies
introducidas, Leptospira spp, prevalencia, serologia, Toxoplasma gondii, virus del
distemper canino
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Abstract of the thesis presented by Etna Carolina Ziehl Quirds as a partial requirement

to obtain the Master of Science degree in the Postgraduate Program of Life Sciences
with orientation on Environmental Biology

Prevalence of four infectious diseases in the Guadalupe fur seal at Guadalupe
Island, México

Abstract approved by

Dra. Maria de la Concepcion Garcia Aguilar Dr. Eric Mellink Bijtel
Thesis co-director Thesis co-director

In recent years, emerging infectious diseases have been identified as a potential threat
to free-ranging pinnipeds that can lead to population declines. Their emergence has
been associated with pathogens of terrestrial origin. Guadalupe Island harbors the most
important colony of Guadalupe fur seal (Arctocephalus townsendi), and domestic dogs,
cats and rodents were introduced into the island in past decades. Domestic carnivores
can act as reservoirs for common infectious diseases. The purpose of this study was to
determine the prevalence in the Guadalupe Island fur seal colony of four common
infectious agents of dogs and cats: canine distemper virus (CDV), Brucella spp.,
Leptospira spp. and Toxoplasma gondii. Blood samples of 46 pre-weaned pups were
collected in the summer of 2014, and serum samples were tested for CDV and B. canis
using a commercially available competitive ELISA kit; for B. abortus and smooth strains
using the Rose Bengal plate agglutination test, the Rivanol test, and a fluorescence
polarization assay (FPA); for Leptospira spp. using the microscopic agglutination test,
and for T. gondii using the solid-phase chemiluminescent enzyme immunoassay test. A
Bayesian approach was used to calculate the prevalence, while the exact probability of
detecting infected animals in the population was determined using an epidemiological
probability calculator software (FreeCalc). None of the 46 sera tested positive for CDV,
Brucella spp. or T. gondii and evidence suggests that the colony is free from the first
two. However, results obtained for T. gondii were not conclusive, and its presence in the
colony cannot be dismissed. Positive titres were found for L. interrogans, and antibody
prevalence was 27%. Further statistical analyses indicated that the colony could be
considered as infected. Serologically positive test were found for serovars Bratislava,
Icterohaemorrhagiae and Canicola. On the basis of the obtained results, this study
proposes introduced rodents and dogs as the source of infection. After removal of dogs
from the island, serovar Canicola probably persists in the colony with the fur seals as
maintenance hosts. The present study is the first to evaluate the health status of the
Guadalupe fur seal, and it provides a baseline for future monitoring of infectious
diseases in the species.

Keywords: Arctocephalus townsendi, Brucella spp., canine distemper virus,
epidemiology, introduced species, Leptospira spp., prevalence, serology, Toxoplasma
gondii,
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1 Introduccién

1.1 Enfermedades Infecciosas Emergentes en Mamiferos Marinos

En la actualidad existen un gran nimero de amenazas a la biodiversidad resultado de
cambios antropogénicos, tales como la fragmentacion y pérdida de habitat, el cambio
climatico global, la sobreexplotacion de recursos, la contaminacion del ambiente y la
invasion de especies (Wilcove et al., 1998). Esta modificacion continua del ambiente ha
favorecido la introduccidbn de patégenos en ecosistemas donde antes no se
encontraban, incrementado la frecuencia de enfermedades infecciosas emergentes
(EIE) (Harvell et al., 1999; Arrivilaga y Caraballo, 2009). Recientemente se han
reportado EIE en tasas inusualmente altas en poblaciones en vida silvestre (Harvell et
al., 1999, 2002; Epstein, 2001; Smith y Carpenter, 2006), que representan una seria
amenaza para la conservacion (Smith et al., 2009).

Las EIE son provocadas por parasitos o patdgenos que incrementan su incidencia,
distribucion geogréfica y gama de hospederos (Smith y Carpenter, 2006). Alrededor del
80% de los patdgenos de animales domésticos puede infectar a organismos silvestres
(Cleaveland et al., 2001), por lo que la introduccién de flora y fauna exoticas es un
factor importante en la aparicién de EIE (Daszak et al., 2000). La emergencia de las
enfermedades esta asociada con la interaccién de los patégenos zoonéticos con sus
hospederos, a través de un gradiente entre vida silvestre, animales domeésticos y
poblaciones humanas (Daszak et al., 2000). Asi, a medida que el humano y los
animales domésticos aumentan su distribucién global se convierten en reservorios de
patbgenos compartidos con la vida silvestre (Lafferty y Gerber, 2002; Smith et al.,
2009).

Los mamiferos marinos no estan exentos de este problema y la presencia de agentes
patogenos de ambientes terrestres en mamiferos marinos costeros se ha incrementado
en los ultimos afios debido a la contaminacion del medio marino desde el ambiente
terrestre como resultado de cambios naturales recientes o por actividades humanas

(Daszak et al., 2000). Miles de mamiferos marinos han muerto en las Gltimas décadas a
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causa de infecciones causadas por virus y bacterias “nuevos”, pero también por

patégenos bien conocidos de mamiferos terrestres (Visser et al., 1993).

En las islas del Pacifico nororiental mexicano habitan cuatro especies de pinnipedos:
dos otaridos, el lobo marino de California (Zalophus californianus) y el lobo fino de
Guadalupe (Arctocephalus townsendi), y dos focidos, el elefante marino del norte
(Mirounga angustirostris) y la foca comun del Pacifico (Phoca vitulina richardii). El lobo
marino, el lobo fino y el elefante marino se encuentran tanto en islas costeras como
ocedanicas, mientras que la foca comun es una especie que se distribuye en zonas
costeras, areas estuarinas e islas costeras, desde Islas Coronado en Baja California,
hasta Isla Asuncién en Baja California Sur (Maravilla-Chavez y Lowry, 1996; Perrin et
al., 2009). A excepcion de la foca comun, los pinnipedos fueron cazados intensamente
en el Pacifico nororiental desde finales del siglo XVIII y durante la mayor parte del siglo
XIX (Townsend, 1931; Belcher y Lee Jr., 2002; Gifford-Gonzales et al., 2004). El lobo
fino sufri6 una drastica disminucién durante la caceria comercial de pinnipedos,
llevandolo casi a la extincion (Townsend 1931). Posterior a la caceria, la distribucion del
lobo fino quedo restringida a la Isla Guadalupe (Hubbs 1956), y a finales de la década
de 1990 se reportd la colonizacion de las Islas San Benito, Baja California (Maravilla-
Chavez y Lowry 1999).

Debido a la extirpacion por caceria del lobo fino de Guadalupe de otras islas del
Pacifico nororiental, como las Islas Farallon e Islas del Canal, EE.UU., y en las Islas
Revillagigedo, México (Belcher et al., 2002), todos los individuos actualmente vivos de
esta especie son descendientes recientes de la colonia madre de la Isla Guadalupe, a
tal grado que no exhiben una estructuracion genética (Bernardi et al., 1998). Estos
individuos tienen una baja variabilidad del complejo mayor de histocompatibilidad, lo

gue los hace vulnerables a agentes patégenos nuevos (Weber et al., 2004).

La amenaza de patdogenos nuevos puede venir especialmente de perros y gatos, ya que
estos tienen una relacion filogenética estrecha con los pinnipedos (Flynn et al., 2005), y
la transmision de enfermedades entre ambos grupos es viable. Ambas especies se han
introducido a Isla la Guadalupe, pero la fecha precisa en que ello ocurrié por primera

vez se desconoce. Las descripciones de la biota de la isla de principios del siglo XX
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sugieren que no habia perros ni gatos en ella. Sin embargo, existen registros de la
presencia de perros desde el establecimiento del campamento pesquero en 1954 y de
los gatos a partir de 1885 (Moran, 1996; Aguirre-Muiioz et al., 2013). En concordancia
con lo anterior, realicé el presente estudio para evaluar la prevalencia de cuatro agentes
patdgenos comunes de estos carnivoros domeésticos, virus del moquillo canino o
distemper canino (CDV por sus siglas en inglés), Brucella spp., Toxoplasma gondii y

Leptospira spp., en el lobo fino de Guadalupe.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Determinar la presencia y prevalencia de cuatro agentes patégenos comunes en perros

y gatos en la colonia de lobo fino de la Isla Guadalupe, Baja California, México.

1.2.2 Objetivos particulares

1. Calcular la prevalencia del virus del distemper canino (CDV), Brucella spp.,
Leptospira spp. y Toxoplasma gondii a partir de muestras sanguineas de crias de

lobos finos de la Isla Guadalupe.

2. Evaluar las diferencias en la prevalencia de cada agente patdgeno entre

localidades geograficas de la Isla Guadalupe y entre géneros.
3. Determinar la probabilidad de que la colonia este libre de los patdgenos.

4. Inferir posibles medios de transmision de los agentes patdégenos CDV, Brucella

spp., Leptospira spp. y Toxoplasma gondii a los lobos finos de la Isla Guadalupe.

1.3 Hipotesis

Dado que perros y gatos han sido introducidos a la Isla Guadalupe, los cuales guardan
una relacion filogenética con los pinnipedos y se sabe pueden interactuar, es posible
gue agentes patdégenos comunes de estos carnivoros domeésticos se hayan transmitido

a los lobos finos de Guadalupe.



2 Antecedentes

2.1 El Lobo fino de Guadalupe

El lobo fino de Guadalupe es el Unico miembro del género Arctocephalus presente en el
hemisferio norte (Belcher y Lee Jr., 2002) y pertenece a la familia Otariidae, contenida
en el clado Pinnipedia dentro del Suborden Caniformia, Orden Carnivora (Fig. 1; Flynn
et al., 2005; Eizirik y Murphy, 2009). Se trata de una especie poliginica que presenta un
marcado dimorfismo sexual en etapa adulta (Riedman, 1990; Belcher y Lee Jr., 2002).
Los machos llegan a medir en promedio 180 cm y pesar alrededor de 170 kg, mientras
que las hembras alcanzan los 120 cm de largo y llegan a pesar entre 40 y 50 kg
(Bonner, 1999). La temporada reproductiva se inicia en junio con los primeros
nacimientos y termina a finales de julio; el maximo de nacimientos se ubica a mediados
de julio (Fleischer, 1978; Gallo-Reynoso, 1994).

El lobo fino de Guadalulpe debe su nombre a la gruesa capa de pelo subyacente o
pelusa debajo de una capa de pelo de guarda mas grueso, la cual funciona para la
termoregulacién atrapando burbujas de aire y brindando una capa aislante en el agua
(Belcher y Lee Jr., 2002). Es una especie poliginica moderada con establecimiento de
territorios donde un macho es capaz de monopolizar entre 5 y 15 hembras. El
nacimiento de las crias es entre junio y julio; la cOpula es postparto, pero el embrion se
implanta de forma diferida, alrededor de 4 meses después (Belcher y Lee Jr., 2002) por
lo que la gestacion dura alrededor de 8 meses. La lactancia dura entre 9 y 11 meses,
periodo durante el cual las hembras hacen viajes de alimentacién que duran en
promedio 14 dias, después de los cuales regresan a alimentar y atender a las crias por
un promedio de 4 dias, aunque pueden durar hasta 12 dias, durante los cuales ayunan
(Belcher y Lee Jr., 2002; Gallo-Reynoso et al., 2008). Si bien son generalistas, tienden
a alimentarse principalmente de calamares y peces de la familia Myctophidae y
Scombridae (Belcher y Lee Jr., 2002; Gallo-Reynoso et al., 2008).

Previo a la caceria, la especie se distribuia desde las Islas Revillagigedo, en México,
hasta la Bahia de Monterey, en California (Starks, 1922; Townsend, 1924) (Fig. 2).

Durante la caceria del siglo XIX sufri6 una drastica disminucion y en 1892 se le
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consider6 extinto (Wegeforth, 1928; Townsend, 1931; Bartholomew, 1950;
Bartholomew y Hubbs, 1952). No hubo registros de avistamientos hasta 1928 y
después, nuevamente hasta 1949, cuando algunos individuos se avistaron en las islas
del sur de California (Bartholomew, 1950; Bartholomew y Hubbs, 1952). En 1954, se
descubrié una colonia en la Isla Guadalupe, donde se contaron menos de 20 individuos
(Hubbs, 1956).

Desde su redescubrimiento en 1954 y hasta mediados de la década de 1990, los lobos
finos permanecieron confinados en la Isla Guadalupe, pero en 1997 se descubrié una
pequefia colonia en las Islas San Benito (Maravilla-Chavez y Lowry, 1999) (Fig. 2).
Gallo-Reynoso (1994) estimd el tamafio de la colonia de la Isla Guadalupe a principios
de la década de 1990 en 7,000 individuos; para 2010 se reporté un tamafio poblacional
de entre 14,000 y 17,000 individuos (Garcia-Capitanachi, 2011; Esperén-Rodriguez y
Gallo-Reynoso, 2012), y en la actualidad podrian haber alrededor de 35,000 individuos,

de los cuales mas de 5,500 son crias (Garcia A.}, com pers., junio 2015).

! Dra. Marfa Concepcién Garcia Aguilar, Investigadora adjunta en el Departamento de Biologia de la Conservacion
CICESE.
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Fig. 1. Cladograma representativo del orden Carnivora indicando la posicién de la familia

Otariidae y su relaciéon con taxones

hermanos. Modificado de Flyn et al. (2005).

Por otra parte, la colonia de San Benito ha experimentado un incremento exponencial,

pero su reproduccion in situ es

minima (<10 crias/afio) y dicho incremento poblacional

se debe a la inmigracion de animales de la colonia de la Isla Guadalupe (Aurioles-

Gamboa et al., 2010; Garcia-Capitanachi, 2011). Como todos los individuos de San

Benito son descendientes recientes de la colonia de la Isla Guadalupe (Bernardi et al.,

1998; Weber et al., 2004), se |
Carretta et al., 2009).

es considera como parte de la misma poblacion (J. V.
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Fig. 2. Distribucion historica del lobo fino de Guadalupe, desde la Bahia de Monterey hasta las
Islas Revillagigedo. Las zonas de reproduccion y descanso actuales se encuentran Unicamente
en las islas Guadalupe y San Benito, ambas en la costa occidental de Baja California.

2.2 Estatus de proteccion nacional e internacional

El gobierno de México cataloga al lobo fino de Guadalupe como especie en peligro de
extincion (SEMARNAT 2010) y esta considerado como especie prioritaria para la
conservacion (D.O.F. 05/03/2014). A nivel internacional, esta incluido en el Apéndice |
de Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora Silvestres (CITES, por sus siglas en inglés, www.cites.org), considerado como
especie casi amenazada por la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés, www.iucn.org), como especie amenazada
en la ESA (U. S. Endangered Species Act 1973, www.fws.gov) y la MMPA (U. S. Marine
Mammals Protection Act 1972, www.nmfs.gov) considera al stock Unico de la especie

como “stock estratégico”.



2.3 Introduccion de mamiferos en la Isla Guadalupe

La Isla Guadalupe se encuentra en el extremo mas occidental y septentrional de
México, a 260km al oeste de la Peninsula de Baja California, entre los 28°52’ y 29°11’
de latitud Norte y los 118°21" y 118°13’ de longitud Oeste (Moran, 1996) (Fig. 2), e
histéricamente ha sido un area de gran importancia para los pinnipedos de México. En
ella hay colonias de tres de las cuatro especies que se encuentran en el pais: el lobo
marino de California, el lobo fino de Guadalupe y el elefante marino del norte
(Townsend, 1924; Bartholomew y Hubbs, 1952).

La lejania del continente mantuvo a la isla protegida de la influencia humana desde su
descubrimiento en 1602 por el explorador Sebastian Vizcaino hasta finales del siglo
XVIII, cuando el apogeo de la caza comercial llevo a la isla a cazadores de pinnipedos
rusos, ingleses y norteamericanos (principalmente lobos finos y elefantes marinos) y de
nutrias (Townsend 1931; Bartholomew y Hubbs, 1952; Moran, 1996; Oberbauer, 2006).
Ademas, barcos balleneros también utilizaban la isla en aquella época como punto de
descanso durante sus travesias maritimas. El Campo Oeste y el Campo Sur (Fig. 3)
fueron originalmente campamentos de cazadores de pinnipedos debido a su cercania
con las guarderias més abundantes de lobo fino. Del lado este de la isla, cerca del
extremo sur, se localizaban las ruinas de otro campo de cazadores aleutianos, quienes
fueron reclutados por empresarios norteamericanos a principios del siglo XIX (Moran,
1996).

En el tiempo de la caceria de mamiferos marinos (finales. XVIII a principios s. XX), los
cazadores introdujeron cabras (Capra hircus) para proveerse de carne fresca durante
sus estancias en la isla (Moran, 1996). No se sabe con exactitud cuando fueron
introducidas, pero uno de los registros mas antiguos, de 1859, las menciona (Madden,
1949: Moran, 1996). Para 1870 la poblacion de cabras se reportaba en mas de 100,000
animales (Esperanza, 1874; Moran, 1996). La presencia de las cabras durante casi dos
siglos tuvo un profundo impacto en la vegetacion de la isla (Oberbauer, 2006),

causando la extincion de varias especies vegetales (Ledn de la Luz et al., 2003).
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Fig. 3. Isla Guadalupe, Pacifico mexicano.

Ademas de las cabras, en 1875 llegaron los ratones domésticos (Mus musculus) y en
1885 se reportd la presencia de gatos domésticos (Felis catus); posteriormente la de
perros (Canis lupus familiaris) (Moran, 1996). Estas introducciones derivaron del
establecimiento de asentamientos humanos en la isla. A principios del siglo XX, durante
el Porfiriato, se establecié una prisidbn militar y un destacamento de 40 militares en el
Campo Norte (Fig. 3) (Santos del Prado y Peters, 2005). Actualmente este
destacamento esta abandonado y la Secretaria de Marina, 2da Region Naval Militar del
Pacifico Norte en Ensenada, tiene su base en el Campo Sur. En 1954 se establecio un
campamento pesquero formal, el Campo Oeste, y con ellos llegaron los perros (Aguirre-
Mufioz et al., 2009; Aguirre-Mufioz et al., 2013).
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La presencia de los carnivoros domésticos contribuy0d al deterioro y pérdida de
biodiversidad de la isla. Varias especies de aves endémicas como el caracara de
Guadalupe (Caracara lutosus), el petrel de Guadalupe (Oceanodroma macrodactyla), el
carpintero de pechera de Guadalupe (Colaptes auratus rufipileus), el chivirin cola
oscura de Guadalupe (Thryomanes bewickii brevicauda), el reyezuelo rojo de
Guadalupe (Regulus calendula obscurus), el toqui pinto de Guadalupe (Pipilo maculatus
consobrinus) se extinguieron por accion directa o indirecta de estos depredadores (
Jehl, 1972; Jehl y Everett, 1985; Mellink y Palacios, 1990).

Aunado a los efectos directos que las especies invasoras pueden tener sobre los
ecosistemas insulares por depredacion, competencia o modificacion del hébitat,
también son capaces de alojar y dispersar parasitos y patdgenos antes no presentes en
estos ecosistemas (Daszak et al., 2000; Smith et al.,, 2006; Medina-Vogel, 2010;
Aguirre-Mufioz, 2011). En los ultimos afios se han realizado esfuerzos de erradicacion
con el fin de extirpar a las especies invasoras: en 2007 se erradic a los perros y en
2010 a las cabras (Aguirre-Mufioz et al., 2013), aunque los ratones y gatos permanecen

en la isla.

2.4 Introduccion de especies y enfermedades infecciosas emergentes

La introduccién de especies es una de las causas documentadas mas importantes de
extinciones y pérdida de habitats en paises como Australia, Nueva Zelanda, Canada y
zonas portuarias de Estados Unidos, entre otros (Vitousek et al., 1996). La introduccién
de patdgenos puede tener un efecto similar (Daszak et al., 2000), aunque hasta hace
unas décadas las enfermedades infecciosas no habian sido consideradas como
factores importantes en la extincion de especies debido a la falta de informacién
histérica referente a patdgenos relacionados con eventos de extincion, asi como a la
poca precision en la informacion existente (Smith et al., 2006; Smith et al., 2009). Smith
et al. (2006) reportan que hacia finales del s. XIX se sugiere por primera vez la
importancia de una EIE como uno de los agentes causales de extincion de cuatro
especies de aves, todas del género Akialoa. Sin embargo, no es sino hasta principios

del s. XX, cuando se generan importantes avances en el diagnodstico de enfermedades,
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gue se comienzan a desarrollar los primeros estudios para la deteccion enfermedades

infecciosas en vida silvestre (Smith et al. 2006).

En la actualidad, la contribucion de las EIE como factor de riesgo de extincion pudiera
seguir estando subestimada (Smith et al. 2009). Por ejemplo, Pedersen et al. (2007)
mencionan que en menos de la mitad (39%) de los artiodactilos, carnivoros y primates
considerados en peligro de extincion o en peligro critico en la version 2006 de la Lista
Roja de la UICN se habia evaluado la presencia de patdgenos en poblaciones
silvestres, y Smith et al. (2006) sugieren que al menos el 3.7% de las 833 extinciones
animales ocurridas en los udltimos 500 afios pueden estar relacionadas con
enfermedades infecciosas, aunque siempre asociadas con otros factores de amenaza
como cuellos de botella genéticos, presencia de reservorios y especies invasoras,

fragmentacién o deterioro del habitat y contaminacion, entre otros (Smith et al., 2006).

La emergencia de enfermedades infecciosas en animales en vida silvestre se remonta a
las primeras colonizaciones humanas en todo el mundo, cuando los patégenos exaticos
fueron diseminados a aquellos sitios a donde el humano llegaba. EI movimiento de
animales domésticos, ganado y polizontes (e. g., ratas y ratones) introdujeron su propia
gama de patdgenos (Daszak et al., 2000). Aquellos patégenos o parasitos que logran
establecerse con las especies invasoras tienen un alto potencial de contagiar a la fauna
nativa (Lyles y Dobson, 1993; Smith y Carpenter, 2006), afectando a las poblaciones
locales, alterando la dinamica de las comunidades y reduciendo la distribucion de las
especies afectadas (Daszak et al., 2000). Cuando existe una relacion evolutiva cercana
entre los reservorios y los organismos silvestres, el riesgo de extincion de la poblacion
infectada aumenta considerablemente ya que las poblaciones que se enfrentan a
nuevos patdégenos muchas veces son inmunolégicamente “ingenuas”; es decir, que su
sistema inmune no tiene medios para reconocerlos (Smith et al., 2009). Adicionalmente,
si los patdgenos tienen reservorios donde pueden permanecer viables, la amenaza por
EIE es mas probable (Smith et al., 2009). Cuando se trata de patdgenos capaces de
infectar a multiples hospederos (patégenos generalistas), la amenaza se incrementa
(Pedersen et al., 2007). En ciertos casos, los individuos que sobreviven a la infeccién se
convierten en reservorios, ocasionando la prevalencia de la enfermedad en la poblacion

a través del tiempo (Aguirre, 2009).
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La introduccion de patdgenos exoticos en poblaciones silvestres puede tener efectos
significativamente negativos tanto a nivel poblacional (e. g. aumento en la tasa de
mortalidad), como a nivel individual (e. g. impactos negativos en la adecuacion)
(Pedersen et al., 2007). Cuando la transmision del patégeno dentro de una poblacién es
denso-dependiente no llevara a sus hospederos a la extincion, ya que la densidad
poblacional disminuir4 hasta un punto critico bajo el cual la enfermedad no persiste
(Smith et al., 2009). Por otra parte, muchos patdégenos son transmitidos en funcién a la
frecuencia de individuos infectados y por lo tanto no dependen de la densidad
poblacional de la especie afectada (Smith et al., 2009). Este es el caso de aquellos
patébgenos que dependen de vectores para su transmision, por lo que su prevalencia
puede incrementarse inclusive en densidades poblacionales del receptor bajas (Thrall et
al., 1993; Boots y Sasaki, 2003). Cuando las poblaciones del hospedero estan
estructuradas espacialmente debido a territorialidad o interacciones sociales, la
transmision puede obedecer a un modelo frecuencia-dependiente (O’Keefe vy
Antonovics, 2002).

Aparte de la influencia antropogénica y la aparicion de patdégenos “nuevos”, el impacto
de las enfermedades puede ser influenciado por factores genéticos, particularmente
cuando existe endogamia o las poblaciones han sufrido cuellos de botella intensos
(Spielman et al., 2004) Por ejemplo, en los demonios de Tasmania (Sarcophilus harrisii)
existe poca diversidad genética debido a un cuello de botella seguido por un periodo de
endogamia intensa, lo que pudo provocar una elevada tasa de contagio de la
enfermedad del tumor facial del diablo que caus6 una reduccion poblacional de hasta el
90% (Siddle et al., 2007). Por otra parte, los individuos endogamicos pueden actuar
como fuentes de “entrada” para nuevos patdgenos o actuar como reservorios para
hospederos inmunologicamente ingenuos (Smith et al., 2009). Por ejemplo, durante un
brote de distemper en el Mediterraneo entre 1990 y 1992 los primeros delfines listados
(Stenella coeruleoalba) en ser infectados fueron los mas endogamicos y aquellos que
murieron durante la ultima fase de la epidemia no lo eran, sugiriendo que los individuos
endogamicos facilitaron la transmision del virus al resto de la poblacion (Valsecchi et al.,
2004).
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2.5 Enfermedades infecciosas emergentes en pinnipedos

Entre los patégenos de origen terrestre mas comunmente encontrados en pinnipedos
en vida libre sobresalen el virus del distemper canino (CDV), Brucella spp., Leptospira
spp. y Toxoplasma gondii (Visser et al., 1993; Higgins 2000) (Tabla 1). Entre los
vectores asociados con el riesgo de transmisién de patégenos terrestres a mamiferos
marinos, destacan los perros (en el caso del CDV, Brucella y Leptospira) y gatos (T.
gondii, Leptospira spp. y en algunos casos Brucella spp.) (Greene y Addie, 1993;
Kennedy et al., 2000; Godfroid, 2002; Norman et al., 2008; Holderness-Roddam, 2011,
Tryland et al., 2012; Hughes y Macdonald, 2013; Carlson-Bremer et al., 2015).

El CDV es el agente causante del moquillo y pertenece al género Morbillivirus, que
incluye virus altamente contagiosos que poseen la habilidad de infectar diferentes
hospederos (Viana et al.,, 2015). Es un virus de la Familia Paramyxoviridae,
cercanamente emparentado con el virus del sarampion y el de la peste bovina (Greene
y Appel, 1993). El virus es relativamente largo (150-250nm), con una cadena sencilla de
RNA y membrana de lipoproteinas (Greene y Appel, 1993). Se distribuye en todo el
mundo y ha sido reportado en todas las familias del Orden Carnivora y en algunas
especies de primates no hominidos (Viana et al., 2015).

Antes de 1987 no se habian registrado infecciones de Morbillivirus en el medio
acuatico, pero a finales de ese afio se reportd la mortalidad masiva de focas del lago
Baikal (Pusa sibirica) y se confirmé que el CDV era el agente causante (Grachev et al.,
1989; Osterhaus et al., 1988). En el 2000 se reportd la mortalidad de mas de 10,000
focas céaspicas (Pusa caspica) y nuevamente se identific6 al CDV como el agente
causal (Kuiken et al., 2006). En abril de 1988 murieron mas de 17,000 focas comunes
(P. vitulina) y cientos de focas grises (Halichoerus grypus) en el noroeste de Europa
(Heide-Jorgensen et al., 1992; Visser et al., 1993). Inicialmente se sospecho del CDV o
un virus relacionado como agente causante de las muertes (Kennedy et al., 1988;
Osterhaus et al., 1988). Sin embargo, andlisis posteriores mostraron que el agente
causante de esta segunda mortalidad fue un Morbillivirus diferente, denominado virus

del distemper focino (PDV, por sus siglas en inglés) (Cosby et al., 1988; Mahy et al.,
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1988; Osterhaus y Vedder, 1988). En afios recientes el Morbillivirus se ha reportado en

al menos siete especies de pinnipedos (Tabla 1).

La brucelosis es una enfermedad causada por Brucella, una bacteria gram negativa,
inmovil y aerobia estricta, de crecimiento lento que no posee capsulas ni forma esporas
(Castro et al., 2005). Con base en el aspecto de las colonias en medio sélido se les
clasifica como brucelas lisas o rugosas, aspecto debido a la expresion del
lipopolisacarido LSP en la superficie bacteriana (Castro et al., 2005). Hasta la década
de 1990 y tomando como referencia a los principales hospederos, se reconocian seis
especies de Brucella: B. melitensis, B. abortus, B. sius, B. neotomae, B. canis y B. ovis
(Castro et al., 2005), y recientemente se ha aislado una nueva especie, denominada B.
microti (Scholz, 2008; Scholz et al., 2008)(Tabla 2).

En 1994 se presentaron los primeros reportes de Brucella spp. en mamiferos marinos
(Ross et al., 1994). El modo de transmision de la brucelosis en los mamiferos marinos
no esta bien establecido, pero en cetdceos se ha sugerido que la infeccion puede
dispersarse horizontalmente a través del contacto sexual o por el contacto con fetos y
tejidos placentarios infectados (Guzman-Verri et al., 2012; Thakur et al., 2012); también
puede haber transmision vertical de madre a feto in utero, o a través de la leche
materna (Gonzalez-Barrientos et al., 2010; W. G. Miller et al., 1999). En pinnipedos, las
formas de transmision son menos conocidas, pero el contacto cercano en las playas
podria favorecer la transmisidbn de manera semejante a como sucede en mamiferos
terrestres ( Thakur et al., 2012; Hernandez-Mora et al., 2013). También se ha sugerido
gue la exposicion a Brucella spp. en pinnipedos estd asociada a la presencia del
nematodo parasito del género Parafilaroides en los peces de los que se alimentan
(Garner et al., 1997; Foster et al., 2002; Lynch et al., 2011).



Tabla 1. Reportes de Morbillivirus (virus de distemper canino y virus de distemper focino), Brucella spp., Toxoplasma gondii y Leptospira
spp. en pinnipedos. Referencias: 1- Zarnke et al, (2000), 2- Van Pelt y Dieterich (1973), 3- Dubey et al. (2003), 4- Measures et al. (2004), 5-
Visser et al. (1993), 6- Higgins (2000), 7- Clavareau et al. (1998), 8- Foster et al. (2007), 9- Forbes et al. (2000), 10- Tryland et al. (2005), 11-
Grachev et al. (1989), 12- Osterhaus et al., (1988), 13- Mamaev et al. (1996), 14- Kuiken et al. (2006), 15- Maratea et al. (2003), 16- Foster et al.
(2002), 17- Osterhaus y Vedder (1988), 18- Hernandez-Mora, et al. (2013) 19- Blank et al. (2002), 20- Rengifo-Herrera et al. (2012), 21-
Colegrove et al. (2005), 22- Serrano de la Vega (2014), (23)- Smith,et al. (1977), 24- Lynch et al. (2011), 25- Mackereth et al. (2005), 26- Duignan
(1999), 27- Duignan (2000), 28- Duignan et al. (2003), 29- Vedros et al. (1971), 30- Smith et al. (1974), 31- Dierauf et al. (1985), 32- Gulland et al.
(1996), 33- Colagross-Schouten et al. (2002), 34- Barrett et al. (2004), 35- Goldstein et al. (2009), 36- Godinez et al. (1999), 37- Acevedo-
Whitehouse (2003), 38- Burek et al. (2003), 39- Burek et al. (2005), 40- Ohashi y Kai (2000), 41- Calle et al. (2002).

Familia/Especie Morbillivirus Brucella spp. Leptospira spp. Toxoplasma gondii Referencias
Phocidae
Phoca vitulina X X X X 1.2.3 4.5
6,7,8
Phoca larga X 3
Pusa hispida X X 3.9 10
Pusa sibirica X X 5 6. 11 12
13
Pusa caspica X 14
Pagophilus X 9,15
groenlandicus
Cystophora cristata X 6, 7,10, 16
Erignatus barbatus X 3
Halichoerus grypus X X 7,17, 18
Leptonychotes X X 19, 20
weddellii
Mirounga leonina X 20
Mirounga X 21, 22

angustirostris

15



Tabla 1. Continuacién.

Familia/Especie Morbillivirus Brucella spp. Leptospira spp. Toxoplasma gondii Referencias
Otaridae

Callorhinus ursinus X 6, 23

Arctocephalus X X 19, 20
gazella

Arctocephalus X 24
pusillus

Arctocephalus X X 25, 26, 27
forsteri

Phocarctos hookeri X 26, 27, 28

Zalophus X X 29, 30, 31,
californianus 32, 33, 34,

35, 36, 37

Eumetopias jubatus X X X X 38, 39, 40
Odobenidae

Odobenus X 41

rosmarus




17

A partir de los reportes de Brucella en mamiferos marinos, a finales de la década de
1990 se propuso una nueva especie, B. maris (Jahans et al., 1997), que unos afios mas
tarde se separ0 en dos especies en funcion de sus hospederos principales: B. cetis
(cetaceos) y B. pinnipedialis (pinnipedos) (Foster et al., 2007) (Tabla 2). Esta ultima ha
sido aislada en cinco especies de focidos: la foca capuchina (Cystophora cristata)
(Foster et al., 2002; Tryland et al., 2005) la foca anillada (Pusa hispida) (Forbes et al.,
2000; Tryland et al., 2005), la foca arpa (Pagophilus groenlandicus) (Forbes et al., 2000;
Maratea et al., 2003), la foca gris (Halichoerus grypus) (Herndndez-Mora et al., 2013) y
la foca comun (Phoca vitulina) (Foster et al., 2007), y un otérido, el lobo marino de
California (Zalophus californianus) (Goldstein et al., 2009). La infeccidon de Brucella spp.
ha sido reportada en al menos 10 especies de pinnipedos (Tabla 1), causa

bronconeumonia y se cree puede provocar abortos (Lynch et al., 2011).

Tabla 2. Especies del género Brucellay sus hospederos principales. Fuente: OIE (2015).

Especie Morfologia de la Hospederos principales
colonia
B. melitensis Lisa Ovejas y cabras
B. abortus Lisa Vacas y otros bovinos
B. sius Lisa Biovariedad 1: cerdo

Biovariedad 2: cerdo y liebre
Biovariedad 3: cerdo
Biovariedad 4: reno

Biovariedad 5: roedores silvestres

B. neotomae Lisa Rata magueyera (Neotoma lepida)
B. canis Rugosa Perros

B. ovis Rugosa Ovejas

B. microti Lisa Topillo campesino (Microtus arvalis)
B. ceti Lisa Cetaceos

B. pinnipedialis Lisa Pinnipedos
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La leptospirosis es causada por la espiroqueta Leptospira, de la familia Leptospiraceae,
orden Spirochaetales (Adler y de la Pefia, 2010). Es una bacteria de alta movilidad y
aerobia obligada (Bharti et al., 2003). El género Leptospira esta distribuido globalmente
(Cameron et al.,, 2008) y puede afectar a una amplia gama de hospederos, aunque
solamente los mamiferos pueden transmitirla. La enfermedad se ha reportado en varias
especies de pinnipedos (Tabla 1), y desde la década de 1970 se han reportado varios
eventos epizodticos en lobos marinos de California (Cameron et al., 2008). Esta
enfermedad puede causar abortos y muerte de neonatos y animales adultos (Smith et
al., 1974; Norman et al., 2008).

El género Leptospira se divide en alrededor de 20 especies (Barthi et al., 2003), que se
clasifican en tres grupos (Cerqueira y Picardeau, 2009): 1) Grupo patogénico: L.
interrogans, L. kirshneri, L. noguchi, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. alexanderi, L.
alstonii; 2) Grupo intermedio: L. wolfii, L. licerasiae, L. inadai, L. fainei, L. broomii, y 3)
Grupo no patogénico: L. kmetyi, L. wolbachii, L. meyeri, L. biflexa, L. vanthieli, L.
terpstrae, L. yanagawae. En la actualidad se reconocen mas de 200 serovariedades
agrupadas en 23 serogrupos (Xue et al.,, 2009). Las serovariedades demuestran

especificidad, pero no exclusividad, por los hospederos preferentes (Tabla 3).

Toxoplasma gondii o "protozoarios parecidos a T. gondii” se han reportado en tejidos de
mamiferos marinos desde hace 50 afios (Ratcliffe y Worth, 1951), incluyendo ocho
especies de pinnipedos (Tabla 1). Los felinos son los Unicos hospederos conocidos en
donde se desarrolla el ciclo sexual de T. gondii, mientras que una gran amplitud de
vertebrados de sangre caliente son hospederos intermedios (vectores) en los que se
desarrolla la fase asexual (Tenter et al., 2000).

Aun se desconoce el mecanismo de infeccion de T. gondii en los mamiferos marinos,
pero se ha sugerido que deriva de la descarga proveniente del drenaje, tormentas o
residuos de aguas utilizadas en la agricultura conteniendo oocitos transferidos por
felinos domeésticos o asilvestrados (Bandoli y de Oliveira 1977 citado por Measures et
al. 2004; Miller et al., 2002). Aquellas areas en la costa con mayor densidad poblacional
0 escorrentia son donde se ha observado una mayor incidencia de estos casos, y se ha

sugerido inclusive que los oocistos con capaces de entrar en la cadena alimenticia
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marina a través de moluscos (Miller et al., 2002; Arkush et al., 2003; Dubey, 2004,
Measures et al., 2004; Conrad et al., 2005; Miller et al., 2008; Jensen et al., 2010;
Mazzillo et al., 2013). Debido a que es posible la transmision vertical a través de la

placenta y la leche, es probable que la presencia de Toxoplasma pudiera llegar a

afectar las tasas de natalidad de los mamiferos marinos al asociarse a encefalitis,

problemas congénitos y abortos (Dubey et al., 2003; Measures et al., 2004).

Tabla 3. Ejemplos de algunas serovariedades de Leptospiray sus hospederos preferentes.

Especie

Serovariedad

Hospederos
preferentes

Referencias

L. interrogans

L. kirshneri

L. borgpetersenii

Autumnalis
Bataviae

Bratislava

Canicola
Hardjo

Icterohaemorragiae
Palo Alto
(icterohaemorragiae)

Pomona
Portland-vere (canicola)
Pyrogenes

Wolfii

Grippotyphosa

Tarassovi

Rata, ratdn mapache
Rata, raton, canidos
Ratas, cerdos,
caballos

Canidos

Bovinos, ovinos

Ratas
Ratas

Bovinos, cerdos, lobos
marinos
Céanidos
Bovinos

Murciélagos

Ratén, mapaches,
marsupiales, bovinos,
focas

Cerdos

Greene et al. (1993)
Greene et al. (1993)
Boldi (2003); Greene
et al. (1993)

Greene et al. (1993)
Boldi (2003); Greene
et al. (1993)

Greene et al. (1993)
Luna et al. (2008)

Greene et al. (1993)

Luna et al. (2008)
Céspedes (2005)
Boldi (2003);
Reitstetter (2006)
Boldi (2003) ;
Céspedes (2005)

Boldi (2003) ;
Céspedes (2005)
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3 Materiales y métodos

3.1 Area de estudio

La Isla Guadalupe (ver figuras 2 y 3) tiene una longitud en sentido norte-sur de 35km
con un ancho méaximo de 12km, comprendiendo una superficie total de 250km?; en el
extremo sur se encuentran tres islotes: Adentro (o Isla Toro), Afuera y El Zapato
(Moran, 1996; Leon de la Luz et al., 2003). Es un cuerpo volcanico desarrollado sobre la
dorsal meso-océanica del Pacifico oriental. Presenta al norte una caldera, el Monte
Augusta (1300 msnm), con un diametro de 10km; en la parte meridional hay una zona
de fracturamiento, el Monte Esther, a partir de la cual aparecen con mayor frecuencia
centros volcanicos y una estructura de caldera, el Monte Picacho, similar a la de la parte

norte pero cuya actividad aparentemente es mas reciente (Delgado-Argote et al., 1993).

El clima es arido a semiarido con régimen de lluvias en invierno. La temperatura
ambiente muestra un patrén estacional con maximo durante el mes de septiembre
(21£1.2°C) y minimo en enero-marzo (15+1.7°C); la temperatura ambiente promedio
para el periodo 2000-2002 fue de 17.2+2°C (Castro et al. 2005 en Santos del Prado y
Peters, 2005). Los vientos dominantes son del noroeste, con eventos poco frecuentes
de vientos provenientes de regiones continentales o del Pacifico sur; la magnitud del
viento muestra una variacion estacional definida con los valores mas intensos en
primavera (7+2 m/s) y los minimos en invierno (2.6+2 m/s) (Castro et al. 2005 en Santos
del Prado y Peters, 2005).

La poblacién humana se ubica en dos campamentos: el Campo Sur, localizado en el
extremo sur, que alberga permanentemente a miembros del destacamento de la
Secretaria de Marina Armada de México, y el Campo Oeste, ubicado en la costa oeste,
en donde de septiembre a junio viven familias de pescadores de la Sociedad
Cooperativa de Produccion Pesquera de Participacion Estatal Abuloneros vy
Langosteros, S. C. L.
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3.2 Trabajo de campo

El trabajo de campo se realizé a finales de la temporada reproductiva del lobo fino de
Guadalupe, del 6 al 17 de agosto de 2014. Los lobos finos se localizan exclusivamente
en la costa este de la isla (Fleischer, 1978; Gallo-Reynoso, 1994; obs. pers.) y se
eligieron tres sitios para el muestreo: Campo Sur, Campo Lima y Dos Arroyos (ver Fig.
3). Se capturaron y muestrearon 46 crias (24 hembras y 20 machos; dos

indeterminados): 14 en Campo Sur, 17 en Campo Lima y 15 en Dos Arroyos.

Las crias se capturaron y contuvieron manualmente, sin usar anestesia. El manejo y
manipulacion de los animales se realiz6 conforme a protocolos estandarizados para
manejo fauna silvestre (Anénimo 2006). El tiempo total de manejo de las crias fue de
entre 15 y 20min. De cada cria capturada se extrajo una muestra de sangre de entre 3y
5 ml de la vena caudal glatea (Fig. 4), utilizando jeringas de 5ml (22G x 32 mm). Las
muestras de sangre se transfirieron a tubos Vacutainer® (Becton Dickinson and
Company, USA) de tapa dorada, con agentes coagulantes y gel de polimeros para
separar el suero. Las muestras se guardaron en campo a la sombra en una bolsa
térmica con gel frio por un méximo de 4 a 5 horas. Posteriormente, se centrifugaron por
25min a 2,500xG (centrifuga VanGuard V6500, Quest Diagnostics) para la obtencion
del suero, que se almacend en un congelador casero hasta su traslado de la Isla
Guadalupe al CICESE. Las muestras de suero permanecieron congeladas a -20°C en

el Departamento de Biotecnologia Marina hasta su analisis.
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vista dorsal

vena
caudal
glutea

Fig. 4. Sitio de colecta de sangre en otaridos (vena glatea). Tomado de Geraci y Lounsbury
(2005).

3.3 Analisis clinicos

Se realizaron pruebas serologicas para la determinacion de los agentes patégenos.
Para la determinacién de la presencia del CDV y Brucella canis se realizaron pruebas
rapidas cualitativas de ELISA en un laboratorio veterinario comercial (Laboratorio
Avellaneda, México D.F.). Adicionalmente se realizaron tres pruebas cuantitativas
consecutivas para la deteccidon de Brucella spp. en el Laboratorio del Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Auténoma de Baja
California, Mexicali. La deteccion de 11 serovariedades de Leptospira se realizd con la
prueba de aglutinacion microscopica (MAT por sus siglas en inglés) en el Laboratorio de
Leptospira del Centro Nacional de Investigaciones en Microbiologia Animal del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (México D. F.). Para
Toxoplasma gondii se realiz6 una prueba de quimioluminiscencia en un laboratorio

veterinario comercial (Laboratorio AIMSA, México D.F.).
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3.3.1 Deteccion del virus del distemper canino (CDV) y Brucella canis

Aunque tradicionalmente se han realizado pruebas ELISA cuantitativas para la
deteccion de titulos de anticuerpos de estos patdgenos en mamiferos marinos (Zarnke
et al., 2006; Lynch et al., 2011), la prueba rapida es una forma facil y accesible de
diagnosticarlos. Para la deteccion cualitativa de antigenos del CDV y anticuerpos de B.
canis se utilizaron pruebas rapidas de inmunoensayo cromatografico (paquete de
prueba rapida Anigen para antigeno de CDV Ag y paquete de prueba rapida Anigen
para anticuerpos contra C. Brucella Ab; Laboratorios BioNote, Inc., respectivamente).
Estas pruebas pueden ser utilizadas con muestras de conjuntiva, orina, suero o plasma
para CDV, y con muestras de sangre completa, suero o plasma para B. canis. Se
utilizan anticuerpos de CDV y antigenos de B. canis altamente selectivos para capturar
y detectar los antigenos y anticuerpos en el ensayo con un alto grado de exactitud; la
prueba resulta positiva solo cuando hay suficientes antigenos y anticuerpos en la
muestra. En el caso del CDV, debido a la naturaleza de la prueba y su sensibilidad (ver
glosario y seccion 3.4.5), no es posible detectar niveles bajos de antigeno en suero
sanguineo; sin embargo, la prueba esta disefiada para la deteccion de las
glicoproteinas de fusion (proteina F1 y F2) que forman parte de la envoltura viral y es

comun para todas las cepas de Morbillivirus (Meyer y Diallo, 1995; Pringle, 1991).

3.3.2 Deteccion de Brucella spp. (cepas lisas)

Para la deteccién de Brucella spp. se hicieron consecutivamente las pruebas de Rosa
de Bengala (RB), Rivanol y la prueba de Fluorescencia Polarizada (FPA por sus siglas
en inglés). La prueba RB es una prueba de aglutinacion en placa que permite sondear
las muestras en busqueda de reactores positivos 0 sospechosos y de la que se parte
para realizar otras pruebas de confirmacién. Se fundamenta en la inhibicion de las
aglutininas inespecificas y es capaz de detectar anticuerpos IgG e IgM (Senasa y Oie,
2009). Se utiliza un antigeno tamponado? de B. abortus, el cual es efectivo para
detectar también otras cepas cuya membrana celular contenga lipopolisacaridos del tipo

liso, como las cepas marinas (Mackereth et al., 2005; Foster et al., 2007; Meegan et al.,

2 Antigeno tamponado: antigeno de pH bajo preparado con células muertas, solucion salina fenicada y la
tincion de Rosa de Bengala.
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2010; Roe et al, 2010). Las muestras de suero y el antigeno se usan a temperatura
ambiente. La prueba es muy sensible y puede reaccionar también en presencia de
impurezas, hemolisis y otras bacterias como Yersinia enterocolitica, Escherichia coli y
Salmonella (Thakur y Saini, 2012), por lo que la calidad de la muestra es esencial para

obtener buenos resultados.

La prueba de precipitacion con rivanol permite separar los anticuerpos IgG de los IgM.
Se trata de una prueba confirmatoria de la prueba RB. El rivanol es un colorante de
acridina capaz de sedimentar los anticuerpos de tipo IgM, los cuales predominan en
caso de infeccidn primaria o exposicion, dejando solo los de tipo IgG, que corresponden
a una respuesta humoral secundaria debido a infeccion cronica o aguda (Diaz-Aparicio
et al., 2000). Finalmente, se realiz6 la prueba de FPA, que es ampliamente usada en el
diagnéstico presuntivo de brucelosis en bovinos, porcinos, caprinos, ovinos, ciervos y
bisontes (OIE, 2015). Para esta prueba se utilizé un Analizador de Polarizacion
Fluorescente (Sentry 200 by Ellie Diachemik) y una computadora con puerto USB. Con
base en el andlisis de la muestra y de un conjugado antigeno-sustrato fluorescente se

determina si el resultado es positivo 0 negativo conforme a los valores de referencia.

3.3.3 Deteccién de Leptospira spp.

La prueba de MAT es la prueba diagnéstica mas utilizada y de mayor validez
diagnéstica para el sondeo de Leptospira spp. (Luna et al., 2008). La técnica utiliza
antigeno vivo y puede ser de serovariedad especifica, por lo que se utiliza también para
serotipificacion de diferentes serovariedades (cepas) (Bharti et al., 2003; Luna et al.,
2008). El procedimiento consiste en realizar diluciones dobles a las muestras
comenzando con 1:50 hasta observar 50% de aglutinacion. Se mezcla el cultivo de la
serovariedad que se esta buscando en varias diluciones de suero sanguineo con suero
fisioloégico en una placa de pozos por organismo. Las placas se incuban y después se
examinan a través de un microscopio de campo oscuro (120x) para detectar

aglutinacion en la superficie.
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El titulo de punto final se define como la dilucion de suero que muestra un 50% de
aglutinacion, dejando libres un 50% de las células en comparacion con un cultivo
control diluido a la mitad en solucion salina tamponada con fosfato (OIE, 2015). Las
diluciones tipicamente van de 1:25 a 1:400 o mas, segun la sensibilidad de la prueba.
Un titulo de 1:100 se considera positivo a los efectos del comercio internacional, pero
dada la alta especificidad (ver glosario y seccion 3.4.5) de la MAT, pueden tomarse
titulos menores como indicio de exposicion previa a Leptospira spp. (OIE, 2015). En
pinnipedos se han reportado titulos de anticuerpos que van desde 1:20 hasta 1:3200
con diferentes interpretaciones (Tabla 4). En este estudio las diluciones comenzaron en
1:50 y se consideraron como animales expuestos aquellos en cuyo suero se observo

50% de aglutinacién o mas a una dilucién de 1:50.

3.3.4 Deteccion de Toxoplasma gondii

La prueba de quimioluminicencia de fase solida es un inmuno ensayo que mide los
niveles de T-IgG en Unidades Internacionales por mililitro (IU/ml) en suero (Singh,
2000). En individuos infectados los niveles de IgG anti-Toxoplasma aumentan
gradualmente y alcanzan un maximo entre 2 y 5 meses luego de presentar
sintomatologia (en la fase aguda de la infeccion), por lo que los ensayos séricos de 1gG
permiten saber si hubo infeccién primaria y distinguir entre individuos inmunes y los no
inmunes (DiaSorin S.p.A.). Esta prueba se hizo utilizando el sistema Immulite 2000
(Diagnostic Products, Los Angeles CA). Se utilizé antigeno parcialmente purificado e
inactivado para recubrir cuentas de poliestireno (fase soélida). Muestras diluidas del
suero fueron incubadas con las cuentas, y los anticuerpos (IgG) se unen al antigeno. El
equipo calcula y provee un indice “sefal-umbral” el cual se obtiene dividiendo la sefal
de cps entre el umbral obtenido y se puede interpretar como reactivo si es >1.1, no
reactivo si <0.9 e indefinido si esta entre esos valores (Owen et al., 2006). La prueba ha
sido validada en gatos y cerdos. Los resultados son considerados positivos a una
infeccion previa con niveles >10 Ul/ml en diluciones de 1:65, sospechosos aquellos
entre 5 y 10 Ul/ml, que corresponden a una infeccion primaria temprana o a infantes

con anticuerpos maternos adquiridos, y negativos con valores <5 Ul/ml (Singh, 2000).



Tabla 4. Titulos de anticuerpos de Leptospira spp. reportados en pinnipedos. Referencias: 1- Serrano de la Vega (2012), 2- Delaney et al.

(2014), 3- Smith et al. (1977), 4- Mackereth et al. (2005), 5- Roe et al. (2010), 6- Godinez et al. (1999), 7- Acevedo-Whitehouse et al. (2003),
8- Gulland et al. (1996), 9- Norman et al. (2008), 10- Colagross-Shouten et al (2002), 11- Cameron et al. (2008), 12- Calle et al. (2002).

Especie

Origen de la muestra

Titulos de anticuerpos

Interpretacién

Referencias

Mirounga angustirostris

Callorhinus ursinus

Arctocephalus forsteri

Phocarctos hoockeri
Zalophus californianus

Zalophus californianus,
Eumetopias jubatus

Odobenus rosmarus

Crias vivas

Desconocido

Adultos y crias vivos
Crias vivas

Crias vivas

Crias vivas

Hembras adultas

Crias vivas

Animales varados
Animales varados y
rehabilitados

Animales en rehabilitacién
Animales en rehabilitacién
Animales varados y
rehabilitados

Hembras y machos

adultos

>1:20
>1:100
>1:20
<1:50
1:100
>1:800
1:20
>1:20
>1:100
>1:800

>1:100

>1:3200

>1:400

>1:100

Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Sospechoso
Positivo
Expuestos
Positivo
Positivo

Positivo
Expuesto
Positivo

Positivo

Positivo

1

a &~ b b ODN

6,7

10
10
11

12

26
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3.4 Analisis de datos

Para cada patdégeno evaluado se hicieron tres analisis: (1) calculo de la prevalencia
especifica utilizando la inferencia bayesiana de proporciones binomiales, (2) andlisis
bayesiano para la diferencia de proporciones entre géneros y localidades, y (3) célculo
de la probabilidad exacta de observacion de animales expuestos o infectados bajo la

hipoétesis nula de que el patégeno esta presente en la poblacion.

3.4.1 Andlisis Bayesiano

Utilizando el teorema de Bayes es posible confirmar el conocimiento y creencias acerca
de los pardmetros que se buscan una vez que se tienen los datos (Bolstad, 2007). Esto
da a lugar a una distribucidon posterior que proporciona el valor relativo de cada
parametro una vez analizado. La distribucion posterior tiene dos fuentes: la distribucion
a priori (lo que se sabe y espera) y los datos observados (la muestra). El principio

Bayesiano se basa en las siguientes ideas (Bolstad, 2007):

¢ No se conoce el valor real de los parametros, por lo que se consideran variables

aleatorias.

e Las reglas de probabilidad son utilizadas directamente para hacer inferencias a
partir de los parametros.

e Los valores de probabilidad de los parametros se interpretan como el “grado de
creencia” (grado de verosimilitud). Los valores de probabiidad de tener los valors
observados es lo que entendemos como verosimilitud. La distribucién a priori debe
basarse en el conocimiento previo de los posibles valores del parametro. Mide que
tan plausible/probable es que el pardmetro tenga cierto valor antes de observar

los datos.

Estos principios le otorgan al analisis Bayesiano ventajas ante el enfoque frecuentista
ya que permite modificar de manera consistente las nociones acerca de los parametros

de interés con base en los datos observados. Es decir que cualquier inferencia que se
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realice mediante este método esta basada en los datos observados (espacio muestral)
y se elige el valor del pardmetro con mayor probabilidad (mayor verosimilitud) a partir de
esos datos observados (Lavine, 1999; Bolstad, 2007; Gerrodette, 2011). Los valores de
probabilidad de observar todos los posibles parametros es lo que entendemos como

verosimilitud.

3.4.2 Inferencia Bayesiana

El teorema de Bayes provee una manera simple de usar toda la informacién posible y

esta basado en el uso de la probabilidad condicional. Si un evento A sigue a un nimero
de posibles eventos B;, entonces se puede desarrollar el teorema de Bayes
considerando la probabilidad de observar un evento particular B;j dado que suceda A
(Haddon, 2001)

P(AnB))

P(Bi |A) = P(A)

Ecuacioén (1)

De manera analoga, se puede considerar la probabilidad condicional del evento A dado

un evento particular B;

P(AB;)= —P(PA(E ?i) Ecuacion (2)
como
P(A~B)=P(AB, JP(B,) Ecuacién (3)
entonces

P(B|A)= Ecuacion (4)

P(A)
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Si se considera a A como los datos observados en la naturaleza y a B; como las
hipotesis (i. e., los valores probables del pardmetro de interés), entonces se puede

utilizar el teorema de Bayes en estudios de ecologia (Hilborn y Mangel, 1997). P(A|Bi)

es la verosimilitud de los datos A dada la hipétesis B;, P(B;) es la probabilidad de la
hipotesis antes de cualquier analisis o consideracion de los datos, es decir, es la
probabilidad a priori de la hipétesis B;, y P(A) es la probabilidad combinada de todas las

combinaciones de los datos y las hipétesis
P(A)= Z P(AB, JP(B,) Ecuacion (5)
i=1

Utilizando el teorema de Bayes es posible determinar cuél de una serie de n hipétesis

discretas es la mas probable obteniendo (Gelman et al., 1995; Hilborn y Mangel, 1997)

L{datos|H, }P{H, }
> [Lidatos]H JpiH,

i=1

P{H, |datos} =

Ecuacion (6)

donde H; es la hipotesis i de un total de n hipétesis, P{Hi|datos} es la probabilidad
posterior de la hipo6tesis dados los datos, P{Hi} es la probabilidad a priori de la hipotesis
antes de que los datos observados sean considerados, y L{datos|Hi} es la verosimilitud

de los datos dada la hipétesis i.

3.4.3 Prevalencia especifica por inferencia Bayesiana de proporciones binomiales

El uso de la distribucion binomial para la estimacion de la prevalencia especifica se
justifica por dos razones. La primera es porque la distribucion binomial es una
distribucion discreta, por lo que los valores calculados son probabilidades reales y no
funciones de densidad (Haddon, 2001). La segunda razon es porque la prevalencia es
la proporcion de individuos de una poblacién que presentan un atributo (enfermedad,

infeccion o exposicion) (Greiner y Gardner, 2000), y la distribucion binomial considera
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dos posibles resultados, éxito o fracaso, donde la probabilidad de éxito es el parametro
7, lo que la hace ideal para estudios de proporciones. La descripcion del método esta
basada en Bolstad (2007) y los calculos se hicieron usando la plataforma R (R

Development Team, 2015).

La distribucion condicional de la observacion Y, el namero total de éxitos en n
experimentos dado el parametro 7, tiene una distribucién binomial(n, 7). La funcién de

probabilidad condicional de y dado res

f(yz)= (;}ry(l—zz)”’y paray =1,...,n Ecuacion (7)

En este caso, r es fijo y se busca la distribucion de probabilidad de y entre todos sus

posibles valores. Si se considera y como fijo y =z variable entre todos sus posibles

valores, entonces la funcién de verosimilitud esta dada por

f(yjz)= [;}zy(l— ) para0< z<1 Ecuacion (8)

Utilizando el teorema de Bayes, la distribucion posteriori de 7 es proporcional a la

distribucion priori g(7) por la verosimilitud
g(7Z'|y)oc 9(7)x f(y|7z) Ecuacion (9)

En este estudio, 7 representa la prevalencia especifica para cada patégeno, y es el
namero de reactores positivos (crias que mostraron evidencia de exposicion o infeccion
en los analisis serologicos), y n es el nUmero de crias muestreadas. Es decir que la
prevalencia especifica representa la proporcion de la poblacion con cierto atributo, en

este caso la proporciéon de crias postivas a exposicion o infeccion.

La distribucion beta(a, b) es la conjugada de binomial(n, 7). Utilizar esta familia de

distribuciones como priori presenta ventajas significativas: (1) su region de densidad es
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positiva, de 0 a 1, (2) es flexible, siendo que una amplia variedad de formas pueden
derivarse dependiendo de los valores de a y b, y (3) la distribucién posterior es de la
misma familia y se puede obtener sin necesidad de integrar (Joseph et al., 1995;

Bolstad, 2007). Usando una distribucién priori beta(a, b) para =
glaly)ec 22V (1-2)" para0 < z<1 Ecuacién (10)
que es la forma de la posterior como una funcién de 7z Si la priori es beta(a, b),

entonces la posterior es beta(a’, °), donde a’=a +vy, y b’=b + n —y. La media de la

distribucion priori beta(a, b) es

=2
a+b Ecuacién (11)
con desviacion estandar
.o \/ ab
(a+b)(a+b+1) Ecuacion (12)

Cuando la posterior g(7r|y) es beta(a’, b’), entonces la media posterior esta dada por

,_a
T =

a'+b Ecuacion (13)

con desviacion estandar

o J b’
- ’ N2 (! ’
(' +b') (2’ +b'+1) Ecuacion (14)
' b’ - ,
Dado que 7'=—— y (1-7')=———, entonces el tamafio de muestra equivalente es
a'+b a'+b

Ngg =a +b" + 1, lo que indica que la cantidad de informacion sobre el parametro de la
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priori es equivalente a la cantidad de una muestra aleatoria de ese tamafo. Finalmente,

el intervalo de credibilidad se calcula como 7'£z, xs" donde z= z_, es el valor critico

2 S

calculado en una tabla de distribucién normal estandar.

Al utilizar un intervalo de credibilidad de 95% el valor critico de la tabla es 2 ;.5 = 1.96.
El valor Z es una medida de posicion relativa que describe la posicion de una
observacion x relativa a la media en unidades de la desviacion estandar. El valor de a

es el nivel de significacion y a/2 es el el nivel de confianza, es decir la probabilidad de

que el parametro a estimar se encuentre en el intervalo de credibilidad. El intervalo de
credibilidad Bayesiano es el rango con la mayor probabilidad (95%) de contener el

parametro 7.

Debido a que no se tiene informacién a priori de la prevalencia () de ninguno de los
patégeno evaluados, en todos los casos se supuso una distribuciéon uniforme beta(l, 1).

Asi, la prevalencia especifica estd dada por la media posterior, que es el estimador mas

proximo al valor real del parametro.

3.4.4 Andlisis de diferencias entre sexos y localidades

Para este analisis se uso la inferencia Bayesiana de la diferencia entre proporciones
usando la aproximacién normal (sensu Bolstad, 2007). Al usar distribuciones a priori
independientes para dos proporciones, m; Y 7, Se obtienen distribuciones posteriores
independientes. La aproximacion de cada distribucién posterior con la distribucion
normal tiene la misma media y varianza que la distribucién beta. Asi, la distribucion
posterior de 7y = m — 7 es aproximadamente normal(m’y, (S'¢)%) v la media posterior
esta dada por

!’

Ecuacion (15)

a,+b/ a,+b,
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con desviaciéon estandar

e alb, ah; >
S = + Ecuacioén (16
) (aj +b;f(aj +bj +1) (ay +bj)*(ay +bj +1) 4o

e intervalo de credibilidad

my £z, xS, Ecuacion (17)
2

Se uso una prueba de dos colas, por lo que la hipotesis que se probo fue
Ho m—m»= 0
Ha: m—m#0

donde la Hy puede rechazarse si su valor (0) cae fuera del intervalo de credibilidad al

nivel de a; si 0 esta dentro del intervalo de credibilidad, entonces no puede rechazarse

Ho.

3.4.5 Probabilidad de que los patégenos estén en la colonia

Los calculos de la probabilidad de observar animales expuestos o infectados y del
tamafio minimo de muestra requerido para evaluar la hipétesis nula se hicieron
utilizando el programa FreeCalc (http://www.ausvet.com), que es un calculador de
probabilidades epidemiolégicas basado en un esquema de distribucién binomial simple
(Cameron y Baldock, 1998; Christensen y Gardner, 2000). Se probé la hipotesis nula,

Ho, de que la probabilidad de que el patégeno esté presente en la colonia (P) es igual o



34
mayor que la prevalencia especifica (7); la hipotesis alternativa, Ha, es que la

probabilidad de que el patégeno esté en la colonia es menor a la prevalencia especifica.

Entonces,
HO: P > T
HA: P<rx

La probabilidad de seleccionar a un determinado numero de reactores positivos Y

cuando se muestrea a n animales de una poblacién infinita con prevalencia r esta dada
por la distribucién binomial como

P(T T = Y)= (;}ry(l— ) Ecuacion (18)

donde T" representa el nimero de reactores positivos. En una prueba perfecta, y = 0,

por lo que la ecuacion se simplifica
P(T* =0)=(-7) Ecuacion (19)

Por otra parte, cuando y > 0, la probabilidad de obtener un resultado positivo en una
prueba, P(T"), cuando se analiza un Gnico animal depende del estado real de salud del
animal. Si es positivo, P(T") es igual a la sensibilidad de la prueba (Se); si es negativo,
P(T") es igual a 1 — Sp, siendo Sp la especificidad de la prueba. Las probabilidades
P(T") y P(T") estan dadas por

P(T*)=Se+(1-z)1-Sp) Ecuacion (20)

P(T)=x(1-Se)+(1—x)Sp Ecuacién (21)

siendo T" el nimero de reactores negativos. La probabilidad de observar y reactores
positivos cuando se muestrean n animales de una poblacion infinita esta dada por la

distribucion binomial (Ecuacién 18) con las probabilidad positivas y negativas

sustituidas de las Ecuaciones 20y 21

P(T =y)= (;J[nse +(1-7)1-Sp))'[#(1-Se)+(1-7)Sp]"”  Ecuacion (23)
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4 Resultados

4.1 Calculo de la prevalencia especifica

No se detectaron reactores positivos para el CDV ni para B. canis con las pruebas
rapidas (Tabla 5). Respecto a Brucella spp., la prueba de RB clasific6 5 muestras como
sospechosas, pero las pruebas posteriores de Rivanol y FPA las clasificaron como
negativas (Tabla 5), por lo que se descarté la presencia de cepas lisas de Brucella. Se
detectaron concentraciones de anticuerpos de T. gondii menores a 5 Ul/ml, por lo que
también se les considerd negativos (Tabla 5). Tomando en cuenta la distribucién a
priori, se calculé para cada uno de estos patégenos una prevalencia despreciable de
2% (Tabla 5, Fig. 5). En relacion con Leptospira spp., la prueba seroldgica detecté 12
reactores positivos a exposicion (titulos 1:50) y hubo una prevalencia de 27% (Tabla 5,
Fig. 6).

Tabla 5. Prevalencia especifica () del virus del distemper canino (CDV), B. canis, Brucella spp.,
Leptospira spp. y T. gondi calculadas a partir de muestras de crias de lobo fino de Guadalupe
colectadas en el verano de 2014. n = nUmero de muestras, y = reactores positivos, s = desviacién
estandar, ngq = tamafio de muestra equivalente, IC 95% = intervalo de credibilidad al 95%.

Brucella Leptospira

Cbv B. canis T. gondii
spp. spp.
n 46 46 46 46 46
y 0 0 0 12 0
Posterior beta(1,47) beta(1,47) beta(1,47) beta(13,35) beta(1,47)
T 0.021 0.021 0.021 0.271 0.021
S 0.020 0.020 0.020 0.063 0.020
Neq 49 49 49 49 49
IC 95% (0.001, 0.075) (0.001, 0.075) (0.001, (0.156, 0.403) (0.001, 0.075)

0.075)
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Fig. 5. Distribucién a priori (linea punteada) y posterior (linea continua) de la prevalencia de (A) virus
del distemper canino (CDV), (B) Brucella spp. y (C) Toxoplasma gondii calculada a partir de 46
muestras de crias de lobo fino de Guadalupe colectadas en el verano de 2014. El intervalo de
credibilidad corresponde a las lineas verticales.
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—— Posterior
A priori

Verosimilitud
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Fig. 6. Distribucion a priori (linea punteada) y posterior (linea continua) de la prevalencia de
Leptospira spp. calculada a partir de 46 muestras de crias de lobo fino de Guadalupe
colectadas en el verano de 2014. El intervalo de credibilidad corresponde a las lineas
verticales.

En las muestras positivas a Leptospira spp. se detectaron las serovariedades bratislava,
canicola e icterohaemorragiae (Tabla 6). Dos crias fueron positivas a bratislava y a
canicola, y una cria fue positiva a las tres serovariedades. La serovariedad
icterohaemorragiae fue la que tuvo el valor de prevalencia mas alto, seguida de
canicola y finalmente bratislava (Tabla 6), sin que hubiera diferencias entre estos

valores (Tabla 7).
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Tabla 6. Niumero de reactores positivos a exposicion (y) y prevalencia (n) de diferentes
serovariedades de Leptospira calculada a partir de 46 muestras de crias de lobo fino de
Guadalupe colectadas en el verano de 2014. s = desviacién estandar, IC 95% = intervalo de
credibilidad al 95%. ‘incluyendo serovar Portland-Vere, ®incluyendo la serovar Palo Alto.
Serovariedad y T S 1C 95%

Bratislava 0.06 0.035 (0.013, 0.145)

Canicola® 0.17 0.053 (0.076, 0.283)
Hardjo
Icterohaemorragiae? 0.19 0.056 (0.091, 0.308)
Pomona
Pyrogenes
Wolfii

Grippotyphosa

O O O O O 0 o N N

Tarassovi

Tabla 7. Comparacién de la prevalencia de las tres serovariedades de Leptospira detectadas en 46
crias de lobo fino de la Isla Guadalupe en agosto de 2014. Los numeros entre paréntesis son los
intervalos de credibilidad al 95%. Se acepta la Hyya que 0 se encuentra dentro del intervalo de
credibilidad por lo que Hg: 113 — 1M, = 0.

Bratislava Canicola Icterohaemorragiae
Bratislava (-0.020, 0.229) (-0.004, 0.254)
Canicola (-0.130, 0.172)

Icterohaemorragiae

4.2 Diferencias entre sexos y localidades

Estos andlisis pudieron realizarse Unicamente para Leptospira spp., ya que de los otros
tres agentes patdgenos no se detectaron reactores positivos (Tabla 5). De las 12
muestras positivas, 5 fueron de crias macho y 7 de crias hembra. La prevalencia en los
machos se calculd en 27% y 31% en las hembras y no hubo diferencias entre los sexos:
intervalo de credibilidad al 95% (-0.217, 0.287).



39

Los reactores positivos a Leptospira spp. se detectaron en las tres localidades
muestreadas (Tabla 8). La localidad que presenté el valor més alto de prevalencia fue
Dos Arroyos (35%), seguida del Campo Sur (31%) y Campo Lima (21%) (Tabla 8; Fig.

7), sin que estos valores de prevalencia fueran diferentes (Tabla 9).

Tabla 8. Prevalencia (#) de Leptospira spp. calculada a partir de muestras de crias de lobo fino
colectadas en tres localidades de la Isla Guadalupe en el verano de 2014. n = nimero de muestras,
y = reactores positivos, S = desviacion estandar, Neq = nimero equivalente, IC 95% = intervalo de
credibilidad al 95%.

Localidad

Campo Sur Campo Lima Dos Arroyos
n 14 17 15
y 4 3 5
Posterior beta(5,11) beta(4,15) beta(6,11)
T 0.313 0.211 0.353
S 0.112 0.091 0.113
Neq 17 20 18
IC 95% (0.118, 0.551) (0.064, 0.414) (0.152, 0.587)

Tabla 9. Comparacién de la prevalencia de Leptospira spp. entre localidades de la Isla Guadalupe.
Los nameros entre paréntesis son los intervalos de credibilidad al 95%. Se acepta la Hpya que 0
se encuentra dentro del intervalo de credibilidad por lo que Hq: 1y — 1M, = 0.

Campo Sur Campo Lima Dos Arroyos
Campo Sur (-0.182, 0.386) (-0.352, 0.271)
Campo Lima (-0.426, 0.142)

Dos Arroyos
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Fig. 7. Distribuciones a priori (linea punteada) y posterior (linea continua) de la prevalencia de
Leptospira spp. calculada a partir de muestras de crias de lobo fino colectadas en tres
localidades de la Isla Guadalupe en el verano de 2014. El eje X corresponde al valor de T, el
eje Y es laverosimilitud.

4.3 Probabilidad de que los patdgenos estén en la colonia

El calculo de la probabilidad de observar reactores positivos (P) a cualquiera de los
patégenos en la colonia se hizo tomando en cuenta el total de muestras y los valores de
la sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnésticas (Tabla 10). Como y = 0 para
el CDV, Brucella spp. y T. gondii, entonces se consideraron como pruebas perfectas.
Debido a que para estos tres patdgenos el valor de P fue mayor al de la prevalencia
especifica (Tabla 10), los resultados no fueron adecuados para rechazar la hipétesis
nula a un nivel de confianza de 95%. A pesar de ello, en los tres casos el tamafio de

muestra requerido fue insuficiente para distinguir, tomando una prevalencia de 2%,
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entre una poblacién libre de la enfermedad y una con presencia del patdgeno (Tabla
10). Por esta razon, los resultados indican que de estar los patdgenos presentes en la

colonia, se encuentran a una prevalencia minima no detectable en este andlisis.

En caso de Leptospira spp. Y > 0, por lo que se consideré una prueba imperfecta. Se
hicieron dos analisis independientes: el primero se hizo usando la prevalencia
especifica observada (27%) y el segundo la prevalencia minima esperada (16%), i. e.,
el limite inferior del intervalo de credibilidad (ver Tabla 5). El valor de P es la
probabilidad de observar 12 reactores positivos 0 menos en una muestra de 46
animales de una poblacion expuesta al patbgeno a una prevalencia determinada (27%
0 16%). En ninguno de los dos andlisis se pudo rechazar la hipotesis nula y en ambos
casos el tamafio de muestra fue suficiente (Tabla 10). Estos resultados indican que el

patégeno esté presente en la colonia con un nivel de confianza del 100%.

Tabla 10. Probabilidad de detectar reactores positivos (P) a los cuatro agentes patdégenos
evaluados en la colonia de lobo fino de Guadalupe. nmin = tamafio minimo de muestra.* B.
abortus y cepas lisas, 1lprevalencia especifica observada, 2prevalencia minima esperada.

Sensibilidad Especificidad Prevalencia

Patégeno %) %) %) Nmin P
Virus del distemper canino 99.9 98.5 2 662 0.197
Brucella canis 93 100 2 160 0.421
Brucella spp.* 100 100 2 149 0.394
Leptospira spp. 100 100 27* 10 0.515
16° 18  0.979

Toxoplasma gondii 99 100 2 150 0.398
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5 Discusion

En las dltimas décadas se ha identificado a las enfermedades infecciosas como causal
de disminuciones poblacionales drasticas en diversas especies y se ha reconocido que
la emergencia de estas enfermedades en animales en vida silvestre esta
estrechamente ligada con la presencia de especies exoticas, las cuales introducen su
propia gama de patdgenos en areas donde no existian, incrementando su incidencia y
variedad de hospederos (Daszak et al., 2000; Smith y Carpenter, 2006). En este tema
confluyen la conservacion y la epidemiologia y hay una necesidad de conocer si
poblaciones aparentemente sanas estan expuestas a patégenos exoticos e identificar a
aquellas especies que funcionan como reservorios que mantienen a los patégenos

presentes en las comunidades.

Los pinnipedos estan expuestos a patdégenos de mamiferos terrestres (Visser et al.,
1993), siendo los mas comunes aquellos asociados con carnivoros terrestres y
roedores (Kennedy, 1998; Harvell et al., 1999; Higgins, 2000; Medina-Vogel, 2010;
Bossart, 2011; Holderness-Roddam, 2011; Mazzillo et al., 2013). La naturaleza gregaria
de los pinnipedos los predispone al contagio horizontal; ademas, durante las
temporadas reproductivas se pueden dar las condiciones ideales para la transmision de
diferentes patégenos debido a la susceptibilidad inmunitaria de crias y madres
lactantes. Los recién nacidos son capaces de tener reacciones inmunes primarias y
producir cantidades reducidas de anticuerpos, pero son susceptibles a infecciones; la
transferencia de anticuerpos a través del calostro les confiere inmunidad pasiva ante las
mismas (Greene y Addie, 1993; Ross et al., 1993).

En la Isla Guadalupe se introdujeron de manera intencional cabras, perros y gatos, y de
manera accidental ratones domésticos, que podrian haber servido como agentes
introductores de patégenos de enfermedades infecciosas. El objetivo de esta tesis fue
determinar, utilizando pruebas serologicas en muestras de crias de lobo fino de la Isla
Guadalupe en vida libre, la presencia y prevalencia de agentes patdégenos virales (virus
del distemper canino, o CDV), bacteriales (Brucella spp. y Leptospira spp.) y
protozoaricos (Toxoplasma gondii) comunmente asociados con perros y gatos. Los

analisis realizados no detectaron reactores positivos en tres de los cuatro agentes
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evaluados, el CDV, Brucella spp. y T. gondii, y los resultados no fueron concluyentes
para determinar si estos agentes estan o no presentes en la colonia. Por otra parte, se
detectd la exposicion a Leptospira spp. y se obtuvo evidencia para demostrar que la
colonia no esta libre de la enfermedad. En la primera parte de esta discusion se
revisaran los resultados referentes a la deteccion del CDV, Brucella spp. y T. gondii. En
la segunda parte se discutira las causas e implicaciones de los resultados positivos de
Leptospira spp. Finalmente, presentaré algunas recomendaciones para el monitoreo de

estos agentes en la colonia de lobo fino de la Isla Guadalupe.

5.1 Virus de distemper canino (CDV), Brucella spp. y Toxoplasma
gondii

La mayoria de las pruebas serologicas pueden detectar animales enfermos, con
infecciones subclinicas, expuestos o sospechosos (Greene y Addie, 1993; OIE, 2004,
2008; Senasa y OIE, 2009; Day y Shultz, 2014; Jakob-Hoff et al.,, 2014). En el
diagnostico de enfermedades virales y bacterianas, la deteccion de anticuerpos
especificos en el suero de un animal puede indicar exposicion previa, infeccion o
anticuerpos adquiridos pasivamente (Jones, 1993 en Greene y Addie, 1993). En el caso
de infecciones por protozoarios, la serologia también es utilizada para detectar
anticuerpos contra el parasito o antigenos del mismo para su diagnéstico. Sin embargo,
la medicion de cualquier clase de anticuerpos no esta correlacionada directamente con
la existencia de la enfermedad clinica o infeccién, ya que la sensibilidad y especificidad
de las pruebas son variables. Adicionalmente, en animales inmunocomprometidos la
respuesta de anticuerpos a parasitos o patdégenos especificos puede estar disminuida
(Lappin y Calpin, 1993 en Greene y Addie, 1993). Aun asi, las pruebas serol6gicas son
una herramienta valiosa para sondeos primarios e identificaciéon de posibles individuos

infectados o expuestos (Jones, 1993 en Greene y Addie, 1993).

Con las pruebas diagndésticas no se detectaron reactores positivos al CDV, Brucella
spp. y T. gondii y se calculé una prevalencia muy baja, de apenas 2%, para cada uno.
Ademas, las pruebas estadisticas no fueron capaces de distinguir entre una poblacion

infectada de una no infectada debido a que el tamafio de la muestra empleado (46
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animales) fue considerablemente menor al tamafio minimo de muestra requerido,
calculado en 660 animales para el CDV y de alrededor de 150 para Brucella spp. y T.
gondii. Bajo este escenario, la colonia deberia ser considerada como posiblemente
infectada hasta que se obtenga mas informacion. Sin embargo, en el caso del CDV y
Brucella spp. existen evidencia que sugieren la ausencia de estos patdégenos en la

colonia lo cual se discute a continuacion.

5.1.1 Virus del distemper canino (CDV)

El CDV es abundante en exudados respiratorios y suele diseminarse horizontalmente
por vias respiratorias o contacto oral, ocular o de exudados; es decir, que requiere de
un contacto casi directo o cercania (Greene y Appel, 1993 en Greene y Addie, 1993).
También puede aislarse de tejidos y secreciones del cuerpo, incluyendo la orina. La
transmision vertical se ha documentado en perros domésticos (Krakowka et al., 1977) y
en algunas especies de cetaceos (Van Bressem et al., 2014). En perros la prevalencia
de la enfermedad es mas frecuente entre los tres y seis meses de edad, cuando sucede
el destete y hay una pérdida de anticuerpos maternos (Greene y Appel, 2006 en
Greene, 2006). De igual manera, la infeccién por el virus del distemper focino (PDV)
produce una mayor mortalidad en animales recién destetados y en jovenes
inmunocomprometidos (Duignan et al., 2014). La lactancia en el lobo fino de Guadalupe
dura entre 9 y 11 meses (Belcher y Lee Jr., 2002; Gallo-Reynoso y Figueroa-Carranza,
2010), por lo que las crias pueden mantenerse inmunizadas contra el virus mediante el
calostro y los anticuerpos maternos. Esto es una posible razén por la que no hayan sido
detectados con la prueba utilizada, ya que se encontrarian en titulos bajos.

A finales de la década de 1980 el CDV que provocé las mortalidades masivas de focas
del Lago Baikal y del Mar Caspio provenia de hospederos terrestres (P. Duignan et al.,
2014). El huésped natural del CDV son los perros, los cuales fueron erradicados de la
Isla Guadalupe hace casi una década, por lo que la permanencia del virus en la colonia
de lobos finos dependeria de su capacidad de infectar a los lobos y usarlos como
huésped de mantenimiento. Estudios moleculares de CDV aislado de carnivoros no

canidos han indicado que el virus puede adaptarse a nuevos huéspedes, pero solo
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puede persistir en poblaciones de baja densidad y distribuida en parches (Von Messling
et al., 2005; P. Duignan et al., 2014). Bajo estas condiciones, la transmision continua
del virus probablemente requiere de escalas espaciales grandes o de la transmisién
multi-hospedero para persistir (Almberg et al., 2010). Esta caracteristica de la ecologia
de la enfermedad explica porqué en los eventos de mortalidad asociada con el CDV

estan involucrados varios hospederos (Almberg et al., 2010).

Si bien el CDV es causante de mortalidad de focidos, no ha sido aislado en ninguna
especie de otarido. Los reportes de Morbillivirus en este ultimo grupo corresponden al
PDV y se ha detectado en el lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus) en el Pacifico
noroccidental (Ohashi y Kai, 2000), y en el lobo marino de Nueva Zelanda (Phocarctos
hookeri) y el lobo fino de Nueva Zelanda (Arctocephalus forsteri) en el Pacifico sur
(Duignan 1999, 2000).

Aunado a lo encontrado en esta tesis, durante la temporada reproductiva de 2013 en la
colonia de lobos finos de la Isla Guadalupe se utilizaron diferentes pruebas diagnosticas
histoldgicas y moleculares en muestras de neonatos muertos para la deteccion del
CDV, sin que se encontraran reactores positivos (Gutiérrez-Galvez, 2015). Estos
hallazgos sugieren que el CDV no estd presente en la colonia, y actualmente no

representa una amenaza para los lobos fino de la Isla Guadalupe.

5.1.2 Brucella spp.

En perros y delfines, cuando las hembras gestantes estan infectadas, la bacteria es
capaz de infectar in utero a los fetos, lo que puede provocar abortos (Carmichael y
Greene, 1993 en Greene y Addie, 1993; Miller et al., 1999; Foster et al., 2002). Las
crias que sobreviven a la infeccion in utero continlan expuestas a bajas dosis de la
bacteria por la leche materna, por lo que los neonatos con infeccién congénita
presentan altos niveles del antigeno en la sangre y altas concentraciones de
anticuerpos e inmunoglobulinas (Carmichael y Greene, 1993). En este estudio se

analizaron muestras de crias de lobos finos de menos de dos meses de edad y las
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pruebas realizadas no detectaron la bacteria, lo cual indica que no hay actualmente

transmision vertical de los patdégenos.

Los resultados negativos de las pruebas seroldgicas pueden explicarse en parte debido
a la especificidad de la bacteria. Una caracteristica de las brucelas es que exhiben una
marcada preferencia por una especie animal como huésped primario y cuando ocurren
infecciones cruzadas entre diferentes especies animales, la bacteria es rara vez
perpetuada en los huéspedes secundarios una vez que el huésped primario es
removido, por lo tanto, se considera que estas bacterias constituyen un grupo evolutivo

genéticamente ligado con sus huéspedes preferidos (Nielsen y Duncan, 1990).

Dos especies consideradas huéspedes primarios de Brucella se introdujeron en la Isla
Guadalupe: perros, huésped principal de B. canis, y cabras, huésped principal de B.
melitensis (Castro et al., 2005; OIE, 2015). Ambas especies fueron erradicadas de la
isla, por lo que aun si en afios pasados estas brucelas hubieran infectado a algunos
lobos finos, no lograron perpetuarse en la colonia. En el caso de las otras cepas
terrestres, ninguno de los huéspedes primarios de B. abortus, B. suis, B. ovis, B.
neotomae y B. microti ha sido introducido en la isla, por lo que se descarta la presencia

de estas brucelas en la colonia de lobos finos.

Respecto a las cepas marinas, se estan desarrollando pruebas serologicas especificas,
pero el uso de pruebas tradicionales disefiadas para la deteccion de anticuerpos
correspondientes a cepas de brucelas lisas se ha aplicado en mamiferos marinos de
forma exitosa (Meegan et al., 2010). Una vez que se sospecha su presencia se pueden
usar pruebas moleculares para confirmarlo (Maquart et al., 2009). La evidencia obtenida
en este estudio sugiere que estas cepas no estan en la colonia de lobos finos. Es decir,
los analisis serolégicos y estadisticos indican que Brucella spp. no tiene valores altos de
prevalencia en la colonia de la Isla Guadalupe y, por lo tanto, al igual que el CDV no

representa una amenaza inmediata para los lobos finos.



47

5.1.3 Toxoplasma gondii

La toxoplasmosis es una de las infecciones protozoaricas mas comunes y T. gondii es
quizas el parasito con la mas amplia gama de hospederos intermedios, pero sus
hospederos definitivos son los felinos (Dubey y Lappin, 1993 en Greene y Addie, 1993;
Dubey, 2008; Innes, 2010; Robert-Gangneux et al., 2015). Los gatos domésticos (Felis
catus) son vectores importantes en la globalizacion de Toxoplasma y la prevalencia de
T. gondii en gatos callejeros y mostrencos de varios paises de América va de 45% a
85% (Dabritz y Conrad, 2010). Sus tres formas principales de trasmisiéon son la
infeccion congeénita, la ingestion de tejidos infectados y la ingestion de oocistos en
alimento o agua contaminada (Dubey y Lappin, 1993 en Greene y Addie, 1993). Los
escurrimientos de agua contaminada que contienen oocistos son la principal fuente de
contagio de los mamiferos marinos (Miller et al., 2002; Conrad et al., 2005; Miller et al.,
2008), ademas de que recientemente confirmaron la transmisién vertical en el lobo

marino de California (Z. californianus) (Carlson-Bremer et al., 2015).

La prueba serolégica utilizada en este estudio ha sido validada en cerdos y gatos
(Singh, 2000), pero no ha sido valorada para pinnipedos, por lo que los resultados
negativos no pueden ser tomados como concluyentes. Por lo tanto, a pesar del analisis
estadistico, no se pudo confirmar o descartar la presencia del patégeno en la colonia de
la Isla Guadalupe. Sin embargo, evaluando la posibilidad de su presencia en la isla,
ciertos factores propios de la biologia del protozoario y del lobo fino posiblemente eviten

gue se vea afectado por el parasito.

La presencia de gatos en las islas generalmente se asocia con la transmision de T.
gondii a los pinnipedos. Sin embargo, en las Islas del Canal, California los gatos
mostrencos presentan una prevalencia de T. gondii de 34% (Clifford et al., 2006),
mientras que gran parte de la poblacion de lobos marinos que habita en ellas (90% del
stock norteamericano de la especie; Carretta et al., 2014) tiene una prevalencia de
apenas 2.5%, con solo siete casos de infeccion (incluyendo dos neonatos) confirmados.
Lo anterior sugiere que esta especie tiene una baja frecuencia de exposicion y baja
susceptibilidad a la enfermedad a pesar de estar en contacto con gatos infectados

(Carlson-Bremer et al., 2015)
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Si bien no se ha analizado a detalle, esta situacion podria ser comun en los otaridos,
donde la incidencia del parasito y de la enfermedad es sumamente baja. Por ejemplo, la
prevalencia de T. gondii en el lobo fino antartico (Arctocephalus gazella) se calculé en
2.4% (Rengifo-Herrera et al., 2012), existe solamente un caso confirmado de
toxoplasmosis en el lobo fino del norte (Callorhinus ursinus) (Holshuh et al., 1985), otro
en el lobo fino de Nueva Zelanda (A. forsteri) (Donahoe et al., 2014) y solo cinco casos

sospechosos en el lobo marino de Steller (E. jubatus) (Burek et al., 2003).

Los gatos, agentes transmisores del patégeno, permanecen en la Isla Guadalupe y se
calcula que la poblacién es del orden de cientos a miles de individuos (Aguirre-Mufioz et
al., 2013). Aun cuando no existe ningun estudio realizado en la isla sobre la prevalencia
de T. gondii en la poblacion de gatos, tomando como referencias la evidencia recabada
en las Islas del Canal y los reportes de Toxoplasma en gatos callejeros y mostrencos,
es valido suponer que los gatos de la isla estan infectados y que pueden transmitir el
patégeno a los lobos finos, por lo que se esperaria detectar reactores positivos si se
aplican las pruebas diagnésticas adecuadas. Sin embargo, también es posible que la
prueba utilizada, a pesar de no estar aun validada para pinnipedos, sea lo
suficientemente sensible y que la baja prevalencia observada en la Isla Guadalupe (2%)
se deba a que los lobos finos, al igual que los lobos marinos de California, sean poco

susceptibles al patégeno.

5.2 Leptospira spp.

La leptospirosis, causada por la espiroqueta Leptospira, es una de las zoonosis mas
ampliamente distribuidas en el mundo (Bharti et al. 2003). La transmision horizontal
ocurre por contacto con orina infectada, transmision venérea, heridas, ingestion de
tejidos infectados, exposicion a fuentes de agua o suelo contaminados, y la transmision

vertical por via placentaria (Greene et al., 1993).

La MAT es la prueba serolégica estandar para la deteccion de Leptospira spp. (Luna et
al., 2008; Montiel-Arteaga et al., 2014, OIE, 2015) y ha sido utilizada satisfactoriamente
en varias especies de pinnipedos (Colagross-Shouten et al., 2002; Lloyd-Smith et al.,
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2007). La prevalencia reportada en pinnipedos con resultados de la MAT varia de baja
(<10%), e. g., en la morsa (Odobenus rosmarus) (Calle et al., 2012), el lobo marino de
Steller (Burek et al., 2005) y el lobo fino de Nueva Zelanda (Mackereth et al., 2005); a
moderada (>10% a <50%), e. g. elefante marino del norte (M. angustirostris) (Serrano
de la Vega, 2012), el lobo marino de California en la costa de California (Colagross-
Shouten et al., 2002) y en el Golfo de California (Godinez et al., 1999), y a alta (>50%)
también para el lobo marino en el Golfo de California (Acevedo-Whitehouse et al., 2003;
Lloyd-Smith et al., 2007). En este estudio el lobo fino de Guadalupe la prevalencia

calculada fue de 27% con un intervalo de credibilidad del 16% al 40%.

Las diferencias en la prevalencia observada entre pinnipedos pueden deberse tanto a la
distribucion de los reservorios como al punto de corte de la MAT, determinado por los
investigadores (Tabla 4). Por ejemplo, Serrano de la Vega (2012) reporta la prevalencia
de Leptospira spp. en el elefante marino del norte en las Islas San Benito y Cedros,
Baja California, en 46% con un punto de corte de 1:50 y de 35% a 1:100, pero si se
consideran Unicamente titulos altos (>1:400), la prevalencia es de 13%. En este estudio,
el punto de corte fue 1:50, pero dada la especificidad de la MAT, titulos bajos de 1:20 o
1:50 si bien no confirman una infeccion, si indican exposicion previa (OIE, 2015). El
analisis realizado confirmé la presencia del patégeno, por lo que la colonia de lobos
finos de la Isla Guadalupe debe considerarse infectada por Leptospira spp.. El hecho de
no haber encontrado diferencia en la prevalencia entre localidades de la isla respalda

esta conclusion.

La presencia de reservorios es un factor importante en la transmision y persistencia de
la leptospirosis. En la mayoria de los mamiferos, la bacteria es transmitida por la
ingestion oral de agua u orina contaminada (Leighton y Kuiken, 2001). La ruta de
transmision en los pinnipedos no esta determinada, pero si la orina es importante, su
persistencia en el ambiente debe estar relacionada con el tipo de sustrato en las zonas
de reproduccién y descanso, siendo mas persistente en areas rocosas que en playas
arenosas (Greig et al, 2005). Sin embargo, como la bacteria no es tolerante a la sal, la
infeccion tiene que darse a traves del contacto directo (Zuerner et al., 2009). Los lobos
finos pasan gran parte de su tiempo en tierra, particularmente en areas rocosas, lo que

se traduce en tiempo de exposicibn a patdégenos provenientes de mamiferos
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cronicamente infectados, por lo que la exposicion detectada en este estudio podria

deberse al contacto con los mamiferos introducidos en la Isla Guadalupe.

Esta suposicion se sustenta en el hecho de haber detectado las serovariedades
icterohaemorragiae, bratislava y canicola, cuyos principales reservorios son los
roedores (ratas y ratones) para las dos primeras y los perros para la ultima. Los
roedores persisten en la Isla Guadalupe, por lo que la posible fuente de infeccién aun
continla; a diferencia, los perros fueron erradicados. Esto sugiere entonces que los
lobos finos podrian ser un hospedero de mantenimiento de la serovariedad canicola y
gue una porcion de animales de la poblacion se mantiene en un estado de infeccion
latente, en los cuales la bacteria circula a niveles bajos y de forma aparentemente
asintomatica, y persiste por contagio a través de la orina (Greene et al., 1993; Lloyd-
Smith et al.,, 2007). Tal situacion se observa en la persistencia de la serovariedad
pomona en el lobo marino de California en la costa oeste de Estados Unidos por lo que
se considera que la especie actia como hospedero de mantenimiento (e. g., Mcllhattan
et al.,, 1971; Hodder et al., 1992; Gerber et al., 1993; Gulland et al., 1996; Colagross-
Shouten et al., 2002; Lloyd-Smith et al., 2007; Norman et al., 2008; Zuerner et al., 2009)

Actualmente las Unicas colonias del lobo fino de Guadalupe se localizan en las islas
Guadalupe y San Benito (Aurioles-Gamboa et al., 2010), donde cohabitan con el
elefante marino del norte y el lobo marino de California. Si bien no existen estudios
sobre la prevalencia de enfermedades infecciosas de estos dos ultimos en la Isla
Guadalupe, si hay un reporte de Leptopsira en la colonia de elefantes marinos de San
Benito, siendo las serovariedades detectadas bratislava, tarassovi, batavie y pomona
(Serrano de la Vega, 2012). Los elefantes marinos se mueven entre las islas Guadalupe
y San Benito (obs. pers.), por lo que es probable que los elefantes de la Isla Guadalupe
estén infectados por las mismas serovariedades detectadas en San Benito. También es
posible que los lobos finos de San Benito se muevan hacia Guadalupe (Garcia-
Capitanachi, 2011) y lleven consigo las mismas serovariedades. Por otra parte, debido
a la migracién otofial de machos de lobo marino de California hacia el norte en el
Pacifico y a la posible interaccion con animales de California, es posible que los lobos
marinos que habitan en la Isla Guadalupe estén infectados con la serovariedad

pomona.
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En este escenario hipotético en la Isla Guadalupe, la diferencia entre las
serovariedades observadas en el lobo fino y las esperadas en el elefante marino y el
lobo marino podria deberse a la segregacion de habitat terrestre como sucede en Islas
San Benito (Garcia-Aguilar et al., 2013). En la Isla Guadalupe los lobos finos se
distribuyen exclusivamente en playas de sustratos rocosos o de cantos rodados
rodeados de riscos de la costa este, mientras que los elefantes marinos se encuentran
en playas de arena y cantos rodados de ambas costas, y los lobos marinos se ubican
principalmente en uno de los islotes localizados al sur de la isla (obs. pers. Arias del
Razo, 2011; Milanés Salinas, 2012). Esta separacion espacial puede explicar el que los

lobos finos no compartan las serovariedades con los otros dos pinnipedos.

Finalmente, en este estudio no encontré diferencia en la prevalencia entre machos y
hembras, lo cual es similar a los estudios realizados con neonatos de lobo marino de
California (Acevedo-Whitehouse et al., 2003) y de elefante marino del norte (Serrano de
la Vega, 2012). Sin embargo, en California y Oregon, con lobos marinos sexualmente
maduros, hay una prevalencia mayor en los machos que en las hembras (Colagross-
Shouten et al. 2002; Greig et al., 2005; Lloyd-Smith et al. 2007). Estos resultados
sugieren que los machos adultos, al migrar distancias mas largas, se exponen con
mayor frecuencia a distintas fuentes de infeccién y que el cansancio los hace mas
vulnerables (Colagross-Shouten et al., 2002; Lloyd-Smith et al., 2007). Se desconoce si
este patrén ocurre también en el lobo fino de Guadalupe y solo en estudios con

animales sexualmente maduros se podria determinar.

5.3 Recomendaciones para el monitoreo de enfermedades infecciosas

en el lobo fino de Guadalupe

La mayoria de los estudios realizados para evaluar la prevalencia de enfermedades
infecciosas en pinnipedos del Pacifico nororiental se han basado en muestras
colectadas de animales con sintomas clinicos, varados o en semi-cautiverio dentro de
centros de rehabilitacion (e. g., Gulland et al. 1996; Colagross-Shouten et al. 2002;

Cameron et al., 2008; Norman et al., 2008). Por lo tanto, el area geogréfica de origen de
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los animales (i. e., las colonias de procedencia) se desconoce, haciendo imposible la
construccion de un cuadro epidemiolégico completo. Por otra parte, los estudios
basados en muestras colectadas de animales en vida libre, sin sintomas clinicos y
capturados aleatoriamente, ofrecen la posibilidad de desarrollar una aproximacion

epidemioldgica.

Hasta comienzos de 2015 no se habia reportado ningun evento de mortalidad inusual
(UME, por sus siglas en inglés) de lobos finos de Guadalupe. Sin embargo, desde
enero hasta agosto de 2015 se ha presentado el primer UME en California, donde cerca
de 80 lobos finos, principalmente animales jovenes (1-2 afos), se han varado. Las
evaluaciones preliminares han mostrado que la principal causa de muerte es la
desnutricion y la segunda son las infecciones bacterianas y parasitarias aun no
determinadas (NOAA 2015).

La colonia de la Isla Guadalupe es el Unico sitio de reproduccion del lobo fino, por lo
que los animales varados en California provienen de ahi. Esta tesis se realizé con crias
capturadas al azar en la Isla Guadalupe, lo que permite evaluar el estado de salud de la
colonia e inferir las posibles fuentes de infeccidbn y mecanismos de transmision de los
agentes patodgenos evaluados. Los resultados obtenidos pueden ayudar a comprender
el origen de este UME, asi como inferir los impactos potenciales a la poblacién de lobos

finos.

A partir de los resultados obtenidos y las observaciones realizadas, se recomienda
continuar con el monitoreo del estado de salud de la colonia. Las recomendaciones

particulares son:

1. Aunque no se encontré evidencia de que el CDV esté presente en la colonia de lobos
finos, no se puede descartar la presencia en la colonia del PDV, por lo que se
recomienda la evaluacion regular (~5 afios) de estos dos tipos de Morbillivirus
mediante el uso de PCR u otro tipo de técnicas. Recomiendo un monitoreo similar

para detectar Brucella spp.
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2. Se desconoce el estado de la colonia respecto a la presencia de Toxoplasma, por lo
gue es conveniente realizar analisis diagnosticos validados y monitorear a la

poblacion de gatos mostrencos.

3. En el caso de Leptospira spp., se recomienda continuar con el monitoreo con
muestreos cada 3-5 afios para evaluar cambios en la prevalencia y seroprevalencia, y

determinar la incidencia de la enfermedad en la poblacién adulta.

4. Dada la naturaleza gregaria del lobo fino de Guadalupe es recomendable establecer
un programa de monitoreo permanente del estado de salud de la colonia, ampliando
la gama de patdgenos de enfermedades infecciosas a evaluar, como por ejemplo las
bacterias Salmonella y Campylobacter, y los virus de San Miguel (Calicivirus) y del

herpes focino.

5. Para la determinacion de los agentes se debe hacer uso de las pruebas diagnosticas
seroldgicas, histologicas y moleculares recomendadas por la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE).

6. Es necesario establecer un mecanismo de colaboracién con los centros de rescate y
rehabilitacion de la costa de California para compartir informacion referente a

varamientos y presencia de agentes patégenos en la frontera México-Estados Unidos.
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6 Conclusiones

1. La colonia de lobo fino de la Isla Guadalupe se encuentra libre de la presencia

del CDV y de Brucella spp.

2. Los resultados de la prueba serolégica empleada para la deteccion de T. gondii
no fueron concluyentes y no se puede descartar su presencia en la colonia de

lobo fino de Guadalupe.

3. La colonia de lobo fino de la Isla Guadalupe debe considerarse como infectada

por Leptospira spp.

4. Las serovariedades de Leptospira en crias de lobo fino fueron bratislava,
icterohaemorragiae y canicola. La posible fuente de infeccion de las primeras dos
son los roedores introducidos a la isla; la de la tercera, los perros que hubo en la
isla. Ya que éstos se han erradicado, la presencia de la serovariedad canicola
sugiere que el lobo fino de Guadalupe funciona como su hospedero de

mantenimiento.

5. Las serovariedades de Leptospira detectadas en la colonia de lobo fino de
Guadalupe difieren de las reportadas para la poblacién californiana de lobo
marino (serovar pomona) y en la colonia de elefante marino del norte de las islas
San Benito, Baja California (serovariedades tarassovi, batavie y pomona). En la
Isla Guadalupe cohabitan estas tres especies de pinnipedos y las diferencias

observadas podrian deberse a una segregacion de habitat terrestre.

6. Se recomienda la creacién de un programa permanente de monitoreo del estado

de salud de los lobos finos de la Isla Guadalupe.
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Glosario

Anticuerpo®: Molécula producida por un animal como resultado de la interaccién con un
antigeno, con la propiedad de combinarse especificamente con el antigeno que

indujo su produccion.

Anticuerpo 1gG® Son uno de los cinco tipos de anticuerpos de la respuesta humoral y
constituyo 75% de los anticuerpos sintetizados en respuesta a invasion de
antigenos. Se encuentra tanto en sangre como en tejidos y es capaz de de traspasar
la placenta para proveer al feto de anticuerpos maternales protectores contra

infecciones. Tiene un tiempo de vida corto de semanas.

Anticuerpo IgM®: Es uno de los cinco tipos de anticuerpos de la respuesta humoral de
mayor tamafio y no es capaz de atravezar la placenta pero es capaz de inmovilizar y

aglutinar antigenos eficientemente.

Antigeno!: Molécula que interactta con un anticuerpo formado previamente en

receptores especificos de las células T y B.

Bacteremia®: Presencia de bacterias en el torrente circulatorio demostrada mediante

hemocultivo.
Enfermedad?®: Designa la manifestacion clinica o patolégica de una infeccién.

Enfermedad emergente®: Infeccién nueva consecutiva a la evolucion o la modificacién
de un agente patdégeno existente, una infeccion conocida que se extiende a una
zona geografica o a una poblacion de la que antes estaba ausente, un agente
patégeno no identificado anteriormente o una enfermedad diagnosticada por primera
vez y que tiene repercusiones importantes en la sanidad de los animales o la salud

de las personas.

Especificidad’: Pardmetro de validez de una prueba. Capacidad para identificar
correctamente a quienes no tienen la enfermedad que se pretende diagnosticar o
descartar. Si la prueba da un resultado negativo y la enfermedad esta ausente, se
habla de "negativo verdadero”. Cuando el resultado es negativo, pero la enfermedad

esta presente, se hace referencia a un "falso negativo".
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Exposicion: Respuesta humoral ante el contacto con el antigeno sin que haya

infeccion.

Huésped u hospedero®: Animal vivo que en circunstancias naturales permite la

subsistencia o el alojamiento de un agente infeccioso.

Huésped accidental o incidental*: Es aquel que normalmente no transmite un agente

infeccioso a otros animales.

Huésped definitivo*: Huésped en el cual el agente infeccioso realiza su fase sexual de

reproduccion y por tanto es esencial en el ciclo del patégeno o parasito.

Huésped primario o de mantenimiento*: Aquel animal que mantiene una infeccién en

una zona endémica.

Huésped secundario®: Aquella especie que interviene en forma adicional en el ciclo

biologico de un agente, especialmente fuera de las areas endémicas tipicas.

Incidencia®: Nimero de casos o brotes nuevos de una enfermedad que se producen en
una poblacién animal en riesgo, en una zona geogréfica determinada y durante un

intervalo de tiempo definido.

Infecciéon®: Penetraciéon y desarrollo o multiplicacién de un agente infeccioso en el

cuerpo de un animal.

Infeccién clinica*: Es aquella en la que los signos y sintomas permiten caracterizar la

enfermedad.

Infeccion, fase aguda®: Fase inicial de una infeccién. Se caracteriza por la produccion
de un grupo de proteinas seroldgicas sintetizadas en respuesta a una infeccién; es

una forma de inmunidad inducida innata no especifica.

Infeccién, fuente de*: Es el origen a partir del cual se transmite la infeccién, es decir,
desde donde pasa el agente etiolégico al huésped susceptible. Las fuentes de

infeccion pueden ser objetos inanimados y el suelo, o seres vivos.

Infeccién subclinica*: Infeccién de un huésped susceptible en ausencia de sintomas

clinicos; en veterinaria se le asocia con una disminucion en la productividad.

Inmunidad activa®: Tipo de inmunidad adquirida que se induce después del contacto

con antigenos extrafios, ya sea por infeccién, inmunizacion con agentes patégenos
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Vivos 0 muertos o sus antigenos, exposicion a productos de patégenos (toxinas,
toxoides) o por transplante de células extrafias. Da lugar a una resistencia de inicio

lento y larga duracion.

Inmunidad adquirida®: Resistencia ante agentes patégenos presente después de la

exposicion a un antigeno. Es especifica. Puede ser activa o pasiva.

Inmunidad humoral®: Respuesta inmunolégica en la que intervienen linfocitos B, dando

como resultado la sintesis de anticuerpos.

Inmunidad pasiva: Tipo de inmunidad adquirida por la transmisién de anticuerpos o
linfocitos preformados en otro huésped. Es de disponibilidad inmediata y tiene un

periodo de vida corto.
Oocistos: Forma resistente de los zigotos encapsulados de protozoarios.
Patogeno’: Organismo capaz de producir enfermedad.

Rebafio o manada®: Varios animales de la misma especie que se crian juntos bajo
control humano o un grupo de animales salvajes de instinto gregario. A efectos del
Cdbdigo Terrestre, se considera que un rebafio, o una manada, constituye una unidad

epidemioldgica.

Reservorio®: Es la fuente primaria de infeccion, donde el agente patégeno se
reproduce durante un periodo relativamente largo, en un ambiente natural. El
reservorio puede ser inanimado (inerte) o un ser animado (vivo) también llamado

hospedador o huésped.

Sensibilidad®: Prueba de validez para identificar correctamente a los sujetos enfermos.
Si la prueba es positiva y la enfermedad estd presente, se habla de "verdadero
positivo", si la prueba resulta positiva pero la enfermedad est4 ausente, se hace

referencia a un "falso positivo".

Unidad epidemioldgica®: Grupo de animales con determinada relacién epidemiolégica
y aproximadamente la misma probabilidad de exposicion a un agente patdogeno
porque comparten el mismo espacio. Se trata generalmente de un rebafio o de una
manada. La relacién epidemiol6gica puede variar de una enfermedad a otra, e

incluso de una cepa de agente patégeno a otra.
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Vector®: Portador vivo que transporta un agente infeccioso de un individuo infectado a
un individuo susceptible, a sus alimentos o al entorno inmediato. ElI organismo

puede pasar por un ciclo de desarrollo dentro del vector o no.
Zona infectada® Zona geogréfica en la que se ha diagnosticado una enfermedad.

Zoonosis® Cualquier enfermedad o infeccién que puede ser transmitida naturalmente

por los animales a las personas.
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