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RESUMEN

México alberga un importante nimero de mamiferos marinos, de los cuales el lobo
marino de California (Zalophus californianus) es la especie de pinnipedo de mayor
distribucion, considerandose prioritaria para la conservacion y “centinela” de la salud
del ecosistema marino. La aparicion de enfermedades emergentes en mamiferos
marinos es cada vez mas frecuente, una de ellas es la toxoplasmosis, que ha
causado importantes mortalidades en la nutria marina y varias especies de delfines,
reflejando el grado de contaminacion del ambiente marino con ooquistes del
pardsito. El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de Toxoplasma
gondii en crias de lobo marino de California de la Peninsula de Baja California por
técnicas serologicas y moleculares. Se capturaron 216 individuos para toma de
muestra de sangre en 10 loberas de reproducciéon, a ambos lados de la Peninsula
en un periodo de 4 afios (2011-2014). La seroprevalencia por ELISA fue del 6%,
siendo mas alta en el Pacifico 21.6% que en el Golfo 2.8%. Para determinar la carga
parasitaria se realiz6 una PCR en tiempo real (s6lo para muestras de 2014 del
Golfo), resultando el 11.9% positivos, con cargas parasitarias de 0.66+0.253,
1.42+1.065 y 0.39+0.111 parasitos/ml para las loberas de El Coloradito, El Partido
y Los Machos respectivamente. Los resultados sugieren que las crias infectadas
podrian tener anticuerpos propios por una pronta exposicion o podrian provenir de
la madre, ya sea transmitidos via transplacentaria o por calostro, por lo que estarian
actuando como indicadores de exposicién de las madres al parasito. Las posibles
causas de infeccion en los lobos marinos pudieran estar asociadas con la presencia
de gatos ferales en algunas islas, el consumo de presas migratorias que pudieran
mantener los ooquistes viables (peces y cefaldpodos) o el arrastre de contaminacion
de las principales ciudades por las corrientes marinas. Este estudio constituye el
primero que se realiza en México para el diagndstico de T. gondii en las poblaciones
silvestres de lobo marino de California y el primero que lo diagnostica por PCR en
sangre en mamiferos marinos.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, mamifero marino, Zalophus californianus,
seroprevalencia, qPCR, México



ABSTRACT

Mexico has an important number of marine mammal species, being the California
sea lion (Zalophus californianus) the most widely distributed pinniped specie in our
territory. It is considered as a priority species for conservation and it’s also a sentinel
species for the ocean’s health. Emerging diseases, like toxoplasmosis in marine
mammals, cause several mortalities in sea otters and in many dolphin species,
indicating serious contamination of the oceans of the world with oocysts from cat
feces. The aim of this study was to determine the presence of Toxoplasma gondii in
California sea lion pups from the Baja California Peninsula using serological and
molecular techniques. 216 animals were captured and sampled, in 10 reproduction
rookeries located both sides of the Peninsula in a 4-year period of time (2011-2014).
The seroprevalence by ELISA was 6%, being higher for the Pacific (21.6%) than for
the Gulf (2.8%). Real time PCR was performed (only for the 2014 Gulf samples) to
determine the parasite load, resulting 11.9% positive with loads of 0.66+0.253,
1.42+1.065 y 0.39+0.111 parasites/ml for El Coloradito, El Partido and Los Machos
rookeries respectively. Results suggest that the infected pups could have their own
antibodies from an exposition in the early life or those could be transferred from their
mothers by the placenta or the calostrum, so pups could be acting as indicators of
their mother’s exposure to T. gondii. The way sea lions acquire the infection is not
clear, it could be related with the presence of feral cats in some of the islands,
consumption of migratory preys that carry and maintain viable oocysts from
nearshores to pelagic environments (fishes and cephalopods), or contamination
runoff from the main coastal cities by the sea currents. This is the first report of T.
gondii in free-ranging California sea lions from Mexico, and also the first report using
blood PCR technique in a marine mammal.

Keywords: Toxoplasma gondii, marine mammal, Zalophus californianus,
seroprevalence, gPCR, Mexico
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INTRODUCCION

La Peninsula de Baja California
El Golfo de California

Es también conocido como Mar de Cortés o Mar Bermejo, tiene una importancia
econdmica, natural y geopolitica para México. Internacionalmente se le reconoce
como una region de alta especiacion, de gran rigueza biolégica y con un elevado
namero de endemismos. Su historia geoldgica se remonta hace 6 millones de afios,
cuando comenzé a separarse la peninsula de Baja California del continente, lo que
dio origen a un mar interior que se fue transformando hasta tomar la forma que tiene
ahora, y que cuenta con aproximadamente 900 accidentes insulares (islas, islotes,
rocas e isletas) (Mellink, 2001).

El territorio insular del Golfo de California representa ecosistemas con un notable
aislamiento geografico, con rarezas biologicas e importantes endemismos, por lo
que son sitios estratégicos para la reproduccion de tortugas marinas, aves marinas
y mamiferos marinos, entre otros (Mellink, 2001). Muchas islas han sido reconocidas
como Areas de Importancia para la Conservacion de Aves (AICA), debido a que en
ellas se realizan la reproduccion, anidacion, descanso, alimentacion o invernacion
de importantes poblaciones de aves migratorias y/o residentes (Arizmendi y
Marquez, 2000).

El lobo marino de California (Zalophus californianus) encuentra en las islas el
sustrato sélido para su reproduccién, es el pinnipedo mas abundante y de mayor
distribucién en costas mexicanas. Se le puede observar a lo largo de toda la costa
occidental e islas de la Peninsula de Baja California 'y en todo el Golfo de California,
principalmente durante los meses de reproduccién (Zavala, 1999; Godinez et al.,
2006).



En la parte norte del Golfo de California, incluida la Region de las Grandes Islas, se
conocen alrededor de 22 areas de agrupacion de lobos marinos o “loberas”, como
se les conoce localmente. Once de ellas presentan actividad reproductiva y
concentran al mayor numero de animales del Golfo (Figura 1). Las loberas de
reproduccion del extremo norte son la isla San Jorge, las Rocas Consag y la isla El
Coloradito. En la Region de las Grandes Islas, las loberas estan en las islas Granito,
Angel de la Guarda (con dos loberas: Los Cantiles y Los Machos), San Esteban,
San Pedro Martir y San Pedro Nolasco, asi como los islotes El Rasito y El Partido
(Zavala, 1999).

El clima en la regién es arido y muy extremoso, influenciado por la parte desértica
de la peninsula. Se presenta una alta radiacién solar y poca precipitacion pluvial,
60.5 mm al afio, siendo los meses con mayor precipitacion de julio a octubre. La
temperatura media anual es de 22.7 °C, siendo enero y febrero los meses mas frios
(<11 ° C) y julio y agosto los mas calientes (>35 ° C) (Cabazos, 2008).
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FIGURA 1. Loberas en la Region de las Grandes Islas y el Norte del Golfo de California
(Tomado de Godinez et al., 2006)



Islas del Pacifico

El Pacifico de la peninsula de Baja California esta conformado por 16 islas
principales (Figura 2), que son consideradas areas criticas para la reproduccion de
59 especies de aves, 39 de anfibios y reptiles, 18 de mamiferos terrestres y 4 de
pinnipedos (Case et al., 2002).

Las aguas adyacentes a las islas de la region son también ricas en cuanto a
productividad bioldgica, y de gran valor econdémico y social para el pais. Las islas
de la regién son ricas en recursos pesqueros y son elementos clave para la
soberania del pais. Ademas presentan un valor paisajistico Unico de naturaleza
silvestre, con elementos estéticos naturales de gran valor para el ecoturismo. Por
su extraordinario valor en términos de biodiversidad y productividad natural, la
mayoria de estas islas estan en proceso de ser decretadas &areas naturales
protegidas (ANP). Las que ya forman parte de alguin ANP son isla Guadalupe
(Reserva de la Biosfera Isla Guadalupe) y las islas Natividad, San Roque y Asuncion

(Reserva de la Biosfera El Vizcaino) (Samaniego et al., 2007).
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FIGURA 2. Macrolocalizacion de las islas del Pacifico (Tomado de Samaniego et al., 2007)



A continuacién se describen 3 de las islas del Pacifico en las que se tienen colonias
de reproduccion de lobo marino de California y son importantes para el presente

estudio:
Isla Cedros

Se ubica frente al Desierto Central, municipio de Ensenada, Baja California. No se
encuentra bajo alguna categoria de proteccion. Es una isla grande con una
extension de 34,827 ha y se encuentra poblada por aproximadamente 4500
habitantes. En ella habitan 3 especies de pinnipedos: elefante marino del norte
(Mirounga angustirostris), foca comun (Phoca vitulina richardii) y lobo marino de
California, 14 especies de reptiles, 5 especies de mamiferos terrestres y anidan 17
especies de aves, entre las cuales se presentan algunos endemismos (Samaniego
et al., 2007).

Isla Asuncion

Se encuentra ubicada frente a la Punta Asuncién, Municipio de Mulegé, Baja
California Sur y forma parte de la Reserva de la Biosfera El Vizcaino. Esta
conformada por un area de 43 ha y en ella habitan 3 especies de pinnipedos
(elefante marino del norte, foca comun y lobo marino de California) y anidan 10

especies de aves (Samaniego et al., 2007).
Isla Natividad

Ubicada frente a Punta Eugenia, Municipio de Mulegé, Baja California Sur y forma
parte de la Reserva de la Biésfera El Vizcaino. Esta conformada por un area de 728
ha y habitada por al menos 200 personas. En ella habitan 3 especies de pinnipedos
(elefante marino del norte, foca comun y lobo marino de California), 2 especies de
reptiles, una especie de ratbn endémica y anidan 11 especies de aves (Samaniego
et al., 2007).



El lobo marino de California (Zalophus californianus)

El término “pinnipedo” se refiere al grupo de mamiferos marinos del Orden
Carnivora, que se distinguen por presentar miembros anteriores y posteriores en
forma de aleta y un cuerpo fusiforme que facilita su desplazamiento en el agua
(Tollu, 1986).

Las tres familias de pinnipedos: Otariidae, Odobenidae y Phocidae estan
distribuidas en aguas polares, subpolares y templadas. Existen 34 especies: 14 de
otaridos (lobos marinos y lobos finos); 19 de focidos (focas verdaderas) y una sola

especie de odobénido (la morsa) (King, 1983).

Los otaridos estan cubiertos por pelaje de mayor o menor espesor segun las
especie, tienen una capa de tejido adiposo subcutdaneo y presentan pabellén
auditivo externo, su estructura pélvica es moévil, lo que les permite apoyar las

extremidades posteriores para desplazarse en tierra (Reindjers et al., 1994).

El lobo marino de California se distribuye a lo largo de las costas orientales del
Pacifico Norte. Se han distinguido tres subespecies, una extinta que habitaba el mar
de Japon (Zalophus japonicus), una que habita las Islas Galapagos (Zalophus
wollebacki) y la subespecie que se reproduce a lo largo de la costa occidental de
Norte América, desde las Islas Tres Marias en Puerta Vallarta, México hasta el Golfo
de Alaska, asi como dentro del Golfo de California (Zalophus californianus) (Mate y
DeMaster, 1986; Aurioles y Trillmich, 2008).

Esta especie se caracteriza por tener un cuerpo robusto, un cuello alargado y un
rostro estrecho. Las crias al nacer son de un color oscuro, casi negro mientras que
los adultos varian de un café claro cuando estan secos, hasta uno negro cuando
estan mojados. En México, las hembras son mas claras que los machos (Figura 3)
(Mate y DeMaster, 1986).

Los machos alcanzan una longitud de 2.4 m y un peso de aproximadamente 363
kg; mientras que las hembras miden alrededor de 1.5 m de largo, con un peso de



113 kg. Las crias nacen midiendo 80 cm y pesando 4.5-6 kg (Mate y DeMaster,
1986).

Los machos adultos se distinguen por la presencia de una cresta sagital que se
desarrolla en el craneo, la cual puede medir casi 4 cm de alto. Esta cresta comienza
a crecer cuando los machos alcanzan los 5 aflos de edad y se desarrolla
completamente cuando llegan a los 10 afios (Orr et al., 1970). Algunos machos

pueden presentar una coloracion clara en el pelaje que cubre la cresta (King, 1983).

FIGURA 3. Ejemplar hembra de lobo marino de California en el Golfo de California
Es una especie costera, raramente distribuida méas alla de los 16 km de la costa
(King, 1983). Aurioles (1989) encontré que esta especie prefiere islas de tamafio

pequefio-mediano, de 1 a 7 km de longitud maxima para su reproduccion.

El lobo marino, como mamifero, es una especie vivipara y homeoterma,
regularmente se le encuentra formando grupos pequefios de algunos cientos o
incluso hasta miles en tierra (especie gregaria). Las hembras paren una cria
después de un periodo de gestacion de aproximadamente de 11 meses, mas tres
de implantacion retardada. Tienen una sola cria por temporada. Las hembras son

fértiles y capaces de iniciar su reproduccién a partir de los 4 afios de edad y



aproximadamente hasta los 14. La cria es destetada después de 1 afio. El macho
dominante defiende activamente su territorio acudtico-terrestre y se aparea,
preferentemente en tierra con las hembras que ya han parido y estan en celo o con

aguellas que no presentan cria y que estan receptivas (Mate y DeMaster, 1986).

La esperanza de vida reportada para el Golfo de California es de 19 afios para los

machos y 25 afos para las hembras (Aurioles y Trillmich, 2008).

Es una especie que no se caracteriza por realizar migraciones, sin embargo suele
efectuar desplazamientos locales estacionales relacionados con la reproduccion y

la distribucién de sus presas (Mate y DeMaster, 1986).

Le Boeuf et al. (1983) clasifican a los lobos marinos en machos adultos (los lobos
mas grandes de color café oscuro que presentan una cresta dorsal en la cabeza y
gue tienen cuellos anchos); machos subadultos (animales de menor tamario, de
color café oscuro, con cuellos angostos y un escaso desarrollo de la cresta sagital);
hembras y jovenes (individuos de tamafio pequefio, de color café claro, que
presentan cuellos angostos), los jovenes incluyen aquellos animales de 1-2 afios de
edad y quiza de 3 afios de edad; los miscelaneos comprenden a cualquier animal a
excepcion de las crias, que no se puede colocar dentro de una categoria o clase de
edad debido a la alta densidad de animales en el area estudiada o a las malas
condiciones ambientales al momento de realizar el censo; y las crias. Mate y
DeMaster (1986) propusieron las siguientes categorias: crias, afieros, machos y

hembras no reproductores, hembras adultas y machos adultos.

Cada hembra puede llegar a tener en promedio cuatro crias en un periodo de 5
afos (Mate y DeMaster, 1986). Las hembras entran en estro dos semanas después
de haber nacido sus crias. Generalmente solicitan la atencion de los machos
dominantes, frotando sus cuerpos contra el de ellos y haciendo movimientos
sumisos. La copula aparentemente termina cuando la hembra muerde el cuello del

macho y lo aleja (Peterson y Bartholomew, 1967).



La temporada de reproduccion y de nacimientos suele presentarse en los meses de
mayo a junio. Los machos establecen sus territorios y las hembras copulan con el
macho dominante que cuida el harem al que ellas pertenecen, después de 10 dias
de haber parido a sus crias. Las hembras maduras generalmente permanecen en
la vecindad de las zonas de reproduccion a lo largo de todo el afio, al igual que
algunos subadultos. Sin embargo, después de la época de reproduccion, algunos
machos adultos y subadultos se mueven hacia el norte, hasta la Columbia Britanica,
Canada. Los numeros de una poblacién fluctian conforme los migrantes se mueven
hacia el sur y al recibir algunos otros individuos que llegan de otras zonas para pasar
el invierno (Mate y DeMaster, 1986).

Se le considera una especie de alimentacion oportunista, se ha estimado que
consume de 100,000-300,000 toneladas de especies marinas cada afio, sin
embargo su dieta varia considerablemente de un &area a otra. Generalmente
consumen presas de 10-30 cm de largo. Es una especie de habitos nocturnos (Mate
y DeMaster, 1986). Sanchez et al. (1992) reportaron la dieta del lobo en Isla Angel
de la Guarda, e Isla Granito, en el norte del Golfo de California, encontrando que las
especies consumidas son: linternilla (Diaphus sp.), sable del Pacifico (Trichiurus
nitens), merluza del Pacifico (Merluccius productus) y granadero carepala
(Coelorhinchus scaphopsis). Barnes et al. (1992) reportaron también el consumo de
pez conejo (Caulolatilus affinis). El estudio realizado por Espinosa de los Reyes
(2007) indica que la mayor parte de las presas son peces y en menor porcentaje

cefalépodos (Ver Cuadro 1).



CUADRO 1. Presas principales del lobo marino de California a lo largo de su distribucion
(Tomado de Espinosa de los Reyes, 2007)

PECES
Familia Especie Nombre comun Ambiente
Argentinidae Argentina sialis Argentina del Pacifico Demersal
Aulopidae Aulopus bajacali Lagalt;.itliltglaciﬁco Demersal
Batrachoididae Porichthys sp. Pez sapo Benténico
Carangidae Trachurus symmetricus Charrito chicharo Neritico
Clupeidae Sarg;rzf’ lsef;gax Sardina Monterrey Neritico
Cynoglossidae Symphurus sp. Lengua Bentdnico
Engraulidae Cetengraulis mysticetus Anchoveta bocona Neritico
Engraulidae Engraulis mordax Anchoveta del Norte Neritico
Haemulidae Haemulopsis leuciscus Ronco ruco Demersal
Merluccidae Meriuccius angustimanus Merluza panameria Demersal
Merluccidae Merluccius productus Merluza del Pacifico Neritico
Paralichthyidae Citharichthys sp. Lenguado Bentonico
Sciaenidae Cynoscion parvipinnis Corvina aleta corta Demersal
Scombridae Scomber japonicus Macarela Neritico
Scorpaenidae Sebastes sp. Rocote Demersal
Serranidae P'::Zf;;?g;;;?:s Serrano baga Demersal
Serranidae Serranus aequidens Serranc de agua profunda Demersal
Stromateidae Peprilus snyderi Palometa salema Neritico
Trichiuridae Trichiurus lepturus Sable del Atlantico Neritico
Uranoscopidae Kathetostoma averruncus Miralcielo buldog Benténico
CEFALOPODOS
Familia Especie Nombre comin Ambiente
Enoploteuthidae Abraliopsis affinis Calamar Epipelagico
Loliginidae Loligo opalescens Calamar Epipelagico
Octopodidae Octopus sp. Pulpo Benténico

Es un excelente nadador, llegando a alcanzar velocidades de hasta 24-32 km/hr, y
cuando se le persigue, suele marsopear en la superficie del agua. Ambos sexos son
capaces de realizar buceos de 20 minutos de duracion, sin embargo los buceos de
2 a 5 minutos de duracion son los mas frecuentes. Pueden llegar a bucear a

profundidades de por lo menos 137 m (Mate y DeMaster, 1986).

Su poblacién en México consiste en aproximadamente 24,062 y 31,159 individuos
distribuidos en mas de 30 islas e islotes en el Golfo de California (Szteren et al.,
2006) y entre 75,000 y 87,000 individuos en la costa occidental de la peninsula de
Baja California (Lowry y Maravilla-Chavez, 2005). El 82 % de la poblacion total del



Golfo de California se concentra en la region norte (Aurioles y Zavala, 1994). Estas
islas e islotes albergan 21 colonias reproductoras y el resto son sitios de descanso
(Aurioles y Zavala, 1994).

El clima puede llegar a afectar tanto el nacimiento como influir en la tasa de
mortalidad de los lobos marinos de California. Durante las tormentas, las crias
usualmente son alejadas de las colonias y se ahogan, pero aquellos eventos a
mayor escala suelen afectar drasticamente en las poblaciones de esta especie. En
1982 y 1983, debido al fenébmeno de El Nifio, las aguas de la porcién oriental del
Pacifico se calentaron mas de lo normal, alterando la abundancia y distribucion de
los peces disponibles para los lobos marinos. Como resultado, en 1982, la
produccion de crias disminuyd en un 20% en algunas colonias, mientras que en
1983, las hembras pasaron periodos prolongados lejos de las colonias buscando
alimento, doblando asi la tasa de mortalidad de las crias a comparacion de afos
previos. Esto demuestra que los individuos y las poblaciones de lobos marinos de
California responden a variaciones ambientales a gran escala. Durante aquellos
periodos en los que hay un estrés ambiental, los animales en pobres condiciones,
con baja grasa corporal y escasas reservas energéticas, son mas susceptibles a
sufrir enfermedades, aun mas cuando compiten por territorios, cuando son

destetadas las crias y durante la migracion (Mate y DeMaster, 1986).

Aurioles (1987) report6 que debido al fenomeno de "El Nifio" 1983, la colonia
ubicada en Isla Santa Margarita, en la costa del Pacifico, experiment6 una reduccion
de 71.3% de la poblacién reproductora y la produccién de crias disminuyé un 55%,

con respecto a la media de otros afios.

Los primeros habitantes de Baja California, Sonora y Sinaloa capturaban lobos
marinos por su carne. Entre 1860 y 1870, los balleneros capturaron miles de lobos
para obtener grasa y pieles. Posteriormente se les cazaba por sus vibrisas y
genitales, los cuales eran vendidos a los orientales como afrodisiacos. La matanza
local por aceite y carne continué hasta inicios de la década de 1960, en algunas

islas del Golfo como Angel de la Guarda (Lluch, 1969). Algunos ejemplares se
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siguen capturando actualmente, de manera ilegal, o bien, se les mata por la
competencia de estos animales con algunas pesquerias. El impacto total de esta
especie con las pesquerias del Golfo de California aiin se desconoce debido a los
pocos censos sistematicos que se han llevado a cabo (Le Boeuf et al., 1983). El
lobo marino es una especie que estuvo sujeta a la caceria, principalmente en las
islas San Pedro Martir, Angel de la Guarda y San Lorenzo (INE-SEMARNAP, 2000).

Por otro lado, los cambios mas evidentes que han sufrido las poblaciones de lobo
marino de California son resultado directo de las actividades humanas. La
explotacion comercial durante el siglo XIX, principalmente a lo largo de la costa sur
de California, fue indispensable para reducir drasticamente las poblaciones de este
pinnipedo. Muchos animales fueron cazados para obtener de ellos su aceite y piel,
asi como para producir a partir de ellos alimento para perros. Cientos de animales
fueron capturados para ser exhibidos en zoolégicos y oceanarios de todo el mundo
(Mate y DeMaster, 1986).

Actualmente el lobo marino de California compite con el humano por algunas
especies de peces. Han ocasionado dafos en las artes de pesca del lenguado,
calamar, arenque y salmon. Durante el proceso pueden llegar a quedar atrapados
en los equipos de pesca, ahogandose y muriendo. Para 1980 murieron alrededor
de 1,500 animales en California. Muchos pescadores actualmente piensan que el
incremento en el nimero de lobos marinos pone en riesgo la viabilidad comercial de

muchas pesquerias (Mate y DeMaster, 1986).
Se encuentra catalogado en las siguientes categorias de riesgo:

a) NOM-059-SEMARNAT-2010 (Proteccion ambiental-Especies nativas de
México de flora y fauna silvestres-Categorias de riesgo y especificaciones
para su inclusién, exclusion o cambio-Lista de especies en riesgo):

(Pr) Sujeta a proteccién especial

b) Lista Roja de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(IUCN):

(LC) Preocupacion menor
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Toxoplasma gondii
Generalidades y ciclo de vida

Toxoplasma gondii es un parasito protozoario intracelular obligado del Filo
Apicomplexa capaz de infectar a todos los vertebrados de sangre caliente
(mamiferos y aves), incluyendo al humano (Tenter et al., 2000).

El amplio rango de hospederos susceptibles hace de T. gondii un parasito muy
exitoso, considerandose de distribucion mundial. Se ha estimado que un tercio de
la poblacion humana mundial esta infectada (Tenter et al., 2000).

El género Toxoplasma esta conformado por una sola especie, que es Toxoplasma
gondii, la cual presenta tres genotipos principales denominados tipo I, Il y Il (> 94%
de los aislamientos) (Howe y Sibley, 1995; Saeij et al., 2005). Estos fueron
clasificados de acuerdo a su virulencia en ratones, siendo el tipo | el mas letal en el
100% de los ratones indistintamente de la dosis y los tipos Il y Ill mas benignos
(Howe et al., 1997). El tipo Il es el m&s comudn en la naturaleza y se ha aislado de
una gran variedad de hospederos intermediarios, principalmente humanos y
animales domésticos. (Howe et al., 1997; Dardé, 2004). Recientemente se han
descubierto los genotipos X y A para mamiferos marinos, particularmente nutrias
marinas (Miller et al., 2004; Sundar et al., 2008).

T. gondii tiene un ciclo de vida complejo que involucra a hospederos definitivos, que
diseminan los ooquistes; y a hospederos intermediarios, que mantienen la fase
cronica de quiste tisular del parasito (Tenter et al., 2000). Las tres fases infectantes
de T. gondii son los ooquistes (que contienen esporozoitos), taquizoitos y
bradizoitos (Dubey, 1998).

Hasta ahora, solo los gatos domésticos y los felinos silvestres son considerados
como hospederos definitivos y en ellos se lleva a cabo la fase sexual del ciclo de
vida del parésito, produciendo millones de ooquistes infectantes que se diseminan
en las heces (Tenter et al., 2000; Dubey, 2009).
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Los hospederos son infectados a través del consumo de quistes tisulares que se
encuentran en musculo, cerebro y otros érganos del hospedero intermediario; por
el consumo de hospederos infectados con ooquistes; o por el consumo accidental
de los ooquistes esporulados (provenientes de heces de gatos infectados) en el

suelo, el agua, la vegetacion, o por via transplacentaria (Tenter et al., 2000).

Elintervalo entre la ingestion del parasito por algun felino y la excrecién de ooquistes
puede ser de 2 a 3 dias cuando los felinos han ingerido quistes tisulares en la carne
de hospederos intermediarios. Los felinos infectados que activamente estan
diseminando ooquistes, normalmente no presentan signos clinicos de enfermedad
y pueden excretar 100 millones de ooquistes infectantes en heces en un periodo de
10 a 14 dias. Una vez presentes en el medio ambiente, los ooquistes se vuelven
infectantes (esporulan) en 1 a 5 dias y pueden permanecer viables por meses y
afos bajo 6ptimas condiciones de humedad y temperatura. Un solo ooquiste
esporulado puede ser suficiente para causar la infeccidon (Tenter et al., 2000; Dubey,
2009).

Los hospederos intermediarios pueden ser todos los animales de sangre caliente
(Tenter et al., 2000). T. gondii presenta dos ciclos de reproduccion asexual en los
hospederos intermediarios (endodiogenia y endopoligenia), los cuales se infectan
por consumir otros hospederos intermediarios infectados u ooquistes. Una vez
ingeridos, estos parasitos abandonan el tracto intestinal y se diferencian en
taquizoitos, los cuales pueden invadir cualquier célula nucleada y se dividen por
endodiogenia, multiplicAndose de manera rapida dentro de las células hasta
destruirlas e invadir nuevas células. (Dubey, 1998; Tenter et al., 2000; Dubey, 2009).
Ocasionalmente estas infecciones pueden ser fatales, especialmente para fetos,
individuos inmunocomprometidos, o animales altamente susceptibles, como los

marsupiales australianos y los primates del Nuevo Mundo (Miller, 2007).

Al desarrollarse la inmunidad del hospedero, la conversion rapida de taquizoitos se
vuelve lenta y estos cambian de forma para diferenciarse en bradizoitos, que son

menos activos y forman los quistes tisulares, principalmente en cerebro, médula

13



espinal, musculo esquelético y miocardio. Los quistes tisulares pueden permanecer
de por vida en el hospedero y la infeccidén se vuelve cronica (Dubey, 1998; Tenter
et al., 2000). Cuando hay inmunosupresion del hospedero con infeccion cronica,
puede ocurrir una reactivacion de la infeccion activa, con el desarrollo de taquizoitos

que invadiran nuevamente tejidos de animales y humanos (Tenter et al., 2000).

Los quistes tisulares (bradizoitos) pueden sobrevivir a la digestion gastrica (pepsina)
en comparacion con los taquizoitos que son destruidos (Dubey, 1998) y son capaces
de infectar al depredador del hospedero intermediario, que si es un felino, por ciclos
sexuales producira ooquistes, completando el ciclo. El consumo de los hospederos
intermediarios por otro hospedero intermediario resulta nuevamente en la formacion

de nuevos quistes tisulares (Tenter et al., 2000).

Ambos hospederos se pueden infectar de manera horizontal por la ingestion de
ooquistes o quistes tisulares y de manera vertical durante la gestacion (Tenter et al.,
2000).

Diagnoéstico de Toxoplasma gondii en mamiferos marinos

Se realiza mediante métodos biol6gicos, seroldgicos, moleculares e histolégicos, o
por la combinacién de éstos. Los signos clinicos de toxoplasmosis no son
especificos y no se pueden utilizar para realizar un diagndéstico definitivo (Dubey,
2010).

Bioldgicos

Son los cultivos celulares y los bioensayos en animales, los cuales se utilizan para
el aislamiento de T.gondii o0 para mantener organismos viables de manera
indefinida en el laboratorio. Requiere la coleccion de tejido fresco y estéril de
animales infectados, como sistema nervioso central, corazén y masculo esquelético.
El tejido es picado, digerido parcialmente con enzimas y colocado en células vivas
no infectadas. Los protozoarios viables presentes en el tejido infectaran las células

cultivadas y se mantendran en el laboratorio de manera indefinida. Asimismo
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preparaciones similares de tejido se pueden inocular en ratones de laboratorio
(Dubey et al., 2003; Miller, 2007).

Seroldgicos

Debido a la permanencia a largo plazo o de por vida de los quistes tisulares, la
deteccion de anticuerpos es sugerente de infeccion por T. gondii. Una prueba
positiva en serologia no es sindnimo de la enfermedad, aunque se han encontrado
altos titulos de anticuerpos en animales clinicamente enfermos, como es el caso de

la nutria marina, especie considerada de alto riesgo (Miller, 2007).

Las pruebas seroldgicas para parasitos Apicomplexa pueden ser de tres tipos
principales: pruebas de aglutinacion, pruebas de fluorescencia y el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas o inmunoensayo en formato de placa (ELISA,

por sus siglas en inglés) (Miller, 2007).

Las pruebas de aglutinacibn mas comunmente usadas para el diagnostico
infecciones protozoarias son la aglutinacion directa (DAT por sus siglas en inglés),
aglutinacion modificada (MAT, por sus siglas en inglés) y la aglutinacion en latex
(LAT, por sus siglas en inglés). Estas pruebas comparten tres excelentes atributos:
accesibilidad (en colaboracion o comercial), faciles de usar y uso para especies para
las que no existe un anticuerpo especie-especifico. La prueba mas utilizada para el
diagnéstico de T. gondii en mamiferos marinos es MAT, pero no ha sido validada
para estos animales, sélo en cerdos (Dubey et al., 2003; Miller, 2007). Se sabe que
MAT puede dar falsos positivos con muestras hemolizadas a diferencia de IFAT
(Packham et al., 1998).

Las pruebas de fluorescencia indirecta de anticuerpos (IFAT, por sus siglas en
inglés) se han usado para diagnosticar la exposiciébn a T. gondii y Sarcocystis
neurona en focas, lobos marinos y nutrias marinas. Ademas, es una prueba
diagnostica que se ha validado para el diagnostico de T. gondii en nutrias marinas
(Miller et al., 2002a; Hanni et al., 2003; Conrad et al., 2005). Debido al sistema

basado en la fluorescencia, esta prueba es minimamente susceptible al error
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asociado a la hemodlisis y detritus celulares. Sin embargo, son pruebas costosas, de
labor intensiva y cualitativas en gran medida para interpretar los resultados en
comparacion de los ELISA o las pruebas de aglutinacion, requiriendo una rigurosa

estandarizacion e interpretacion (Miller et al., 2002a; Miller, 2007).

Para el IFAT, la especificidad depende de un conjugado especie-especifico y al no
existir para especies silvestres se han utilizado conjugados comerciales para
especies domésticas con las que comparten antecedentes filogenéticos, por
ejemplo: para la nutria marina se ha empleado conjugado anti-lgG de hurdn, que
también es un mustélido (Miller et al., 2002a) y para la foca comun del Pacifico se
ha usado el conjugado anti-IgG de perro (Miller et al., 2001). El inconveniente del
IFAT es que la interpretacion puede ser subjetiva, ya que depende de alguien que
lea cambios en el color, lo cual es dificil de estandarizar y generalmente tiene que
ser el mismo lector el que interprete todas las pruebas.

Los ELISA’s son eficientes para un diagndstico rapido y para multiples muestras, ya
que demuestran alta sensibilidad y especificidad. Al igual que las pruebas de
aglutinacion, puede tener problemas con la sensibilidad y la especificidad cuando

se usan para evaluar sueros hemolizados y con detritus celulares.

La serologia por ELISA es comunmente empleada para el diagndstico de T. gondii
en humanos y animales domésticos, debido a que es facil de realizar (estandarizada
en kits de diagnostico), los reactivos son relativamente faciles de conseguir, es
repetible y la interpretacion de resultados es cuantificable y automatizada (Zhang et
al., 2010). Sin embargo, al igual que IFAT requiere de un conjugado especie-

especifico no disponible comercialmente.

El ELISA ha sido una técnica poco utilizada para el diagndéstico de T. gondii en
mamiferos marinos, pero ha presentado resultados muy similares al MAT, DAT y
LAT cuando se han realizado comparaciones en delfines (Dubey et al., 2005; Omata
et al., 2005). Al requerir de un conjugado (anticuerpo secundario especie-especifico

para detectar las inmunoglobulinas), no disponible, se han utilizado como alternativa
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proteinas de bacterias con capacidad especifica para unir inmunoglobulinas, como
la proteina G (producida por Streptococcus spp.), que se ha usado para el
diagndstico de T. gondii en varias especies de focas en Japon (Fujii et al., 2007); la
proteina A (producida por Staphylococcus aureus) usada en 0so0s polares en
Canadéa (Philippa et al., 2004); y la quimera de proteinas A/G propuesta para
diagndstico de toxoplasmosis multi-especie por Schaefer et al. (2012) y probada en
el desarrollo de un kit comercial de ELISA mult-especie (ID Screen®, IDvet
Innovative Diagnostics) con marsopas comunes en Groenlandia (Blanchet et al.,
2014).

En mamiferos marinos solo existen conjugados comerciales anti-IgG de delfines
nariz de botella (Laboratorios Bethyl ®, Montgomery, Texas), esto debido a que la
industria de los delfinarios ha sido una de las mas econdmicamente productivas a
nivel mundial. Recientemente, Bernal-Guadarrama et al. (2014) han desarrollado su
propio conjugado especifico anti-IgG de delfin para poder emplear en el diagndstico

de T. gondii y otras enfermedades infecciosas de los cetaceos.

Una mala interpretacion de los resultados puede ocurrir cuando las pruebas no han
sido validadas para la especie en cuestion. En lo posible es mejor corroborar los
resultados obtenidos por serologia con otras pruebas diferentes (Miller, 2007). El
Western Blot se ha utilizado para la confirmacién de infecciones protozoarias como
Sarcocystis neurona en foca comun (Lapointe et al., 1998) y puede proveer un grado
fino de discriminacion de la reactividad seroldgica, es decir, funciona a manera de
prueba confirmatoria para detectar la presencia de anticuerpos especificos anti-T.
gondii, pero el inconveniente es que son pruebas mas laboriosas para realizar y de
costo elevado (Miller, 2007).

Moleculares

Para la deteccion de DNA de T. gondii se utiliza ampliamente tanto el formato de
PCR en punto final (en combinacion con la variante denominada anidada o PCR-

nested), asi como la variante cuantitativa (qPCR), esta ultima ha demostrado tener
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la capacidad de detectar DNA de un solo taquizoito y permite, ademas de detectar
la presencia, también cuantificar la concentracion del DNA del protozoario presente
en la muestra analizada, ya sea a partir de sangre y tejido (para los hospederos
intermediarios) o también de heces (para los hospederos definitivos). Existen
diferentes marcadores genéticos, pero el gen B1 con 35 copias y un fragmento de
DNA de T. gondii de 529 pb con 300 copias son los mas frecuentemente usados.
La contaminacion cruzada es un factor importante a considerar, por lo que deben
extremarse cuidados y precauciones durante el procesamiento de la purificacion y
andlisis de las muestras, a fin de obtener resultados fidedignos que reflejen
informacion veraz de las poblaciones analizadas (Dubey, 2010).

La secuenciacién y genotipificacion se recomiendan cuando sea posible tener
grandes cantidades del parasito, para asegurar la interpretacion correcta de las
bandas amplificadas de DNA y asi evitar perder el descubrimiento de nuevos
parasitos. La identificacion de los genotipos permite establecer relaciones entre la
infeccion y la presentacién clinica en las especies marinas, haciendo posible
rastrear en un momento dado las posibles fuentes de contaminacién por ooquistes
en el ambiente (Cole et al., 2000; Miller et al., 2004; Conrad et al., 2005). Si existe
un ciclo marino para T. gondii, la comparacion de frecuencias de los genotipos entre
animales terrestres y marinos podria confirmar la existencia de genotipos Unicos en

el ambiente marino (Miller, 2007).
Histolégicos

Consiste en la examinacion al microscopio de tejidos removidos por biopsia u
obtenidos a la necropsia. Es una técnica de diagndstico rapido en la que las
improntas de tejidos son tefiidos con Giemsa y en la que se pueden observar las
lesiones y al protozoario. La inmunohistoquimica (IHC, por sus siglas en inglés)
ayuda a confirmar el diagndéstico histopatolégico en pocas horas, el encontrar
taquizoitos es indicador de infeccion activa y el encontrar quistes tisulares indica
infeccion cronica. Para la IHC se prefieren los anticuerpos policlonales a los

monoclonales (Dubey, 2010).
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Toxoplasma gondii en mamiferos marinos

T. gondii es una de las principales coccidias formadoras de quistes tisulares
reportadas en mamiferos marinos, junto con Sarcocystis neurona y Neospora
caninum (Dubey et al., 2003; Miller, 2007).

Los primeros reportes de infeccion por T. gondii en mamiferos marinos ocurrieron
en pinnipedos. Ratcliffe y Worth (1951) reportaron la infeccibon como causa de
muerte en una cria de lobo marino de California que murié a los 10 dias de edad en
el zooldgico de Philadelphia, EUA; por su parte, Van Pelt y Dieterich (1973)
documentaron la presencia del parasito en el higado de una cria de foca comun en
Alaska que murié de una infeccién de Staphylococcus areus a los 23 dias de nacida
y que provenia de vida libre; y finalmente, Migaki et al. (1977) reportaron un caso
de toxoplasmosis diseminada en un lobo marino de California de la Universidad de
Hawaii, que presentaba lesiones necroticas en corazén y estdmago. Desde
entonces, T. gondii ha sido documentado en numerosas especies de mamiferos
marinos silvestres y en cautiverio de América, Europa, Asia y Oceania (Figura 4).
Sin embargo, teniendo el conocimiento de la distribucion mundial de T. gondii y de
los felinos como sus hospederos definitivos, se puede asumir que los mamiferos

marinos de otras regiones también estan expuestos (Miller, 2007; Dubey, 2010).
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FIGURA 4. Distribucion mundial de Toxoplasma gondii en mamiferos marinos
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Se ha reportado la exposicion a T. gondii en una amplia variedad de mamiferos
marinos, incluyendo mustélidos, ursidos, pinnipedos, cetaceos y sirénidos (Miller,
2007; Dubey, 2010) (Ver Cuadro 2).
CUADRO 2. Seroprevalencia histérica de Toxoplasma gondii en mamiferos marinos. Tomado,
modificado y actualizado de Miller (2007) y Dubey (2010)
MAT: Aglutinacion modificada, LAT: Aglutinacion en latex, DAT: Aglutinacion directa, IHAT: Hemaglutinacion

indirecta, IFAT: Fluorescencia indirecta de anticuerpos, DT: Sabin-Feldman Dye test, ELISA: Ensayo
inmunoenziméatico

MUSTELIDOS
Especie Ubicacién Silvestre o Cautiverio Vivo o Muerto No. de Muestras Titulos Referencia

Estados Unidos S M 77 47 61 IFAT > 1:320 Miller et al. 2002a
Estados Unidos S M 80 29 36 |IFAT > 1:320 Miller et al. 2002a
Estados Unidos S M 100 82 82 MAT > 1:25 Dubeyetal. 2003
Estados Unidos S M 25 13 52 MAT >1:25 Sundar et al. 2008
Estados Unidos S M 1 1 100 |IFAT > 1:320 Miller et al. 2008
Nutria marina del sur Estados Unidos S \ 77 27 35 IFAT > 1:320 Hann? etal. 2003
(Enhydra lutris nereis ) Estados Unidos S M-V 33 9 27 IFAT > 1:320 Hanni et al. 2003
Estados Unidos S \ 257 98 38 |FAT > 1:320 Conrad et al. 2005
Estados Unidos S ™M 305 159 52 |FAT > 1:320 Conrad et al. 2005
Estados Unidos S M 33 IFAT > 1:320 Miller et al. 2004
Estados Unidos S ™M 107 66 62 IFAT > 1:320 Miller et al. 2002b
Estados Unidos S Vv 116 49 42 IFAT > 1:320 Miller et al. 2002b
Estados Unidos S M 92 59 64 |IFAT >1:320 Kreuder et al. 2005

Total 1303 639 49
Estados Unidos S \ 21 8 38 |[IFAT > 1:320 Miller et al. 2002a
Estados Unidos S \4 65 0 0 |FAT > 1:320 Miller et al. 2002a
Nutria marina del norte Estados Unidos S M 15 7 47 |MAT >1:25 Dubeyetal. 2003
(Enhydra lutris kenyoni ) Estados Unidos S Y 30 18 60 [MAT >1:25 Dubeyetal. 2003
Estados Unidos S ™M 10 10 100 |MAT >1:25 Sundaretal. 2008
Estados Unidos S \ 65 0 0 IFAT > 1:320 Hanni et al. 2003

Total 206 43 21
Nutria de rio (Lontra longicaudis ) |México C Vv 1 | 1 | 100 |MAT > 1:25 Alvarado-Esquivel et al. | zo13|
Nutria de Canada Estados Unidos S Vv 103 46 45 LAT >1:16 Tocidlowski et al. 1997
(Lontra canadensis ) Estados Unidos s v 40 7 18 |IFAT >1:320 Gaydos etal. 2007

Total 143 53 37
Nutria europea (Lutra lutra) Reino Unido S M 271 108 40 [DT < 21U ml (1/8) |Chadwick et al. 2013
Espafia S ™M 6 6 100 |MAT >1:25 Sobrino et al. 2007

Total 277 114 41

URSIDOS
Especie Ubicacién Silvestre o Cautiverio Vivo o Muerto No. de Muestras Prueba Titulos Referencia
Rusia S Vv 109 9 8 LAT >1:64 |Rah etal. 2005
Estados Unidos y Canada S 389 21 5 LAT >1:64 |Rah etal. 2005
México C \% 1 1 100 |MAT >1:25 |Alvarado-Esquivel et al. 2013
0so Polar Noruega S \ 228 104 46 DAT >1:40 |lensen etal. 2010
(Ursus maritimus ) Noruega 8 \ 419 86 21 [MAT >1:25 |Oksanen etal. 2009
Groenladia S M 108 12 11 MAT >1:25 |Oksanen et al. 2009
Republica Checa C Vv 1 1 100 |IFAT >1:40 |Sedldk y Bartova 2006
Canada S \ 60 0 0 ELISA Philippa et al. 2004
Estados Unidos S \ 136 18 13 |LAT >1:16 |Kirk et al. 2010
Total 1451 252 17
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PINNIPEDOS

ODOBENIDOS
Especie Ubicacién Silvestre o Cautiverio Vivo o Muerto No. de Muestras % (+) Prueba Titulos Referencia
Estados Unidos S vV 53 3 6 MAT > 1:25 Dubey et al. 2003
Morsa (Odobenus rosmarus )

canada C M 1 [ 0 [war Jo12s Joubeyetar | 2009

Total 54 3 6
Estados Unidos s v 27 8 30 |mar 2125 |Dubeyetal. 2003
Estados Unidos C vV 18 11 61 MAT > 1:25 Dubey et al. 2003

i - A > 1:25 Dubey et al.

Lobo marino de California (Zalophus c ) Estadioslunidos & Y 2 3 7> VAT = g 2003
México C \i 4 2 50 MAT > 1:25 Alvarado-Esquivel et al. 2012
México c v 1 1 100 |MAT 2125 |Alvarado-Esquivel etal. | 2013
Estados Unidos S M-V 1630 46 3 |FAT [>1:640 |Carlson-Bremer et al. 2015

Total| 1684 71 4
Republica Checa c v 2 0 0 |iFaT >1:40 [sedlak yBartova 2006
Le6n marino Sudamericano (Otaria bryonia) México c v 2 0 o [war >125 |Alvarado-Esquivel etal. | 2012
Chile S M 2 1 50 LAT Sepulveda et al. 2015

Total| 6 1 17
| Lobo marino antartico (Arctocephalus gazella) Jantsrtida | 5 | v T 16 [ a] 2 Joar Jz125 [Rengifo-Herrera etal. | 2012
[ Le6n marino de Steller ( jubatus ) [Rusia | B | v | 189 [ 26 T 14 TJeusa | [alekseevetal. [ 2008
[ "tobo marino australiano (Arctocephalus pusilus doriferus) JAustralia | s [ v T ¢ JoJ o Jwar Jz64  Junchetal ] 2011

Especie Ubicacién

Silvestre

% (+)

Prueba

Titulos

Referencia

Estados Unidos S vV 311 51 16 MAT > 1:25 Dubey et al. 2003
Estados Unidos S v 380 29 8 |MAT 21:25  |lambourn et al. 2001
" ” Estados Unidos S M 1 1 100 IFAT Miller et al. 2001
Foca comiin del Pacifico (Phoca vitulina richardii) v . ” - : T — —
stados Unidos = reig etal.

|E_stadcs Unidos S vV 97 7 7 |FAT 2.1:160 |Greig et al. 2014
[estados unidos s Y 111 1 1 [irar L1160 [oreigetal. 2014)

Total 975 o5 | 10
) . ) Jcanada I s M-V 34 3 o [mar 125 [Measures etal | 2004]
Foca comin del Atlantico (Phoca vitulina concolor) | | | | =
[Canada S M 9 2 22 DAT >1:40  |Simon et al. 2011

Total| 43 5 12
Reino Unido s v 56 3 s [war 2125 |cabezon etal. 2011
Foca comun del noreste Atléntico (Phoca vitulina vitulina ) l - - I I' I I I
Noruega S \i 120 0 0 DAT > 1:40 Jensen et al. 2010

Total| 176 3 2
| Foca comun de Kuril (Phoca vitulina stejnegeri ) |Japén | S M-V 322 | 3 | 1 |EL\SA |> 0.10D |FUJH etal. | 2007'
Estados Unidos s v 32 s | 16 [war 2125 |oubeyetal. 2003
Foca ocelada (Pusa hispida) [Canada S M 788 80 10 DAT 2 1:40 Simon et al. 2011

i

Noruega s M a8 0 0 [war 2140 [oksanen etal 1998
Noruega S M 262 49 19 DAT > 1:40 Jensen et al. 2010

Total| 1130 134 12
Estados Unidos S \i 8 4 50 MAT > 1:25 Dubey et al. 2003
foca barbuda (Erignathus borbatus) canads s M 20 > | 10 Joar 2140 [simon etal. 2011
Noruega S M-V 80 10 13 DAT > 1:40 Jensen etal. 2010
Japsn s M 1 0 o feusa > 0100 JFujii etal. 2007

Total 109 16 | 15
Foca moteada (Phoca largha) Estados Unidos | s v 9 1 11 [mar 2125 Joubeyetal. [ 2003
pén [ s MV 46 0 0 |eusa [> 0.1 00 [ruiii etar. [ 2007

Total 55 1 2|
Foca listada (Histriophoca fasciata) [estados unidos | S Y 14 0 0 |MAT Je125 Joubeyetar T 2003]
i

[1apon | s M 4 0 o |eusa |> 0.1 00 [Fujii etar. | 2007

Total| 18 0 0
Foca fraile de Hawail ( ) ) Jestados Unidos | s v 117 2 2 Jwar o125 Jaeuirre etal. T 2007
[Estados unidos | s M 1 1 100 _|mAT Jz125 [Honnotd etal. | 2008

Total| 118 3 3
foca pia ( ) Jcanads | s M-V 112 0 0 |war 2125 [Measures etal. | 2004]

oca pia (Pag

Noruega S M 316 0 0 MAT |il 40 |0k53"97\ etal. l998|

Total| 428 0 0
F d (Cystoph tata) |Car\adz' | S M-V 60 1 2 MAT |31225 |Measures etal. | ZDDAl

oca de casco (Cystophora cristata

[Noruega I s M 79 0 0 [var Jo1a0 Joksanen etar. | 1008]

Total 139 1 1
[Canada S M-V 122 11 9 MAT > 1:25 Measures et al. 2004
Foca grs (Halchoerus grypus) Reino Unido s v 32 7 | 22 fwar 125 |cabezon etal 2011
Francia S vV 15 4 27 MAT 2 1:25 Cabezon et al. 2011
Canada S-C V-M 8 4 50 MAT > 1:40 Gajadhar et al. 2004

Total 177 26 | 15
| Foca de Weddell (Leptonychotes weddelli ) Jantartida | s [ v 31 [ 13 ] a2 Joar Jz125 [Rengifo-Herrera etal. | 2012
| Foca cangrejera (Lobodon carcinophaga) Jantsrtida | s | v 2 [ 1 s0 Joar 125 [Rengifo-Herrera etal. | 2012]
| Elefante marino del sur (Mirounga leonina ) Jantartida | S 1. v 13 [ 0] 77 Joar Jz125 [Rengifo-Herrera etal. | 2012




CETACEOS
ODONTOCETOS
% (+) Referencia

Estados Unidos C vV 94 91 97 MAT > 1:25 Dubeyetal. 2003
Estados Unidos S 47 47 100 |MAT 2 1:25 Dubeyetal. 2003
Estados Unidos S vV 36 36 100 |MAT > 1:25 Dubey et al. 2005
Estados Unidos S vV 24 24 100 |MAT > 1:25 Dubeyetal. 2005
Estados Unidos s v 86 86 | 100 [vaT 2125 Dubey et . 2005
Estados Unidos s M 49 26 | 53 [war_ 2125 Dubey et . 2008
Canada C M-V 8 8 100 |MAT > 1:25 Dubey et al. 2009
Delfin nariz de botella del Atlantico (Tursiops truncatus ) apon s-C v 20 5 | 15 |LAT,IHAT |2 164 y > 15640 |Murata et al 200
Espafia 8 M 7 4 57 |MAT > 1:25 Cabezon et al. 2004
Reino Unido S M 1 0 0 DT > 21U mL? Forman et al. 2009
México C vV 63 55 87 MAT > 1:25 Alvarado-Esquivel et al. 2012
Italia S M 3 2 67 MAT > 1:20 Pretti et al. 2010
Espafia c v 9 0 o |ur > 1:160 Bemal-Guadarrama etal. | 2014
Espafia C \i 15 2 13 IF > 1:160 Bernal-Guadarrama et al. 2014
Italia S M 1 1 100 |MAT Di Guardo et al. 2013

Total| 483 388 80
[ oerfin nariz de botella del Pacifico (Tursiops truncatus gilli) __ |méxico | c v 3 [ 3 | 100 Jwar Jz12s Jalvarado-Esquivel etal. | 2012]

i [Alekseevet al.
Delfin del Mar Negro (Tursops runcatus ponicus }Eu%a } D - — I IM o I ﬁﬁﬁi}
usia ckseevetal.

Total 131 66 | 50
I Delfin del Indo-Pacifico (Tursiops aduncus ) [istas satomen | s v 58 [ s | 14 Jiar eusalz164y2 1160[0mata et al. ] 2005]
Espaiia S M 36 4 11 MAT > 1:25 Cabezon et al. 2004
Reino Unido S M 5 0 0 DT 221U mL* Forman et al. 2009

1 1 1 T 2125 Dubey et al. 2
Delfin listado (Stenella coeruleoalba) ‘C°5|‘a Rl 2 x : : 123 mT - B (t‘V - zzz
talia > 1: retti et al.

Italia S M 8 4 50 IFAT > 1:40 Di Guardo et al. 2010
Italia s M 2 1| 5o |war Di Guardo et al. 2013

Total| 53 11 21
Delfin comin (Delphinus delphis ) |espana | s M 4 2 so [war 2125 Jcabezon etal. [ 2004]
[Reino unido | s M 21 6 | 29 [or z2um® JFormaneta. | 2009

Total 25 s | 32
[ pelfin de costados blancos del Pacifico (Lagenorhynchus obliquidens ) Jiapsn | s-C | v | 5 [ o [ o Jarinat [2164y 2 1:640]Murata etal ] 2004]
| peifin de costados blancos del Atiantico (Lagenorhynchus acutus) [Reino unido | s | Y| 1 T o] o Jor Jo21um™  Jrorman etar. T 2000]
Delfin de Risso (Grampus griseus) [espana [ S M S 0 o [war  Jauas [cabezen et [ 2000
[Reino unido | s M 1 0 o |or Jz21um™ JForman etat. | 2009]

Total 10 0 0
| Delfin blanco de China (Sousa chinensis) Jaustralia | s T v ] 1 [ 1+ [ 100 Jiwar  Jr2se0 [Bowateretal. ] 2003]
| Delfin rosado del Amazonas (Inia geoffrensis ) [orasil | s v 95 [ 82 ] 8 [war  [a12s Jsantos etal [ 2011]
Espafa s M 1 1 | 100 Jwar [a12s Cabezon etal. 2004
Marsopa comtn (Phocoena phocoena) Reino Unido S M 70 1 1 DT [>21U mLt Forman et al. 2009
Groenlandia S M 20 0 0 DAT, ELISA]> 1:40 Blanchet et al. 2014

Total| 91 2 2
[ Calderén comun (Globicephala melas) [espania [ s [ m 1 [ o] o Jwar Jaras Jcabezén et al. ] 2004
I Falsa orca (Pseudorca crassidens ) |Ja pon | s-C | v | 6 | 0 | 0 |LAT, |HAT |3 164y> 1:640|Murata etal. | zoo4|
orca (Orcinus orca) Jiapon | s-C v 6 1 17 |LAT, IHAT [2.1:64 y 2 1:640]Murata et al. | 2004]
[iapsn [ s M b 0 0 | [ries Jomata etar. | 2006

Total| 15 1 7
Canada S M 22 6 27 MAT > 1:25 Mikaelian et al. 2000
beluga (Delphinapterus leucas ) Estados Unidos c v 3 0 0 [var__ [|z125 Dubey et . 2003
Rusia S vV 147 7 5 ELISA Alekseev et al. 2009
Noruega S vV 12 0 0 DAT > 1:40 Jensen et al. 2010

Total| 184 13 7
| Narval (Monodon monoceros ) [Noruega | s v ] 2 [ o] o Joar  Jr140 Jrensen etal. ] 2010
I Ballena de Cuvier (Ziphius cavirostris ) JReino Unido | s || 1 [ o] o Jor Jz2ium™  Jrorman etat. ] 2000]

MISTICETOS
Especie Ubicacién %(+) Prueba Titulos Referencia

Ballena jorobada (Megaptera novaeangliae ) Reino Unido S M 1 1 100 DT >21U mL" Forman et al. 2009
[aliena de Minke (Balaenoptera acutorostrata) Noruega s M 200 | o | o Jwar  [r140 Oksanen et al. ] 1008]
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SIRENIDOS

0 eferencia
México € \ 3 0 0 MAT >1:25 |Alvarado-Esquivel et al. 2012
Puerto Rico S-C \ 29 1 3 MAT >1:25 [Bossartetal. 2012|
Total 32 1 3

Manati del Caribe (Trichechus manatus manatus )

Manati de Florida (Trichechus manatus latirostris ) |Puerto Rico C \ 1 | 0 | 0 |MAT |z 1:25 |Bossart etal. 2012|

Brasil C \ 39 23 59 |MAT >1:25 [Mathews et al. 2012
Manati del Amazonas (Trichechus inunguis ) Brasil C Vv 35 6 17 MAT >1:25 |Mathews etal. 2012

Pert € \ 19 12 63 MAT >1:25 [Mathews et al. 2013
Total 93 41 44

Los reportes de infecciones por T. gondii en mamiferos marinos varian de
incidentales a severas y fatales, y se pueden apreciar diferencias importantes por
grupo taxonomico, identificando la susceptibilidad de algunas especies como las
nutrias marinas del sur (Enhydra lutris nereis) y los odontocetos (delfines), en los
cuales la enfermedad asociada T. gondii ha sido reportada con mayor frecuencia
(Miller, 2007).

La nutria marina del sur es una especie en peligro de extincidon con proteccion
federal en Estados Unidos y de distribucion Unica en las costas centrales de
California. El impacto negativo que tiene T. gondii para sus poblaciones esta
ampliamente documentado. Con base a las pruebas de diagndstico, el 36% de las
nutrias marinas examinadas a la necropsia estaban infectadas con T. gondii, y
aproximadamente el 60% de estas resultaron seropositivas (Miller et al., 2002a;
Miller et al., 2002b; Dubey et al., 2003; Conrad et al., 2005).

Las infecciones por protozoarios como T. gondii y S. neurona son la principal causa
de muerte en nutrias marinas del sur, responsables del 8.5-23% de las muertes
(Thomas y Cole, 1996; Kreuder et al., 2003).

Roe et al. (2013) examinaron 28 delfines de Héctor (Cephalorhynchus hectori) y
concluyeron que 7 animales murieron de toxoplasmosis diseminada, lo cual es de
importancia debido a que es una especie endémica de Nueva Zelanda y se

encuentra en peligro de extincién.

En contraste, signos clinicos de la enfermedad son menos comunes en pinnipedos,

y se asocian a menudo con la presentacion de alguna otra enfermedad o a una

23



inmunosupresion (Van Pelt y Dieterich, 1973; Holshuh et al., 1985; Gulland et al.,
1996; Dubey et al., 2003). Esta baja presentacion de signos clinicos asociada a T.
gondii en pinnipedos no parece ser debida a una pobre vigilancia, ya que se han
llevado a cabo muchos programas de rehabilitacién y necropsias en estas especies
por muchos afos en todo el mundo. Por lo que, infecciones leves o asintomaticas
pudieran estar siendo subdiagnosticadas (Miller, 2007). La toxoplasmosis clinica en
otaridos ha sido reportada recientemente, Donahoe et al., 2014 documentaron el
primer caso de toxoplasmosis diseminada en un lobo marino de Nueva Zelanda
(Arctocephalus forsteri) y Carlson-Bremer et al., 2015 reportaron que de 1152 lobos
marinos de California muertos y examinados en The Marine Mammal Center, sélo

5 murieron a causa de una infeccion de T. gondii.

En misticetos (ballenas con barbas) so6lo existen 3 reportes de la presencia de T.
gondii. Forman et al., (2009) documentaron el primer caso de seropositividad en un
juvenil de ballena jorobada (Megaptera novaeangliae) varada en la costa sur del
Reino Unido. Posteriormente, Mazzariol et al., 2012 y Di Guardo et al., 2013
reportaron la infeccién en dos ejemplares adultos de rorcual comun (Balaenoptera
physalus) varados en las costas de la Toscana en lItalia y en ambos casos los
animales presentaban una co-infeccién con morbillivirus. La falta de informacién en
estas especies se puede deber a la dificultad que representa obtener muestras
Optimas para la deteccion de protozoarios durante la necropsia, o bien, a la baja
susceptibilidad de los misticetos a la infeccion. Sin embargo, algunas especies de
ballenas forrajean cerca de las orillas e ingieren grandes volimenes de agua, presas
filtradoras y sedimento, por lo que lo que estan expuestos a T. gondii como otras

especies de mamiferos marinos con hébitos costeros (Miller, 2007).

Los focidos y las morsas (Odobenus rosmarus) que habitan en regiones articas y
subarticas, con baja o nula exposicion a gatos presentan evidencia serologica de
infeccion por T. gondii, lo cual es un problema de salud publica para los pobladores
indigenas que consumen carne de mamiferos marinos sin cocinar (Dubey et al.,

2003; Gajadhar et al., 2004; Measures et al., 2004). Otras especies subarticas como
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las nutrias marinas de Alaska (Enhydra lutris kenyoni), tienen mas baja
seroprevalencia a T. gondii que la subespecie de nutria marina del sur (Miller et al.,
2002a; Hanni et al., 2003).

Los hallazgos patolégicos més significativos relacionados a toxoplasmosis clinica
son los reportados en nutrias marinas del sur, en las que T. gondii puede actuar
como patégeno primario (Thomas y Cole, 1996; Cole et al., 2000; Miller et al., 2002;
Kreuder et al., 2003; Miller et al., 2004; Kreuder et al., 2005; Miller et al., 2008a;
Sundar et al., 2008). Asimismo, existe evidencia de manifestaciones clinicas de
toxoplasmosis en otras especies de mamiferos marinos, siendo las lesiones més
comunes encefalitis, meningitis y miocarditis, pero en un gran numero de casos T.
gondii actia como patdégeno secundario y en animales inmunocomprometidos,
como en el caso de la epizootia de morbillivirus en delfines o en casos de elevados
niveles de policlorobifenilos (PCB’s) (Mikaelian et al., 2000; Van Bressem et al.,
2009) (Ver Cuadro 3).

Las patologias cardiacas (miocarditis), la mayoria de las veces se han asociado a
mas de un agente, como una co-infeccion entre T. gondii y otro protozoario; con
morbillivirus, que induce inmunosupresion y reactivacion clinica; o la intoxicacion
por acido domoico (marea roja), que también puede presentar manifestaciones
cardiacas (Kreuder et al., 2005; Miller, 2007).

La meningoencefalitis y otras enfermedades sistémicas son causas potenciales
indirectas de mortalidad, que ocasionan alteraciones en la actividad mental y el
comportamiento, y provocan un aumento en la susceptibilidad de los mamiferos
marinos a traumatismos, por ejemplo en el caso de las nutrias marinas, estas se
vuelven mas vulnerables a ataques por tiburones (Bowater et al., 2003; Kreuder et
al., 2003; Conrad et al., 2005). Gajadhar et al. (2004) report6 sélo alteraciones en el
comportamiento de la foca gris (Halichoerus grypus) infectada experimentalmente

por ingestion de ooquistes de T. gondii.
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Asimismo, T. gondii tiene un impacto significativo en la reproduccion, ya que puede
provocar muerte fetal o abortos por una infeccién transplacentaria, lo que resulta
importante para algunas poblaciones de mamiferos marinos en peligro de extincion,
como algunas especies de delfines y las nutrias marinas (Jardine y Dubey, 2002;
Resendes et al., 2002; Miller et al., 2008a; Roe et al., 2013). Se ha reportado
transmision vertical en foca comun del Pacifico (Phoca vitulina richardii) (Van Pelt
and Dieterich, 1973), delfin del Indo-Pacifico (Tursiops aduncus) (Jardine y Dubey,
2002), delfin de Risso (Grampus griseus) (Resendes et al., 2002), delfin de Héctor
(Cephalorhynchus hectori) (Roe et al., 2013), nutria marina del sur (Miller et al.,

2008a) y en lobo marino de California (Carlson-Bremer et al., 2015).

CUADRO 3. Especies de mamiferos marinos en las que se han reportado hallazgos clinicos de
Toxoplasma gondii. Tomado, modificado y actualizado de Dubey (2010)

H: histologia, IHQ: inmunohistoquimica, PCR: reaccién en cadena de la polimerasa, ME, microscopia
electrénica, A: aislamiento y G: genotipificacion

Especie Ubicacién No. de casos Prueba(s) Referencia(s)

MUSTELIDOS

Thomas y Cole (1996), Cole et al. (2000), Miller et al. (2002), Kreuder et al. (2003), Miller|

Nutria marina del sur (Enhydra lutris nereis
(Enhy ) et al. (2004), Kreuder et al. (2005), Miller et al. (2008a), Sundar et al. (2008)

Estados Unidos 188 H, IHQ, PCR, A, G

Nutria marina del norte (Enhydra lutris kenyoni) Estados Unidos 13 H,IHQ, A, G Lindsay et al. (2001), Sundar et al. (2008)
PINNIPEDOS
Morsa (Odobenus rosmarus ) Canada 1 H, PCR Dubey et al. (2009)

Ratcliffe and Worth (1951), Migaki et al. (1977), Dubey et al. (2003), Conrad et al.

Lobo marino de California (Zalophus californianus ) Estados Unidos 1 H, IHQ, PCR, G (2005), Carlson-Bremer et al. (2015)
Oso marino del Artico (Callorhinus ursinus ) Estados Unidos 1 H, IHQ Holshuh et al. (1985)
Lobo marino de Nueva Zelanda (Arctocephalus forsteri) Australia 1 H, IHQ, PCR, G Donahoe et al. (2014)
Ledn marino australiano (Neophoca cinerea ) Australia 1 H Kabay (1996)
Foca comun del Pacifico (Phoca vitulina richardii) Estados Unidos 3 H, PCR, G Van Pelt and Dieterich (1973), Gulland et al. (1997), Conrad et al. (2005)
Foca gris (Halichoerus grypus ) Canada 7 H, IHQ Gajadhar et al. (2004)
Foca fraile de Hawaii (Neomonachus schauinslandi) Estados Unidos 1 H, IHQ, PCR, G Honnold et al. (2005)
Elefante marino del norte (Mirounga angustirostris ) Estados Unidos 1 H, IHQ Dubey et al. (2004)
CETACEOS
Delfin nariz de botella del Atlantico ( Tursiops truncatus ) Estados Unidos, Canada, Italia 17 H, IHQ, PCR, ME, A, G Inskeep et al. {1990), Cruickshank et al. (1990), Di Guardo et al. (1995), Schulman et al.

(1997), Dubey et al. (2003), Dubey et al. (2008), Dubey et al. (2009), Pretti et al. (2010)

Delfin del Indo-Pacifico (Tursiops aduncus ) Australia 1 H, IHQ Jardine and Dubey (2002)

Domingo et al. (1992), Di Guardo et al. (1995), Dubey et al. (2007), Pretti et al. (2010), Di

Delfin listado (Stenella coeruleoalba ) Costa Rica, Italia, Espaiia 21 H, IHQ, PCR, A, G Guardo et al. (2010), Di Guardo et al. (2011)

Delfin tornillo (Stenella longirostris ) Estados Unidos 1 H, IHQ Migaki et al. (1990)

Delfin de Risso (Grampus griseus ) Italia, Espafia 2 H, IHQ Di Guardo et al. (1995), Resendes et al. (2002)

Delfin estuarino (Sotalia guianensis ) Brasil 2 H, IHQ, ME Bandoli y De Oliveira (1977), Gonzales-Viera et al. (2013)
Delfin de Héctor (Cephalorhynchus hectori) Nueva Zelanda 7 H, IHQ, PCR, G Roe et al. (2013)

Delfin blanco de China (Sousa chinensis ) Australia 4 H, IHQ, ME Bowater et al. (2003)

Beluga (Delphinapterus leucas ) Canada 2 H, IHQ De Guise et al. (1995), Mikaelian et al. (2000)

Rorcual comun (Balaenoptera physalus ) Italia 2 IHQ, PCR Mazzariol et al. (2012), Di Guardo et al. (2013)

Manati del Caribe (Trichechus manatus) Estados Unidos, Puerto Rico, Guyana 6 H, IHQ, ME Buergelty Bonde (1983), Dubey et al. (2003), Bossart et al. (2012)
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Posibles fuentes de infecciéon en el ambiente marino

Se han propuesto diferentes hipotesis para tratar de explicar la presencia de T.
gondii en los mamiferos marinos, pero solo algunas estan respaldadas con
evidencias experimentales (Massie et al., 2010; Jensen et al., 2010). La hipotesis
mas aceptada es que T. gondii se dispersa de la tierra al ambiente marino, siendo
las corrientes de agua dulce (rios) que desembocan en el mar la principal ruta de
transmision. Esta ruta de transmision es considerada como un factor de riesgo para

la infeccidn en nutrias marinas del sur en California (Figura 5) (Miller et al., 2002b).

Ooquistes en heces

%

Ooquistes
Contaminacion fecal de
suelo, agua y comida

Hospedero definitivo
Felinos domésticos o
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N -
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fitradores o peces ?
I

Hospederos intermediarios
Vertebrados
(aves, roedores, humanos)

I
1
1
1
1
1 Contaminacion de
\
|}
I
1

- -

¢ Ingestion directa
de oolqt:istes ?

Quistes tisulares
de misculo de presas, cerebrg
u otros 6rganos

Mamiferos marinos

(nutrias, pinnipedos, cetaceos, | ~
; L
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¢ Ingestion de algin
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FIGURA 5. Posibles rutas de transmision de Toxoplasma gondii en la nutria marina, mostrando
fuentes potenciales de exposicion para los mamiferos marinos (lineas punteadas). Tomado y
modificado de Miller (2007)
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Los ooquistes de T. gondii son extremadamente resistentes, se ha confirmado que
sobreviven a la cloracion en plantas de tratamiento de agua (Bowie et al., 1997;
Isaac-Renton et al., 1998; Aramini et al., 1999; Bahia-Oliveira et al., 2003) y tienen
la capacidad de mantener su infectividad en agua salada por varios meses y hasta
un afo (Lindsay et al., 2003; Lindsay et al., 2009).

Por otra parte, Dabritz et al. (2006) estimaron que cada gato infectado excreta 10
millones de ooquistes en un periodo de tiempo muy corto. Estos ooquistes se
pueden dispersar por las lluvias y asi llegar a los ambientes marinos por los rios que
desembocan en el mar (Dubey, 2010). Kreuder et al. (2003) sugieren que el
crecimiento de las poblaciones de gatos domeésticos y la disminucion de la

purificacion natural en estuarios contribuyen a la diseminacién de los ooquistes.

Recientemente, Rengifo-Herrera et al. (2012) reportaron la presencia de pinnipedos
seropositivos en la Peninsula Antartica, una region sin presencia de felinos, por lo
gue se sospecha los animales adquirieron la infeccion de aguas subantarticas

donde si hay felinos.

Otra hipétesis menciona que la diseminacion se podria estar realizando por las
aguas de lastre de embarcaciones transoceanicas que pudieran estar trasladando
los ooquistes a regiones pelagicas (Jensen et al., 2010).

En su ciclo regular, el felino consume al hospedero intermediario infectado con T.
gondii e ingiere los quistes tisulares. El carnivorismo como una forma de transmisién
no es viable en mamiferos marinos, ya que la mayoria se alimentan de animales de
sangre fria. Sin embargo las orcas y los 0sos polares, son la excepcion, ya que su
dieta incluye varias especies de pinnipedos y cetaceos (Ford et al., 1998; Derocher
et al., 2002).

Algunos organismos de sangre fria consumidos por los mamiferos marinos son
capaces de concentrar ooquistes de T. gondii. Ejemplo de éstos organismos son los
bivalvos, entre los que estan el mejillén de California (Mytilus californianus) vy el

ostion americano (Crassostrea virginica); y los peces migratorios como la sardina
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(Sardinops sagax) y la anchoveta (Engraulis mordax). Estos organismos no se
infectan pero los ooquistes si se pueden concentrar en su tracto digestivo y actuar
como responsables en la transmision del parasito hacia sus depredadores (Lindsay
et al., 2001; Arkush et al., 2003; Massie et al., 2010).

Las nutrias marinas consumen el 25 % de su peso de bivalvos (Riedman y Estes,
1990), lo cual coincide con la alta prevalencia de T. gondii reportada en esta
especie. Los pinnipedos y los delfines no consumen bivalvos, pero las sardinas y
las anchovetas si pueden ser parte de su dieta. Ademas, los delfines beben muy
poca o0 nada de agua, lo que hace poco probable que se infecten por ingestion

directa de ooquistes en el agua (Dubey et al., 2007).

Potencial zoondtico

T. gondii es un patégeno de importancia zoonaética que pudiera estar infectando al
humano a través de los mamiferos marinos, por lo que es importante considerarlo
dentro de temas de salud publica. Ademas, es un muy buen indicador de la

contaminacion marina con ooquistes (Moore, 2008).

La presentacion de T. gondii en mamiferos marinos puede ser un tema de
preocupacion en comunidades donde se consume su carne, como las Inuit y Cree
en la region Artica. El consumo de la carne y el desollado de animales fueron
considerados factores de riesgo durante un brote de toxoplasmosis en mujeres
embarazadas al norte de Quebec, Canada (McDonald et al., 1990).

Messier et al. (2009) reportaron que la seropositividad de T. gondii es relativamente
alta (60%) en las comunidades Inuit de Nunavik, Canada y uno de los factores de
riesgo asociados fue el consumo de carne cruda de foca, morsa o beluga
(Delphinapterus leucas). Mientras que en las comunidades Cree, que viven en la
misma region geografica y que consumen carne hervida en lugar de cruda, se

reportd una seroprevalencia mucho mas baja (5%).
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Aln son muy pocos los estudios del efecto de T. gondii en mamiferos marinos y en

los que se asocie su impacto hacia las poblaciones humanas (Messier et al., 2009).

Toxoplasma gondii en lobo marino de California

Son pocos los reportes de caso que se tienen documentados en la especie y la

mayoria han sido en animales mantenidos en cautiverio (Figura 6).

El primer reporte de infeccion por T. gondii en un mamifero marino ocurrié en 1947
en una cria de lobo marino de California de 10 dias de nacido en el zooldgico de
Philadelphia, Pennsylvania, EUA, el cual a la necropsia presento lesiones asociadas
a toxoplasmosis en corazon, pulmén, higado y linfonodos abdominales (Ratcliffe y
Worth, 1951).

Posteriormente en 1977 se reportd otro caso de toxoplasmosis diseminada en una
hembra de lobo marino de California perteneciente a la Universidad de Hawaii en
Honolulu con la que se realizaban estudios de termorregulacion, que vivia en una
piscina con agua dulce y en la cual se reportaron lesiones necréticas por T. gondii

en corazon y estbmago (Migaki et al., 1977).

Dubey et al. (2003) report6 la seroprevalencia de varios mamiferos marinos a T.
gondii en Estados Unidos, entre los cuales se encontraban lobos marinos de
California de varias localidades. En la costa sureste de Alaska, 8 de 27 animales
silvestres muestreados entre 1976-1998 resultaron positivos; en San Diego,
California, 11 de 18 animales fueron positivos, los cuales estaban en cautiverio y
pertenecian al Programa Naval de Mamiferos Marinos de los Estados Unidos
(NMMP) por sus siglas en inglés, las muestras fueron tomadas entre 1990-2002; y
en Charleston, Carolina del Sur, en 1993, 3 de 4 animales fueron positivos, también
pertenecientes al NMMP y de los cuales un lobo marino murié de toxoplasmosis
clinica, con muy altos titulos de anticuerpos (1:51,200) indicativo de infeccion activa
y confirmada a la necropsia por lesiones y por la presencia de protozoarios

(inmunohistoquimica) en tejidos de corazon, higado, intestino grueso y pulmon. En
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todos los casos la técnica serolégica utilizada para diagnoéstico fue MAT y animales
con titulos >1:25 son considerados como positivos.

Por su parte Conrad et al. (2005) realizaron la primera genotipificacion de T. gondii
en la especie para el estado de California, y lo clasificaron como perteneciente al
genotipo X, el cual se ha encontrado y descrito para las nutrias marinas y la foca

comun en esa region.

En México existen solo dos reportes de infeccién por T. gondii en lobo marino de
California, ambos en la Ciudad de México y de animales en cautiverio, los cuales
fueron diagnosticados por la técnica serolégica de MAT. El primer reporte es de 2
de 4 animales positivos, muestreados durante el afio 2009, los cuales pertenecen a
un pargue de diversiones y presentaron titulos de anticuerpos de 1:25 y 1:100
respectivamente, ademas de ser nacidos en el mismo lugar y encontrarse
clinicamente sanos (Alvarado-Esquivel et al., 2012); y el segundo reporte es de un
animal positivo perteneciente a la coleccion de un zooldgico, muestreado entre
2010-2012, el cual presenté titulos altos de 1:3,200 y tampoco manifestaba signos
de la enfermedad (Alvarado-Esquivel et al., 2013).

El estudio mas reciente es el publicado por Carlson-Bremer et al. (2015), que reporta
la seroprevalencia en lobos marinos de California silvestres que se han varado en
las costas de California y que han ingresado al Centro de Rehabilitacion de
Mamiferos Marinos (TMMC) por sus siglas en inglés, durante los afios de 1998-
2009. La técnica utilizada para el diagnéstico fue IFAT, detectando anticuerpos en
46 de 1,630 animales (2.5 %) y encontrando mayor prevalencia asociada al aumento
en la edad. También se realiz6 una revision de los expedientes de patologia y tejidos
de 1,152 animales que murieron durante la rehabilitacion entre 1975-2009 en
TMMC, identificando 5 casos confirmados y 4 casos sospechosos de infeccién por
T. gondii. Ademas se revisaron expedientes y tejidos de 10 fetos abortados
colectados en la Isla de San Miguel en mayo de 2004, identificando 2 casos
confirmados y 1 caso sospechoso. En los 7 casos confirmados, toxoplasmosis fue

la causa principal de la muerte y las lesiones mas comunes encontradas fueron
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encefalitis, meningitis y miocarditis. Este es el primer reporte de transmision vertical
(toxoplasmosis diseminada en los fetos) y de aborto inducido por T. gondii en la

especie.
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FIGURA 6. Mapa indicando los lugares de los casos positivos a T. gondii en lobo marino de
California [Imagen capturada de Google Earth 7.1.5 ®]
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El lobo marino de California como especie centinela

El concepto de “medicina de la conservacion” integra el punto de vista de los
campos del conocimiento de la salud humana, salud animal y la ecologia de las
poblaciones, para estudiar la “salud” bajo la premisa de que los individuos, las
poblaciones, las especies y los ecosistemas constituyen un continuo indivisible
(Aguirre et al., 2002). Esta ciencia multidisciplinaria, describe mejor el reto en el area
de la salud de los ecosistemas al estudiar las interacciones entre patdgenos y
enfermedades por un lado, y las especies y los ecosistemas por el otro,
enfocandose en el contexto ecolégico de la salud y la remediacion de problemas de

“una salud” o “salud ecolégica” (Tabor et al., 2001).

Las enfermedades infecciosas generan problemas tanto para la proteccién de
especies en riesgo, como para el mantenimiento de la biodiversidad. Hay evidencia
de que la diversidad de especies, y por ende la diversidad genética pueden
funcionar como un “amortiguador’ que minimiza el impacto de los patégenos en un
ecosistema, aunque paradéjicamente, los patdégenos también pueden contribuir al
mantenimiento de la biodiversidad. Es por eso que el estudio de los efectos en los
ecosistemas causados por las enfermedades es importante para la toma de
decisiones de manejo de recursos naturales, bajo la premisa de que “la salud de los
ecosistemas se refleja en la salud de los organismos que los habitan” (Tabor et al.,
2001).

La presencia de enfermedades emergentes o re-emergentes en especies marinas
es cada vez mas frecuente, algunos ejemplos son: la epizootia de morbillivirus en
cetaceos y pinnipedos; fibropapilomatosis en tortugas marinas; envenenamiento y
muerte de lobos marinos en California por marea roja (acido domoico); intoxicacion
con brevetoxina en manaties en Florida; y toxoplasmosis en nutrias marinas en
California (Aguirre et al., 2002; Wilcox y Aguirre, 2004).

Los cambios en el ambiente pueden ser causados por actividades antropogénicas

0 por eventos climaticos como lo puede ser el fendmeno de El Nifio. Su efecto puede
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ser directo y reflejarse en la salud de los individuos, en las poblaciones de las
especies y en los ecosistemas. Manifestaciones como el aumento en la
diseminacién de enfermedades infecciosas y no infecciosas, que afectan la salud
reproductiva, el desarrollo biolégico y la respuesta inmunologica de las especies son
ejemplos de estos cambios ambientales, asi como también la pérdida de la
biodiversidad y la modificacion de los procesos ecologicos en el ecosistema. Se ha
observado que muchas enfermedades estan siendo causa de una simplificacion

ecologica al grado de la extincion de especies (Soulé, 2002).

El efecto del cambio climatico global se suma al impacto causado por las actividades
antropogénicas, pero los efectos son a una escala mucho mayor. EI aumento
drastico de las precipitaciones o de las sequias, asi como el incremento en la
erosion costera provocado por el aumento en el nivel del mar, dificultan la
adaptacién de especies de fauna silvestre a los rapidos cambios climéticos, lo que
genera presiones significativas en las especies que pueden provocar extinciones
masivas o un cambio en los patrones de diseminacion de las enfermedades (Aguirre
et al., 2002; House et al., 2002).

En el Golfo de California el impacto de las actividades antropogénicas ha
aumentado con el tiempo y en algunas zonas ha sido de manera dramatica
(Enriquez-Andrade et al., 2005). La introduccion de especies exgticas en islas, la
contaminacion por actividades agropecuarias, pesqueras y turisticas, la destruccién
de habitat y la perturbacién en sitios de reproducciébn de especies nativas,
particularmente de aves y lobos marinos, son sélo algunos de los problemas que se
presentan en los ecosistemas insulares del Golfo de California (Zavala et al., 2004).
La Region de las Grandes Islas actualmente se enfrenta a presiones existentes y
potenciales, resultantes del crecimiento de la poblacién humana en el noroeste de
México durante las ultimas cuatro décadas. Esto conlleva a un incremento en la
demanda de recursos econOmicos y estéticos de la region, y un aumento en la
contaminacion marina derivada de dichas actividades. Se estima que la demanda

de pescados y mariscos, con el consecuente desarrollo de flotas pesqueras

34



tecnificadas, esta llevando a una rapida reducciéon de algunas especies de
importancia comercial que afectara eventualmente la salud de los ecosistemas
(Bhare y Bourillén, 2002).

La aparicién de enfermedades en fauna silvestre es un problema que amenaza la
supervivencia de las especies nativas y que puede afectar la salud humana. En esta
region del Golfo se han encontrado enfermedades zoondticas como la leptospirosis
en el lobo marino de California, que en costas del estado de California ha causado
problemas en sus poblaciones (Gulland et al., 1996; Godinez et al., 1999; Acevedo-
Whitehouse et al., 2003). En un estudio mas reciente realizado para medir la
respuesta inmune en el lobo marino de California, se evalué el Complejo Principal
de Histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) y en las comparaciones de
genes del MHC entre los animales de loberas de las costas de California, Estados
Unidos y las loberas del Golfo de California, se encontré que los lobos marinos del
Golfo de California presentan patrones Unicos de diversidad genética locales en el
MHC, lo que podria significar un mayor riesgo ante la presencia de agentes

infecciosos (Bowen et al., 2006).

A una especie se le considera “centinela” cuando es sensible a cambios en el
ambiente que se reflejan en la salud de sus poblaciones. Ademas proveen
informacion esencial y temprana que advierte de posibles dafios en el ambiente,
como son la presencia de patdégenos infecciosos emergentes y contaminantes, que
proporcionan un rapido diagnéstico de riesgo (Tabor y Aguirre, 2004; Aguirre y
Tabor, 2004).

Entre las especies que responden rapidamente a los cambios en la calidad del
ambiente se encuentran los mamiferos marinos y, entre ellos, los pinnipedos, ya
gue debido a su modo de vida en el que requieren tanto habitat terrestre para su
reproduccion y crianza (principalmente insular), como habitat marino donde
obtienen su alimento, estan expuestos a un mayor numero de variables que afectan

su supervivencia (Aurioles et al., 2010).

35



El lobo marino de California, el lobo fino de Guadalupe (Arctocephalus townsendi),
la foca comun (Phoca vitulina richardsi) y el elefante marino del norte (Mirounga
angustirostris) son las cuatro especies que de manera regular se reproducen y
mantienen poblaciones en aguas del noroeste de México. Cada una de estas
especies tiene historias de declinacion numérica reflejo de la explotacion, deterioro
ambiental y/o competencia por recursos alimentarios con el ser humano, lo que

colocé a algunas de ellas al borde la extincion (Aurioles et al., 2010).

En particular, el lobo marino de California se destaca por ser la especie mas
abundante, tener la distribucion geogréafica mas amplia y, por tanto, habitar un mayor
namero de ambientes a ambos lados de la peninsula de Baja California. Durante
varias décadas ha sido objeto de diversos estudios que sugieren que es una especie
con caracteristicas relevantes para el monitoreo del cambio climético y de otros
cambios en el ambiente (Aurioles et al., 2010). Tiene un periodo de reproduccion
bien definido y se les encuentra en las islas en una alta proporcidén con respecto a
sus poblaciones totales, lo que permite realizar conteos directos de sus colonias de
reproduccion en forma continua y en ciclos anuales, lo cual da la oportunidad de
estimar sus tamafios poblacionales y obtener datos referentes a la produccién de
crias y tomar muestras biolégicas de las mismas, de las cuales se puede obtener

informacion muy valiosa de lo que acontece con los adultos (Godinez et al., 2006).

Las caracteristicas que hacen del lobo marino de California una especie centinela,

indicadora de la salud ambiental de los ecosistemas costeros, son:

1. Mantiene poblaciones que van de cientos a miles de individuos en cada
colonia reproductora.

2. Su distribucion es extensa, abarcando todo el Golfo de California y la costa
occidental del Pacifico.

3. Sus colonias se ubican en la plataforma continental, excepto la colonia de la

Isla Guadalupe.

Su talla corporal exige una demanda importante de alimento diario.

Especie preponderantemente costera, con un radio de alimentacién que va

de 17 a 50 km alrededor de sus colonias (principalmente las hembras).

oA
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Tanto las hembras como los machos emplean mayormente la zona costera
para alimentarse. Cuando hay una baja en la productividad los machos salen
de la plataforma y explotan recursos pelagicos.

Depende de recursos pesqueros de valor comercial, con dominancia de 4 o
5 especies, entre las que destaca como la mas importante en su dieta la
sardina Monterrey (Sardinops sagax caeruleus), lo que genera interaccion
con pesquerias costeras.

Explota la columna de agua alrededor de las islas, con consumo importante
de presas de fondo. Sus presas son: 35% neriticas (en columna de agua),
35% demersales (en fondo), 23% bentdnicas (viven en fondo, el lobo marino
tiene que bucear). 7% epipelagicas (fuera de la plataforma continental) y 93%
costeras.

Es sensible a cambios de productividad en el ecosistema, lo que se refleja
en el numero de crias (mayo, junio y julio). Los fendmenos de El Nifio y la
oscilacion decadal del Pacifico tienen impacto en la produccién y nimero de
crias, por lo que éstas funcionan como un bioindicador de los cambios
ambientales.

10.Parece haber una elevada relacion entre la produccién de crias y la

variabilidad en la abundancia de sardina, lo cual lo hace un bioindicador de
la poblacion de sardina.

11.Su alto nivel trofico lo hace sensible a los cambios de productividad y en

particular a la biomagnificaciébn de sustancias y metales traza, por lo que
funciona como bioindicador de la contaminacion costera.

12.Es residente permanente, en particular las hembras, por ello son excelentes

indicadores de la salud ambiental local.

13.Deposita dentina en sus dientes, por lo que la informacién obtenida de ellos

sirve para calcular la edad y reconstruir dietas y variaciones ambientales.
(Aurioles et al., 2010)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México es un pais megadiverso y en esta diversidad se incluyen mamiferos marinos
residentes y migratorios de especial interés. El lobo marino de California (Zalophus
californianus) es la especie de pinnipedo de mayor distribucién en territorio nacional,
se le encuentra en la costa occidental de la peninsula de Baja California e islas del
Pacifico y en todo el Golfo de California. Se le considera una especie prioritaria para
la conservacion y listada en la categoria “proteccion especial” en la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 que lista a las especies mexicanas en

alguna categoria de riesgo de extincion.

En México existen sélo dos reportes serolégicos de T. gondii en lobo marino de
California, ambos en la Ciudad de México y de animales en cautiverio de un
delfinario y un zooldgico (Alvarado-Esquivel et al., 2012; Alvarado-Esquivel et al.,
2013). Pero no se cuenta con estudios de la enfermedad en ejemplares de vida libre
y en su hébitat natural, informacion que seria muy valiosa para el monitoreo de salud
de la especie, ya que el protozoario podria estar presente y ser la causa directa o
indirecta de la muerte de algunos ejemplares como se ha reportado para el estado

de California en Estados Unidos (Carlson-Bremer et al., 2015).

El primer reporte de infeccion por T. gondii en un mamifero marino ocurrié en 1947
en una cria de lobo marino de California de 10 dias de nacido en el zoolbgico de
Philadelphia, Pennsylvania, EUA (Ratcliffe y Worth, 1951). Y recientemente
Carlson-Bremer et al., (2015) han reportado por primera vez la transmision vertical
de T. gondii en dos fetos abortados de lobo marino de California. Es por esto que el
presente estudio se enfoca al muestreo de crias, que se utilizardn como indicadores
de la exposicion a T. gondii por parte de las madres o bien, de la posible
contaminacion con ooquistes en las diferentes “loberas” de reproduccion de la

Peninsula de Baja California.
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Ellobo marino de California se considera una especie “centinela”, ya que es sensible
a cambios en el ambiente que se reflejan en la salud de sus poblaciones, esto
debido a su longevidad y a su posicion como depredador tope en la cadena tréfica,
por lo que son buenos indicadores de lo que esta ocurriendo tanto en la tierra, donde

se reproduce, como en el océano, donde se alimenta.

La distribucion de T. gondii ha ido en aumento, reportandose cada vez en nuevas
especies: manati del Amazonas (Trichechus inunguis), delfin rosado del Amazonas
(Inia geoffrensis) y rorcual comun (Balaenoptera physalus); ademas estéa llegando
a lugares donde no se pensaria que sobreviviera como lo son las regiones articas y
antarticas. Lo cual es un reflejo del grado de contaminacion que esta ocurriendo en
el ambiente y abre nuevas puertas para indagar mas en cuanto a lo que acontece

con T. gondii en el ambiente marino.

Enfermedades como T. gondii deben ser diagnosticadas en las poblaciones de lobo
marino de California, debido a que puede causar la muerte en la especie y ademas
puede tener un impacto significativo en la reproduccién, ya que puede provocar
muerte fetal o abortos por una infeccion transplacentaria (Jardine y Dubey, 2002;
Resendes et al., 2002; Miller et al., 2008a; Roe et al., 2013), lo que resulta

importante para las poblaciones de éste pinnipedo sujeto a proteccion especial.

La contaminacion del océano con ooquistes de T. gondii o el consumo de presas
gue mantienen viables los ooquistes, y que también son de consumo humano como
algunas especies de peces o cefalépodos, hacen que el conocer la situacion del
lobo marino de California como especie centinela en la regién sea relevante para la

salud publica.
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HIPOTESIS

Toxoplasma gondii se encuentra presente en las poblaciones de lobo marino de

California en la Peninsula de Baja California, México.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Toxoplasma gondii en crias de lobo marino de California
(Zalophus californianus) de la Peninsula de Baja California por técnicas serologicas

y moleculares.
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MATERIAL Y METODOS

Area de estudio
Golfo de California

Se seleccionaron siete loberas de reproduccion que forman parte de la region de
las Grandes Islas en el Golfo de California, especificamente en el Area de
Proteccion de Flora y Fauna Islas del Golfo de California (APFF-IGC) y de la region
centro-norte del Mar de Cortés. Estas islas e islotes fueron (de norte a sur): Rocas
Consag (31°05’58.22” N, 114°20°38.38” W), El Coloradito (30°02'55.13” N,
114°29'25.06” W), Granito (29°33’51.06” N, 113°32’34.70” W), Los Cantiles
(29°31°25.34” N, 113°28°29.55” W) y Los Machos (29°17'8.34" N, 113°29'51.66" W)
en Isla Angel de la Guarda, y los islotes El Partido (28°54'43.52" N, 113° 2'35.95"
W) y El Rasito (28°50'12.40" N, 112°59'56.60" W) (Figura 7).

Pacifico

Se pudo tener acceso a tres loberas de reproduccion ubicadas en islas de la
vertiente del Pacifico (de norte a sur): Cedros (28°20'0.1" N, 115°11'40.7" W)
perteneciente a estado de Baja California; Natividad (27°53'35.7" N, 115°13'20.3"
W); y Asuncién (27°06'46.40" N, 114°17'38.58" W), estas Uultimas son
pertenecientes al estado de Baja California Sur y forman parte de la Reserva de
Biosfera El Vizcaino (Figura 7).
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FIGURA 7. Mapa de la Peninsula de Baja California donde se muestran las 10 loberas de
reproduccidn donde se realizaron los muestreos de crias de lobo marino de California [Imagen
capturada de Google Earth 7.1.5 ®]

Muestreo de lobos marinos

El trabajo de campo se realizé en colaboraciéon con la Comision Nacional de Areas
Naturales Protegidas (CONANP) APFF-IGC (Golfo de California) y con el apoyo de
la CONANP Reserva de Biosfera El Vizcaino (ReBiVi) y del personal de la

exportadora de sal en Guerrero Negro, BCS (Pacifico).

Se eligié tomar muestras de crias de lobo marino de California debido a que son un
grupo en edad primordial para estimar el tamafio de poblacién y por la facilidad del
manejo comparado con el de los adultos. Se considerd que con 10 crias por lobera
se podria estimar el estado de salud de las poblaciones de la especie en el area,
sin embargo en ningun afio se pudieron tener muestras de todas las loberas y
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tampoco de todos los animales debido a la complejidad de acceso a las mismas

cuando el clima no era favorable.

Las crias se capturaron de forma manual, sujetdndolas de las aletas caudales o con
redes especiales, dependiendo la dificultad de acceso a las diferentes locaciones,
posteriormente se colocaban en un corral donde se mantenian hUmedas mientras
se realizaba el manejo. La inmovilizacién se realiz6 por contencion fisica entre
varias personas 0 bien con anestesia inhalada (isofluorano) suministrada por un
aparato de anestesia portatil (Ohmeda ®, BOC Health Care, England) [dosis de
induccidén al 5% con oxigeno y de mantenimiento al 2-3%)], esto con el fin de facilitar
la realizacion de un examen fisico general, tomar medidas morfométricas, pesaje,
toma de muestra de sangre (obtenida de la vena yugular o de la vena glutea caudal)
y toma de otras muestras biologicas para otros estudios. Asimismo, cuando se tuvo
oportunidad se capturaron ejemplares juveniles y hembras adultas, con las mismas

técnicas referidas anteriormente.

Los muestreos se llevaron a cabo en la temporada de nacimientos, que ocurre en
los meses de mayo a agosto. Para el Golfo de California se realizaron salidas de
campo anuales del afio 2011 al 2014 y para las islas del Pacifico sélo se realiz6 una

salida de campo en el afio 2013.

Se colectaron un total de 216 muestras (208 crias, 3 juveniles y 5 adultos), siendo
un total de 179 muestras del Golfo y 37 del Pacifico. En el afio 2012 se tuvo acceso
a un numero muy reducido de muestras (n=7) debido a la falta de personal y por no

poder contar con el aparato de anestesia portéatil (Ver Cuadro 4).
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CUADRO 4. Muestras de sangre colectadas en la Peninsula de Baja California (2011-2014)
C: crias, J: juveniles y A: hembras adultas

Lobera 2011 | 2012 | 2013 | 2014 Total de
muestras
Golfo de California
Rocas Consag 6C 3c | 10C 20
1A
El Coloradito 100 3C gi(j 10 a3
Granito 9C
1J 10C iSAC 39
3A
Los Cantiles 9C 0c ﬁc o
Los Machos 15 15
El Partido 10C 1c l1oc 10 a1
El Rasito 6C 5
TOTAL 54 7 51 | 67 179
Pacifico
Cedros 19C 19
Natividad 11 C 11
Asuncién 7¢C 7
TOTAL 37 37
TOTAL DE MUESTRAS 216

Se realizé la necropsia de un cadaver fresco de cria de lobo marino encontrado en
la lobera de Los Machos en el afio 2012. Se colectaron muestras de tejido de los
siguientes 6rganos: corazon, pulmon, higado, bazo, rifidbn y musculo. Los cuales se
conservaron en formaldehido amortiguado al 10% hasta la realizacion de la
histopatologia en busqueda de lesiones o presencia de parasitos compatibles con

T. gondii.
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Conservaciéon de muestras

La sangre se colect6 en el sitio de muestreo en tubos sin anticoagulante con tapén
color rojo (BD Vacutainer ® Serum) para todos los afios y ademas para el afio 2014
en tubos para extraccion de DNA (PAXgene ® PreAnalytiX GmbH by QIAGEN). El
suero se obtuvo por centrifugacion en centrifuga (Spectrafuge 6C ®, Labnet
International Inc.) a 6500 rpm por 4 minutos y se transfirio a tubos de microcentrifuga
de polipropileno (Eppendorf ®) para su almacenamiento. La cadena fria se mantuvo
en todo momento hasta su llegada a la Ciudad de México, donde se almacenaron a
-80 °C hasta su procesamiento.

Técnicas de laboratorio

Las muestras se procesaron en el Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo

Noguchi” de la Universidad Autonoma de Yucatan en Mérida.

Las técnicas de diagndstico empleadas fueron ELISA indirecto, Western Blot, PCR

en tiempo real e histopatologia.
ELISA indirecto (Deteccién de anticuerpos IgG)

Se realiz6 para todos los sueros, utilizando el kit comercial “Toxo 1gG” (Human ®,
Human Gesellschaft fir Biochemica und Diagnostica, Wiesbaden, Germany),
siguiendo las instrucciones del fabricante y adaptado a lo descrito por Figueroa et
al., 2006, utilizando un anti-IlgG especie-especifico, en este caso un anti IgG canino

acoplado a peroxidasa de rabano (HRP).

La dilucion de los sueros evaluados fue de 1:100, se utilizé como segundo
anticuerpo un anti-IlgG canino marcado con HRP a un dilucién de 1:5000, debido a
gue se ha reportado que el anti-lgG canino demuestra un buen reconocimiento de
los anticuerpos 1gG de pinnipedos (Miller et al., 2001; Colvocoresses, 2004; Lefevre
et al., 2012). Como control negativo se empled un suero canino negativo adquirido

comercialmente y un control de punto de corte (“cut off” o CC) proporcionado por el
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mismo estuche comercial, el cual fue utilizado como el CC de referencia, ya que el
fabricante sefiala que las absorbancias menores a éste son producto del fondo
propio de los reactivos y soluciones utilizadas durante el ensayo. La densidad 6ptica
(DO) fue medida en un espectrofotometro (XMark ®, Bio-Rad) a 450 nm. Los valores
por encima del CC en un 15% fueron considerados como positivos. Todas las
muestras fueron analizadas por duplicado. M&s detalles en el Anexo 1.

Western Blot

Con la finalidad de confirmar los resultados del desempefio del ELISA indirecto,
algunas muestras seropositivas y seronegativas fueron evaluadas con Western Blot
(WB).

Los parésitos de T. gondii (cepa RH) se concentraron por centrifugacion (800 g
durante 5 minutos a temperatura ambiente), se lavaron en PBS y se lisaron con un
tampon Laemmli para re-suspender muestras en presencia de un coctel inhibidor
de las proteasas. Posteriormente, las muestras se desnaturalizaron durante 5 min
(90-95°C) antes de su carga en un gel (SDS-PAGE,10%), en donde después se
realiz6 una electroforesis. Las proteinas separadas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa, la cual se bloqued con TBST (Tris HClI 10 mM, NaCl
150 mM, 5 mM Tween 20, pH 8,0) - leche sin grasa (1 %) durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se corto en tiras. Después, estas tiras se incubaron con los
sueros policlonales diluidos en TBST-leche sin grasa (1: 100) a 4 °C durante toda
la noche, seguido por tres lavados con TBST. Finalmente, se incubd con anti-lgG
canino especifico, conjugado con fosfatasa alcalina (AP), se lavo tres veces con
TBST y se revelo con nitro azul tetrazolio cloruro y el 5-bromo-4-cloro-3'-indolil

fosfato sal de p-toluidina (NBT y BCIP, respectivamente).

Ademas de los controles positivos y negativos mencionados anteriormente, se
utilizé una tira control incubada Unicamente con el conjugado anti-lgG canino para

descartar bandas inespecificas que éste pudiera reconocer.
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Para la interpretacion de resultados, una muestra de suero se considerd positiva
cuando detectd al menos tres bandas antigénicas en la tira de nitrocelulosa; y fue
negativa cuando la muestra de suero no mostré reactividad. Las bandas
consideradas para la interpretacion diagnéstica debian ser diferentes de las

observadas en el control que sélo se incub6 con el conjugado.

PCR en tiempo real (Deteccion de DNA gendmico de T. gondii en sangre)

Se realizé para 67 muestras de sangre correspondientes al afio 2014.

La extraccion de DNA de sangre se llevo a cabo con el protocolo de purificacion de
DNA total de muestras sanguineas (DNeasy Blood and Tissue, QIAGEN ®) con las

modificaciones hechas por Jalal et al., 2004 (Véase Anexo 2).

El diagndstico molecular de T. gondii se realizO mediante un ensayo presencia-
ausencia del gen B1 de T. gondii por PCR en tiempo real (QPCR) como lo describen
Jalal et al., 2004 y Castillo-Morales et al., 2012. La deteccion y cuantificacion fue
realizada con el objetivo de amplificar un fragmento de 62 pb del gen B1, el cual
esta presente 35 veces y es conservado en el genoma de T. gondii (Kompalic-Cristo
et al, 2007). Los iniciadores utiizados  fueron el sentido
5CTAGTATCGTGCGGCAATGT y el antisentido
5GGCAGCGTCTCTTCCTCTTTT3' con una sonda marcada con fluoresceina
TagMan 5' (6-FAM)-CCACCTCGCCTCTTGG-(NFQ-MGB)3'.

Para la reaccion de amplificacion se utilizé el TagMan ® Universal PCR Master Mix
1X (PE Applied Biosystems) con una concentracién ajustada de 5 mM de MgClz,
0.90 uM de cada uno de los iniciadores, 0.25 pM de la sonda marcada con FAM y
4 ul de muestra de ADN (concentracion pg/ul, en un volumen final de 20 pL). La
contaminacion por arrastre fue prevenida mediante el uso de la enzima termolabil
Uracilo N-glicosilasa (UNG, AmpErase ® UNG, PE Applied Biosystems), incluida en
el TagMan ® Universal PCR Master Mix. La mezcla de reaccién fue inicialmente
incubada por 2 min a 50 °C para permitir que la enzima UNG actuara. Como

controles se utilizaron por triplicado: reacciones sin ADN y reacciones con ADN de
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un individuo sin contacto previo con el parasito (ADN de la sangre de un raton de
un bioterio certificado).

Las condiciones de amplificacion fueron: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 10
minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto en un
termociclador de tiempo real (CFX96 Touch ® Real-Time PCR Detection System,
Bio-Rad). Una lectura simple de fluorescencia de cada muestra fue tomada en el
paso de alineamiento-elongacion. La curva estandar fue construida usando
diluciones seriadas de cantidades conocidas de ADN de taquizoitos de T. gondii
(1x105 a 1x10-2), para poder determinar la cuantificacion absoluta de cada muestra,
la cual se llevé a cabo empleando el software del termociclador. La sensibilidad y el
limite de deteccion de la gPCR fue evaluada en la curva control. Los resultados
fueron expresados como numero de taquizoitos de T. gondii equivalentes por

mililitro de sangre.

Histopatologia
Los diferentes tejidos colectados se procesaron por la técnica convencional de
histopatologia y posteriormente se revisaron las laminillas en busqueda de lesiones
y quistes tisulares compatibles con T. gondii. La descripcion de la técnica se

encuentra en el Anexo 3.

Analisis estadistico

La prevalencia de lobos marinos seropositivos fue calculada por ELISA para cada
afio de muestreo. Para determinar el riesgo por el origen de los lobos marinos
(Pacifico vs. Golfo de California) se efectu6 un analisis univariado (x2) utilizando
una tabla de contingencia de 2x2. Los “odds ratio” [OR] (razén de oportunidades, en
espafiol) e intervalos de confianza (95%) fueron calculados usando el programa Epi
Info ® 7 (CDC, Centers for Disease Control and Prevention. Atlanta, GA, USA),

considerando un nivel de significancia de P <0.05.
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RESULTADOS

Serologia

La prevalencia total en lobos marinos de California fue del 6% (13/216) para toda la
Peninsula, siendo de 2.8% (5/179) para las islas del Golfo y de 21.6% (8/37) para

las islas del Pacifico (Ver Cuadro 5).

CUADRO 5. Lobos marinos seropositivos en la Peninsula de Baja California (2011-2014)

No. Elisa (+)
Lobera 2011 2012 2013 2014 muestras
n (%)
totales
Golfo de California
Rocas Consag 0/6 0/3 0/11 0/20
El Coloradito 0/10 0/3 0/10 0/10 0/33
Granito 1/13 0/10 0/16 1/39 1
Los Cantiles 0/9 0/10 0/16 0/35
Los Machos 0/15 0/15
El Partido 2/10 1/1 0/10 0/10 3/31 3
El Rasito 1/6 1/6 1
TOTAL 4/54 1/7 0/51 0/67 5/179 5 (2.8%)
Pacifico
Cedros 4/19 4/19 4
Natividad 1/11 1/11 1
Asuncién 3/7 3/7 3
TOTAL 8/37 8/37 8 (21.6%)
TOTAL 216 13 (6%)

Nota: a la izquierda de la diagonal se indican los positivos y a la derecha los totales por lobera

CUADRO 6. Andlisis univariado de seroreactividad por ELISA en lobos marinos de la Peninsula de
Baja California

Fa(_:tor de Positivos Negativos Total OR P value
Riesgo

Pacifico 8 29 37
Golfo 5 174 179 9.6 [ 0.0001
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Western Blot
Los resultados del Western Blot se presentan en la Figura 8.
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FIGURA 8. Resultados de Western Blot de lobos marinos seropositivos por ELISA

Lineas: (1) control (+) suero de lobo marino no infectado con T. gondii, (2) control (-) suero de perro
infectado con T. gondii, (3) tira incubada sin anticuerpo primario, (4—7) sueros de lobos marinos
positivos a ELISA indirecto, (8-9) sueros negativos a ELISA. En todas las muestras con absorbancias
superiores al punto de corte, se registraron mayor niumero de bandas reconocidas y no presentes en
el control negativo.

PCR en tiempo real (QPCR)

El 11.9% (8/67) de los lobos marinos de California resultaron positivos a T. gondii
mediante qPCR (Ver Cuadro 7). Ninguna muestra seropositiva del 2014 resulté
positiva a qPCR. Ademas se determiné la carga parasitaria de T. gondii en los

individuos positivos a gPCR (Ver Cuadro 8).
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CUADRO 7. Lobos marinos del Golfo de California positivos por PCR del 2014

gPCR (+)
Lobera 2014 n (%)
Golfo de California

Rocas Consag
El Coloradito 10 5 (50%)
Granito 16
Los Cantiles 16
Los Machos 15 1 (6.7%)
El Partido 10 2 (6.4%)
El Rasito
TOTAL 67 8 (11.9%)

CUADRO 8. Localizacién, informacién general y carga parasitaria de los casos positivos a T. gondii

por gPCR
Positivos parCaasrigt]:ria
Lobera a q(E)CR Edad | Sexo | Peso (kg) (x+DE par/ml
sangre)
cria M 10 0.97+0.086
cria H 12 0.45+0.041
El Coloradito 5 cria H 12 0.40+0.301
cria M 11 0.63+0.399
cria M 17 0.88+0.366
Promedio 12.4 0.66+0.253
Los Machos | 1 lcia [ H | 11 | 0.39+0.111
. cria M 13 2.17+1.029
El Partido 2 cia | M 7 0.67+0.697
Promedio 10 1.42+1.065
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Lobos marinos positivos por lobera y presencia/ausencia de gatos
(2011-2014)
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FIGURA 9. Gréfica en la que se indican los lobos marinos positivos por alguna de las pruebas
(serolégica y molecular) y su relacién con la presencia o ausencia de gatos en las loberas
Histopatologia

No se encontraron lesiones o presencia de parasitos compatibles con T. gondii en
los diferentes tejidos colectados de la cria de lobo marino encontrada muerta en la
lobera Los Machos del 2012.
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DISCUSION

Es el primer estudio que se realiza en México referente al diagnéstico de T. gondii
en mamiferos marinos de vida libre, particularmente en pinnipedos. Solo existen los
reportes recientes de mamiferos marinos en cautiverio de Alvarado-Esquivel et al.
(2012) que presentan una seroprevalencia por la prueba de MAT en delfinarios del
50% (2/4) para lobos marinos de California, del 87% (55/63) para delfines nariz de
botella del Atlantico y del 100% (3/3) delfines nariz de botella del Pacifico; y de
Alvarado-Esquivel et al. (2013) que reporta 1/1 lobo marino positivo en un zooldgico.

La seroprevalencia del 6% (13/216) reportada en este estudio para costas del
Pacifico mexicano es 2.4 veces mayor a la reportada por Carlson-Bremer et al.
(2015) del 2.5% (46/1,630) en lobos marinos de California de vida libre de las costas

del Pacifico de California, Estados Unidos.

En un sentido mas estricto y comparando sélo las poblaciones del Pacifico de
ambos paises, sin tomar en cuenta las poblaciones aisladas del Golfo de California,
la seroprevalencia es alin mayor en costas mexicanas (8.6 veces), siendo de 21.6%
(8/37). Sin embargo, no se pueden realizar comparaciones directas entre ambos
estudios debido al nimero de animales muestreados, los periodos de estudio, las
edades de los animales y el uso de diferentes pruebas diagndsticas con un punto
de corte diferente. En el estudio de Carlson-Bremer et al. (2015) se utilizé la prueba
de IFAT y en el presente estudio se utilizé el ELISA indirecto, ambas para detectar
anticuerpos (IgG) para T. gondii. Ninguna de las dos pruebas se ha validado para la
especie, IFAT esta validado sélo para nutrias marinas, debido a que se tienen
numerosos animales positivos por mas de una técnica diagnéstica (histologia e

inmunohistoquimica) para usar como controles (Miller et al., 2002a).

Este estudio nos permitid tener una primera aproximacion para entender la
presencia de T. gondii en los lobos marinos de California, mediante la utilizacion del
conjugado comercial anti-lgG de perro, especie filogenéticamente emparentada con

los pinnipedos (suborden caniforme) (Miller et al., 2001) y como una muy buena
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opcién al no existir conjugados o kits comerciales para mamiferos marinos (sélo
existen para delfines), a pesar de la importancia que tiene el diagndstico de
enfermedades en la conservacion de estas especies, en su mayoria amenazadas

(Bernal-Guadarrama et al., 2014).

Asimismo, también es el primer reporte de deteccidon molecular de T. gondii en
sangre de crias de lobo marino de California. La qPCR es una prueba altamente
sensible y capaz de detectar el DNA de un solo taquizoito (Dubey, 2010). En este
estudio, la gPCR permitié identificar un mayor nimero de casos positivos, lo que
complementa los hallazgos seroldgicos y es indicador de que el contacto y
distribucion del parasito puede ser de proporciones aun mayores en la zona de
estudio. El encontrar crias positivas a T. gondii en sangre es sugerente de que
tenian una infeccién activa, lo cual indica que se estarian infectando en las primeras
semanas de vida en las loberas por la presencia de ooquistes en el agua, debido a
gue adn son lactantes y no ingieren otro alimento que no sea leche materna,
ademas de no poder nadar a muy lejos de la orilla por su inexperiencia; en el caso
de las crias muestreadas cercanas al nacimiento, la infeccion podria tener origen
transplacentario. Blanchet et al. (2014) mencionan que el aislamiento o la deteccion
de DNA de T. gondii son los Unicos diagndsticos seguros de que la infeccion esta
presente. Es interesante que ningun animal positivo por PCR lo fue por serologia,
lo cual no es raro debido a que una prueba detecta anticuerpos propios o maternos
y otra el DNA del parasito.

La carga parasitaria encontrada por gPCR fue de media a baja, con un promedio de
0.82 parasitos/ml con intervalos entre 0.39-2.17, lo cual es similar a lo reportado en
humanos por Costa et al. (2013), que registraron cargas parasitarias promedio de
0.133 parasitos/ml con intervalos entre 0.005-6.140 para bebés con toxoplasmosis

congénita a partir del analisis de muestras también de sangre.

La evaluacion de los diferentes tejidos de la cria de lobo marino encontrada muerta
por histopatologia no permitié identificar lesiones o protozoarios asociados a

infeccion aguda o cronica por T. gondii, lo cual no es indicativo de que el animal esté
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libre de la infeccion, ya que el no encontrar evidencia del protozoario no es raro, en
el estudio de Carlson-Bremer et al. (2015) solo se identificaron protozoarios en 9 de
1152 lobos marinos examinados en “The Marine Mammal Center”. La histopatologia
no se considera una técnica altamente sensible para confirmar la infeccion, debido
a que los protozoarios son dificiles de observar, distribuidos muy ampliamente y la
mayoria de las veces no se observan en las porciones de tejido en donde se
encuentran o no se toma muestra del tejido lesionado (Carlson-Bremer et al., 2015).
Para descartar una infeccion por T. gondii en este ejemplar se recomienda realizar
pruebas complementarias como inmunohistoquimica o PCR de los diferentes
tejidos. Finalmente, se debe destacar la importancia que tienen los varamientos de
mamiferos marinos, ya que son excelentes oportunidades para la realizacion de
necropsias y la toma de muestras biolégicas para el diagnostico de enfermedades
conocidas o de nuevas enfermedades que pudieran estar afectando la salud de los
mismos (Greig et al., 2005).

El presente estudio fue enfocado al diagnostico de T. gondii en crias y solo se
muestrearon muy pocos ejemplares juveniles y hembras adultas cuando se tuvo
oportunidad. El encontrar crias seropositivas, asi como la deteccion del protozoario
en sangre por qPCR sugiere que la infeccién se pudo haber dado por tres vias: a)
via transplacentaria por hembras infectadas en alguna etapa de la gestacion, b) via
calostro o leche materna con la transmision de anticuerpos por madres expuestas
al protozoario y c¢) exposicion de las crias a ooquistes en sus primeros meses de
vida en las loberas. Omata et al. (1994) reportaron que los anticuerpos IgG para T.
gondii en suero de crias de gatas infectadas se elevan significativamente para el
dia 7 post nacimiento y disminuyen hasta no ser detectados por serologia entre los
2 y 3 meses de edad a pesar de seguir mamando leche materna. Las crias del
presente estudio tenian desde 1 dia hasta 3 meses de edad, ya que fueron
muestreadas en el mes de julio, sabiendo que la época de nacimientos abarca de
mayo a junio, pudiendo encontrar a las ultimas crias de la temporada recién nacidas

en julio. La lactacion en el lobo marino de California dura aproximadamente un afio
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(Mate y DeMaster, 1986), por lo que se puede asegurar que todas las crias

muestreadas se encontraban lactando.

No hay mucha informacion referente a la inmunidad en mamiferos marinos; en un
estudio realizado por Ross et al. (1994), se menciona que las crias de foca comun
(Phoca vitulina) al nacimiento tienen un sistema inmune competente, con muy bajos
niveles de anticuerpos IgG que aumentan rapidamente después del calostro y la
lactacion. Se sabe que la transmisién de anticuerpos en los mamiferos varia de
acuerdo al tipo de placentacion, la transferencia transplacentaria de IgG en la foca
comun aparentemente es minima, consistente con su placentacion endoteliocorial,
la cual es impermeable a la IgG, al igual que los perros y gatos, que nacen con 5-
10% de IgG de la madre. El lobo marino también presenta placentacion
endoteliocorial (Steward y Steward, 2009), por lo que se esperaria también una
minima transmision transplacentaria de anticuerpos y mas bien se adquieren
mayormente por calostro y lactancia. Sin embargo, la lactaciébn en pinnipedos
también es muy variable dependiendo el grupo taxonémico, por lo que especies
como la foca comun solo lactan por 24 dias (Ross et al.,1994) y transfieren
anticuerpos mas rapidamente que el lobo marino de California que lacta por un afio,
por lo que la transmision de anticuerpos maternos para T. gondii por leche seria
viable. Asimismo, Ross et al. (1994), sugieren que los anticuerpos detectados en
las crias (transplacentarios, calostrales o ambos) son un reflejo directo de los
anticuerpos presentes en el suero de la madre. Por lo cual, en el presente estudio
las crias seropositivas podrian estar reflejando la exposicion a T. gondii de sus

madres y estarian sirviendo como indicadores para la poblacion.

T. gondii tiene un impacto significativo en la reproduccién, ya que puede provocar
muerte fetal o abortos por una infeccion transplacentaria, lo que resulta importante
para algunas poblaciones de mamiferos marinos en peligro de extincién, como
algunas especies de delfines y las nutrias marinas en las que se ha reportado
transmision vertical (Jardine y Dubey, 2002; Resendes et al., 2002; Miller et al.,

2008a; Roe et al., 2013). Para los pinnipedos existen reportes de transmision

56



vertical en foca comun y en lobo marino de California (Van Pelt and Dieterich, 1973;
Carlson-Bremer et al., 2015). Por lo que el aporte de este estudio al detectar crias

positivas a T. gondii es muy valioso para la especie.

Se desconoce el mecanismo a través del cual los lobos marinos silvestres podrian
adquirir la infeccién; en los reportes previos de la especie en cautiverio (Dubey et
al., 2003; Alvarado-Esquivel et al.,, 2012; 2013), los animales positivos no
presentaron signos clinicos y se asume que el origen de la infeccion es la
contaminacion del agua de los estanques con ooquistes, debido a la presencia de
gatos en las instalaciones y descartando la contaminacion por comida, debido a que
la alimentacion es a base de pescado congelado, proceso que inactiva los ooquistes
(Dubey et al., 2003).

Las posibles rutas de infeccion en el lobo marino de California en vida libre serian
por la ingestion directa de ooquistes diluidos en el agua o bien por el consumo de
organismos filtradores como los bivalvos y algunos peces. Sin embargo, se sabe
que los bivalvos no forman parte de su dieta, ya que ésta se conforma
principalmente por una gran variedad de peces y algunos cefalépodos (Espinosa de
los Reyes, 2007). En un estudio experimental se infectaron peces con ooquistes de
T. gondii, de las especies sardina (Sardinops sagax) y anchoveta (Engraulis
mordax), demostrando que los ooquistes permaneces viables e infectantes por al
menos 8 horas en el sistema digestivo de los peces (Massie et al., 2010). Por lo que
estas especies de peces pudieran ser una de las fuentes de infeccion de T. gondii
en lobos marinos, ya que son parte principal de su dieta, ademas de ser especies
migratorias que pudieran estar sirviendo como medio de transporte para los
ooquistes de zonas costeras contaminadas a zonas pelagicas. Fujii et al. (2007)
menciona que la foca comun de Kuril (Phoca vitulina stejnegeri) se podria infectar
de forma secundaria por el consumo del pulpo gigante del Pacifico norte, que a su
vez se alimenta de varios organismos filtradores como los bivalvos, por lo que se

podria evaluar esa posibilidad en el lobo marino de California.

57



La presencia potencial de gatos en las islas, que son los hospederos definitivos de
T. gondii, puede explicar la presencia del parasito en los lobos marinos y ayudaria
a entender la epidemiologia de la enfermedad en las islas del Golfo y Pacifico de
California, sin embargo esto no explica absolutamente el como lobos marinos de
otras loberas méas alejadas de las islas con presencia de gatos se estarian
infectando, al menos que hubiera una contaminacion importante del océano con

ooquistes provenientes de las principales ciudades costeras de la region.

Varias de las islas del Golfo y Pacifico estan catalogadas como Areas Naturales
Protegidas, por lo que no estan habitadas y s6lo ocasionalmente se utilizan como
campamento para pescadores regionales, turistas e investigadores. Los gatos
fueron introducidos hace varias décadas por los mismos pescadores Yy turistas,
quienes los bajaban de sus embarcaciones mientras acampaban y muchos de éstos
escapaban o no regresaban a tiempo, por lo que se ha mantenido una poblacion
residente de gatos ferales desde hace varias décadas (Comunicacién personal,
CONANP APFF-IGC). En México se han realizado varios esfuerzos por erradicar
gatos, teniendo éxito en varias islas del Pacifico y del Golfo (Donlan et al., 2000;
Wood et al., 2002). De algunas de estas islas se tomaron muestras de crias de lobos
marinos para este estudio, en Natividad y Asuncion para el Pacifico y de la lobera
Granito que esta muy cerca a la isla Mejia para el Golfo. También se tienen registros
de la presencia de gatos ferales en la isla Angel de la Guarda (en la cual se
encuentran las loberas de Machos y Cantiles, ademas de estar muy cercana a la
lobera Granito), por la instalacion de cadmaras trampa (Comunicacion personal,
Instituto de Ecologia, UNAM-CONBIODES-CONANP), por lo que para futuras
investigaciones se podria considerar realizar la captura y muestreo de los gatos y
realizar pruebas diagndsticas para enfermedades de felinos, como T. gondii y
evaluar el riesgo epidemiolégico de su presencia en las islas, ademas del ya
conocido riesgo ecolégico por la depredacion de roedores, reptiles y aves

endémicas.
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Para otro estudio llevado a cabo en la regién, se capturd y muestreo un individuo de
gato feral en la Isla Angel de la Guarda, el cual resultd serolégicamente positivo a
T. gondii con absorbancia de 1.45, siendo la del control negativo de 0.51 (CONANP
APFF-IGC, datos sin publicar), lo que sugiere que el protozoario esta presente y
pudiera ser una de las fuentes de infeccion para los lobos marinos de la region. Se
ha reportado presencia de T. gondii en gatos, humanos, aves y otros animales, solo
en los atolones (islas de origen coralino y en forma de anillo) con presencia de gatos,
en comparacion con atolones libres de gatos, en los cuales no se encuentra
presente, por lo cual se asume que los gatos tienen un importante papel en el
mantenimiento del ciclo en ecosistemas delicados y de mucha importancia
ecologica como lo son las islas (Wallace et al., 1972). Por lo que algo similar pudiera

estar ocurriendo en islas del Pacifico y del Golfo de California.

El riesgo asociado de animales seropositivos con la localizacion de las loberas en
la Peninsula fue mayor para el Pacifico comparado con el Golfo [OR 9.6, IC 2.9-30,
P<0.0001] (Ver Cuadro 6). Para el Pacifico, la isla Cedros tuvo mayor numero de
animales seropositivos, lo cual estaria relacionado con que es la Unica isla de este
estudio con presencia humana (4500 habitantes) y presencia de animales
domésticos, incluyendo a los gatos (Samaniego et al., 2007), que serian la fuente
de contaminacion del ambiente terrestre y marino con los ooquistes. Las islas
Asuncién y Natividad, también con animales positivos, forman parte de la Reserva
de la Biodsfera El Vizcaino, no se encuentran habitadas y se encuentran libres de la
presencia de gatos por campafas de erradicacion de especies invasoras en los
afios 1995 y 2000, respectivamente (Donlan et al., 2000; Wood et al., 2002). Para
estos casos, la infeccién podria estar ocurriendo por contaminacion marina con
ooquistes proveniente de las ciudades cercanas o arrastrados del norte por la

corriente de California (Figura 9).

Para el Golfo, el lobo marino positivo en la lobera Los Machos podria estar
relacionado con la presencia de gatos ferales en la isla Angel de la Guarda; y para

el caso del animal positivo de la isla Granito también podria deberse a la cercania
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con las islas Angel de la Guarda y Mejia, esta Ultima con historial de presencia de
gatos que se erradicaron en el afio 2001 (Donlan et al., 2000; Wood et al., 2002).
Sin embargo para el resto de las islas la contaminacidén con ooquistes tendria que

provenir de las ciudades cercanas de ambos lados del Golfo (Figura 9).

La contaminacién de las aguas se pudiera deber a que en varias ciudades costeras
del Golfo de California se contindan descargando aguas residuales sin previo
tratamiento, siendo las principales ciudades costeras mas contaminadas: Guaymas,
Sonora; Mazatlan, Sinaloa; Bahia de Banderas y San Blas, Jalisco-Nayarit (SEMAR,
2003). El alto Golfo de California presenta también elevada contaminacién, la cual
se puede deber a la presencia de pocas poblaciones humanas de tamafio
considerable como Puerto Pefiasco en Sonora y San Felipe, Baja California, asi
como a descargas del rio Colorado y a descargas de los rios Concepcién y Yaqui
en México (Arellano y Medrano, 2013). Por lo que cualquiera de estas ciudades
costeras y rios que atraviesan varias ciudades pudieran una posible causa de la
diseminacion de los ooquistes de T. gondii del continente al mar del Golfo de
California.

Las corrientes marinas también tienen un papel importante en la diseminacion de
los ooquistes de T. gondii; para el Pacifico, la corriente de California arrastra masas
de agua subarticas hacia el Ecuador, movilizando grandes cantidades de agua de
ciudades costeras de Estados Unidos hacia México; y en México de importantes
ciudades como Ensenada, Tijuana y Rosarito hacia el sur de la Peninsula. Del lado
del Golfo, las corrientes que pudieran estar arrastrando los ooquistes serian las del
Golfo de California y Costera Mexicana, ambas en direcciéon de sur a norte, de las
costas de Nayarit hacia el norte del Golfo (Durazno et al., 2010; Pantoja et al., 2012).

Existen estudios que confirman el aislamiento genético en lobos marinos del Golfo
de California por DNA mitocondrial y por el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC), que con la mayor diversidad genética encontrada podria significar un mayor
riesgo ante la presencia de agentes infecciosos (Maldonado et al., 1995; Bowen et

al., 2006; Schramm et al., 2009). Se sabe que las poblaciones de “Golfo norte” y
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“Golfo centro” son mas vulnerables a desarrollar osteoartritis temporo-mandibular y
osteomielitis mandibular comparados con las colonias del Pacifico (Datos sin
publicar, Aurioles et al., 2009). También se han reportado altas frecuencias de
leptospirosis en el Golfo norte de California (Acevedo-Whitehouse et al., 2003) y
para el Pacifico hay una mayor susceptibilidad al nematodo Uncinaria spp., que se
ha considerado una importante causa de mortalidad en crias en la Isla San Miguel
(Acevedo-Whitehouse et al., 2006), que es una de las dos loberas mas grandes de
California y que produce el 42% de las crias de la poblacion en Estados Unidos. Por
lo que, el presente estudio es un aporte importante para el entendimiento de los
patégenos que circulan en las poblaciones de vida libre de la especie y para tratar
de establecer el impacto del parasito en las mismas. Aurioles y Zavala (1994)
mencionan que, se debe poner mas atencion a los estudios referentes a los lobos
marinos en el Golfo de California debido a su baja abundancia (31,393 individuos)

comparada con las poblaciones del Pacifico.

Con la baja seroprevalencia para T. gondii encontrada en este estudio (6%) se
puede decir que la enfermedad parece no tener un impacto negativo en las
poblaciones de lobo marino de la Peninsula de Baja California. Sin embargo, los
casos positivos podrian estar pasando desapercibidos, debido a que los animales
muestreados son principalmente crias, ya que como lo reporté Carlson-Bremer et

al. (2015), la exposicion aumenta con la edad de los individuos.

Seria conveniente en un futuro poder realizar un estudio para evaluar la
presencia/ausencia de T. gondii en peces y cefalépodos que conforman la dieta del
lobo marino (sardinas, anchovetas y pulpo), ya que ademas son de consumo
humano y podrian ser una fuente de transmision del parasito a ambas especies.
También se recomendaria evaluar si los gatos ferales presentes en las islas (Angel
de la Guarda en el Golfo y Cedros en el Pacifico) mantienen un ciclo silvestre de T.
gondii en la region y lo pudieran estar diseminando. Ademas, se podria realizar un
estudio molecular mas completo para determinar los genotipos presentes tanto en

los lobos marinos como en los gatos ferales, y asi poder rastrear si el origen de la
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infeccion en los lobos marinos esta relacionado a la presencia de felinos, similar a
lo reportado por Miller et al. (2008b), quienes han rastreado el genotipo X presente
en las nutrias marinas en varios felinos cercanos a las costas y en los bivalvos de

California, Estados Unidos.

T. gondii es un patdégeno zoonotico que pudiera estar infectando al humano a traves
de los mamiferos marinos, por lo que puede ser un tema de preocupacion para la
salud publica en comunidades donde se consume su carne, como la Inuit y la Cree
en el Artico (McDonald et al., 1990; Messier et al., 2009). En México, en la actualidad
no es muy comun el consumo de carne de lobo marino, que solia llevarse a cabo
tiempo atras, por lo que los estudios se deben enfocar al entendimiento de la
enfermedad en la especie y el ecosistema marino, para asi poder desarrollar planes

de manejo de las diferentes poblaciones.

Haciendo referencia al concepto de “Una Salud” (salud humana, de los mamiferos
marinos y gatos, asi como del ambiente marino), la presencia de T. gondii deberia
de ser monitoreada rutinariamente en las diferentes poblaciones de lobo marino de
la Peninsula de Baja California. Ademas, se deberia regular y reglamentar el manejo
adecuado de las aguas residuales en las principales ciudades y comunidades
costeras de la regiéon y realizar una camparfa de educacion ambiental para que las
poblaciones, principalmente costeras aprendan como hacer la disposicion correcta
de las heces de sus gatos y asi prevenir la contaminacion ambiental terrestre y

marina con los ooquistes.
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CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio sugieren que existe una exposicién a T. gondii
de las crias de lobo marino de California en la Peninsula de Baja California, las
cuales estan funcionando como centinelas de la salud del ecosistema marino y
podrian estarse infectando por transmision vertical o por la ingesta de los ooquistes
presentes en las loberas y provenientes de la contaminacion del mar asociada a la
presencia de gatos en las islas o ciudades costeras, mayormente del lado del
Pacifico.

Este estudio constituye el primer reporte para el diagnostico de T. gondii en las
poblaciones silvestres de lobo marino de California que se realiza en México; de
igual manera es el primero que lo diagnostica por gPCR en sangre en mamiferos
marinos, prueba que demostré ser de mucho valor para mejorar el entendimiento

de la distribucién del DNA de T. gondii en la poblacién estudiada.
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ANEXOS
Anexo 1 - ELISA indirecto
Kit comercial - Toxo IgG (Human ®)

Los micropocillos ELISA ya vienen recubiertos con antigeno de T. gondii preparado con
taquizoitos sonicados.

En la primera etapa de incubacién, se adicionan 100 pl por pozo de: los sueros de lobo
marino de California, los controles de sueros conocidos de perros y los controles propios
del kit (diluidos en una relacion 1:100 en amortiguador de fosfatos 10 mM/I con NaCl 8 g/l y
albumina 10 g/l a una pH de 6.5+0.2). La placa se cubre con tiras adhesivas y se incuba
por 30 minutos a una temperatura de 17-25°C. Los componentes excesivos son eliminados
por 4 lavados con la solucion de lavado (Buffer TRIS 10 mMI/l y NaCl 8 g/l a un pH de
7.2+0.2 en una relacion 1:20 con agua desionizada).

En la segunda etapa de incubacion, se afiade el conjugado anti-IgG (anticuerpos anti IgG-
canino, marcados con peroxidasa) a una dilucién 1:5000. La placa se cubre con tiras
adhesivas y se incuba por 30 minutos a una temperatura de 17-25°C. Los componentes
excesivos son eliminados por 5 lavados con la solucién de lavado.

En la tercera etapa se afade 100 ul de sustrato por pozo (3,3’,5,5-Tetrametilbenzidina
(TMB) 1.2 mM/I con peroxido de hidrégeno 3 mM/l a un pH de 3.7+0.2. Se deja incubar por
15 minutos a una temperatura de 17-25°C y se observa una coloracion azul. La reaccion se
para con &cido sulftrico 0.5 mol/l y cambia el color azul a amarillo (la intensidad de este
color es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos en la muestra).

Los valores de absorbancia fueron obtenidos a 450 nm de longitud de onda en un lector de
micropocillos (espectrofotometro) de ELISA automatizado (XMark ®, Bio-Rad).

Notas:
Todos los reactivos del kit deben estar a temperatura ambiente antes del uso

Como testigos positivos se utilizaron sueros de perros domésticos previamente confirmados
en el laboratorio y como testigo negativo se utilizé suero comercial negativo a T. gondii.

Los resultados se obtuvieron por comparacion con el valor de punto de corte del kit (“cut-
off value” 0 “CC”). Los valores iguales o mayores al promedio de los CC mas el 15% fueron
considerados como positivos (Absorbancias >0.180).
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Anexo 2 - Extraccion de DNA de sangre

Protocolo: Purificacion de DNA total de muestras sanguineas (DNeasy Blood &
Tissue ®, QIAGEN)

Consideraciones:

Realizar todos los pasos en campana de extraccion

Todos los pasos de centrifugacion son llevados a cabo a temperatura ambiente
(15-25°C) en una microcentrifuga.

Realizar vortex por 5-10 segundos.

Pre-calentar el termociclador a 56°C.

Procedimiento modificado por Jalal et al., 2004

1.

2.

Muestras de sangre (1 ml) se alicuotan en 2 tubos de microcentrifuga de 2 ml (500
Ml en cada tubo).

Muestras de sangre se lisan mediante adicién de volumen igual de buffer de lisis
AL (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5 mM MgCl,, 0.32 mM sacarosa y Triton X-100 1%
vIv).

Los lisados son mezclados brevemente en vortex, incubados en hielo por 5
minutos y centrifugados a 8000 g / 3 minutos.

Los sobrenadantes son descartados y el pellet es re-suspendido en 0.1 ml (100 ul)
de buffer de lisis AL.

Realizar una breve centrifugacién (8000 g / 2 minutos) y combinar el sobrenadante
de los 2 tubos para obtener un volumen total de 0.2 ml (200 pl).

Protocolo QIAGEN (Columnas)

1.

N

Pipetear 20 ul de proteinasa K al tubo de microcentrifuga con la muestra sanguinea
de 200 pl, para obtener un volumen total de 220 ul y dar vortex inmediatamente.
Incubar a 56°C por 10 minutos

AnRadir 200 ul de etanol (96-100%) a la muestra y mezclar con vortex.

Pipetear la muestra en las mini columnas DNeasy, colocadas en tubos colectores
de 2 ml. Centrifugar a 6000 g (8000 rpm) por 1 minuto. Descartar el liquido eluido
con todo y el tubo colector.

Colocar la mini columna en un tubo colector nuevo de 2 ml, anadir 500 ul de buffer
AW1 y centrifugar a 6000 g (8000 rpm) por 1 minuto. Descartar liquido eluido y el
tubo colector.

Colocar la mini columna en un tubo colector nuevo de 2 ml, anadir 500 ul de buffer
AW?2 y centrifugar a 20,000 g (14,000 rpm) por 3 minutos para secar la membrana
DNeasy. Descartar liquido eluido y el tubo colector.

Colocar la mini columna en un tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 0 2 ml y pipetear
100 pl de buffer AE directamente en la membrana DNeasy. Incubar a temperatura
ambiente por 1 minuto y centrifugar a 6000 g (8000 rpm) por 1 minuto para eluir el
DNA. ELUCION 1. Alicuotar en 2 tubos (50 pl en c/u).

79



Anexo 3 - Histopatologia
Una vez fijados los tejidos en formaldehido amortiguado:

Se cortaron secciones de 0.5 cm de grosor y se incluyeron en casetes de plastico,
depositandose para su procesamiento automatizado en un histoquinete.

Los tejidos incluidos se deshidrataron con serie ascendente de etanoles (80, 95 y 100%),
alcohol absoluto-xileno (relacion 1:1) y posteriormente se depositaron en dos cambios xilol
y uno final en parafina.

Después de la primera exposicion en parafina, los tejidos se retiraron del casete y se
incluyeron en el mismo casete y se embebieron en parafina liquida, dejando solidificar a
temperatura ambiente por 15 a 40 minutos.

Una vez procesados los tejidos y solidificada la parafina, se cortaron secciones de 5a 7 um
de grosor con un microtomo.

Los cortes se extendieron en bafo de flotacién, se recuperaron montandose en portaobjetos
y se colocaron en platina caliente (37-40 °C) para su desparafinacion.

Finalmente los cortes histologicos se tifieron con hematoxilina-eosina (HE), para su
posterior revision por microscopia éptica.
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