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GLOSARIO

Acido domoico: Aminoacido hidrosoluble toxico producido por algunas
algas, relacionado con la disponibilidad y captacion ambiental de silice,

fésforo nitrogeno y trazas de hierro.

Anisocariosis: Se refiere al distinto tamafio nuclear entre células de la
misma estirpe en la muestra y especialmente significativa entre los nucleos

de células multinucleadas.

Anisocitosis: Excesiva variacion del tamafio de los glébulos rojos.
Bacteremia: Presencia de bacterias en la sangre.

Carcinoma: Tumor maligno de origen en células epiteliales o glandulares.

Carcinoma colangiocelular: Tipo de cancer que se desarrolla a partir de las

células de las vias biliares.
Cardiomegalia: Agrandamiento anormal del corazén o hipertrofia cardiaca.

Colestasis: Estado patoldgico que consiste en la reduccién o interrupcion del
flujo de bilis.

Congestidn: Exceso de sangre en los vasos de un 6rgano o de una parte del

organo.

Diagnostico: Determinacion o identificacion de una enfermedad o estado

mediante el examen de los sintomas que presenta.
Edema: Acumulacién de liquido en los tejidos del cuerpo.
Emaciacion: Adelgazamiento patolégico.

Enteritis: Inflamacién en el intestino delgado.

Eosinofilico: Tendencia de una célula, tejido u organismo a tefirse

facilmente con la eosina.

Esplenomegalia: Agrandamiento anormal del bazo.
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Exoftalmia: Propulsion notable del globo ocular de la cavidad orbitaria que lo

contiene.
Etiologia: Describe la causa o causas de una enfermedad.

Focidos: Miembros de la familia Phocidae, también Ilamadas focas

verdaderas.
Geriatra: Individuo de edad avanzada.

Héabitat: Lugar de condiciones apropiadas para que viva un organismo,

especie o comunidad animal o vegetal.

Hallazgos patologicos: Cualquier lesion o cambio identificado en un

organismo distinto de lo normal encontrado al examinar un individuo.
Hepatomegalia: Inflamacién del higado mas alla de su tamafio normal.
Hipotermia: Condicion de temperatura corporal peligrosamente baja.

Histopatologia: Rama de la patologia que estudia el diagndstico de

enfermedades a través de los tejidos.

Ictericia: Cambio de color a amarillo palido de la piel y ojos, causado por un

exceso de bilirrubina.
Inanicién: Reduccidn grave de nutrientes, vitaminas e ingesta de energia.

indice mitético: Numero de células en mitosis dividido por el niamero total de

células encontradas.

Macroparasitos: Endoparasitos y ectoparasitos de mayor tamafo que los
microparasitos, y con tendencia a producir generaciones por las tiempo. Por

lo general no se multiplican directamente dentro de sus hospedadores.

Micropardasitos: Microorganismos que se caracterizan por su tamafio
pequefio y rapida capacidad de multiplicarse dentro de un organismo

hospedero.

Metastasis: Movimiento o diseminacion de células cancerosas de un 6rgano

o tejido a otro.



Migracion: Desplazamiento de un individuo o grupos de individuos de un

lugar de origen a otro, llevando consigo un cambio de habitat o residencia.

Meningoencefalitis: Proceso inflamatorio e infeccioso ubicado a nivel de las
leptomeninges, y que compromete meninges, espacio subaracnoideo y

parénquima cerebral.

Necropsia: Procedimiento de diseccion anatémica sistematica de un animal

o humano para determinar la causa de su muerte.

Necrosis: Muerte de tejido corporal, que ocurre cuando no esta llegando
suficiente sangre al tejido, ya sea por lesion, radiacibn o por sustancias

guimicas.

Neoplasia: Alteracion de la proliferacion o diferenciacion celular que se

manifiesta por la formacion de una masa o tumor.
Neumonia: Afeccion respiratoria en la cual hay una infeccion del pulmaon.

Nédulo: Protuberancia elevada y sélida en la piel o debajo de esta que mide

mas de medio centimetro de ancho.
Otaridos: Miembros de la familia Otariidae, también llamadas falsas focas.
Parénguima: Tejido que hace de un érgano algo funcional.

Patdégeno: Agente que puede producir enfermedad o dafio a la biologia del

huésped.
Patologia: Rama de la medicina encargada del estudio de las enfermedades.

PCR: Siglas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa, es una técnica de
biologia molecular cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un

fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo.

Pericarditis: Afeccion en la cual la cubierta similar a un saco alrededor del

corazon (pericardio) resulta inflamada.
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Pinnipedos: Superfamilia Pinnipedia, junto con los cetaceos y sirenios son
los Unicos mamiferos marinos adaptados a la vida acuatica. Incluye a las

focas falsas y a las focas verdaderas.
Poliartritis: Artritis simultanea que afecta varias articulaciones.

Prevalencia: Proporcion de individuos de un grupo o una poblacion que
presentan una caracteristica o evento determinado en un momento o0 en un

periodo determinado.
Supurativo: Se dice de lo que activa la formacién de pus.

Surgencias: Movimientos ascendentes mediante los cuales las aguas de los
niveles subsuperficiales del océano son llevadas hasta la superficie,

produciéndose asi un aporte de nutrientes a las aguas superficiales.

Varamiento: Encallamiento de animales acuaticos en la arena de la playa o

en la orilla del matr.
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RESUMEN

La mortalidad de mamiferos marinos, especialmente la del lobo marino de
California (Zalophus californianus), puede deberse a diversas causas tanto
naturales como antropogénicas (inanicion, depredacion, enfermedad,
traumatismos, enmalles, etc.). Actualmente, se sabe que en la costa
occidental de Isla Magdalena, B.C.S., gran cantidad de mamiferos marinos
muertos son arrojados a la playa como consecuencia de corrientes
superficiales y vientos. El objetivo de este trabajo es explorar las posibles
causas de muerte asi como otros hallazgos patolégicos en lobos marinos
encontrados muertos en la playa occidental de Isla Magdalena. Durante el
afio 2012 se continu6 el monitoreo semanal de mamiferos marinos que se ha
realizado desde 2003; adicionalmente se realizé un monitoreo intensivo de 32
dias continuos en los meses de mayo y junio. Se realizaron necropsias y
toma de muestras de tejidos para estudios patolégicos y microbiolégicos que
permitieron junto con la inspeccion del cadaver, conocer la causa de muerte
de los individuos. Se practicO necropsia a 19 animales, 11 machos, 7
hembras y 1 indeterminado. La clase de edad de estos organismos estuvo
compuesta por 14 juveniles, 1 subadultos y 4 adultos. Las causas de muerte
encontradas durante este periodo fueron: traumatismo craneal (TC) 42%,
cancer 5.2%, neumonia 5.2%, e indeterminada 47% debido al alto grado de
descomposicion. Ademas, se realizaron pruebas moleculares para el
diagndstico de Leptospira spp., Brucella spp. y Morbillivirus a los 4
ejemplares que se encontraron en condiciones éOptimas para este tipo de
pruebas, de los cuales el 75% fueron positivos a Leptospira interrogans y
ninguno a Brucella spp. y Morbillivirus. El alto grado de descomposicién jugo
un papel determinante en el fallo del diagndstico de las causa de muerte en
algunos animales. Sin embargo, este estudio nos muestra que existe una alta
incidencia de TC presuntamente de origen antropogénico, asi como
patologias que pudieran llegar a ser de importancia ecolégica y
epidemiologica como son el cancer y la leptospirosis, por lo que es necesario
mantener un monitoreo constante de las condiciones de salud asi como las
causas de muerte de las poblaciones mexicanas de Z. californianus.

Palabras clave: Patologia, varamientos, pinnipedos, histopatologia, cancer.
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ABSTRACT

The mortality of marine mammals, specially the California sea lion (Zalophus
californianus), may be caused to a variety of natural and anthropogenic
causes such as, malnutrition, predation, illness, trauma, entanglement in
fishing nets, etc. It is known that in the west coast of Isla Magdalena B.C.S.,
Mexico, a large amount of marine mammals are washed ashore, as a
consequence of the coast configuration, winds and sea currents. The main
object of this study, is to explore the possible causes of death, as well as
some other pathological findings in sea lions found dead in the west beach of
Isla Magdalena. During 2012, the weekly monitoring of deaths of marine
mammals, which has been done since 2003, was continued. Additionally a
continuous 32 day intensive monitoring was made during the months of May
and June. Necropsies were performed, as well as sample collection for
pathological and microbiological analysis, which together with the inspection
of the carcasses, gave us information about the cause of death. Necropsies
were performed on 19 animals of which, 11 were males, 7 were females, and
1 indeterminate, 14 were juveniles, 1 subadults, and 4 adults. The causes of
death found in this period were: cranial trauma 42%, cancer 5.2%, pneumonia
5.2% and indeterminate cause 47% due to the poor carcass condition.
Molecular analysis by PCR were made in order to diagnose Leptospira spp.,
Brucella spp. and Morbillivirus on the 4 animals with optimal carcass
condition, of which 75% were positive to Leptospira spp., none to Brucella
spp. and Morbillivirus. The high degree of decomposition played an important
role in the miss diagnosis of the cause of death, in many of the animals found.
However, this research reveals a high incidence of cranial trauma, probably of
anthropogenic cause, as well as pathologies of epidemiological and ecological
importance, such as leptospirosis and cancer. Therefore, the continuous
monitoring of health condition and causes of death of the mexican population
of Z. californianus is necessary.

Key words: Pathology, strandings, pinnipeds, histopathology, cancer.
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1. INTRODUCCION

La mortalidad de mamiferos marinos como consecuencia de factores
como inanicién, depredacion, traumatismos o enfermedades puede registrarse
en algunas costas del mundo, donde la incidencia de animales arrojados a la
playa es alta por efecto de corrientes superficiales y la configuracion de la costa
(Geraci & Lounsbury, 1993). Los resultados de estudios de poblacién en distintas
especies de mamiferos en las Ultimas décadas, nos permiten hacer algunas
generalizaciones acerca de los niveles normales de mortalidad. De manera
tipica, en los pinnipedos la tasa de mortalidad es més alta en los ejemplares mas
joévenes asi como en los geriatras, ademas, en especies poliginicas, los machos
tienen tasas de mortalidad mas altas que las hembras (Caughley, 1966; Ralls et
al., 1980).

Alrededor del 25% de las crias de lobo marino de California Zalophus
californianus en ciertas poblaciones no sobreviven al primer afio de vida
(Hernandez-Camacho et al., 2008). Los episodios de mortalidad, afectan mas
comunmente a uno o mas segmentos de la poblacién, en los que influyen
factores como la distribucion de los individuos por edad y sexo dentro de las
colonias, las diferencias en el comportamiento, la alimentacion o la preferencia
de hébitat, o incluso las cargas contaminantes ambientales presentes (Ralls et
al., 1980). De tal modo que la comprensién de las causas y patrones normales
de mortalidad permite detectar sucesos inusuales y determinar su impacto

sobre una poblacién.

Podemos dividir las causas de mortalidad en dos grupos: 1) causas

naturales y 2) antropogénicas.

1) Causas naturales

La inanicion es una de las causas de muerte mas comunes en ejemplares

jovenes de mamiferos marinos, los cuales dependen de sus madres para su



alimentacion, y es la causa aislada mas importante de mortalidad en crias de
muchas especies de pinnipedos (Keyes, 1965; Le Boeuf et al., 1972). Los
animales desnutridos pueden no vivir el suficiente tiempo para alcanzar un
estado de inanicion, pero morir de causas asociadas a esta, como hipotermia,
pérdida de electrolitos o enfermedad. Al conjunto de sintomas asociados a la
desnutricion y enfermedades se le denomina Sindrome de Malnutricion-

debilitamiento-enfermedad (Keyes, 1965).

Cuando las poblaciones gradualmente alcanzan la capacidad de carga de
su habitat, los efectos del estrés por desnutricibn son notables en su tasa de
nacimientos y de supervivencia de juveniles, llevandolos a una lenta disminucion
de su nuamero. Por el contrario, en un evento episddico, como la repentina
desaparicion de las presas, se esperaria que se presentaran consecuencias
inmediatas y mas dramaticas, incluso en todos los segmentos de la poblacion
(Aurioles & Le Boeuf, 1991; Trillmich & Limberger, 1985).

Los mamiferos marinos se han adaptado a variables y comunmente
extremas condiciones climaticas. Aun asi muchos individuos mueren como
consecuencia directa de estos factores. Condiciones climaticas inusuales como
las generadas por El Nifio, fuertes tormentas, rupturas tempranas de hielo, o
bajas temperaturas prolongadas, pueden tener un impacto en sus poblaciones
(Geraci et al., 1999).

Las crias de pinnipedos en colonias muy pobladas pueden sufrir
traumatismos al ser aplastadas por los adultos, mordidas o ahogadas durante
tormentas (Keyes, 1965, Le Boeuf et al., 1972). Los animales jévenes, enfermos
o debilitados son los mas susceptibles a la depredacion por una gran variedad
de carnivoros. Las crias de pinnipedos son especialmente vulnerables ya que
nacen en lugares y tiempos predecibles. De igual manera lo son los individuos
gue migran o se dispersan, que en el caso de los mamiferos, suelen ser los

machos de distintas edades (Riedman, 1990; Geraci et al., 1999).



Varios articulos publicados en la Ultima década, indican que las
enfermedades mas comunmente reportadas para el lobo marino de California
son principalmente de caracter infeccioso, neoplasico y toxico (Gulland et al.,
2002; Nollens et al., 2006; Colgrove et al., 2009).

Los mamiferos marinos tienen un amplio rango de enfermedades
producidas por parasitos, las cuales son frecuentemente predecibles en cuanto a
su ocurrencia y severidad (Geraci & St. Aubin, 1987). Diversos microorganismos
se desarrollan en habitats marinos, pero rara vez representan riesgo para los
ejemplares sanos. Las bacterias oportunistas como el Streptococcus spp., Vibrio
spp., ¥ Corynebacterium spp., pueden invadir a aquellos ejemplares débiles,
heridos, o con infecciones causadas por otros agentes parasitarios o infecciosos
(Stroud & Roffe, 1979; Baker, 1987; Baker & McCann, 1989).

En el lobo marino de California se han reportado infecciones parasitarias
graves causadas por Otostrongylus circumlitus (Terra et al., 2005), el complejo
enteritis/bacteremia que consiste en enteritis causada por el parasito Uncinaria
spp., la cual esta asociada de manera secundaria a bacteremia, y de la cual se
han aislado principalmente Klebsiella spp., Salmonella spp., y Escherichia coli,
(Spraker et al., 2007). Se han aislado también otras bacterias como Mycoplasma
spp. como agente causal de neumonia y poliartritis, (Haulena et al., 2006), y
Archanobacterium phocae de lesiones supurativas (Johnson et al., 2003).
Existen también algunos casos reportados de meningo-encefalitis por migracion
aberrante de parasitos como Zalophotrema hepaticum (Fauquier et al.,2004). La
leptospirosis causada por la espirogueta Leptospira sp., se ha presentado de
manera frecuente en el lobo marino de California en localidades de la costa
occidental de E.U.A. asi como en el Golfo de California (Acevedo-Whitehouse et
al., 2003). Se pensaba que algunos agentes bacterianos incluyendo
Mycobacterium bovis, M. tuberculosis y Brucella spp., solo se encontraban en
mamiferos terrestres, pero ahora también se han encontrado en cetaceos

(Brucella ceti) y en pinnipedos (Brucella pinnipedialis) (Foster et al., 2007).



A finales de 1970, muy pocos virus se habian aislado de mamiferos
marinos, (Smith & Skiling, 1979) y no se consideraban de importancia como
causa de mortalidad. A partir de 1990 la lista de virus ha crecido rapidamente;
probablemente debido a la mayor disponibilidad de herramientas para su
estudio, y de la misma manera lo ha hecho nuestra comprension sobre su
importancia tanto en los individuos como en las poblaciones (Geraci et al., 1999).
Existen reportes de algunos agentes virales como responsables de enfermedad
y muerte, como es el caso de Herpesvirus (King et al., 2002), Morbillivirus (Stone
et al.,, 2012) Parapoxvirus (Nollens et al., 2006), Calicivirus (Van Bonn et al.,
2000) y Adenovirus (Goldstein et al., 2011).

Se han encontrado neoplasias con relativa frecuencia en el lobo marino
de California. Casos de carcinoma hepatico (Acevedo-Whitehouse et al., 1999),
carcinoma de glandula mamaria (Matsuda et al., 2003), carcinoma urogenital
(Colegrove et al., 2009; Lipscomb et al., 2000) y carcinoma de células
escamosas (Sato et al., 2002) han sido reportados en esta especie.

Dentro de las enfermedades de origen toxicologico que se ha presentado
de manera importante en los Ultimos afios, estan principalmente las causadas
por biotoxinas, como es el caso del acido domoico (Goldstein et al., 2009) y las
ocasionadas por contaminantes, pesticidas y residuos industriales (Kajiwara et
al., 2002; Stapleton et al., 2006) en las costas de California.

2) Antropogénicas

Estas pueden ser directas, como la caza comercial, la cual ha disminuido
en gran medida durante el siglo XX y el presente siglo, interacciones con
pesquerias, como la captura incidental y enmalle, colisiones con
embarcaciones, derrames y fugas. O indirectas como lo son descargas de
sustancias y materiales contaminantes, destruccion y modificacion del habitat,
sobre explotacion pesquera, etc. (Kovacs et al., 2012; SEMARNAT, 2013).;



En la costa occidental de Isla Magdalena B.C.S., se presenta anualmente
una cantidad considerable de animales muertos arrojados a la playa por efecto
de corrientes superficiales y vientos, la cual se incrementa de manera estacional
durante los meses de mayo a junio, por lo que se decidié aprovechar estos
ejemplares para tratar de obtener la mayor informacion posible sobre las causas
de muerte. Esto a través del monitoreo intensivo, realizacidon de necropsias,

histopatologia y diagndstico de algunos agentes microbiolégicos.



2. ANTECEDENTES

Desde junio de 2003 a la fecha, se ha realizado un monitoreo constante
de los varamientos de mamiferos marinos en la playa occidental de Isla
Magdalena B.C.S., México. A partir de estos registros se sabe que la mayoria de
los varamientos de mamiferos marinos corresponden al lobo marino de

California (Fig. 1) (Mercuri, 2007).

57% Zalophus californianus
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Figura 1.- Composicion de especies de mamiferos marinos varados (n = 602) en
la playa occidental de Isla Magdalena B.C.S. de julio 2003 a julio 2006 (tomado

de Mercuri, 2007).

Recientemente, Ascencio (2010) confirmo que el lobo marino de California
fue la especie mas abundante en los varamientos a lo largo del periodo de
estudio que comprendié de julio del 2003 a junio del 2009, asi como que estos

se encontraron con mayor frecuencia entre abril y julio de cada afio (Fig. 2)

(Ascencio, 2010).



30 q

25

15 A

BN

FRECUENCIA DELOBOS MUERTOS

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov

MESES
Figura 2.- Promedio de la frecuencia mensual de animales muertos en Isla

Magdalena B.C.S., basado en registros semanales realizados en el periodo
2003-2010 (Ascencio, 2011).

También que la abundancia mensual de los lobos marinos muertos en Isla
Magdalena estuvo positivamente asociada a la abundancia de lobos marinos

vivos en Isla Santa Margarita (80 km al sur).

Ademas realiz6 una comparacion entre la estructura de edad y sexo de
los animales muertos en Isla Magdalena y la estructura de edad y sexo esperada
de acuerdo al patron de mortalidad de la poblacion de lobos marinos de Isla
Santa Margarita, esto reflej6 que la cantidad de animales encontrados varados
es baja respecto a lo proyectado en la tabla de vida. Los machos fueron la
categoria con mayor indice de varamientos lo cual era lo esperado de acuerdo a
las tasas de supervivencia en la tabla de vida (Hernandez- Camacho et al.,
2008).

Encontré también que los animales que mueren en el mar a partir de 15
millas, tienen una nula probabilidad de regresar a la orilla, por lo que no podran

ser registrados.
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Sin embargo, aun no se han establecido las causas de muerte de la
mayoria de los animales que arriban a esa playa, y solo un pequefio porcentaje
(4%) parece haber muerto por causas antropogénicas (ahogamiento en redes,

golpes, herida de bala, etc.).

Existen pocos reportes sobre mortalidad del lobo marino en el Golfo de
California, sin embargo se han realizado algunos estudios diagndésticos en los
gue se ha encontrado evidencia de la presencia de algunos microorganismos
como Leptospira interrogans, Moraxella, Micrococcus, and Corynebacterium en
algunas colonias (Acevedo- Whitehouse et al., 2003; Hernandez-Castro et al.,
2005). Asi como algunos reportes aislados de enfermedades neoplasicas como

carcinoma hepatico (Acevedo- Whitehouse et al., 1999).



3. JUSTIFICACION

Se conoce que los varamientos de lobo marino en Isla Magdalena B.C.S.,
se incrementan de manera estacional (primavera-verano), probablemente
porque es la época de mayor concentracion de animales en la zona, pero se
desconoce en gran medida cuales son las causas de muerte de esta especie en
esta region, por lo que estos varamientos representan una buena oportunidad

para investigarlas.

Conocer las causas de mortalidad permitira definir qué enfermedades son
las mas comunes en esta especie, identificar enfermedades emergentes y Si
estas representan algun riesgo de transmision para otros mamiferos marinos y

terrestres.

La estacionalidad de los varamientos y muertes de lobos marinos en Isla
Magdalena, el bajo registro de causas antropogénicas y la relativa alta
frecuencia de casos en que la desnutricion es visible en los animales, sugiere
que las causas de muerte pudieran relacionar a la malnutricion y distintas

enfermedades.



4. HIPOTESIS

La mayor parte de los varamientos de lobos marinos en Isla Magdalena
se presenta al inicio del periodo reproductivo (mayo-junio), época en la que
incrementa la densidad de animales. La mayoria de los animales varados en
afos anteriores eran juveniles (quienes aun no son muy hébiles para obtener su
alimento) y presentaron pobre condicion corporal y ausencia de contenido

estomacal.

Esta evidencia sugiere que las principales causas de muerte podrian
explicarse dentro del sindrome de malnutricion (desnutricién-debilitamiento-

enfermedad).
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5. OBJETIVO

Evaluar las causas de muerte de lobos marinos encontrados en la costa

occidental de Isla Magdalena B.C.S., a través de necropsias y estudios clinicos.
OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar las lesiones presentes en lobos marinos varados en la Isla

Magdalena
2.- Definir la etiologia de las lesiones encontradas

3.- Determinar la prevalencia de las lesiones en las diferentes categorias de

edad y sexo

4.- Analizar los registros de varamientos y comparar con datos de afios

anteriores y de otras especies
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6. AREA DE ESTUDIO

Isla Magdalena se localiza al norte de la Isla Santa Margarita (Fig. 3); es

una isla angosta mayormente arenosa situada en el litoral oeste del municipio de

Comondu, en el Estado de Baja California Sur. A partir de la punta rocosa

denominada Cabo San L&zaro y hacia el norte se extiende una playa arenosa de

52 km de extension en la que es frecuente encontrar varamientos de multiples

especies incluyendo mamiferos marinos (Ascencio, 2010).

En ISM (Isla Santa Margarita) se encuentra la colonia reproductora que

origina a la mayoria de los animales que habitan la region de Bahia Magdalena

y cuyo numero varia alrededor de 3,000 individuos (Aurioles, datos no

publicados™).
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Figura 3. Playa occidental en Isla Magdalena B.C.S. (Tomado de Ascencio,

2011).

(1) Aurioles-Gamboa, D. 2011. Datos no publicados. Laboratorio de Ecologia de Pinnipedos.

CICIMAR-IPN. La Paz. México.
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7. METODOLOGIA

1) Analisis retrospectivo (2003-2010)

Se revisaron las observaciones en la base de datos de varamientos de
lobo marino de California en Isla Magdalena, desde 2003, y se
encontré que algunos registros contaban con informaciéon que pudo
ser relacionada con la causa de muerte en afos anteriores a este
muestreo. De acuerdo a esto la informacién se clasificé en 4 diferentes

categorias:

Antropogénicas: Se refiere a cualquier tipo de herida o lesion
ocasionada o relacionada con el ser humano, como enmalles en redes
de pesca, heridas de bala, ingesta de objetos extrafios, golpes con

embarcaciones, etc.

Trauméaticas no antropogénicas: Cualquier herida o lesion que no
fue originada por el ser humano como mordidas de tiburén, heridas

adquiridas durante peleas, etc.

De salud: Son lesiones ocasionadas por la presencia de alguna
enfermedad, ya sea infecciosa 0 no, por ejemplo cargas parasitarias
elevadas, neoplasias, nédulos, abscesos, cataratas, entre otras.

Nutricionales: Son observaciones que tienen que ver con el estado
nutricional del animal, como emaciacion, presencia o ausencia de

alimento en estomago.

Se graficaron los puntos de ubicacion geografica de los varamientos de Z.
Californianus de todos los afios por medio del programa Surfer v8, los cuales
fueron obtenidos mediante un geo posicionador satelital y que han sido

registrados en la base de datos. Esto para saber si se concentran en alguna
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parte de la isla o si se distribuian al azar, y por lo tanto saber si era necesario

concentrar el esfuerzo en algun area en particular.

Ademas, se revisO la base de datos de varamientos de mamiferos
marinos (cetdceos y pinnipedos) con la que cuenta el laboratorio desde 2003 a
2010, buscando registros de evidencia de interaccion antropogénica,
posteriormente se agregaron los datos del muestreo mas reciente (2011-2012) y

se obtuvieron los promedios mensuales de todos los afios.
2) Estudio prospectivo (2011-2012)

Se recorri6 la playa occidental de Isla Magdalena una vez a la semana en

busca de los cuerpos de lobo marino de California varados a lo largo de un afio.

Adicionalmente a este esfuerzo semanal, se hizo un muestreo intensivo
durante la temporada de mayor incidencia de varamientos, del 3 de mayo al 2
de junio del 2012, donde se realizaron recorridos diarios a lo largo de la playa
occidental de Isla Magdalena, y un muestreo posterior el dia 23 de julio.
Adicionalmente se realiz6 un muestreo en Isla Santa Margarita el dia 24 de junio
del mismo afo. Durante este muestreo se realizaron los recorridos al bajar la
marea, con la finalidad de encontrar cuerpos frescos varados arrastrados por la

Gltima marea alta y proceder a la necropsia

3) Registro

Para el registro de los varamientos se consideraron algunos datos basicos
como fecha, ubicacion geogréfica, especie, sexo, categoria de edad, medidas
morfométricas, grado de descomposicion, presencia de marcas, heridas o
redes, etc., Con base a estos datos se asigné una clave de identificacion a cada
uno de los animales examinados, la cual consta de 15 digitos, donde los
primeros dos numeros representan el afio en el que se colectd el ejemplar,

seguido de las iniciales de la region donde se colectd, la fecha de acuerdo al
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calendario juliano, las iniciales de la especie, sexo, categoria de edad, el grado

de descomposicion y finalmente el nUmero de caso.

Por ejemplo la siguienta clave: 12 CSL 125 ZC H J 4 01 indica que el
ejemplar fue colectado en el afio 2012, en la localidad de Cabo San Lazaro, , el
dia 125 de acuerdo a la fecha en el calendario juliano, que la especie fue Z.
californianus, que era una hembra, juvenil, en grado de descomposicién 4 y era

el caso numero 01.
Escala de descomposicién

Para medir el grado de descomposicion en el que se encontraron los
animales, y determinar si eran aptos para la necropsia y qué tipo de
muestras era posible tomar, se utilizo la escala propuesta por Geraci &
Lounsbury (1993), la cual va del 1 al 5, donde:

Grado 1: Animal vivo.

Grado 2: Apariencia normal, sin mal olor, poca desecacién de la piel,
poca o nula producciébn de gas, 6rganos de apariencia normal, sin
hinchar, lengua y pene sin protruir, grasa subcutanea firme y blanca,
musculos firmes y color rojo oscuro, células sanguineas intactas, visceras
intactas y bien definidas, poco gas en intestinos, cerebro firme, sin

decoloracion, facil de remover

Grado 3: Cadaver intacto, hinchamiento evidente, piel cuarteada, dafio
por carrofieros, olor moderado, membranas mucosas secas, 0joS
hundidos o sin o0jos, grasa subcutanea tefiida de sangre y grasosa,
musculos suaves y poco definidos, sangre hemolizada de color oscuro,
visceras suaves, friables, pero intactas, intestinos dilatados por el gas;
cerebro suave, se distinguen las superficies, coloracion rojiza oscura,

fragil , pero puede ser removido.
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Grado 4: El cadaver puede estar intacto pero colapsado, la piel se
desprende, dafio importante por carrofieros, olor fuerte; grasa subcutanea
suave, a menudo con huecos hechos por burbujas de gas; musculos casi
licuados y se rompen facilmente; desprendimiento de huesos facilmente,
sangre delgada y oscura; viseras identificables pero friables, dificiles de
diseccionar; intestinos llenos de gas; cerebro suave, rojo oscuro, con

agujeros por burbujas de gas. .

Grado 5: La piel puede desprenderse facilmente, restos secos, esqueleto
expuesto.

4) Necropsia

El procedimiento de necropsia en mamiferos marinos se realizé segun la

técnica descrita por Geraci & Lounsbury (1993) (Figs. 4 y 5).
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/ \
/

/R AN v
fore flipper/ \ =
/ ) ' T g

Y l

I |

\\
#— ventral surface |\

initial incision

A ‘Jﬂd‘

hind flipper~ ¥ V

) ()

Figura 4. A) Incisiones primarias para acceder a las cavidades, B) cavidad
abdominal expuesta, C) cavidad toracica expuesta después de retirar la parrilla

costal (Geraci y Lounsbury, 1993).
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Figura 5.-Procedimiento a seguir para llegar al diagnéstico.

Durante la realizacion de cada necropsia, se tomé el registro de los hallazgos
macroscopicos en un formato previamente disefiado, posteriormente se realizé
una tabla donde se muestran las lesiones encontradas para cada organismo

examinado
a. Toma de muestras

De igual manera, se realiz6 la toma de muestras para pruebas
microbiolégicas e histopatolégicas de acuerdo a las técnicas descritas por
Dierauf (1990) y Geraci & Launsbury (1993).

Para histopatologia, se tomaron piezas de 1 cm de espesor, de los
organos de interés y se colocaron en frascos previamente identificados, con

formol amortiguado al 10% a un volumen de 1:10.
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Para microbiologia se tomaron piezas de lcm® y se colocaron en
crioviales, se etiquetaron y colocaron en una hielera para su transporte, al llegar

a la estacion se almacenaron en un tanque de nitrégeno liquido.

5) Composicion especifica de los varamientos

De los datos obtenidos durante el muestreo, se realiz6 el analisis de la

composicién de los varamientos.

6) Histopatologia

Las muestras previamente fijadas en formol se procesaron paa su
deshidratacion en concentraciones crecientes da alcohol n un procesador de
tejidos, posteriormente fueron incluidas en parafina y se realizaron cortes de
5um los cuales se tifileron con Hematoxilina y Eosina y se les aplico un
cubreobjeto (Anexo 1).En los casos en los que se considerdé necesario de
acuerdo a lo observado mediante la técnica de Hematoxilina y eosina , se
aplicaron técnicas de tincién adicionales, como la tincibon de Gram para la

clasificacion de bacterias y la tincion de plata para identificacién de espiroquetas.

La observacion e interpretacion fue realizada en el California Animal
Health and Food Safety Laboratory, de la Universidad de California, Davis en
San Bernardino, California, E.U.A. Con los resultados obtenidos de todas las
laminillas analizadas se realiz6 una tabla, donde se indican las lesiones

encontradas para cada ejemplar examinado.

7) Determinacion de causa de muerte

La causa de muerte se asign6 de acuerdo a las lesiones encontradas en cada

animal, considerando tanto las lesiones macroscopicas y microscopicas asi
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como los resultados microbiologicos en los casos en los que fue posible
realizarlas. De acuerdo a los resultados obtenidos se pudieron agrupar las

causas de muerte en cuatro categorias:
Traumatismo

Se atribuyé esta causa de muerte a aquellos organismos que
presentaron evidencia de algun tipo de golpe o herida en la cabeza,
muchos de estos presentaban fracturas importantes de los huesos del
craneo principalmente de maxilares, mandibulas, hueso nasal, frontal y
parietal, asi como a otras lesiones trauméaticas en diferentes areas del

cuerpo.
Neoplésicas

La muerte fue originada por un proceso neoplasico, en este caso

carcinoma colangiocelular, que derivo en falla hepatica.
Infecciosas

La muerte fue ocasionada por un agente infeccioso, es este caso

neumonia bacteriana y parasitaria, que derivo en insuficiencia respiratoria.
Indeterminadas

Aquellos casos en los cuales no se ha podido determinar hasta el
momento, si existia presencia de enfermedad o lesiones patolégicas
debido al alto grado de descomposicion, y donde es necesario hacer
analisis mas especificos posteriores para llegar a un diagnéstico, y aun

asi existe la posibilidad de no poder determinar la causa.

8) Diagnostico de Leptospira sp. mediante PCR

Se procesaron 10 muestras de tejidos (ver mas abajo) de lobo marino de
Caifornia, las cuales se preservaron en nitrogeno liquido a -196°C,

posteriormente a -80°C en un ultra congelador y se transportaron nuevamente
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en nitrégeno liquido al laboratorio de Biologia Molecular e Histocompatibilidad
del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” en la Cd. de México, D.F.

Se identificaron las muestras de la siguiente manera:

04H1 Higado 17H6 RifAo6N

04R2 Rifion 24P7 Pulmén

16H3 Higado 24H9 Higado

16R4 Rifo6N 24R8 RIifo6N

17H5 Higado 24C10Corddén umbilical

a. Extraccion de ADN
La extraccion del material genético de interés, se realizO mediante el

meétodo clasico de fenol-cloroformo (Anexo 2).

b. Verificacién de la viabilidad del ADN
Se realiz6 electroforesis de 1ug de ADN de cada muestra en

agarosa al 1.6%, con el objetivo de verificar la integridad del DNA.

c. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
diagnostico de Leptospira spp.
Esta se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Woo et al. (1997),

adaptado a las condiciones de la Cd. de México, D.F. (Anexo 3)

d. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para

diagnostico de Leptospira biflexa sensu lato (saprofitas)

Esta se realiz0 de acuerdo a lo descrito por Ledn et al. (2006).
(Anexo 3)
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e. Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para
diagnostico de Leptospira interrogans sensu lato

(patégenas)

Se realizé de acuerdo a lo descrito por Zuerner (1997).(Anexo 3)

9) Diagnostico de Brucella sp. mediante PCR

Se procesaron nueve muestras de tejidos de cuatro individuos de lobo
marino de California, las cuales se preservaron desde su colecta en Nitrégeno
liquido a -196°C, posteriormente se almacenaron a -80°C en un ultracongelador
y se transportaron nuevamente en nitrdgeno liquido al laboratorio de Biologia
Molecular e Histocompatibilidad del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”
en la Cd. de Meéxico, D.F., donde se realiz6 la extraccion de ADN.
Posteriormente se realizaron las reacciones en el Laboratorio de Brucella y
Tuberculosis de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Se

identificaron las muestras de la siguiente manera:

04H1 Higado (F-C) 24C10 Cordon umbilical (F-C)
16H3 Higado (F-C) 04T11 Testiculo(QUIAGEN)
17H5 Higado (F-C) 04L12 Linfonédulo (QUIAGEN)
24P7 Pulmén(F-C) 16Cb13 Cerebro(QUIAGEN)

24H9 Higado (F-C)

a. Extracciéon de ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN de los tejidos de lobo marino de California

Z. californianus. A seis de las muestras se les realizé la extraccion por
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medio de la técnica fenol-cloroformo. Al resto utilizando un kit comercial
QUIAGEN (Anexo II).

b. Verificacion de la viabilidad del ADN

Se verific6 que el ADN obtenido fuera apto para continuar con el analisis
mediante electroforesis en agarosa al 1% para verificar la viabilidad del material
genético.

c. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
diagnostico de Brucella sp.

Se realizé de acuerdo a lo descrito por Cloeckaert et al. (2000). (Anexo 3)

10)Diagnostico de Morbillivirus mediante R-PCR

Se procesaron cuatro muestras de tejidos de tres individuos de lobo
marino de California, las cuales se preservaron desde su colecta en nitrégeno
liquido a -196°C, posteriormente se almacenaron a -80°C en un ultra congelador
y se transportaron nuevamente en nitrégeno liquido al Laboratorio de Virologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Se identificaron

las muestras de la siguiente manera:

04P14 Pulmon
16P15 Pulmoén
16Cr16 Cerebro
17P17 Pulmon

a. Extraccion de ARN
Se realizo la extraccion de ARN de los tejidos de lobo marino de
California.
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b. Reaccion reversa de la cadena de la polimerasa R-PCR para

el diagnodstico de Morbillivirus

Se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Farooq et al (2008) y consistié en
la transcripcion reversa del material genético viral para la obtenciéon de cDNA y

posteriormente la amplificacion del fragmento. (Anexo 1V)

11)Descripcion de casos relevantes

Finalmente se realizO una descripcion detallada de los casos mas
relevantes encontrados durante el muestreo mostrando las lesiones
macroscopicas y microscopicas mas importantes para la realizacion del

diagnostico.
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8. RESULTADOS
1) Analisis retrospectivo

A través de la base de datos de varamientos de Z. californianus en la
playa occidental de Isla Magdalena B.C.S., la cual cuenta con el registro de 854
ejemplares desde junio de 2003 a abril de 2011, se encontraron 126 registros
que cuentan con notas sobre hallazgos incidentales que podrian ser
relacionados con la causa de muerte, donde destacan cuatro categorias:

“‘Antrépicas”, “Traumaticas”, “De salud” y “Nutricionales.”(Fig. 6).

Con contenido estomacal I

Nutricionales Sin contenido estomacal

599%, Mucha grasa E—————
Muy flaco  EEG——
Ciego .

Espuma en boca
Tumor en aleta
Abscesos W
Nédulos abdomen
De salud Lesiones pancreas W
33% Lesiones estomago
-

Lesiones pulmon

Lesiones higado

Parasitos
Traumaticas n.a esiones, heridas o fracturas [EG—_—G—————
9.5% Mord. Tiburon IEE——

. Heridas antropogénicas I
Antropogénicas

13% Enmalle _

1] 5 10 15 20 25 30 35 40

Varamientos

Figura 6.- Hallazgos incidentales reportados en lobo marino de California durante
los muestreos de 2003 a 2011.

Los varamientos del lobo marino de California registrados de junio de
2003 a abril de 2011, se distribuyeron a lo largo de toda la playa occidental de la

isla, auque se concentraron mas en el extremo sur (Fig. 7).
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Figura 7.- Distribucion de los varamientos de lobo marino de California en la
playa occidental de Isla Magdalena en el periodo comprendido de junio de 2003
a abril de 2011, n= 822.

De un total de 117 registros de mamiferos marinos encontrados con
evidencia de interaccion antropogénica, fueron las dos especies de delfin comudn
Delphinus delphis y Delphinus capensis los que mas frecuentemente se
encontraron con evidencia de interaccibn antropogénica, seguido de Z.

californianus y Tursiops truncatus (Fig. 8).
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Figura 8. Porcentajes por especie, de mamiferos marinos varados con evidencia

de interaccion antropogénica.

Los promedios mensuales de varamientos y de animales con sefales de
interaccidén antropogénica mostraron tendencias similares a las de los promedios

mensuales de varamientos, incrementandose de abril a junio (Fig. 9).
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Figura 9. Promedios mensuales de varamientos de lobo marino y promedios
mensuales de cetaceos y pinnipedos con evidencia de interacciones

antropogénicas de 2003 a 2012.
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2) Estudio prospectivo 2011-2012

A lo largo del afio de muestreo se registro un total de 102 varamientos de

mamiferos marinos, de los cuales 40 fueron cetaceos y 62 pinnipedos.

Durante el muestreo intensivo de mayo a junio se registré un total de 34

varamientos entre especies de cetdceos (10) y pinnipedos (24) (Fig. 10).

30 7

20 A

10 A

NUmero de animales

Cetaceos Pinnipedos

Figura 10. Proporcion de cetaceos y pinnipedos de varamientos en Isla

Magdalena durante el periodo mayo-junio 2012.

3) Muestreo intensivo

Durante los 32 dias de muestreo consecutivos y dos muestreos cortos
adicionales, se examiné a total de 19 animales. Los juveniles de ambos sexos y
los machos adultos fueron las categoria de edad y sexo que se varé con mayor
frecuencia (Fig. 11).
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Figura 11.- Composicion de animales varados por categoria de edad y sexo de
lobo marino de California.

La distribucién espacial de los varamientos en este periodo (mayo-junio) se
concentr6 mas en los extremos de la isla, principalmente en el extremo sur,

figura 12.
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Figura 12.-Mapa de distribucion de varamientos de lobo marino de California en

Isla Magdalena durante el periodo mayo-junio 2012, n=19.
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Durante este muestreo hubo una gran incidencia de animales altamente
descompuestos (Fig. 13), sin embargo se realizaron las necropsias con el fin de

obtener informacion valiosa de la mayoria de los casos.

Particularmente para el lobo marino de California, se registr6 un total de
23 animales varados en la costa occidental de Isla Magdalena de los cuales se

examinaron 19.
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Figura 13.- Frecuencia de animales muertos con distinto grado de
descomposicién encontrados en el periodo mayo-junio de 2012 en lIsla
Magdalena, lobo marino de California.

De acuerdo a lo encontrado en los 19 animales a los que se les realizé la
necropsia, podemos clasificar las causas de muerte en cuatro categorias

generales: Traumatismo, neoplasicas, infecciosas e indeterminadas (Fig. 14).
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Figura 14.- Categoria de causa de muerte de lobo marino de California.
4) Necropsias

Se realizé un total de 19 necropsias durante todo el periodo de estudio, de
las cuales 18 fueron realizadas en Isla Magdalena y una en Isla Santa Margarita
B.C.S., México, ya que se sabe que pertenecen a la misma poblacién. En todas

se realizo colecta de datos y toma de muestras.

En las Tablas | y Il, se muestran las lesiones macroscépicas Yy
microscopicas respectivamente, encontradas en cada uno de los animales a los
gue se les practicé necropsia. Los animales con alto grado de descomposicién
presentan pocas lesiones macroscépicas y microscépicas. Algunas de las

lesiones mas frecuentes fueron, parasitosis, traumatismo craneal y edema

En la Tabla Ill, se muestra cada uno de los organismos examinados, la
causa de muerte y el estado de descomposicidn en que se encontraron. Se
puede ver que en la mayoria de los animales en los que la causa de muerte no
pudo ser determinada ya que presentaron un grado de descomposicion

avanzado.

La prevalencia de acuerdo a categoria de edad y sexo de las causas de
muerte registradas, se muestra en la tabla IV.
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Tabla I. Lesiones macroscopicas

Aspecto Pulmon Corazon Bazo Higado Rifién Estdmago Cavidades Vejiga Laringe Traguea Eso6fago Ojos
01 NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL
02* ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
04  Emaciacion, NL Cardiomegalia NL Nédulos,  No6dulos Ulceras, N6dulos Orina NL NL NL NL

ictericia, hepato- paréasitos densa,

parasitos megalia material

externos purulen-

to

05 TC NL NL NL NL NL Piedras NL NL NL NL NL NL
06 NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL
07 NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL Alimento NL
08 Trauma NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL
09 NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL
11 TC NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL
13 Trauma NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL
14 TC NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL
15 TC NL NL NL NL NL NL Fibrina NL NL NL NL NL
16 TC NL NL NL NL NL Parasitos Lipomas NL NL NL Moco NL
17  Orificios Neumonia  Pericarditis, NL NL NL Ulceras, NL NL NL Espuma NL NL

cuello multifocal congestion, parasitos

cardiomegalia
18 NL NL Cardiomegalia NL NL NL Ulceras NL NL NL NL NL Hemorragia,
exoftalmia
19 NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL
20 NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL
21 NL Congestion Cardiomegalia Esplenome- Gas Adherencias Piedras, NL NL Laringitis  NL NL NL
galia Ulceras,
paréasitos

22 NL NL NL NL NL NL Ulceras NL NL NL NL NL NL
23 TC, fx Noédulos NL Adherencias  NL NL Contenido NL NL NL NL NL Exoftalmia

mandibula, hemorragico,

emaciacion parasitos

Se usaron los ultimos dos nimeros de la clave de identificacion
NL: No lesiones
ND: No disponible

TC: Traumatismo craneal
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Tabla Il.- Lesiones microscopicas

ID Higado Pulmén Rifion Corazén Bazo Intestino Cerebro Linfonédulo Mdasculo Estémago Testiculo Aorta Cerebelo
01 NL ND ND ND ND NL ND ND ND ND ND ND ND
02" ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
04 Carcinoma CC metas- CcC NL * NL NL ND ND ND ND ND ND
colan- tasico, metasta-
giocelular(CC) Edema, sico,
Paréasitos* Nefritis
intersticial
05 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
06 ND ND NL NL NL NL ND NL NL ND NL ND ND
07 ND Edema ND NL NL ND NL NL ND NL ND ND ND
08 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
09 ND NL NL NL NL NL ND NL ND NL ND ND ND
11 ND ND NL NL ND NL ND ND ND ND ND ND ND
13 NL ND NL NL
14 NL Edema NL NL NL NL ND NL ND ND ND NL ND
15 ND Edema NL NL NL ND ND NL ND NL ND ND ND
16 ND Parasitos NL ND NL NL Neurona NL ND ND ND ND ND
roja

17 NL Neumonia NL NL NL NL NL NL NL Gastritis NL NL NL

bacteriana*, parasitaria**

Edema
18 NL Edema ND ND NL ND NL ND ND NL ND ND ND
19 NL ND ND ND NL NL ND ND ND NL ND ND ND
20 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
21 NL Edema NL Endocarditis  NL NL ND ND ND NL ND ND ND
22 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
23 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Se usaron los ultimos dos nimeros de la clave de identificacion

NL: No lesiones
ND: No disponible
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Tabla Ill.- Causa de muerte y grado de descomposicion.

Caso

Causa de muerte

Grado descomp.

12CSL1252CHJ401
12CSL126ZCMA304
12CSL127Z2CMJI405
12CSL128Z2CMJ406
12CSL132ZCHJ307
12CSL133ZCHJ408
12CSL133ZCMJ409
12CSL137Z2CMJI411
12CSL139Z2CMJ313
12CSL140ZCHJ314
12CSL140ZCHJA415
12CSL142Z2CMJ216
12CSL145Z2CMS317
12CSL147ZCMA418
12CSL1527Cl13419
12CSL153Z2CMJI420
12ISM---ZCMA321
12CSL205ZCHA422
[2CSL205ZCHJ223

Traumatismo C

Carcinoma colangiocelular

Traumatismo C
Traumatismo C
Indeterminada
Traumatismo C
Traumatismo C
Indeterminada
Indeterminada
Indeterminada
Traumatismo C

Traumatismo C

Neumonia mixta

Indeterminada
Indeterminada
Indeterminada
Indeterminada
Indeterminada

Traumatismo C
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Tabla IV. Prevalencia de causas de muerte de acuerdo a categoria de

edad y sexo.

CAUSA

CAT. EDAD AMBOS MACHOS HEMBRAS

INDETERMINADA

TRAUMATISMO

CRANEAL

CARCINOMA

NEUMONIA

POSITIVOS A

L. interrogans

Cria
Juvenil
Sudadulto
Adulto
Cria
Juvenil
Sudadulto
Adulto
Cria
Juvenil
Sudadulto
Adulto
Cria
Juvenil
Sudadulto
Adulto
Cria
Juvenil
Subadulto
Adulto

0
0.31

0.15

0.42

o

0.05
0.05
0.05

0.1

0.05

0.21

o

O O O O O O O o o o o o o

0
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6) Diagnostico de Leptospira spp. mediante PCR

a. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para diagndstico
de Leptospira spp

Se buscaba amplificar la 23S rDNA presente en todas las leptospiras (L.
interrogans y L. Biflexa. Seis de 10 muestras resultaron positivas para
Leptospira spp., las cuales representan a tres animales positivos a la
presencia del ADN de la bacteria, estos fueron los ejemplares con
terminacion 16, 17,24.
Esto indica que los tejidos contenian la bacteria, aunque hasta esta parte,

el andlisis no distingue entre las cepas patdgenas y saprofitas (Fig. 16).

" - = i
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Figura 15. Se muestra la banda blanca a la altura de las 482 pb en las
muestras positivas, que representa la region amplificada del ADN de la

bacteria.

b. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para diagndéstico
de Leptospira biflexa sensu lato (saprofitas)

Para distinguir entre las cepas saproéfitas y patdogenas se realizd la

amplificacion del gen hapl, como resultado obtuvimos que todas las

muestras fueron negativas a la presencia de Leptospira biflexa, ya que no

se observo la presencia de bandas a la altura de las 240 pb esperadas

para esta region.
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240 pb

Figura 16. Se muestra la ausencia de bandas a la altura de las 240pb, por
lo que todas las muestras son consideradas negativas a la presencia de

ADN de Leptospira biflexa.

c. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para diagndstico

de Leptospira interrogans sensu lato (patégenas)

Para confirmar que las bacterias presentes en los tejidos analizados son
del tipo patdgena, se realiz6 a amplificacion de la 1S1500 presente en
todas las variedades de patdégenicas de Leptospira. Los resultados
obtenidos confirmaron lo esperado con base a los resultados anteriores,
confirmando que las muestras positivas estan dadas por la presencia de

las variedades patogénicas de la bacteria Leptospira interrogans.
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Figura 17. Se muestra la banda esperada a la altura de las 660pb, en las
primeras 7 lineas, (positivas), y la ausencia de bandas de este peso en

las ultimas 4 lineas (negativas).

Tabla V.- Resumen de resultados PCR diagnéstico de Leptospira.

MUESTRA Leptospira Leptospira Leptospira

spp biflexa interrogans
04H1 - - -
04R2* - - -
16H3 + - +
16R4* - - -
17H5 + - +
17R6 + - +
MP7 - - -
MR8 + - +
FP9 + - +
FC10 + - +

*Se realiz6 tincion de plata, con resultado negativo.
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7) Diagnéstico de Brucella sp. mediante PCR

a. Reaccidén en cadena de la polimerasa PCR para diagndstico

de Brucella spp.

Los resultados obtenidos del PCR para diagnéstico de Brucella spp.,
fueron negativos para todas las muestras analizadas como se observa en la
figura 23 con la ausencia de bandas a la altura de las 1024 pb, donde se
buscaba amplificar la IS711.

8) Diagndstico de Morbillivirus mediante RT-PCR

Se realiz6 mediante la técnica RT-PCR, con la intencién de amplificar un
fragmento de la fosfoproteina del virus con un peso de 429pb. Todos los tejidos

analizados fueron negativos.
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9) Casos relevantes

a. Carcinoma colangiocelular

El carcinoma colangiocelular es una neoplasia maligna originada en los
conductos biliares. Un macho adulto fue encontrado muerto en el area de la
lobera de descanso ubicada en Cabo San Lazaro. Se encontr6 aislado del resto

de los animales. Su condicion corporal era muy pobre.
Hallazgos macroscopicos.

Este animal se encontr6 notablemente emaciado, presentaba severa
ictericia, sobre todo en la grasa subcutanea y superficies serosas. Presentaba
hepatomegalia y el higado contenia numerosas masas tumorales
aproximadamente esféricas que iban de los 0.5-5.0 cm de diametro, las cuales
eran de color amarillo, muchos de estas presentaban una superficie cdncava.

(Fig. 18) La consistencia al corte era firme.

Figura 18. Higado invadido de masas tumorales.

La vejiga se encontraba llena de un material denso de color amarillo
lechoso y purulento, asi como pequefios nédulos amarillos, de aprox. 0.3 cm de

diametro en la mucosa.

Varios nodulos pequefios, de 0.3-0.5 cm, de color amarillo, se

encontraron sobre la capsula del rifidn derecho y mesenterio adyacente (Fig.
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19A).También se presentd cardiomegalia. Los pulmones se encontraron
congestionados y edematosos. En el estdbmago se encontr6 contenido

hemorragico asi como algunas ulceras de 0.3-1.0 cm en la mucosa (Fig. 23B)

Figura 19.-A) Se muestran pequefios nddulos en la capsula del rifion derecho. B)

se muestra una Ulcera en la mucosa gastrica asi como el contenido hemorragico.
Hallazgos microscépicos

Higado: La arquitectura normal de este tejido se encontré remplazada por
masas tumorales, las cuales eran moderadamente celulares, no demarcadas no
infiltrativas y sin capsula. La mayoria de las células neoplasicas formaban
estructuras tubulares de diferentes tamafios y formas, con abundante colageno.
Las células eran de tamafio variable e iban de forma columnar o cubica, con
bordes celulares indefinidos y de citoplasma eosinofilico, el nacleo era redondo u
ovalado, comunmente ubicado en el apice, con nucléolo prominente, y
presentaba moderada anisocariosis y anisocitosis. El indice mitotico fue de 1 (0
a 3) figuras mitéticas por campo de alto aumento (Fig. 20). Multiples focos de
necrosis cubrian una amplia area de las masas tumorales y presentaban

calcificacion multifocal.
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Figura 20.-Células neoplasicas formando estructuras tubulares en el higado del
lobo marino. Tincién H/E

También se encontré fibrosis periportal, asi como émbolos neoplasicos en
las venas portales y otros vasos sanguineos menores, colestasis y huevos de
trematodos ligeramente operculados, de forma ligeramente ovalada, con 50.00-
82.88um de largo y 44.47-51.36um de ancho, cubierta externa gruesa (4.3um)
conteniendo un conjunto solido de células, en el lumen de algunos conductos
biliares, los cuales son morfolégicamente compatibles con Zalophotrema
hepaticum (Stunkard & Alvey, 1930)(Fig. 21).
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Figura 21.- Huevos de trematodo dentro del lumen
H/E.
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Pulmén: Presentd congestion y edema, asi como émbolos de células
neoplasicas en numerosos vasos sanguineos (Figura 22 A). También se
encontraron algunos nematodos, los cuales no parecieron estar provocando

reaccion inflamatoria y se consideran un hallazgo incidental (figura 22 B).
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Figura 22.-A) Embolos neoplasicos en vasos sanguineos de pulmén. B)

Nematodos y edema en los espacios alveolares. Tincion H/E.

Rifidn: Se encontrd una ligera nefritis intersticial, asi como algunas zonas
de calcificacion. Ademéas se encontrd6 sobre la capsula, un noédulo con
caracteristicas celulares muy similares a las descritas en las masas tumorales

encontradas en el higado, este n6dulo se encontraba bien circunscrito (Fig. 23).

2X

Figura 23-No6dulo neoplasico ubicado en la capsula del rifién izquierdo. Tincién
H/E.
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b) Neumonia

Un macho subadulto fue encontrado en la playa occidental de Isla
Magdalena. Se encontré parcialmente eviscerado por coyotes y con un par de

heridas perforantes en la region cervical, de 0.4 cm de diametro.
Hallazgos macroscopicos

Los pulmones se encontraron con areas de consolidacion y edema,
distribuidas a lo largo de la zona ventral de ambos pulmones, presentando
pequefias nodulaciones de 0.5 a 1.0 cm (Fig. 24A). La traguea contenia una

gran cantidad de espuma estable blanquecina (Fig. 24B).

Figura 24.-A) Pulmoén con areas de consolidacion y ndédulos. B) Material

espumoso en el lumen de la tradquea.

El coraz6n se encontraba congestionado, y el saco pericardico
ligeramente engrosado (Fig.25A). El estbmago se encontré incompleto, solo la
porcién pilérica estaba disponible para examinar, pocos restos de alimento y
algunos nematodos gastricos, probablemente anisdkidos, estaban presentes
(Fig.25B).
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Figura 25-A) Congestion del muasculo cardiaco y engrosamiento del saco
pericardico. B) Parésitos y restos de alimento en estdmago.

El higado se encontré incompleto en la porcion terminal de los I6bulos
medial derecho e izquierdo asi como en el I6bulo cuadrado, no presentaba
hemorragia, los bordes del 6rgano estaban redondeados, con consistencia

friable (Fig.26). El resto de los 6rganos no presenté cambios importantes.

Figura 26.-Higado incompleto por mordedura de coyote.
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Hallazgos microscopicos

Pulmon: Se observd bronconeumonia, con abundantes células
inflamatorias, principalmente neutrofilos asi como la capsula de un ndédulo
rodeada de tejido fibroso y abundantes cocobacilos Gram positivos rodeandola
la capsula y en el intersticio pulmonar (Fig. 27A). Algunos alvéolos estaban
llenos de un material eosinofilico caracteristico del edema pulmonar. También se
encontraron algunos nematodos en los espacios alveolares; estos parasitos
estan en proceso de identificacion (Fig. 27B).

e

Figura 27.-A) Pulmén, se muestra de células

inflamatorias y bacterias rodeandola capsula del nédulo, asi como edema. B)

Nematodos pulmonares y células inflamatorias.

Figura 28 - Tincion de Gram en pulmén, tiiendo a las bacterias como
cocobacilos Gram positivos.
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c) Traumatismo craneal

Se encontraron dos casos de animales frescos con evidencia de traumatismo

craneoencefalico.

Uno de ellos fue un macho juvenil, el cual fue encontrado en la lobera. El
individuo presentaba inflamacién de la piel y el tejido subcutaneo del rostro y
otras zonas de la cabeza; y hemorragia en nariz y boca (Fig. 29).

¢ 19 faze

Figura 29.-Zalophus californianus, ejemplar juvenil con severa inflamacién del

rostro.
Hallazgos macroscépicos

La piel y musculo de la parte superior de la cabeza sobre el hueso parietal
estaba desprendidas del craneo y presentaba inflamacion y edema (Fig.30A). No
se encontraron anormalidades importantes en los oOrganos internos, salvo
algunos nematodos gastricos compatibles con anisakidos y algunos nematodos
pulmonares compatibles con Parafilaroides spp.(Fig. 30B).
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Figura 30.-A) Area desprendida de tejido sobre el hueso parietal. B) Neméatodos

sobre la mucosa gastrica.
Hallazgos microscopicos

Cerebro: se encontraron neuronas eosinofilicas, angulares y con nacleos

picnéticos (Fig. 31).

i <9

Figura 31.-Se muestra la coloracion eosinofilica de algunas neuronas afectadas
por isquemia. Tincién H/E.
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El otro caso fue una hembra adulta, la cual presentaba fractura aguda, no
desplazada, no articular de mandibula; y exoftalmia (Fig. 32A). Este animal
presentaba también hemorragias en nariz, boca y ojo izquierdo, su condicion

corporal era pobre ya que presentaba poca grasa de deposito.(Fig. 32 B).

Figura 32.-A) Fractura de mandibula y exoftalmia. B) Pobre condicién corporal

del animal.
Hallazgos macroscoépicos

Los pulmones presentaron multiples nodulos blancos a lo largo de gran
parte del parénquima pulmonar los cuales eran esféricos, de superficie irregular,

y consistencia ligeramente mas firme que el resto del parénquima (Fig. 33).

Figura 33. Pulmon con presencia de multiples nddulos.
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El estbmago no contenia alimento solo un poco de contenido
hemorragico, y paréasitos. El bazo presentaba un par de lesiones amarillas
ligeramente elevadas alargadas de superficies irregulares, de 2.5 a 3.0cm de
largo con una distancia de 4.0 cm entre ellas en la porcion terminal del 6érgano

(Fig. 34). No se encontraron cambios significativos en el resto de los 6rganos.

Figura 34-. Masas alargadas de color amarillo en la porcion caudal del bazo.
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9. DISCUSION
1) Aspectos generales de los varamientos de mamiferos marinos

La costa occidental de Isla Magdalena representa uno de los puntos mas
importantes de varamientos de mamiferos marinos en México (Mercuri, 2007).
La zona de Bahia Magdalena es reconocida como un centro de actividad
biolégica (BAC), lo que la hace también una zona de importancia pesquera
(Arreguin-Sanchez, 2000).

El lobo marino de California, Z. californuanus, es la especie que se vara
con mayor frecuencia en Isla Magdalena, esto se ha reportado también en otros
estudios de varamientos en la peninsula de Baja California, y se cree que es un
reflejo de la abundancia de esta especie en la region (Antonelis et al., 1980;
Bravo et al., 2005). En esta zona en particular, se encuentra Isla Santa
Margarita, una de las colonias reproductoras de mayor importancia para esta
especie, donde para junio de 2011 se estimd una poblacién de 3,000 animales
(Aurioles, datos no publicados?). Ademéas, en Cabo San Lazaro se encuentra
una pequefia colonia de descanso, con una poblacion de alrededor de 500

animales en su mayoria machos subadultos y adultos.

La composicion de los varamientos registrados por categorias de edad y
sexo siguid las tendencias observadas desde 2003 en la zona (Mercuri, 2007,
Ascencio, 2010), siendo los machos adultos y los juveniles las categorias que
se vararon con mayor frecuencia. Lo mismo se ha reportado para otras zonas
donde se han monitoreado los varamientos de esta especie (Bravo et al., 2005).
Se sabe que los individuos jovenes y viejos asi como los machos presentan
bajas tasas de supervivencia (Hernandez-Camacho et al., 2008), por lo que no
es raro que se encuentren con mayor frecuencia en los varamientos. Los
juveniles son curiosos e inexpertos para conseguir alimento, lo que los hace mas
susceptibles a debilitamiento, enfermedades y depredacién, asi como para evitar
redes de pesca o embarcaciones, por lo que también son mas susceptibles al

enmalle (Zavala & Mellink, 1997). Las hembras adultas presentan la tasa de

(1) Aurioles-Gamboa, D. 2011. Datos no publicados. Laboratorio de Ecologia de Pinnipedos.
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supervivencia mas alta, probablemente porgue son mucho mas fieles a su sitio
de nacimiento, ya que la tener una cria, sus viajes de alimentacion son mucho
m4&s cortos tanto en distancia como en tiempo, por lo que no estan tan expuestas
a la depredacion, enmalle, etc., a diferencia de los machos al realizar
migraciones pasan mucho mas tiempo en el mar y recorren distancias mayores
(Hernandez-Camacho, 2001).

Los varamientos durante todos los afios de muestreo parecen estar
distribuidos a lo largo de toda la isla, pero concentrdndose mas hacia el extremo
sur. Durante el muestreo de mayo a junio de 2012 también se concentraron en
ambos extremos, pero aun mas al extremo sur. La mayor abundancia de
varamientos hacia esta zona se debe probablemente a la cercania con la colonia
de descanso de lobos marinos que esta ubicada al sur de la isla, en la zona D, el
resto de los varamientos a lo largo de la isla puede deberse a que la
configuracion de la costa podria generar corrientes costeras locales que facilitan

el depdsito de los cuerpos a lo largo de la playa (Mercuri, 2007).

Se ha observado afo con afio una marcada estacionalidad, siendo las
temporadas de primavera y verano las que registran mayor incidencia de
varamientos. Esto coincide con dos fendmenos: la productividad del ecosistema
y el ciclo de vida de la especie. El ecosistema marino costero frente a Isla
Magdalena presenta un claro patron de productividad estacional. Mercuri (2007)
explica cronoldégicamente el suceso de las variables en la zona, donde primero
se registran temperaturas bajas en el mes de abril, seis dias después, el maximo
de surgencias, seguido del maximo de concentracion de clorofila en 26 dias,
posteriormente el maximo de capturas de sardina después de 29 dias, seguido

del maximo de varamientos 11 dias después, durante mayo Yy junio de cada afo.

En mayo también se inicia la temporada reproductiva, lo que trae consigo
un aumento en la poblacion de las colonias en Isla Santa Margarita y Cabo San
Lazaro, ya que los animales comienzan a agregarse con este motivo. Los

machos, que realizan migraciones en busca de mayores presas, regresan en
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esta época a las colonias reproductivas a tratar de establecer territorios, por lo
gue aumenta su proporcion en las colonias con respecto a otras épocas del afio.
Esta inmigracion de machos que provienen de areas lejanas puede determinar

una mayor presencia de machos en los varamientos durante estos meses.

Por otra parte, los partos se presentan durante los meses de mayo y
junio, y las copulas poco menos de un mes después, es decir durante junio y
julio. Por tanto la inmigracion de animales para la reproduccion como el
nacimiento de la nueva generacion de lobos marinos, genera un incremento
notable de la poblacion en el &rea. Finalmente, en agosto termina la temporada
reproductiva y se reduce la abundancia de animales en las areas reproductivas
debido a la emigracion de machos adultos y subadultos (Aurioles et al., 1983;
Aurioles y Zavala, 1994; Heath & Perrin, 2009).

2) Analisis de las causas de muerte de lobos marinos

En afios anteriores, solo se registraban las causas de muerte que eran
evidentes a través del examen externo de los cadaveres, como algunas heridas
de bala o enmalles en redes de pesca, etc., sin embargo, no todas las causas de
muerte pueden ser determinadas mediante la sola inspeccion externa. En la
base de datos de varamientos que se origind en 2003, se cuenta solo con
algunas notas sobre hallazgos incidentales, de casos en los que se examinaron
los cuerpos internamente. En esos individuos se encontraron lesiones, sin
embargo no se realiz6 el mismo esfuerzo en todos los casos, por lo que no se
cuenta con esta informacion para todos los registros. Ademas no se realizaron
necropsias completas, ni el examen interno fue realizado por un veterinario. Con
esto se destaca la importancia de realizar necropsias en los animales varados
para tener informacion mas completa y asi tratar de determinar la causa de

muerte con mayor grado de certidumbre.

A pesar de realizar necropsias durante el muestreo intensivo en 2012, los

resultados de este estudio mostraron un elevado nimero de causas de muerte
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indeterminadas, debido al avanzado grado de autolisis de los cadaveres. No
obstante, no es siempre posible llegar al diagnoéstico a pesar de haber realizado
una necropsia completa en un animal fresco (Read &Murray, 2000; Department
of Health and Human Services, 2003). Un alto porcentaje de los animales
varados llegan a la playa en un estado avanzado de descomposicion, por lo que
es dificil encontrar muestras frescas aun cuando se recorri6 la playa diariamente,
lo que afectd los resultados. Esto mas que a altas temperaturas en la playa, se
debe a que al morir los animales en el mar, se hunden, y es hasta que se inicia
el proceso de descomposicion y la produccion de gas por bacterias, que flotan
nuevamente y son arrastrados por las corrientes hasta las playas (Geraci &
Lounsbury, 1993). Los ejemplares llegan a tierra con un grado de
descomposicion que dificulta en gran medida el diagnostico, ya que los cambios
macroscopicos a evaluar como color, consistencia, tamafio, etc., son
enmascarados por la descomposicion. Microscépicamente la autolisis de los
tejidos provoca la pérdida del detalle celular y de la estructura (Read & Murray,
2000).

Afortunadamente hay algunas causas de muerte que pueden ser
determinadas aun con un grado de descomposicion importante (Grado 4), por
ejemplo la ingesta de objetos extrafios, heridas de bala, enmalles, masas

tumorales grandes, etc.

Los pocos animales encontrados frescos (Grado 2), fueron animales que
murieron en tierra (04, 16, 17, 21 y 23), el hacer recorridos diarios por la playa
minimiza el efecto de la temperatura ambiental y facilita la obtencién de estos en

buen estado para poder obtener el maximo provecho de las muestras.

Ademas de la descomposicion hay algunas causas de muerte que son de
dificil diagndstico mediante los cambios anatomo-patolégicos. Tal es el caso de
algunas intoxicaciones u otras enfermedades muy agudas, que producen la
muerte subita del animal, sin dar tiempo a que se generen lesiones en los
tejidos, lo que impide llegar a la causa de muerte si no se cuenta con pruebas

complementarias (Munson, 2006). Ademas de esto, cuando se realizan
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necropsias de animales en vida libre, no se cuenta con informacion previa, no
hay historia clinica, no se sabe si se presentaron signos de enfermedad, si hubo
exposicidén a patdgenos, toxicos o0 estresores, ni sobre su comportamiento previo
a la muerte. Tampoco se tiene control sobre el estado de descomposicion de las
muestras, ya que estas se obtienen de muestreos oportunistas. Toda esta

informacion es valiosa y orienta el diagnéstico.

Otro factor importante a considerar es la presencia de un gran nimero de
coyotes, estimandose la poblacion en la isla en aproximadamente 230
ejemplares (Lorenzo et al., 2012), ademas de otros animales carrofieros, que
pueden alterar las cuerpos varados (Delgado-Estrella,1994; Mercuri, 2007).
Durante este muestreo fue muy comudn encontrar coyotes comiendo los cuerpos

varados (Datos no presentados).

Hubo una gran incidencia de traumatismo craneal, del cual si bien es
dificil conocer el origen, se cuenta con informacion anecddtica de los pescadores
locales, quienes dicen que los lobos marinos frecuentemente quedan atrapados
en las redes de pesca, y al ser animales agresivos, no es posible liberarlos
facilmente, por lo que son golpeados en la cabeza con algin objeto pesado,
como un garrote para liberar al animal, ya sea muerto o herido, y recuperar las
redes. Esto también ha sido documentado en otras areas donde los animales
interceptan las capturas de pesca y pueden guedar enmallados (Zavala &
Mellink, 1997). La relacion entre pescador y lobo marino no es armoniosa, ya
que los pescadores le atribuyen a esta especie pérdidas econOmicas
importantes, como dafios a las redes o pérdidas en las capturas, por lo que
suelen tomar acciones en prejuicio de los animales como disparos con arma de

fuego, golpes, etc. (Gallo, 1986).

No se puede ignorar que existe una alta incidencia de esta lesion en
particular, mas que cualquier otra, en los animales varados, sobre todo en
animales juveniles de ambos sexos y debe considerarse que al coincidir con una
época de alta actividad pesquera, estas lesiones puedan atribuirse

presuntivamente a interacciones con pesquerias. En otros estudios se ha visto
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un incremento en la incidencia de varamientos asociado al incremento en la
actividad pesquera, principalmente de tiburon y escama (Delgado-Estrella,
1994). En uno de los casos en los que pudo analizarse el cadaver fresco de un
animal con traumatismo craneal, se pudo observar histolégicamente la presencia
de una lesion neuronal originada por la isquemia la cual puede asociarse a

traumatismo (Fuller, 2007) .

Para Bahia Magdalena, la temporada de pesca de escama se realiza
durante los meses de mayo a agosto e incluye especies como lenguado
(Paralichthys californicus), verdillo (Paralabrax sp.), pierna (Caulolatilus princeps
y C. affinis), jurel (Seriola spp., Caranx spp.) y roncacho (Cheilotrema spp.) que
se pescan con chinchorros, asi como sierra (Scomberomorus sierra) y corvina
(Cynoscion parvipinnis y otros scianidos) que se pescan con redes de superficie,
(Ramirez-Rodriguez, 1996). La pesqueria de tiburén (especies de los géneros
Mustelus, Carcharhinus, Alopias, Sphyrna y Squatina), se lleva a cabo con
cimbra y palangre (Villavicencio-Garayzar, 1996). Esta pesqueria se realizaba
durante todo el afio, sin embargo, a partir del 2012 se establecié un periodo de
veda que va de mayo a julio, aunque para este afo, dicha veda no se hizo
efectiva hasta el mes de junio (DOF, 2012). Ademas, existe la pesqueria de
pelagicos menores que se realiza de manera comercial durante los meses de

abril a septiembre, con redes de cerco (Rodriguez-Sanchez, 1996)

Durante los afios anteriores, el porcentaje de interacciones
antropogénicas fue relativamente bajo (4%), sin embargo este puede estar
subestimado, principalmente por el avanzado grado de descomposiciéon de los
animales varados, que dificulta la identificacion de marcas producidas por redes

y otros instrumentos de pesca (Mercuri, 2007).

En afos anteriores fueron especies de delfines las que mas
frecuentemente presentaron evidencia de interaccion antropogénica. Esto puede
deberse a que la evidencia es mas clara en este tipo de animales, al ser la
mayoria de las veces la falta de aleta caudal y las marcas de cuchillo o restos de

redes los indicadores de la interaccién, ya que los animales son comunmente
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mutilados para poder retirarlos de las redes de pesca (Read & Murray, 2000),

lesion que es visible a pesar de la descomposicion.

Para el lobo marino de California, el porcentaje de causas de muerte de
origen antropogénico presentado en afios anteriores, al igual que el actual,
puede estar subestimado, debido a que muchas veces los animales mueren
ahogados en la red, lo cual no necesariamente produce marcas, y al llegar a
tierra en un estado de descomposicidon avanzado, es imposible determinar el
ahogamiento. Otras veces son golpeados y de la misma manera es dificil
distinguir las lesiones por lo que no so registradas, y si se hace, es dificil
asociarlas a una interaccion antropogénica (Bravo et al.,, 2005). Ademas, los
organismos que mueren a mas de 15 millas de la costa muy dificilmente seran

registrados (Ascencio, 2010).

El edema pulmonar fue uno de los hallazgos histolégicos mas frecuentes,
incluso en animales con grado de descomposicion avanzado, este indica la
presencia de liquido y solutos en el intersticio y/o espacios aéreos del pulmon
(Trigo, 2007), lo que provoca insuficiencia respiratoria si se origina ante mortem
y puede ser causa de muerte. Sin embargo, muchas veces es solo un cambio
post portem dado por un gradiente de presion entre la vascularizacion pulmonar
y los espacios alveolares, asi como una alteracion en la permeabilidad de los
capilares, lamentablemente es imposible distinguir uno de otro (Durlacher et al.,
1950).

Se encontr6 un caso de neoplasia, diagnosticado como carcinoma
colangio-celular, considerado de tipo maligno y que afecta los conductos biliares
presentes en el higado. Su etiologia es desconocida pero puede estar asociada
a diferentes factores, como predisposicidn genética, exposicion a contaminantes,
consanguinidad, presencia de trematodos biliares, etc. (Acevedo et al., 2003;
McAloose & Newton, 2009; Vikram & Alastair, 2007). Se encontro la presencia
de algunos huevos de trematodos en los ductos biliares de este ejemplar, lo que
pudo a ver tenido influencia en el desarrollo de la lesién, como sucede en otros

mamiferos (Vikram & Alastair , 2007) sin embargo esta parasito es comunmente
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encontrado en el lobo marino de California (Dailey, 2001 ), mientras que esta
neoplasia parece ser rara. Hasta ahora no hay evidencia de altos niveles de
contaminacion en la zona donde el animal fue encontrado, se sabe que los
ejemplares de Baja California, estain menos contaminados que los ejemplares en
California, ( Del Toro et al., 2006 ) pero al ser este un macho adulto pudo estar
expuesto en otra areas, ya que estos suelen realizar migraciones, sin embargo
sin el analisis toxicoldgico no podemos saber exactamente qué papel jugé esto
en el desarrollo de la neoplasia. Se sabe también que altos niveles de
consanguinidad estan asociados al desarrollo de enfermedades neoplasicas
(Acevedo-Whitehouse, 2003), pero de la misma manera no contamos con

informacion genética del animal.

También se encontré un caso de neumonia, con la presencia de
cocobacilos Gram positivos. y nematodos pulmonares, donde ambos agentes se
encontraban provocando una reaccion inflamatoria. La neumonia es una de las
causas de muerte mas frecuentes en animales varados a lo largo de las costas
de California (Haulena et al., 2006; Wheeler et al., 2010), pero se desconocia su
prevalencia en las poblaciones mexicanas. De acuerdo a lo encontrado en este
estudio la prevalencia fue de 5.2%, la cual es baja en comparacion con las
poblaciones de California (Gerber et al., 1993) aunque esto puede estar

influenciado por el bajo nUmero de muestra.

Se detectd la presencia de algunos parasitos tanto gastrointestinales
como pulmonares, los cuales son comunmente encontrados en estos animales,
pero bajo ciertas condiciones pueden ser de mayor gravedad, especialmente en
crias y juveniles o geriatras, debilitados por condicién nutricional pobre, heridas u

otras enfermedades (Measures, 2001).

Las pruebas de PCR realizadas para el diagnéstico de tres agentes
infecciosos (Leptospira spp. Brucella spp. y Morbillivirus) se pudieron realizar

solamente a los tejidos colectados frescos y en los que habia sido posible
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mantener la cadena fria desde la colecta hasta el momento de realizar las
pruebas. EI mantenimiento de la cadena fria es de gran importancia ya que el
material genético de las bacterias o0 virus que se desea diagnosticar, es
facilmente degradado por endo y exonucleasas que estan contenidas en los
propios tejidos del animal, las bajas temperaturas detienen este proceso
enzimatico permitiendo la preservacion del material genético por mas tiempo
(Linn, 1981; Seutin et al., 1991).

Para el diagnostico de Leptospira spp. la prueba mas utilizada es la
microaglutinaciéon (MAT) (Colagross-Schouten et al., 2002). Sin embargo para
este estudio no fue posible utilizar esta técnica, ya que requiere el uso de suero,
gue no siempre se puede obtener de animales muertos. El cultivo bacteriologico
seria ideal, pero es poco utilizado ya que el proceso es lento y poco sensible,
(Wuthiekanun et al.,, 2007). Tambien se utiliza la tincion de plata para el
diagnostico de Leptospira spp. (Mikaelian et al., 1997). El diagnostico mediante
PCR, es una herramienta sensible y especifica que permite el diagndstico
exitoso de la presencia de la bacteria en diferentes tipos de muestras (Cameron
et al., 2008).

Para este estudio aun cuando el nimero de muestra fue limitado (escasez
de animales frescos), y ademas de que todos los animales analizados
presentaron causas de muerte diferentes a la leptospirosis, se obtuvo una
proporcién alta de animales positivos a Leptospira interrogans (3 de 4), mediante
la tecnica de PCR. Esto sugiere que un numero importante de la poblacion
puede ser portadora asintomética, lo que tendria un papel muy importante en la
epidemiologia de la enfermedad (Zuerner & Alt, 2009). En dos organismos a los
gue se les realizd tincion de plata en cortes de rifion, los resultados fueron

congruentes con los obtenidos mediante la técnica de PCR.

En otros sitios de distribucion de la especie como son las costas de
California y Oregon, se han presentado eventos de mortalidad masiva causados

por esta bacteria desde la década de 1970 a la fecha, y estos se dan de manera
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periédica cada 3 a 4 afios (Colagross-Schouten et al., 2002; Cameron et al.,
2008).

En México se ha evaluado la presencia de anticuerpos contra Leptospira,
principalmente en crias en diversas colonias del Golfo de California mediante
MAT, o de la presencia de la bacteria en sangre y orina mediante PCR. Dos
estudios muestran una seroprevalencia de 32% y 54% respectivamente, siendo
las serovariedades mas frecuentemente encontradas las hardjo y cynopteri
(Godinez et al.,, 1998; Acevedo-Whitehouse, 2003), a diferencia de las
poblaciones de la costa oeste de EUA, donde la variedad pomona es la mas
frecuentemente asociada con la enfermedad (Zuerner & Alt, 2009). Se carece de
informacion acerca de las serovariedades presentes en las colonias del Pacifico

mexicano.

El mecanismo de transmisién aun se desconoce, aunque se sugiere que
podria ser a través de la contaminacion de las costas marinas con las
excreciones de lobos marinos infectados (Cameron et al., 2008). Se sabe que la
bacteria es capaz de sobrevivir en cuerpos de agua salada marina por periodos
cortos y que tiene una distribucion cosmopolita (Cameron et al., 2008). Se han
tomado muestras de pozas de agua en las colonias del golfo, considerando que
en estas se pudiera acumular orina de los animales y al estar el agua estancada,
favoreceria a la supervivencia de la bacteria, sin embargo los resultados han

sido negativos (Acevedo- Whitehouse et al., 2003).

Se desconoce cual ha sido la fuente de contaminacion o infeccion de
estos animales, en este estudio no se llego a identificar la genomo-especie o
serovariedad a la que pertenecen las bacterias detectadas, sin embargo podria
lograrse en el futuro. El tener esta informacién podria orientarnos hacia la fuente
de contaminacién, ya que ciertas variedades estan intimamente asociadas a una
especie en particular, asi como los mecanismos de infeccion y reinfeccion de las

poblaciones de lobo marino (Romero y Yasuda, 2006).
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Ya que el numero de muestras de tejidos obtenidas de animales muertos
frescos suele ser muy limitado, es de gran importancia para futuras
investigaciones ampliar el muestreo a animales vivos; las muestras que podrian
ser colectadas son: orina, suero y sangre e incluso arena contaminada con orina
y heces (Acevedo-Whitehouse et al., 2006; Cameron et al., 2008). Con este tipo
de muestras, se podrian realizar estudios diagnésticos mediante técnicas como
PCR, MAT, e incluso intentar el aislamiento de la bacteria, sobre todo
considerando, que los animales que fueron positivos, no murieron a causa de la

presencia de esta bacteria en sus tejidos.

Esta puede no ser aun, una causa importante de mortalidad, pero es una
enfermedad latente que podria emerger en cualquier momento como ha
sucedido en las poblaciones de E.U.A., e incluso podria afectar a las
poblaciones humanas (Zuerner & Alt, 2009).

Las pruebas para el diagnéstico de Brucella spp., se realizaron también
mediante PCR. Todos los animales analizados fueron negativos. La brucelosis
es considerada una importante zoonosis, la bacteria se encuentra en numerosas
especies terrestres y a partir de la década de 1990 se ha aislado también de
animales marinos las subespecies Brucella pinnipedialis y Brucella ceti (Nielsen
et al., 1996; Foster et al., 2007).

En el caso de los pinnipedos se aislé por primera vez de la foca comun
Phoca vitulina en Escocia en 1994 (Ross et al., 1994) y ha sido posteriormente
aislada de diversas especies de focidos y de algunos odobénidos (Forbes et al.,
2000; Nielsen et al., 2001). En otaridos, su presencia ha sido casi insignificante,
se han encontrado algunos animales seropositivos, pero en proporciones muy
bajas (Burek et al., 2005; Roe et al., 2010). En México se realizé un estudio en el
cual 22.5% de los animales fueron positivos a Brucella terrestre y 14% a la cepa
marina (Avalos-Tellez et al., en prensa). No hay reportes de animales que
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presenten los signos clinicos de la enfermedad como en el caso de focidos y

cetaceos.

Los estudios realizados alrededor del mundo sugieren que la brucelosis
es una enfermedad enzodtica en muchos de los océanos del mundo. Pocas
patologias han sido asociadas a la infeccion con la bacteria, por lo que parece
ser un patdégeno secundario u oportunista, sin embargo podria llegar a tener un
fuerte impacto en las poblaciones al afectar sus tasas de natalidad ya que

provoca abortos e infertilidad (Foster et al., 2002).

Durante las necropsias realizadas en este estudio no se encontraron
lesiones que sugirieran a presencia de la enfermedad, por lo que los resultados
son congruentes. Sin embargo, la brucelosis es considerada una zoonosis
reemergente por lo que su monitoreo constante es de gran importancia (Godfroid
et al., 2004).

Infecciones por Morbillivirus han sido causantes de al menos 8 eventos de
mortalidades masivas de mamiferos marinos alrededor del mundo en los dltimos
afios (Stone et al.,, 2012). La enfermedad afecta principalmente las vias
respiratorias, asi como al sistema nervioso central, principalmente al cerebro,
también presenta una forma dérmica (Kennedy-Stoskopf, 2001). Para nuestro
estudio, solo uno de los casos examinados presentaba signos respiratorios
(ejemplar 17), y ninguno presentd signos nerviosos. Se realizé la prueba por RT-
PCR a 3 animales (incluido el que presentd signos respiratorios), todos fueron
negativos.

Hasta 1988 se conocian solo 4 miembros de este género viral, Measles
Virus (MV) causante del sarampion, Canine Distemper Virus (CDV) causante del
moquillo canino, Rinder Pest Virus (RPV) de la peste bovina y Peste-des-Pettite
Rumminants Virus (PPRV) de la peste de pequefios rumiantes (Kennedy-
Stoskopf, 2001). Actualmente se conocen ademas 4 miembros que afectan a
mamiferos marinos, el Phocine Distemper Virus, aislado de focas, el cual es muy
cercano al CDV, el Porpoise morbillivirus, de marsopas, el Dolphin morbillivirus

(DMV) en delfines y el Pilot whale morbillvirus (PWMB) en ballenas piloto, los 3
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altimos muy cercanos entre si y se les considera en general como Cetacean
morbillivirus (CMV), y que a su vez son mas cercanos a los RPV y PPRV. Se
han obtenido resultados positivos de animales muestreados en colonias de
México (Golfo de California), y al realizar la secuenciacion, se encontrdé que el
virus encontrado es muy cercano al que produce el moquillo canino (CDV)

(Suarez-Ramirez, datos no publicados?).

La prevalencia de las causas de muerte identificadas en este estudio, en
cuanto a categoria de edad y sexo para el traumatismo craneal fue igual para
hembras y machos y la Unica categoria que se vio afectada por esta, fueron los
juveniles. En las causas relacionadas con la salud de los animales, como el
carcinoma y la neumonia, fueron mas altas en los machos e iguales para adultos
y subadultos. Para la presencia de Leptospira, de la misma manera fue mayor en
machos que en hembras, y se encontrd de igual manera en juveniles, subadultos

y adultos.

En otras regiones como California y Oregon (Stroud et al., 1979; Greig et
al., 2005) se han realizado multiples estudios de la mortalidad y patologias mas
comunes en esta especie, sin embargo esta es la primera vez que se conduce
un estudio dirigido a conocer las causas de mortalidad en alguna poblacién

mexicana de Zalophus californianus.

Aungue nuestro numero de muestra es limitado y fue colectado en un
periodo muy corto, no se encontr6 evidencia que sugiera la presencia de las
enfermedades mas prevalentes en otras areas como el carcinoma urogenital,
intoxicacion por acido domoico, e incluso la leptospirosis (Colagross-Schouten et
al., 2002; Gulland et al., 2002;,Colegrove et al., 2009). A pesar de que ésta
dltima se encontrd6 en una alta proporcion de los animales muestreados, en
ninguno de estos casos se encontraron las lesiones patologicas, por lo que no se
puede decir que presentaban la enfermedad, y fueron considerados como casos
subclinicos. Sin embargo, la presencia de la bacteria representa una alerta ante

(2) Suarez-Ramirez, L.. 2013 Datos no publicados. Laboratorio de Virologia veterinaria. UNAM.

México D.F.
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futuros brotes de la enfermedad. El resto de las enfermedades no pueden

descartase sin realizar las pruebas diagndsticas especificas.

Cabe destacar que este muestreo fue conducido en un periodo muy corto
y con un numero limitado de muestras, por lo que mas estudios son necesarios,
ya que se tienen muestras de un periodo durante el cual se incrementa también
la actividad pesquera, lo que podria repercutir directamente en el incremento de
mortalidad por traumatismo craneal observado, pero no necesariamente esta
tendencia se mantenga durante todo el afio. Quizd en periodos de baja
productividad, y por lo tanto menor abundancia de alimento, un mayor namero
de animales presenten mortalidad a causa del sindrome de malnutricién, lo cual

favoreceria también la presencia de enfermedades.

Es de gran importancia que se continle con mas estudios
epidemioldgicos y de ecologia de enfermedades, que permitan ampliar la
coleccion de muestras durante diferentes épocas del afio, y que proporcionen
informacion mas completa sobre las causas de muerte en la zona, ya que el
estado de salud de los animales es un reflejo de la salud del ecosistema
(Schwacke et al., 2013).
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10.CONCLUSIONES

Después de realizar este estudio, podemos concluir que debido a la
temporalidad del muestreo (mayo-junio), la hipotesis originalmente propuesta de
que la mayoria de las causas de muerte estarian dentro del sindrome de
malnutricién, no fue soportada. Esto probablemente debido a que las necropsias
se realizaron solo durante una época del afio en la cual la region es altamente
productiva y por lo tanto hay mas abundancia de alimento. También durante esta
época aumenta la actividad pesquera, lo que explica que exista una alta
incidencia de animales con lesiones craneales (42%), las cuales parecen estar

mas relacionadas con la pesca, que con el sindrome de malnutricién.

La mayoria de los animales que se varan, presentan un alto grado de
descomposicion (categoria 4), lo que indica que la mayoria de estos mueren en
el mar. Los animales que se encontraron frescos, murieron en tierra y la mayoria

presentaron lesiones patolégicas de importancia.

No se encontré evidencia clara de enfermedades epizodticas que estén
relacionadas a los varamientos, sin embargo existe la presencia de
enfermedades de importancia que requieren ser monitoreadas, tales como el
cancer y la latente leptospirosis, que pueden tener importantes implicaciones

ecoldgicas y epidemioldgicas.

Es importante continuar este tipo de estudios con el fin de determinar el
estado de salud de las poblaciones mexicanas de esta especie, ya que con ello
se mide indirectamente el estado de salud de los ecosistemas y pudiera

asociarse con cambios ambientales y climaticos.
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ANEXO 1. Método histologico
a. Fijacion

1. Las muestras fueron fijadas en formaldehido neutralizado con fosfatos
al 10%.

2. Posteriormente estas fueron divididas en submuestras de las secciones
de interés, fueron colocadas en bolsas de tul individualmente vy

etiquetadas.
b. Lavados

3. Después se sometieron varios lavados con agua corriente para retirar

el exceso de formaldehido y se colocaron en alcohol al 70% por 24 hrs.
c. Deshidratacion, transparentacion e impregnacion

4. Las muestras se catalogaron de acuerdo al tamafio y consistencia de
los tejidos y se dividieron en 3 lotes: piezas grandes, medianas y

pequefias.

5. A cada uno de estos lotes se le asignaron diferentes tiempos en las
diferentes sustancias en el procesador de tejidos, los cuales se muestran

en la Tabla I.
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Tabla I.- Tiempos dados en el procesador de tejidos para cada lote.

Reactivo

Lote 1

Lote 2

Lote 3

Alcohol etilico 70°
Alcohol etilico 80°
Alcohol etilico 96°
Alcohol etilico 96°
Alcohol etilico 100°
Alcohol etilico 100°
Alcohol etilico 100°
Alcohol-cloroformo
Cloroformo
Cloroformo-
parafina
Parafina |
Parafina Il

Parafina Il

1 hora
1 hora
1 hora
1 hora
1 hora
1 hora
15 min

10 min

30 min
1 hora 30 min
1 hora 30 min
30 min

1 hora 30 min

1 hora 30 min

1 hora 30 min

1 hora 30 min

1 hora 30 min

1 hora 30 min
30 min

15 min

30 min
2 horas
2 horas

1 hora

2 horas 30 min

2 horas 30 min

2 horas 30 min

2 horas 30 min

2 horas 30 min

2 horas 30 min
30 min

15 min

30 min
2 horas 30 min
2 horas 30 min

1 horas

d. Inclusién

6. Al salir del procesador los tejidos fueron colocados en moldes de cartdon

hechos a la medida de cada tejido e incluidos en Paraplast de manera

individual y se dejaron secar.

e. Microtomia

7. De los bloques obtenidos se realizaron cortes de 5um, con un

micrétomo rotatorio, se realizaron de 3 a 5 cortes de cada uno de los

tejidos las cuales

8. Fueron colocados en portaobjetos de vidrio y se colocaron en la estufa

por 24 horas para eliminar el exceso de parafina.

80



f. Tincion

9. Posteriormente se realizd la técnica de tincion con Hematoxilina y
Eosina. Los tiempos dados en el proceso de tincidbn en cada reactivo se

muestran en la Tabla Il.

10. una vez tenidos fueron montados con cytoseal.

Tabla Il.- Tiempos dado en cada paso para la técnica H/E.

Reactivo Tiempo

Hematoxilina de

Harris 1 min
Agua corriente lavar
Alcohol acido 30 seg
Agua corriente Lavar 2
Agua amoniacal Lavar
Agua corriente 2 min
Agua destilada 1 min
Eosina al 1% 30 seg
Alcohol al 96% Lavar 2

g. Observacion

11.- Las laminillas obtenidas fueron observadas a microscopio de luz, con

los objetivos 2x, 4x, 10x, 20x, 40x y 60x en busca de lesiones patoldgicas.

81



ANEXO 2. Extraccion de ADNy ARN

1. Extraccién de ADN método clasico (fenol-cloroformo)

1. Preparacion de solucion de lisis

Solucién de Lisis
1% SDS

50mM Tris-Cl pH 8
50 mM EDTA pH 8
50mM NaCl

20 pl /ml RNAsa

2. Se incubaron a 56°C durante 1 hr.

Tratamiento con Proteinasa K

3. Se agregaron 20 pl de Proteinasa K a cada muestra y se incubo a
37°C durante 16 h.

Extraccion con Fenol/ Cloroformo

Se agreg6 Fenol Equilibrado

Se homogenizo por vortex

Se centrifug6 12,000 xg, 3 min, 4 °C
Se recuperd la fase acuosa

Se agrego6 Fenol /Cloroformo (1:1)

© © N o o b

Se homogenizo6 por vortex

10.  Se centrifugd 12,000 rpm, 3 min, 4 °C

11. Se recupero la fase acuosa

12. Se agrego Cloroformo/ alcohol isoamilico (24:1)
13.  Se centrifugd 12,000 xg, 3 min, 4 °C

14.  Se recupero la fase acuosa
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Precipitacion con Etanol

15. Se agrego etanol al 100% (frio) y 10% de Acetato de sodio 5M

16.  Se permitio la precipitacion del DNA a -70°C 16 h

17.  Se centrifugd 12,000 xg, 10 min, 4°C

18. Se decant6 el sobrenadante y la pastilla de DNA se lavé con etanol
al 75%

19.  Se permitié el secado de la pastilla y se resuspendié en 100 ul de

agua grado molecular.

Cuantificacion de ADN

Se realiz6 la cuantificacion de ADN en Espectrofotometro Bioteck
en 2pl de la muestra (Tabla Ill)
Una vez obtenidas las concentraciones de ADN en cada muestra se
realizaron dos alicuotas de 50 pl, una de estas se designdé para el
diagnéstico de Leptospira y otra para el diagnéstico de Brucella mediante

PCR, a una concentracién de 500 ng/ ul de material genético.
Verificacion de la viabilidad del ADN

Se realizd electroforesis de 1ug de ADN de cada muestra en
agarosa al 1.6%, con el objetivo de verificar la integridad del DNA.

2. Extraccién de ADN mediante kit comercial (QUIAGEN)

Se realizé la extraccion a tres tejidos adicionales (testiculo, linfonédulo y

cerebro). Se realizaron los siguientes pasos:

1. Se colocaron de 10 a 25 mg de cada tejido en tubos previamente
etiquetados para microcentrifuga de manera individual

2. Se agregaron 180 ul del Buffer ATL

3. Se agregaron 20 ul de Proteinasa K

4. Se homogenizd por vortex
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3
1
2
3
4.
5
6
7
8
9

5. Se incubd a 56°C hasta que el tejido estuvo totalmente lisado

(aprox. 1hr)

6. Se homogenizé por vortex durante 15 segundos
7.- Se agregaron 200ul del Buffer AL

8. Se homogenizo por vortex

9. Se agreg0 etanol al 100%

10. Se homogenizo por vortex

Verificacion de la viabilidad del ADN

Se realizo electroforesis de 1ug de ADN de cada muestra en

agarosa al 1%, con el objetivo de verificar la integridad del DNA.

. Extraccion de ARN

. Se macero el tejido en un mortero de Agata con PBS
Se coloco el sobrenadante en tubos Ependorf

. Se agregaron de 500-700 pl de trizol

Se agregaron 200 pul de cloroformo

. Se centrifug6 a 12,000 rpm durante 15 min.

. Se recupero el sobrenadante en viales de 5ml

. Se agregaron 500 pl de isopropanol a 4°C

. Se centrifugo a 12,000 rpm durante 15 min.

. Se dejo precipitar por 30 min a -20°C

10.Se decant6 el sobrenadante

11.Se agregaron 2 ml de etanol al 75%

12. Se centrifugo 12,000 rpm durante 10 min.

13. Decantar el sobrenadante y dejar secar.

Verificacion de la viabilidad del ARN

Se realizo electroforesis de 1ug de ARN de cada muestra en

agarosa al 1.6%, con el objetivo de verificar la integridad del ARN.
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ANEXO 3. Protocolos de PCR para diagnéstico de Leptospira spp. Brucella
spp. y Morbillivirus

1. Diagndstico de Leptospira sp. mediante PCR

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para diagnoéstico de
Leptospira spp.

Las reacciones se realizaron en un volumen de 15 pl totales, conteniendo

300ng de ADN, 0.5 pM iniciador L737 (5’-GACCCGAAGCCTGTCGAG-3) y del
iniciador L1218 (5’-GCCATGCTTAGTCCCGATTAC-3), 0.2 mM dNTP’s, 3mM
MgCl,, Buffer de reaccion 50mM Tris —HCI (pH 8.3), 0.25 mg/ml BSA y 0.4
Unidades de Taqg DNA polimerasa.
Las condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo de desnaturalizacion a
94°C por 5 min, seguido de 50 ciclos a 94°C por 30 s, 59°C por 40 sy 74°C por
1min con 20 sy un ciclo de extension final a 74°C por 10 min. Posteriormente se
realizo la electroforesis en agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para diagndstico de

Leptospira biflexa sensu lato (sapréfitas)

Las reacciones se hicieron en un volumen de 15 pl totales, con 300ng de
ADN, 0.5 pM iniciador 16S FWD (AGAAATTTGTGCTAATACCGAATGT) y del
16S RVS (GGCGTCGCTGCTTCAGGCTTTCG), 0.2 mM de cada NTP, 1.5 mM
MgCl,, Buffer de reaccion 50mM Tris —HCI (pH 8.3), y 0.4 Unidades de Taq
DNA polimerasa. Las condiciones de amplificacion fueron un ciclo de
desnaturalizacion a 94°C por 5 min, seguido de 50 ciclos a 94°C por 30 s, 60°C
por 45 sy 74°C por 1min y un ciclo de extension final a 72°C por 10 min. Se

realizo la electroforesis en agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para diagnostico de

Leptospira interrogans sensu lato (patdgenas)

Las reacciones se hicieron en un volumen de 15 pl con 500ng de ADN,
0.5 pM iniciador P1 (TTC-GAT-TCA-AAG-CAT-GGC-TAA-CG) Yy del M16 (AAA-
GAA-GGA-CTC-AGC-GAC-TGC-G), 0.2 mM de cada NTP, 3.5 mM MgCl,,
Buffer de reaccion 50mM Tris—HCI (pH 8.3), y 0.5 Unidades de Tag DNA
polimerasa. Las condiciones de amplificacion fueron un ciclo de
desnaturalizacion a 94°C por 5 min, seguido de 50 ciclos a 94°C por 30 s, se
aplico gradiente de 60°C 40 s y 74°C por 2min, seguido de un ciclo de
extension final a 72°C por 5 min. Se realiz6 la electroforesis en agarosa al 2%

tefido con bromuro de etidio. Todas las reacciones se realizaron por duplicado.

2. Diagnostico de Brucella sp. mediante PCR

Reaccion en cadena de la polimerasa PCR para diagnoéstico de

Brucella sp.

Las reacciones se hicieron en un volumen de 25ul con 500ng de ADN, 0.4
MM iniciador P26A (571 GCCCCTGACATAACCCGCTT 3), 0.4 uM del iniciador
P26B (5[] GAGCGTGACATTTGCCGATA 3), 0.4 mM de dNTP, 1 pM de MgCl,,
1.5 pM de Buffer de reaccion y 0. 1.5 uyM de Tagq DNA polimerasa. Las
condiciones de amplificacion fueron un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 5
min, seguido de 30 ciclos a 58°C por 1 min, 70°C por 1 min 30 seg, 94°C por
1min, 58°C por un min, seguido de un ciclo de extension final a 70°C por 10 min.

Se realiz6 la electroforesis en agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio
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3. Diagnéstico de Morbillivirus mediante R-PCR

Reaccion reversa de la cadena de la polimerasa R-PCR para el
diagnéstico de Morbillivirus

Las reacciones se hicieron con el kit de Qiagen One Step, en un volumen
de 25ul, con 5pl de ARN, 5 ul de 5x buffer, 1 pl de dNTP, 0.6 pl del iniciador
Forward (5 - ATG TTT ATG ATC ACA GCG GT -3, 0.6 pl del Reverse (5"-ATT
GGG TTG CAC CAC TTG TC-3"), 1 pl de enzima Quiagen. Las condiciones de
amplificacion fueron un ciclo de transcripcién reversa a 50°C por 30 min, seguido
de 35 ciclos a 95°C por 15 min, 94°C por 1 min, 50°C por 1 min, seguido de un
ciclo de extension final a 72°C por 1 min y en stand by a 4°C. Se realiz0 la

electroforesis en agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.
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