UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD|

Universidad Autdnoma de Querétaro
Facultad de Ciencias Naturales
Maestria en Ciencias Bioldgicas

YIE]
o

AKNIO

Epidemiologia de infecciones por microfilarias en el
lobo marino de California (Zalophus californianus) en el Golfo de
California, México

Tesis para obtener el grado de:

Maestra en Ciencias Bioldgicas

Presenta:

Biol. Mdnica Farriols Pérez

Dirigido por:

Dra. Karina Acevedo Whitehouse

SINODALES

Dra. Karina A. Acevedo Whitehouse
Presidente

Dr. Roberto Carlos Alvarez Martinez
Secretario

Dra. Ménica Eugenia Fiquerca Cabarias
Vocal

Dr. José Antonio Cervantes Chavez
Suplente

Dra. Angelina Rodriguez Torres
Suplente

_:a. C.S. Juana Elizabeth Elton Puente Dra. Ma. Guadalpe Flavia Loarca Pifia
Directora de la Facultad de Ciencias Director de Investigacién y Posgrado
Naturales

Centro Universitario
Querétaro, Qro.
Diciembre, 2018

México


DGBSDI-RI
Rectángulo

DGBSDI-RI
Rectángulo

DGBSDI-RI
Rectángulo

DGBSDI-RI
Rectángulo

DGBSDI-RI
Rectángulo

DGBSDI-RI
Rectángulo

DGBSDI-RI
Rectángulo


REPOSITORIO
R I INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

La presente obra esta bajo la licencia:
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es

@OSE

CC BY-NC-ND 4.0 DEED

Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional

Usted es libre de:

Compartir — copiary redistribuir el material en cualquier medio o formato

La licenciante no puede revocar estas libertades en tanto usted siga los términos de la licencia

Bajo los siguientes términos:

Atribucién — Usted debe dar crédito de manera adecuada , brindar un enlace a la licencia,
e indicar si se han realizado cambios . Puede hacerlo en cualquier forma razonable, pero no de
forma tal que sugiera que usted o su uso tienen el apoyo de la licenciante.

@ NoComercial — Usted no puede hacer uso del material con propdsitos comerciales .

SinDerivadas — Si remezcla, transforma o crea a partir del material, no podra distribuir el
material modificado.

No hay restricciones adicionales — No puede aplicar términos legales ni medidas tecnoldgicas que
restrinjan legalmente a otras a hacer cualquier uso permitido por la licencia.

Avisos:

No tiene que cumplir con la licencia para elementos del material en el dominio publico o cuando su uso
esté permitido por una excepcion o limitacion aplicable.

No se dan garantias. La licencia podria no darle todos los permisos que necesita para el uso que tenga
previsto. Por ejemplo, otros derechos como publicidad, privacidad, o derechos morales pueden limitar la
forma en que utilice el material.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-appropriate-credit
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-indicate-changes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-commercial-purposes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-some-kinds-of-mods
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-technological-measures
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-exception-or-limitation
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-publicity-privacy-or-moral-rights

Declaratoria de autoria

Declaro que el trabajo que se presenta en esta tesis fue realizado por mi, a excepcion

de aquellas secciones que formaron parte de colaboraciones, mismas que se indican

explicitamente en el texto.

Confirmo que las ideas originales aqui presentadas son de mi autoria y que a lo largo

de la tesis le he dado crédito al trabajo de otros mediante el uso adecuado de las

referencias.

Esta copia se ha sometido a la Universidad Auténoma de Querétaro bajo el

entendido de que constituye material con derechos de autor y que no puede citarse

ningun pasaje de esta tesis sin darle el credito adecuado.

© 2018. Universidad Autonoma de Querétaro y Modnica Farriols Pérez






Resumen

Los nematodos son organismos pseudocelomados, cominmente conocidos como
gusanos redondos. Dentro de la familia Onchocercidae existen alrededor de 75
géneros que son, en su mayoria, parasitos de vertebrados. Las etapas larvarias de
Onchocercidae, también llamadas microfilarias, circulan en la sangre del
hospedero y utilizan vectores como medio de transmision entre hospederos. Al
menos tres especies de nemétodos filariales, Dirofilaria immitis, Dipetalonema
(Acanthocheilonema) spirocauda y D. odendhali afectan el sistema circulatorio y
respiratorio de los pinnipedos. ElI lobo marino de California (Zalophus
californianus) es una de las especies de pinnipedos en la que se han observado
infecciones por neméatodos filariales. Sin embargo, a la fecha solo se cuenta con
evidencia de infeccién en animales muertos o mantenidos en cautiverio, por lo que
se conoce poco sobre la epidemiologia de estas infecciones en poblaciones de
vida libre. El objetivo de esta tesis fue identificar y analizar la prevalencia e
intensidad de los dos géneros de neméatodos filariales en sangre de lobos marinos
de California (LMC) crias y adultas muestreadas en las 13 colonias reproductivas
de la especie dentro del Golfo de California. Se utilizaron métodos morfoldgicos
para identificar a los géneros y se calcularon prevalencias para las colonias y las
regiones ecologicas. Se realizaron analisis epidemiolégicos para determinar los
sitios de mayor riesgo de infeccidn para la especie. Se encontraron microfilarias en
35 de las 45 hembras adultas y solamente en una cria de las 235 muestreadas. Se
detect6 la presencia de microfilarias en todas las colonias excepto en San Pedro
Nolasco. La prevalencia de microfilarias varié significativamente entre regiones y
colonias. Las infecciones por nematodos del género Dipetalonema fueron las que
presentaron la mayor intensidad en comparacion con las infecciones por Dirofilaria
immitis. Sin embargo, la prevalencia entre ambos géneros de nematodos no varié
entre colonias y ni entre regiones. Esta tesis constituye una primera exploracion de

las infecciones filariales y su potencial relevancia para la salud de las poblaciones.

Palabras clave: microfilarias, Acanthocheilonema Dipetalonema, Dirofilaria, lobo

marino de California, infeccidn, prevalencia, intensidad



Abstract

Nematodes are pseudocoelomate organisms, commonly known as roundworms.
Within the nematode classification, the Onchocercidae family has around 75
genera that are mostly vertebrate parasites. The larvae of the Onchocercidae, also
called microfilariae, circulate in the host's blood and use vectors as a means of
transmission between hosts. At least three species of filarial worms, Dirofilaria
immitis, Dipetalonema (Acanthocheilonema) spirocauda, and D. odendhali are
known to affect the circulatory and respiratory system of pinnipeds. The California
sea lion (Zalophus californianus) is one of the species of pinnipeds in which
infections by nematodes have been observed. However, to date, the evidence of
infection comes from dead or captive animals. Thus, little is known about the
epidemiology of these infections in free-living populations. The objective of this
thesis was to identify the presence of filarial nematodes in the blood and calculate
the prevalence and intensity of the two genera in adult and pup California sea lions
sampled at the 13 breeding colonies of the Gulf of California. Using morphological
analysis, we identified the filaria and conducted epidemiological analyses to
caluclate the risk of infection for the species within the region. Microfilaria were
detected in 35 of the 45 adult females sampled and in a single pup of the 235
sampled. Microfilariae were found in all the colonies except in San Pedro Nolasco.
The prevalence of microfilariae differed significantly among regions and colonies.
The infections by Dipetalonema spp. had the highest intensity compared to those
by Dirofilaria immitis. However, the prevalence between both genera of nematodes
did not differ significantly among colonies and regions. This is a first approximation
to investigate the ecology of filarial infections in the California sea lion and to

examine their potential relevance for the population.

Key words: Microfilarias, Acanthocheilonema, Dipetalonema, Dirofilaria, California

sea lion, prevalence, intensity
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1. Introduccién

Actualmente nuestro planeta esta sufriendo cambios climéaticos drasticos sin
precedentes. Estos cambios alteran los componentes fisicos y biologicos del
amiente, causando cambios de los intervalos de temperatura e indices de
precipitacion, y alterando la abundancia y distribucién de las especies presa y
depredador, asi como los patégenos y sus hospederos (MacLeod et al., 2007;
Patz et al., 2008; Tibbetts, 2007). Ademas, los ecosistemas estan cada vez mas
sujetos a los efectos del impacto antrépico (Jackson et al., 2001) ya sea en forma
de pérdida o alteracion del ambiente, la introduccion de especies invasivas, brotes

de patégenos, entre otros.

Las alteraciones ambientales han conducido al incremento de
enfermedades infecciosas, incluso en poblaciones de vida silvestre (Jones et al.,
2008; Smith et al., 2009). Algunas de estas enfermedades pueden ser utilizadas
como un indicador de que una poblacién, comunidad o ecosistema se aproxima a
un estado maximo de tolerancia (Acevedo-Whitehouse y Duffus, 2009). Sin
embargo, para esto, es necesario primero tener informacion basal sobre la
prevalencia de enfermedades comunes en una poblacion dada, para asi poder

detectar cambios atipicos que sean informativos.

En los ultimos afios, el lobo marino de California (Zalophus californianus) ha
sido propuesto como un modelo no tradicional para comprender procesos
complejos a una escala ecoldgica (Browning et al., 2015; Vera-Massieu et al.,
2015) ya que se conoce mucho sobre su ecologia e historia de vida. Por ejemplo,
se sabe que las hembras de esta especie presentan una alta filopatria
(Hernandez-Camacho et al., 2008), es decir, permanecen y/o vuelven a la isla
donde nacieron para reproducirse, mientras que los machos suelen migrar al norte
después del periodo de reproduccién (Orr y Poulter 1965; Le Boeuf y Bonnell
1980; Bonell et al.,, 1978). Las crias permanecen en tierra hasta los 5 meses,
cuando comienzan sus primeros buceos y busquedas de alimento. Ademas, tienen

una amplia distribucion (Orr y Poulter 1965; Le Boeuf y Bonnell 1980; Bonell et al.,
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1978), por lo que es posible utilizar a la especie como un modelo para el estudio

de la ecologia de infecciones.

Recientemente se reportdé que la especie es suceptible a infecciones por
microfilarias (Alho et al., 2017), y existen reportes de que éstas son comunes en
lobos marinos varados (Cara Fields, comunicacién personal). A la fecha, su
presencia y prevalencia se desconoce en la poblacion en vida libre, aunque se
sabe que puede provocar problemas clinicos en carnivoros terrestres. Tomando
en cuenta que es un pardsito transmitido por vectores, resulta interesante como
modelo para estudiar variaciones espaciales en su prevalencia, particularmente
porque en la ultima década se han reportado cambios oceanogréficos y climéaticos
en el Golfo de California y Pacifico Mexicano que generan bajas en la
productividad primaria que, a su vez, impactan a toda la red trofica, con
consecuencias ecolégicas (Elorriaga-Verplancken et al., 2016) y de salud de los
animales (Banuet-Martinez et al.,, 2017). En este contexto, resulta relevante
determinar la prevalencia de las microfilarias a lo largo de la distribucién de la
especie en el Golfo de California. Esta tesis exploré los patrones espaciales y
demograficos de la microfilariasis en el lobo marino de California, e investigd su

relevancia para la salud de los animales.
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2. Antecedentes

2.1 Filarias

El filo Nematoda pertenece al superfilum Ecdysozoa. Este grupo taxondmico fue
definido a través de marcadores moleculares (Aguinaldo et al., 1997; Blaxter y
Koutsovoulos 2015), ya que los andlisis morfoldgicos no aportaban suficiente
evidencia de su distincion de otros grupos (Nielsen 2001). Dentro de la
clasificacion genética y molecular de nematodos, la clase Chromadoria es la mas
amplia y contiene un gran nimero de nematodos, tanto de origen marino como
terrestres, parasitarios de plantas y animales (Blaxter y Koutsovoulos 2015). En el
clado Il la subclase Spirurina son en su mayoria parasitos de vertebrados que
utilizan vectores como medio de transmision de un hospedero a otro (Nadler et al.,
2007; Laetsch et al., 2012). Una de las familias de nematodos parasitos es
Onchocercidae (Chabaud y Anderson 1959) en la cual existen alrededor de 75
géneros, cuyas larvas, también llamadas microfilarias, circulan en la sangre del
hospedero como parte de su ciclo de vida (Soulsby 1965; Genchi et al., 2011;
Magnis et al. 2013).

Las filarias son parasitos comunes de carnivoros, quienes son sus
hospederos naturales (Mehlorn 2015), y su ciclo es desarrollado en ellos y en los
vectores (Fig. 1). Se encuentran en diferentes Organos y tejidos, segun el
hospedero y la especie de filaria de la que se trate. Al encontrarse en sangre son
transferidos a insectos hematéfagos cuando estos se alimentan del hospedero. En
pinnipedos se han descrito tres especies de filarias a la fecha. Estos son
Dipetalonema  (Acanthocheilonema) odendhali, D.  spirocauday  Dirofilaria
immitis (Measures 2001). Estos parasitos afectan al sistema respiratorio y
circulatorio de la foca comun, Phoca \vitulina, y el lobo fino de

Sudafrica, Arctocephalus pusilis (Alho et al., 2017).
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Figura 1. Ciclo de vida de Dirofilaria immitis en perros y gatos domesticos (Tomado de American
Heartworm Society, 2014).

2.2.1. Dirofilaria immitis

Dirofilaria immitis, también conocido como el gusano del corazén, se origind en
Asia y ha tenido una larga historia en zonas del mediterraneo, lo mas probable es

que haya llegado a América en perros traidos por inmigrantes y exploradores

(Bowman y Atkins 2009). En Norte América, el primer caso de Dirofilaria immitis se

identificd en 1847 y desde entonces es considerado un parasito comun de perros
domésticos y canidos silvestres (Bowman y Atkins 2009).

Las infecciones por D. immitis se han estudiado sobre todo en perros. Sin
embargo, se ha aislado este parasito en perro doméstico, lobo gris, lobo de crin,

coyote, zorra roja, zorra gris, zorro cangrejero, dingo, chacal, mapache japonés,
perro salvaje asiatico y perro salvaje africano (McCall et al., 2008; Trotti et al.,
1997). Ademas, ha sido reportado en diversos felinos (incluyendo el gato

doméstico), lobos marinos, focas de puerto, mustélidos, osos, pandas, castores,
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coatis, liebres, venados, caballos, primates y humanos (Abraham et al., 1988). La
mayoria de las infecciones de fauna silvestre son esporadicas y solo en algunos
casos se ha reportado microfilaremia (McCall et al., 2008; Trotti et al., 1997;
Abraham et al., 1988). Sin embargo, parece ser que todos los miembros de la
familia de los canidos tienen la capacidad de albergar y permitir el desarrollo de la
infeccion patente de D. immitis y sirven también como reservorios naturales
(McCall et al., 2008).

El gusano del corazdén es generalmente transmitido por mosquitos. Sin
embargo, a diferencia de enfermedades como la malaria, ocasionada por especies
de Plasmodium, que solo puede ser transimitada de manera efectiva por el género
de Anopheles, D. immitis es capaz de desarrollarse en mosquitos de diversas
familias (Bowman y Atkins 2009). Existen diversos reportes que identifican
diversas especies de mosquitos en los que puede desarrollarse la etapa larvaria
de D. immitis hasta llegar a la etapa infectiva, siendo los principales generos
Aedes, Anopheles, Culex y Mansonia (Kartma 1957; Lok et al.,, 1988). Sin
embargo a pesar de que se han realizado experimentos para conocer cuales son
las especies de mosquitos que actian como principales vectores de transmision
de D. immitis, a la fecha no se ha esclarecido toda la diversidad de vectores que la
transmiten en condiciones naturales en diferentes partes del mundo. Por ejempilo,
en Oceania se reportd que Culex annulirostris y Aedes polynesiensis son vectores
naturales de transimision las especies (Rosen et al., 1954). En Fiji A. fijiensis, A.
polynesiensis, A. pseudoscutellaris y Culex annulirostris son infectados de manera
natural por este parasito (Symes 1960), y en Estados Unidos de América, Aedes
trivittatus y 12 especies adicionales parecen ser el vector natural del parasito
(Christenson 1977; Lok, 2018). En México, no existen estudios sistematicos sobre
los vectores de especies de Dirofilaria; sin embargo, en 1986 se realizé un reporte
de las especies de mosquitos que habitan la peninsula de Baja California en la
gue se encontraron ocho especies del genero Aedes, cinco de Anopheles, trece
de Culex, cuatro de Culiseta y tres de Psorophora, entre otras (Martinez-Palacios
1983), Dado que las especies de mosquitos pueden variar de acuerdo a la region,
especies diferentes pueden ser los principales vectores en diferentes regiones.
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Hasta ahora, mas de 60 especies de mosquito han demostrado ser susceptibles
de ser vectores de D. immitis. Resulta interesante que la ingesta de un namero
excesivo de microfilarias por parte del mosquito puede ser fatal para €l (Abraham
et al., 1988).

En cuanto al ciclo de vida de D. immitis, en infecciones experimentales de
perros cachorros se vié que las microfilarias aparecen en la sangre nueve meses
después de la infeccion y que migran, luego de volverse parasitos adultos, hacia al
corazén (Bancroft 1904; Webber y Hawking 1955; Newton 1957; Orihel 1961). El
periodo prepatente dura ocho meses en promedio (Feng 1930). El tiempo de
maduracién de las microfilarias dentro de los misquitos vector depende tanto de
las especies de mosquito (Tolbert y Johnson, 1982) como de las condiciones
ambientales como temperatura y humedad. Se sabe que entre los 25y 32 °C, con
condiciones de humedad relativa de 60 a 90%, el tiempo de desarrollo de las
microfilarias es de 10-14 dias (Barriga 2002; Gémez et al., 1999); mientras que Si
la temperatura es de 18°C puede demorar hasta 30 dias, y si la temperatura
ambiental media es inferior a los 14° C las larvas no maduran, aunque pueden
sobrevivir en el mosquito hibernante y completar su desarrollo cuando las
temperaturas superan ese umbral critico (Atkins 1994; Wu et al., 1995).

El vector también juega un papel en el desarrollo. Por ejemplo, en Aedes
aegypti, las microfilarias tienen un periodo prepatente de tres a cuatro dias, con
una primera muda a los 10 dias y una segunda muda a los 13 dias (Taylor 1960)
mientras que en A. trivitattus la primera muda se observo a los 7-8 dias y la
segunda muda a los 10-11 dias postinfeccidén (Christenson 1977). Las microfilarias
se desarrollan en los tubulos de Malphigi en especies como Anopheles
maculipennis (Grassi y Noé 1900) y emergen en estado infectivo a través de la
probdscide del mosquito cuando succionan la sangre (Bancroft 1899, 1901;
Fllleborn 1908). Cuando el mosquito se vuelve a alimentar, las larvas ingresan al
hospedero vertebrado migrando por los tejidos a localizaciones intermedias como
membranas submusculares, tejido subcutaneo, subserosas, tejido adiposo v,
ocasionalmente, a los musculos (Barriga 2002; Georgi y Georgi, 1994; Kittleson y
Kienle, 2000; Winter 1959). La muda a etapa larvaria L4 ocurre entre 2 y 12 dias
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postinfeccion y en ocasiones puede demorar hasta 70 dias (Hayasaki 1996; Kotani
y Powers, 1982). Las L4 pueden permanecer en los tejidos anteriormente
mencionados hasta 4 meses antes de mudar a adultos juveniles (L5) y entrar en la
circulacion venosa (Goggin et al., 1997). El proceso de muda de L4 a L5 ocurre 50
a 70 dias después de la infeccion (Atkins 1994; Kotani y Powers, 1982). La larva
L5 tiene una gran movilidad y capacidad de penetracién en los tejidos. De 70 a
120 dias posteriores a la infecién penetra la pared de una vena principal y es
transportada por el torrente sanguineo hasta las arterias pulmonares para ingresar
en el sistema cardiopulmonar, donde maduran por alrededor de tres meses
(Atkins, 1994; Hayasaki, 1996; Kume e Itagaki, 1995).

Se sabe que el numero de microfilarias varia diariamente en la sangre de
los perros (Abraham et al., 1988). Segun Webber y Hawkings (1955) la mayor
cantidad de microfilarias se encuentran en circulacién sanguinea por la tarde y la
menor carga se encuentra en la mafiana, y este patron parece que se repite en la
mayoria de las ubicaciones geograficas estudiadas. Incluso cuando la
microfilaremia es baja, estas pueden detectarse, ya que la sangre periférica
contiene 5% a 20% de las microfilarias totales (Bowman y Atkins 2009; McCall et
al., 2008). También hay variaciones estacionales en la carga parasitaria. Por
ejemplo, el numero de microfilarias en la sangre de los perros infectados
incrementa en primavera y verano en comparacion con otofio e invierno (Lovis et
al., 2017). Las fluctuaciones diarias y estacionales en el niumero de microfilarias
probablemente se correlacionan con la presencia del vector, y parece que la
disponibilidad temporal de vectores dentro de una regién geografica puede

seleccionar la periodicidad local de las microfilarias (Apiwathnasorn et al., 2006).

Un perro infectado con D. immitis en estado adulto puede contraer la
enfermedad y mantenerla por hasta siete afios y medio (Abraham et al., 1988). La
larva adulta vive en la arteria pulmonar del hospedero y en el ventriculo derecho
del corazén (Wilcox 1960). Los huevos fertilizados pasan a través de varias etapas
de desarrollo dentro del utero: especificamente estas son pre-larva, embrion en

desarrollo, pretzel y microfilaria estirada (Lok et al., 1988). La microfilaria estirada
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se encuentra libre de la membrana del huevo, de modo que las microfilarias que

salen de la abertura vulvar y entran a la sangre no se enfundan (Lok et al., 1988).

Las microfilarias transfundidas en perros son capaces de sobrevivir hasta
por dos afios y medio y son capaces de desarrollar la etapa infecciosa en los
mosquitos durante al menos tres meses después de la transfusion (Abraham et al.,
1988). Existen dindmicas de las interacciones microfilariales con perros y
mosquitos que son muy importantes para la transmision del parasito. No hay una
correlacion demostrada entre el nimero de microfilarias circulantes por ml de
sangre y el numero de adultos presentes en las arterias pulmonares (Abraham et
al., 1988). Es probable que exista algin control homeostatico sobre el nUmero total
de microfilarias presentes en la sangre periférica, ya que las microfilarias no

aumentan incontrolablemente durante la infeccion crénica (Abraham et al., 1988).

La longitud de las microfilarias varia segun los autores. Webber y Hawking
(1955) indican una longitud promedio de 258 + 7 ym mientras que Taylor (1960) la
refiere a 300 + 15 ym. Mas recientemente, Dailey (2001) reporta un intervalo de
longitud de 285 a 290 um y un ancho de 5 a 7.5 um. Morfolégicamente son de
cuerpo ancho, fusiformes, con extremo cefalico ahusado y extremo caudal
puntiagudo y recto y carecen de vaina (Blagburn, 1994; Gémez y col., 1999;
Kittleson y Kienle, 2000; Urquhart y col., 2001).

2.2.2. Dipetalonema (Acanthocheilonema) odendhali

Dipetalonema (Acanthoceilonema) odendhali es un nematodo parasitario de la
familia Onchocercidae, que se encuentra circulando en sangre de manera comun
en el lobo marino de California (Dailey 2001). Fue identificada por primera vez en
esta especie en 1965 (Perry 1967). A partir de 1969 se identifico D. odendhali en
otros otaridos, como el lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus) y en el lobo
fino del norte (Callorhinus ursinus) (Nikolskij 1969; Dailey y Hill 1970; Perry y
Forrester 1971; Forrester et al. 1973; Kagei y Oda 1975; Machida 1977; Kovalenko
1978; Stroud y Dailey 1978; Eley 1981).
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Dentro del hospedero, las larvas adultas de D. odendhali se alojan en la
facia muscular del térax (Davis et al., 1971; Lauckner 1985; Dailey 2001) mientras
que las microfilarias circulan en la sangre, lo que permite su identificacion
morfologica (Perry 1967; Perry y Forrester 1971; Davis et al., 1971; Dailey 1980;
Dailey 2001; Kuzmina et al. 2013; Krucik et al. 2016) y molecular (Kuzmina et al.,
2013; Krucik et al., 2016). Unas de las principales caracteristicas morfolégicas
para la identificaciéon de microfilarias de D. odendhali son su longitud y ancho, los
cuales corresponden a 231 a 249 x 3.5 ym (Davis et al., 1971; Dailey 1980; Dailey
2001). A nivel morfolégico, las microfilarias de este parasito se caracterizan por no
tener vaina cuticular, el gancho cefalico se encuentra doblado y la cola tiene
terminacion recta o ligeramente ondulada (Perry y Forrester 1971).

A pesar de que hasta la fecha no se ha reportado que la infeccién por este
parasito tenga una patogenicidad relevante en poblaciones de otaridos (Lauckner
1985; Anderson 2000), se han realizado estudios de prevalencia en el lobo marino
de California y lobo fino del norte (Callorhinus ursinus), reportando 22.6% y de
12.5% a 22.5%, respectivamente en Estados Unidos (Krucik et al., 2016; Kuzmina
et al., 2013). Sin embargo, la prevalencia obtenida para lobo marino de California
podria estar sesgada ya que los individuos que fueron muestreados, eran
pacientes del centro de rehabilitacion, The Marine Mammal Center, por lo que
generalmente llegan con otro tipo de afecciones como desnutricion, heridas
mecanicas o alguna enfermedad, lo cual puede comprometer su sistema inmune
(Krucik et al., 2016), lo que a su vez podria incrementar su susceptibilidad a

presentar filariasis.

Con respecto a su transmision, anteriormente se descart6 la posibilidad de
que la infeccién por D. odendhai se diera de manera denso-dependiente en la
poblacién pues la prevalencia de la infeccion no parecia depender del nimero de
individuos en la poblacion (Kuzmina et al., 2013) lo que implica que requiere uno o
varios vectores como intermediarios para su transmision. A la fecha, se conoce
poco sobre su ciclo de vida (Dailey 2001; Kuzmina et al., 2013) y se cree que los
posibles vectores sean piojos 0 moscas (NWAFC Processed Report 1981; Dailey

2001). Sin embargo, esto se vio Unicamente para el lobo fino del norte en su
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distribucion en Alaska (NWAFC Processed Report 1981) y las especies de
vectores propuestos no fueron identificadas. La propuesta de estos vectores se
sustenta porque se ha reportado que otra especie de Dipetalonema que afecta
perros, D. reconditum, puede desarrollarse en pulgas (Rosen et al., 1954; Newton
y Wright 1956).

2.2.3. Dipetalonema (Acanthocheilonema) spirocauda

Dipetalonema (Acanthocheilonema) spirocauda es un nematodo filaroide largo y
delgado con extremidades suavemente afiladas (Anderson 1959) que se
encuentra comunmente en fécidos holarticos. (Anderson 1959; Chabaud y Bain
1976; Delyamure 1955; Dunn y Wolke 1976). Su terminacion anterior se encuentra
redondeada, presenta estructuras cuticulares y cuatro pares de papilas
submedianas y laterales con anfifidos bien definidos. Su longitud total promedio es
de 225 a 250 ym de longitud por 4.4 uym de ancho. Se deconoce de manera
especifica su ciclo de vida pero se ha propuesto como medio de transmisién una
especie de piojo (Echinophthirius horridus) (Geraci et al., 1981; Dailey 2001). Se
ha encontrado el parasito en el sistema cardiovascular de la foca comun de puerto
(Phoca vitulina) (Delyamure 1955; Taylor et al., 1961; MacDonald y Gilchrist 1969;
Dunn y Wolke 1976), foca anillada (Phoca hispida) (Delyamure 1955) y foca
capuchina (Cystophora cristata) (Helle y Blix 1973). La mayoria de los registros
provienen de animales que se encontraban varados o en cautiverio (Dunn y Wolke
1976; MacDonald y Gilchrist 1969; Taylor et al., 1961). Es por esto que se conoce
poco sobre la prevalencia y distribucion de este nematodo en poblaciones de vida
libre (Eley 1981).

En 1981, Eley, se enfoc6 en conocer la prevalencia y distribucion de D.
spirocauda en fécidos de vida libre en Alaska. Se reportd una prevalencia de
4.6% en foca anillada, (8.5% en foca moteada (Phoca vitulina largha), 17.2% en
foca de puerto, 5.3% en foca listada (Phoca fasciata), y 3.9% en foca barbuda
(Erignathus barbatus) (Eley 1981). A pesar de la relativa baja prevalencia, esta

especie si parece ser patogénica para los pinnipedos focidos (Dailey 2001), no se

19



ha reportado en pinnipedos otaridos. Sin embargo, dada su estrecha relacion
filogenética con D. odendhali, no puede descartarse que D. spirocauda pueda
infectar otaridos, ni que D. odendhali pueda tener un impacto en la salud de los

animales.

2.2 El efecto de las filariasis sobre la salud de los carnivoros

La enfermedad del gusano del corazén, causada por Dirofilaria immitis, afecta a
perros y gatos domésticos como ferales asi como algunas especies de carnivoros
de vida salvaje como los zorrillos, en quienes ocasiona una atrofia cardiaca y
taponeo mecanico (Fig. 2; Simon et al., 2012). La infeccién se desarrolla de
manera progresiva llegando a ser cronica, con afectaciones al sistema respiratorio
y cardiaco, ya que los parasitos se alojan en la arteria pulmonar y el ventriculo
derecho del corazén (Venco et al., 2004). La primera lesién de relevancia ocurre
en el endotelio de las arterias pulmonares, lo que ocasiona el desarrollo de
patologias pulmonares y cardiacas (Forrester et al., 197; White 1975; Simon et al.,
2012).

Figura 2. Ejemplares adultos de Dirofilaria en el corazén de un perro (Tomada de Simon et al.,
2012).
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Figura 3. Desarrollo general de patologias pulmonares, vasculares y cardiacas causadas por la
infeccidn por microfilarias y larvas adultas de D. immitis (Tomada de Simon et al., 2012).

En las arterias pulmonares causa estrechamiento del lumen areterial, lo que
es proporcional al grado de avance de la infeccion, la carga parasitaria y la fuerza
de la respuesta inmunitaria del hospedero (Venco y Venzzoni 2001; Venzzoni y
Venco 1998; Simon et al., 2012). Esto genera que haya cambios a nivel vascular,
aparicion de edemas y respuestas de inflamacién en el parénquima pulmonar, lo
que puede llevar a desarrollar hipertension pulmonar y por consecuencia
insuficiencia y fallo ventricular derecho (Simon et al., 2012; Fig. 3). Por otra parte,
las infecciones por D. immitis también pueden causar fallos renales (Abramowsky
et al., 1981; Grauer et al., 1987; Klei et al., 1971; Ludders et al., 1988).

En la mayoria de los casos la infeccion se presenta de manera asintomatica
(Forrester et al., 1973; White 1975; Sato et al., 2002; Alho et al., 2017) por meses
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o afos, sin embargo, depende de la carga parasitaria, la reactividad individual y el
esfuerzo del animal (i.e. el dafio arterial es mayor en animales que hacen actividad
fisica vigorosa) (Simon et al., 2012). A pesar de esto, existen ciertos signos
clinicos identificables en perros infectados como tos cronica, persistente que
aumenta con el ejercicio y puede causar disnea (Forrester et al.,, 1973; White
1975). Pueden presentar epistaxis, hemoptisis o0 hemorragia pulmonar y en el caso
de ser severo el cuadro clinico puede causar un shock hipovolémico. De manera
general, los perros infectados muestran debilidad e intolerancia al ejercicio, falta
de apetito y anorexia, causados por la acumulacion de larvas adultas en el
corazon y en el flujo sanguineo (Forrester et al. 1973; White 1975; Venco et al.,
2011) y pueden llevar a un shock cardiogenico (Simon et al., 2012).

Por otra parte, en animales de vida silvestre como el lobo marino de
California, se cree que las infecciones por microfilarias, tanto de D. immitis como
las del género Dipetalonema generan patologias menos agresivas y que la
presencia de la infeccion en raros casos es fatal (Dailey 2001; Cara comunicacion

personal The Marine Mammal Center).

2.3 La emergencia de las filariasis en el contexto del cambio climatico

Las enfermedades infecciosas emergentes (EID, por sus siglas en inglés) se
definen como aquellas que han incrementado en su incidencia o rango geogréafico,
gue han colonizado nuevos hospederos, que se han descubierto recientemente o
gue son causadas por patégenos que han evolucionado (Lederberg et al., 1992;
Morse, 1993; Daszak et al., 2000). Estas enfermedades ocurren principalmente
por un cambio en la ecologia de la interaccion patégeno-hospedero (Schrag y
Wiener 1995), incluyendo variaciones demograficas, de la estructura social y del
comportamiento humano (Garnett y Holmes 1996; Dobson y Carper 1996).

Las EID también se relacionan con el cambio climatico que actualmente
experimenta nuestro planeta. EI cambio climatico, entre otros fenébmenos, es un
factor de influencia fuerte sobre la emergencia y resurgencia de muchas

enfermedades infecciosas, especialmente aquellas que requieren de un vehiculo
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(e.g. agua o comida) o vector (e.g. artropodos como mosquitos, pulgas, piojos o
garrapatas, en donde generalmente cumplen los patégenos asociados a las EID
una parte del ciclo de vida) para transmitirse de un hospedero a otro (Patz et al.,
2008). Los artrépodos son poiquilotermos y ectotermos, por lo que cambios en la
temperatura, por pequefios que sean, pueden tener un efecto biolégico importante
en la dinamica de transmision de las enfermedades infecciosas (Patz et al., 2008).
Es por esto que el cambio climatico puede alterar la incidencia, la temporalidad de
la transmision y el rango geografico de las enfermedades infecciosas, tanto las

emergentes como las comunes (McMichael et al., 2003; Patz et al., 2008).

Desde hace més de una década, los cientificos han tratado de comprender
el papel del cambio climatico en la dindmica de la propagacion de las
enfermedades infecciosas (Sohn 2017). Por ejemplo, enfermedades infecciosas
del humano, como la malaria, el célera y el dengue, se han propagado en el
mundo en regiones donde la temperatura promedio ha subido (Patz et al., 2014).
Este mismo fenbmeno se ha observado para algunas especies de aves de vida
libre (Liao et al., 2017). Se han propuesto modelos matematicos y mapas de
riesgo para predecir como y cuando una enfermedad infecciosa puede ocurrir en
un sitio determinado (Sohn 2017). Sin embargo, estos modelos no suelen
considerar el cambio climatico como Unico factor para identificar los cambios en la
dindmica de las infecciones, sino que lo modelan como uno de muchos factores
que participan en la relacion patdgeno-hospedero. Esto es porque el cambio
climatico puede afectar de diferente manera a los patdgenos, hospederos,
vectores y las interacciones que existen entre ellos, por lo tanto estos pueden
reaccionar de manera diferente frente a una misma temperatura. Por ejemplo, las
temperaturas muy altas y la falta de humedad generan una baja actividad y
reproduccion en mosquitos (Patz et al., 2014). Sin embargo, los patégenos que
transmiten los mosquitos pueden ser mas resistentes que sus hospederos a
dichas condiciones (Shocket et al., 2018). Conocer méas acerca de las
caracteristicas ecologicas, biolégicas e historia de vida de los organismos que
participan en la interaccion parasito-hospedero en conjunto con conocimientos

acerca de conservacion, microbiologia y del cambio climatico puede acercarnos a
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comprender la dinamica de las infecciones frente a escenarios cambiantes
(Daszak et al., 2001).

Dirofilaria immitis es un parasito capaz de adaptarse a un intervalo
relativamente amplio de temperaturas (Rossi et al., 1996; Sassnau et al., 2014) y
por esto tiene una distribucién amplia en el planeta (McCall et al., 2008), tanto en

humanos como en animales domeésticos (Fig. 4).

MUdi drnu AIndr LIruianass

Figura 4. Mapa que muestra la prevalencia de Dirofilariasis en perros domésticos en el mundo.
En azul se marcan las infecciones por D. immitis, en verde las infecciones por D. repens, y en
naranja las infecciones simultdneas (Tomado de Simon et al., 2012).

En paises como EUA, Italia y Alemania, las infecciones filaroides se han
extendido méas alla de sus zonas endémicas en los ultimos afios (Rossi et al.,
1996; Ermakova et al., 2014; Levy et al., 2011; Pantchev et al., 2011; Osinska et
al., 2014; Sassnau et al., 2014), principalmente por la capacidad de los vectores,
como Culex pipiensis, de resistir estresores ambientales, como la contaminacion
(Lori et al., 1990) o por que la temperatura ha cambiado de modo que permite el

desarrollo de microfilarias a larvas L3 en los vectores de transmision (Genchi et
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al., 2011; Sassnau et al., 2014). Por otra parte, cuando la temperatura del agua
sube, las larvas de los mosquitos se desarrollan mas rapido, por lo que los adultos
tienen un menor tamafo y necesitan alimentarse de manera mas frecuente y en
consecuencia obtenemos un mayor numero de vectores de transmisiéon (Sohn
2017). Ademas, si la temperatura ambiental es lo suficientemente caliente, los
mosquitos se mantienen en un estado infectivo durante la mayor parte del afio
(Sohn 2017).

La falta de diagnostico de dirofilariasis en perros que habitan en zonas
donde la infeccion no es endémica, permite que estos sean reservorios para los
parasitos y por ende, la continua exposicién a los vectores en conjunto con las
temperaturas adecuadas, permite el rapido crecimiento de la infeccién en zonas

no endémicas (Sasshau et al., 2014).

2.4 Conceptos centrales de epidemiologia y ecologia de enfermedades infecciosas

El entendimiento de que las enfermedades infecciosas no se comportan de
manera estocastica en las poblaciones naturales, y que juegan un papel central
como reguladores de la dinAmica poblacional provoco un gran interés en el estudio
de la ecologia de enfermedades en humanos (Anderson y May 1991). Sin
embargo, los estudios para conocer la dinamica y ecologia de enfermedades
infecciosas en poblaciones animales de vida libre no han tenido el mismo auge y
se han visto limitados por la falta de informacion basal sobre la prevalencia y la
intensidad de infecciones comunes de poblaciones silvestres (Grenfell y Dobson
1995).

Para abordar cualquier estudio sobre epidemiologia y ecologia de
enfermedades es indispensable tener claros diversos conceptos que, en conjunto,
explican el comportamiento de enfermedades infecciosas en las poblaciones. En

esta seccion se presentaran dichos conceptos.

La incidencia se define como la frecuencia de nuevas infecciones dentro
de un intervalo de tiempo y se expresa como tasa de incidencia, mientras que la

prevalencia se refiere al porcentaje de individuos infectados dentro de una
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poblacién en un momento de tiempo definido (Loftus 2004). La incidencia y la
prevalencia en conjunto con factores demogréficos como la edad, el género, la
raza y la region geogréfica forman parte de la epidemologia descriptiva y permiten
conocer el comportamiento de las enfermedades o al menos identificar areas de

investigacion para comprender esta (Loftus 2004).

La intensidad de infeccion (o carga parasitaria) se define como la
cantidad de parasitos dentro del hospedero en un evento de infeccion.
Generalmente, los parasitos tienen una diferente agregacion, es decir, hay
diferencias en la intensidad de infeccién en diferentes hospederos dentro de una
misma poblacién (Beldomenico y Begon 2010). Otros dos conceptos claves para
los estudios epidemiologicos son la susceptibiidad y la tolerancia. La
susceptibilidad puede ser definida como la tendencia de un organismo a
desarrollar una enfermedad una vez que fue infectado. Esta definicion va de la
mano con la de inmunocompetencia que indica la capacidad que tiene el
hospedero de reconocer al agente infeccioso y responder ante la infeccién
(Beldomenico y Begon 2010). Por otro lado, la tolerancia se define como la
capacidad de evitar o limitar los dafios al organismos a pesar de estar infectados

por un patdgeno dado (Scheinder y Ayres 2008).

Un concepto particularmente importante para comprender la dinAmica de
infecciones transmitidas por vectores, como es el caso de las microfilarias, es el
tipo de transmision. A diferencia de las enfermedades de transmision denso-
dependiente, las enfermedades transmitidas por vector son frecuencio-
dependientes. Esto quiere decir que la transmision de la infeccion no depende de
la densidad poblacional, como ocurre para enfermedades como el sarampién o la
viruela, sino de la probabilidad de encuentros entre un hospedero infectado y un
hospedero susceptible (McCallum et al., 2001). Sin embargo, podria haber un
efecto de dilucion relacionado con la densidad, en particular si una mayor
densidad de hospederos disminuye el riesgo de ser mordido por el vector en
algunos hospederos, en particular si este riesgo no es homogéneo, lo que ocurre
cuando hay heterogeneidad en caracteristicas del hospedero asociadas con el

comportamiento de alimentacion del vector (Simpson et al., 2012).
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Un ejemplo clasico de enfermedades frecuencio-dependientes estan las
infecciones por transmision sexual, ya que no dependen de cuantos individuos
estén presentes en una poblacion, sino en los encuentros sexuales entre
individuos infectados y susceptibles (McCallum et al., 2001). En el caso de las
enfermedades transmitidas por vectores, la transmision depende de la frecuencia
de contactos entre el vector y los hospederos, independientemente de la densidad
poblacional de hospederos. Esta transmision se puede describir con la siguiente

ecuacion general:

Donde [ es la tasa de transmision, S corresponde a la densidad de hospederos
susceptibles, | es la densidad de hospederos infectados y N es la densidad total
de hospederos (McCallum et al., 2001).

2.5 El lobo marino de California, Zalophus californianus

El lobo marino de California (Zalophus californianus) es una especie que habita de
manera permanente el Golfo de California (Orr y Poulter 1965; Le Boeuf y Bonell
1980; Bonell et al.,, 1978) y su distribuciobn abarca desde Columbia Britanica,
Canada, hasta la costa sudoeste de México (Jalisco) (Ortega-Ortiz et al., 2013).
En México, el lobo marino de California (LMC), se encuentra listado como una

especie bajo “Proteccidn especial’ segun la NOM-059-ECOL-2010.

El lobo marino de California es una especie costera que se alimenta de mas
de 50 especies de peces y cefalépodos, pudiendo ser un oportunista ocasional. Su
longevidad en vida libre se calcula entre 15 y 25 afios (King 1964). La especie
presenta un marcado dimorfismo sexual, ya que los machos son visiblemente mas
grandes y pesados, miden de 2 a 3.5 m y pesan de 200 a 400 kg y presentan una
cresta sagital que llega a medir 4cm que se desarrolla en la etapa adulta, mientras

gue las hembras suelen ser mas pequefias y livianas; miden de 1.5 a 2 m y pesan
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de 50 a 110 kg. Tanto machos como hembras alcanzan la madurez entre los 4y 5
afios (Odell 1975). A pesar de ser una especie marina, pasa una gran parte del
tiempo en islas rocosas descansando y reproduciéndose (Orr y Poulter 1965; Le
Boeuf y Bonnell 1980; Bonell et al., 1978). Las hembras de esta especie presentan
una alta filopatria (Peterson y Bartholomew 1967; Hernandez-Camacho et al.,
2008), es decir, permanecen y/o vuelven constantemente a la isla donde nacieron
y generalmente es el sitio donde se reproducen, mientras que los machos suelen
migrar al norte después del periodo de reproduccion (Orr y Poulter 1965; Le Boeuf
y Bonnell 1980; Bonell et al., 1978).

Recientemente, el lobo marino de California ha sido propuesto como un
modelo no-tradicional para comprender procesos complejos como el cancer
(Browning et al., 2015). Debido a que se conoce mucho respecto a su ecologia e
historia evolutiva, ademas de que su parecido con el perro permite utilizar
herramientas diagnésticas comerciales, esta especie puede considerarse un
modelo ideal para estudiar enfermedades. Ademas, a pesar de ser una especie
marina, se agrupan en tierra, generalmente en costas rocosas, para reproducirse y
descansar la mayor parte del dia (Orr y Poulter 1965; Le Boeuf y Bonnell 1980), lo

gue facilita la obtencion de muestras.

Dentro del Golfo de California existen 13 colonias de reproduccion (De
Norte a Sur: Roca Consag, Isla San Jorge, Isla Lobos, Isla Granito, Los Cantiles,
Los Machos, El Partido, El Rasito, San Esteban, San Pedro Martir, San Pedro
Nolasco, Farallon de San Ignacio y Los Islotes; Fig. 5) y se estima que la
poblacion total de LMC es de 24,000 a 31,000 individuos (Szteren et al. 2006).
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Figura 5. Mapa que muestra las colonias reproductivas del lobo marino de California de acuerdo
a regiones ecologicas en el Golfo de California. Mapa elaborado por Luis Alberto Soto Garcia.

2.6 El Golfo de California

El Golfo de California, localizado al noroeste de México, se encuentra dentro de la
regiéon subtropical con climas desérticos/aridos, los vientos dominantes en invierno
son del noroeste, generando bajas temperaturas en la parte norte del golfo, y en
verano dominan los vientos del sureste, los cuales son calido-himedos y traen
consigo las tormentas tropicales que afectan generalmente Sonora, Sinaloa y la

parte sur de la peninsula.

La temperatura promedio de las aguas del Golfo de California es de 24°C,

aunque éstas varian por regiones segun la profundidad, las surgencias
estacionales y las corrientes marinas, por lo que es una zona rica en nutrientes
(Case y Cody 1983) dando lugar al albergue del 25% de las especies de

mamiferos marinos a nivel mundial y al 80% en el pais (Nifio-Torres et al., 2011).
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2.6.1. Regionalizacién del Golfo de California

En 1983, Case y Cody identificaron cuatro regiones oceanograficas en el Golfo de
California: El alto Golfo, la Region de las Grandes Islas, el Golfo Central y la
Regién Sur. Actualmente, existen muchos estudios que intentan proveer un mejor
contexto ecoldgico y filogeografico del LMC en el Golfo de California; dentro de
estos, se han hecho andlisis genéticos (Schramm et al.,, 2009), andlisis de
elementos traza (Szteren y Aurioles-Gamboa 2013), isotopos estables (Porras-
Peters et al., 2008), censos poblacionales (Gonzalez-Suarez y Gerber 2006),
analisis de niveles de clorofila-alfa (Le Boeuf y Crocker 2005), habitos alimenticios
(Garcia-Rodriguez y Aurioles-Gamboa 2004) y prevalencia de anticuerpos contra
enfermedades como Leptospira interrogans (Acevedo-Whitehouse et al., 2003), en

los que se identifican de tres a cuatro regiones a lo largo del Golfo de California.

Recientemente, se propuso un analisis multivariado de varios parametros
ecoldgicos y biolégicos en el que se combinan todos los parametros mencionados
anteriormente dando como resultado cuatro regiones (Szteren y Aurioles-Gamboa
2011) muy similares a las identificadas por Case y Cody en 1983. Sin embargo,
para este ultimo estudio (Szteren y Aurioles-Gamboa 2011), no habia datos de las
13 colonias reproductivas para todos los parametros, como es el caso de la
prevalencia de anticuerpos contra enfermedades comunes de esta especie, por lo
gue es posible que la regionalizacién actual no refleje tan precisamente los

factores ecoldgicos relevantes para la especie.
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3. Justificacion

El incremento en las tasas de enfermedades, tanto infecciosas como no
infecciosas, en animales de vida silvestre es de gran preocupacion, debido a que
las enfermedades pueden ser un indicador de que una poblacion se aproxima a un
estado de estrés que afecta de manera negativa las funciones inmunitarias
(Acevedo-Whitehouse y Duffus 2009). El estudiar una enfermedad infecciosa
emergente, como la filariasis, en una poblacion de vida libre de una especie
centinela, como es el lobo marino de California, puede proveer informacion (util

para los planes de manejo y conservacion de la especie y del ecosistema.
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4. Hipétesis

La prevalencia e intensidad de microfilarias varia espacialmente.

La prevalencia e intensidad de microfilarias cambia de acuerdo a la

densidad poblacional de las colonias.

La prevalencia e intensidad de microfilarias varia entre crias y adultos.

La microfilariasis impacta la salud de los lobos marinos.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Realizar un analisis ecolégico, demogréafico y filogeografico de la
prevalencia de microfilariasis en el lobo marino de California a lo largo de su

distribuciéon en el Golfo de California.

5.2 Objetivos particulares

Identificar la estructura geografica y ecoldgica de la microfilariasis en el lobo

marino de California en el Golfo de California.

Determinar el impacto de la infeccion en la salud del lobo marino de

California.
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6. Materiales y métodos

6.1 Obtencion de muestras

Como parte de un estudio mas grande sobre ecologia del sistema inmunitario, se
realizd un crucero cientifico a las 13 loberas reproductivas del Golfo de California,
en el que se obtuvieron muestras de suero de 45 hembras adultas y de 235 crias.
Se obtuvieron muestras de 7 a 9 ml de sangre de la vena glatea caudal con un
sistema de extraccion al vacio (Vacutainer) con tubos con EDTA. Con estas
muestras, se realizaron frotis sanguineos de capa delgada a partir de un volumen
controlado de 3 pul. Para cada individuo se realizaron al menos dos frotis

sanguineos.

6.2 Tincion de las laminillas

Se utilizé un kit de colorantes para tincion policroméatica manual rapida. Los
componentes utilizados fueron eosina amarillenta en amortiguador de fosfatos,
Azur-azul de metileno en amortiguador de fosfatos y solucién fijadora. En conjunto,
se logra una tincién clasica del tipo Romanowsky que permite diferenciar las
células sanguineas en 30 segundos. El proceso se realizé en frascos Coplin, en
secuencia, es decir, sumergiendo cada laminilla de un colorante a otro de manera
inmediata para evitar que la laminilla se seque hasta terminar el proceso de
tincion. Primero se sumergieron las muestras ocho veces, cada vez con una
duracion de 1 s en solucion fijadora (Hycel), después se sumergieron de la misma
manera en eosina amarillenta (Hemocolorante I, Hycel) antes de sumergirlas en
colorante Azur-azul de metileno (Hemocolorante II, Hycel) ocho veces durante 1 s
cada vez. Cada laminilla se enjuagaba con agua destilada y se dejaba secar al
aire libre. Una vez que se secaron las muestras, se fijaron mediante el uso de
resina sintética en xilol al 60% (Hycel) cubriendo en la mayoria la superficie del

frotis y cubriéndola con un cubreobjetos y dejando secar por 24 h.
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6.3 Identificacion y conteo de microfilarias

Se observaron las laminillas tefiidas en su extension total desde el origen hasta la
cola (pluma) en direccién de zigzag (Fig. 6) en el objetivo 40X, mediante el uso de
un microscopio de luz (AMSCOPE).

Figura 6. Conteo de frotis sanguineos.

Se contaron y tomaron fotografias de cada microfilaria encontrada mediante el uso
de contadores y el software Scopelmage que permite tomar imagenes de lo
observado al microscopio. Posteriormente, se realiz6 la identificacion de las
microfilarias (Dirofilaria spp. y Dipetalonema spp) con base en caracteres
diagnésticos morfologicos y morfométricos anteriormente descritos por Dailey

(1980) (Fig. 7) presentados en la seccion de antecedentes de la presente tesis.

Figura 6. Morfologia de microfilarias observadas en lobo marino de California. A)
Dipetalonema odendhali. B) Dirofilaria immitis. Dailey 1980
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6.4 Caracteristicas morfométricas y clasificacion de morfotipos

Se calculé la longitud y el ancho de cada microfilaria mediante el uso de ImageJ
9.0. Con base en los caracteres diagnésticos morfoldgicos y morfométricos
(Cuadro 1) se identificé la especie de la que se trataba.

Cuadro 1. Caracteres diagnésticos morfoldgicos y morfométricos de Dirofilaria immitis,
Dipetalonema spirocauda y Dipetalonema odhendali.

Caracter Dirofilaria immitis Dipetalonema spirocauda  Dipetalonema odhendali
Longitud 28532290 um 2253250 um 2312249 um
Ancho 5.5 um 4.4 um 3.5um

Vaina cuticular Ausente Presente Ausente

Morfologia de Uniformey lisa No identificada Uniforme y rugosa
tincion

Terminacion Redondeada No identificada Achatada

anterior

6.5 Estimacion de densidad poblacional

Para la realizacion de la tesis, se contaba con datos sobre la abundancia de lobos
marinos en cada una de las colonias incluidas en el estudio. Estos datos fueron
colectados por Karen Adame Ferndndez como parte del proyecto mas grande en
el que se inscribe la presente tesis. Con base en estos datos, se estimd la
densidad poblacional de cada colonia. Para esto, se estimo el area de cada lobera
usando mapas previamente generados (Soto-Garcia 2017) para 5 colonias y
generando mapas nuevos para las 7 restantes a partir de los datos obtenidos por

Karen Adame Fernandez.

6.6 Estimacion de parametros de salud

Para la realizacion de la tesis, se contaba con datos sobre valores hematoldgicos
pertinentes a la salud de los animales. Especificamente se tuvo acceso a conteos
leucocitarios totales y diferenciales, hematocrito, proteinas plasmaticas, plaquetas

y numero de eritrocitos para cada lobo marino. Estos analisis fueron realizados por
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Adriana Flores Moran como parte del proyecto mas grande en el que se inscribe la

presente tesis.

6.7 Analisis estadisticos

Se calcularon las prevalencias generales, por colonia y por region para cada
morfotipo de microfilaria. Se analizaron diferencias en la prevalencia entre colonias
y regiones, usando tablas de contingencia y pruebas de Fisher exactas. También
se calcularon las cargas parasitarias (intensidad) por colonia y por regién. Para
esto, se calculd la media aritmética (promedio) y la media geométrica (Alexander,
2012) conforme a la siguiente ecuacion:

1
n n

[T

i=1
, donde p era el conteo de filarias en la sangre de cada lobo marino de una colonia
0 regidon determinada, y n era el nUumero de muestras para esa colonia o region.
Se analizaron diferencias en la intensidad de las infecciones entre colonias y
regiones mediante modelos generalizados lineares indicando una familia binomial

negativa, ya que se trataba de conteos parasitarios (Alexander, 2012).

Se analiz6 la relacién entre la intensidad de las infecciones y los parametros
de salud (condicién corporal y valores hematolégicos clinicos) mediante modelos
generalizados lineales. Finalmente, se construyeron mapas epidemioldgicos
mediante el programa ArcMap | ArcGis para describir la estructuracion geografica
y ecoldgica de las microfilarias e identificar zonas de mayor riesgo a la salud de la

poblacion. Todos los andlisis estadisticos se realizaron en R (v3.3.2).
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6. Resultados

6.1 Prevalencia de microfilarias

Se encontraron microfilarias en los frotis sanguineos de hembras adultas en 11
colonias reproductivas (Roca Consag, San Jorge, Lobos, Granito, Cantiles,
Machos, Partido, Rasito, San Esteban, San Pedro Martir e Islotes) de las 12
observadas (en San Pedro Nolasco no se encontraron) (Cuadro 2; Fig. 8). La
prevalencia global de microfilarias en sangre de hembras adultas fue de 75.56%,
mientras que en crias fue de 0.43%, con solamente un individuo mostrando

evidencias de infeccion.

Cuadro 2. Nimero de hembras adultas de lobo marino de California en las que se detecté la
presencia de microfilarias en sangre.

Colonia

RC S LO GR CA MA PA RA SE SPM SPN IS Total

Aus 1 1 0 0 0 0 1 2 0 0 2 4 11
Pre 3 6 4 3 3 5 2 1 3 3 0 1 34
Total 4 7 4 3 3 5 3 3 3 3 2 5 45

Aus, ausencia; Pre, presencia.
Prueba de Fisher exacta, x2 = 29.963, df = 11, p = 0.002

La prevalencia en las hembras adultas varié significativamente entre
regiones (x2 = 19.7, df = 3, p = 0.0002) y entre colonias (x2 = 29.963, df =11, p =
0.002). Las colonias Lobos, Cantiles, Granito, Machos, San Esteban y San Pedro
Martir tuvieron 100% de prevalencia de microfilarias en sangre de las hembras
adultas. En orden decreciente, estas fueron seguidas por San Jorge (85.71%),
Rocas Consag (75%), Partido (66.67%), Rasito (33.33%), Islotes (20%) y San
Pedro Nolasco (0%) (Fig. 9A). En cuanto a la prevalencia de microfilarias en
sangre de hembras adultas por regién, la region de las Grandes Islas tuvo la
mayor prevalencia (Gl, 92.86 %) seguido del alto Golfo (AG, 86.67%), el Golfo
central (GC, 63.63%) y el Golfo sur (GS, 20%) (Fig. 9B).
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Figura 8. Microfotografia (40X) de morfotipos de microfilarias en la sangre de una hembra
adulta de lobo marino de California capturada en la colonia Granito. A)Dirfilaria immitis, B)
Dipetalonema spirocauda, C) Dipetalonema odendhali.
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Figura 9. Prevalencia de microfilariasis en sangre de hembras adultas de lobo marino de

California en el Golfo de California. A) Se muestra la prevalencia por colonias reproductivas. B)

Se muestra la prevalencia por regiones ecoldgicas.
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En términos de la prevalencia de ambos géneros de microfilarias
identificados (Dirofilaria y Dipetalonema) no se encontraron diferencias entre
colonias ni entre regiones (Colonias: Chi? Pearson= 0.071, gl=12, p=0.999);
Regiones: Chi? Pearson=0.117, gl=3, p=0.965 ; Cuadro 3).

Cuadro 3. Prevalencia por colonias y por regiones de los dos géneros de microfilarias,
Dipetalonema vy Dirofilaria, observados en la sangre de hembras adulta de lobo marino de
California.

Colonia Prevalencia (%) Region Prevalencia (%)
Dirofilaria  Dipetalonema Dirofilaria Dipetalonema

Islotes 20 20 Sur 20 20
Sn. Pedro Nolasco 0 0 Centro 58.33 58.33
Sn. Pedro Martir 100 100
Sn. Esteban 100 100
Rasito 33.33 33.33
Partido 33.33 33.33 Grandes 83.33 83.33
Machos 100 100 islas
Cantiles 100 100
Granito 100 100
Lobos 100 100 Alto Golfo 82.14 86.90
Sn. Jorge 71.43 85.71
Rocas Consag 75 75

6.2 Intensidad de microfilarias

La intensidad global de microfilarias en sangre de hembras adultas fue en
promedio de 99.08 (Rango: 0-724). De todas las crias analizadas, solamente una
presentd microfilarias en sangre, con una intensidad de 2 microfilarias, siendo el
promedio global de 0.0085 (Rango: 0-2). El nimero de microfilarias en sangre de
hembras adultas vari6 entre las colonias (GLM; Desv. Resid=52.13, df = 11, p =
2.62x1014). Cantiles fue la colonia en la que sus habitantes presentaron el mayor
namero de microfilarias en sangre, seguido por las colonias Machos, San Esteban,
Lobos y Granito (Cuadro 3; Fig. 10).

También se encontraron diferencias significativas en el nuimero de
microfilarias en frotis sanguineo de hembras adultas por regién (GLM; Desv.

Resid=52.51, df = 3, p=0.001). La regién de las grandes Islas fue la que presento
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la mayor intensidad promedio de microfilarias, seguida por el Golfo central, el alto

Golfo y por ultimo el Golfo sur (Cuadro 4; Fig. 11).

Cuadro 4. Intensidad de la infeccidén por microfilarias en hembras adultas de lobo marino de
California con base en la regién ecoldgica donde fueron muestreadas. Entre paréntesis se
presenta el intervalo de la intensidad de la infeccidn.

Intensidad Intensidad
Colonia Media Media Region Media Media
aritmética geomeétrica aritmética geomeétrica
Islotes ! 0 Sur ! 0
(0-5) (0-5)
0 0
Sn. Pedro Nolasco (0-0)
‘. 36 34.05
Sn. Pedro Martir (23-52) Centro 54.67 0
Sn. Esteban 159.67 156.64
(126-202)
. 10.67 0
Rasito (0-32) (0-202)
. 4.33 0
Partido (0-10)
Machos 277.80 120.34
(17-724) Grandes 205.21 0
Cantiles 275.33 273.53 islas
(237-314)
Granito 215 212.19
(184-266) (0-314)
Lobos 135.5 92.87
(14-196)
Sn. Jorge 25 (0-83) 0 Alto Golfo 64.33 0
Rocas Consag 61.25 0
(0-160) (0-196)
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Figura 11. Namero de microfilarias en hembras adultas por region. En el inserto se aprecia el
mapa de la localizacién de las 12 colonias reproductivas (Tomada de Szteren y Aurioles-
Gamboa 2011).

El nimero de microfilarias asignadas al género Dirofilaria en sangre de
hembras adultas varié entre las colonias (GLM; Desv. Resid=49.57, df = 11, p =
2.2x1016), Los animales de las colonias Cantiles, Granito y Machos presentaron el
mayor numero de ejemplares de Dirofilaria en sangre (Cuadro 4; Fig. 12A).
También se encontraron diferencias en el numero de microfilarias asignadas al
género Dipetalonema entre colonias (GLM; Desv. Resid=49.78, df = 11, p =
6.53x101%), siendo mayores en animales provenientes de las colonias Cantiles,
Machos, Granito y Lobos (Cuadro 4; Fig. 12B).
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Al analizar diferencias entre regiones (Cuadro 4), la intensidad de Dirofilaria
en sangre de hembras adultas varié por regién (GLM; Desv. Resid=50.18, df = 3,
p=0.0005), al igual que la intensidad de Dipetalonema (GLM; Desv. Resid=50.69,
df = 3, p = 2.51x10-%%). En ambos casos, la region de las grandes lIslas fue la que

presento la mayor intensidad promedio de estos géneros (Fig. 13).

Cuadro 5. Intensidad promedio de los dos géneros de microfilarias, Dipetalonema vy Dirofilaria, en
sangre de hembras adultas de lobo marino de California, por colonias y por regiones. En negritas
se presenta la media aritmética y entre paréntesis se presenta la media geométrica.

Colonia Dirofilaria Dipetalonema Region Dirofilaria Dipetalonema
Islotes 0.8 (0) 0.2 (0) Sur 0.8 (0) 0.2(0)
Sn. Pedro Nolasco 0(0) 0(0) Centro 20.45 (0) 35.64(0)
Sn. Pedro Martir 6.33 (6.21) 28.67 (26.31)

Sn. Esteban 67.33 (66.22)  92.33 (90.38)

Rasito 1.33 (0) 9.67 (0)

Partido 1(0) 2.33 (0) Grandes 73.86 (0) 124 (0)
Machos 110.6 (37.01) 167.20(81.33) islas

Cantiles 67.33 (46.47) 174.67 (170.36)

Granito 92 (90.87) 123 (121.13)

Lobos 36 (17.62) 99.5 (71.66) Alto 13.53 (0) 50.6 (0)
San Jorge 2.86 (0) 22.14 (0) Golfo

Rocas Consag 9.75 (0) 51.5 (0)
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Figura 12. Variacion inter-colonia en la intensidad de filarias observados en sangre de hembras
adultas de lobo marino de California A) Dirofilaria; B) Dipetalonema. Las colonias estan
indicadas en orden latitudinal, de sur a norte, dentro del Golfo de California.
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Figura 13. Variacién inter-regién en la intensidad de filarias observados en sangre de hembras
adultas de lobo marino de California A) Dirofilaria; B) Dipetalonema.
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6.3 Las infecciones por microfilarias en funcién de la densidad poblacional

La densidad colonial de lobos marinos influyé negativamente en la prevalencia de
microfilarias (Fig. 14), explicando el 40% de la variacién de la prevalencia (R?
adj=0.40, gl=11, p=0.016). La intensidad de las infecciones también fue impactada
por la densidad colonial (Fig. 15), que explico el 42% de la variacion en los
conteos parasitarios (R? adj=0.42, gl=11, p=0.013).
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Figura 14. Prevalencia de microfilarias en sangre de hembras adultas de lobo marino de
California en funcién de la densidad de la colonia.
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Figura 15. Intensidad de microfilarias en sangre de hembras adultas de lobo marino de
California en funcion de la densidad de la colonia.
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6.4 El impacto de las microfilarias en la salud

No se encontré ninguna correlacion entre los valores leucocitarios y la prevalencia

e intensidad de microfilarias para hembras adultas de LMC (Cuadro 6).

Cuadro 6. Relacién entre conteos celulares de valores leucocitarios e intensidad de microfilarias en
hembras adultas de lobo marino de California.

Conteo celular Analisis Modelos Lineales

R? Error estdndar gl p<0.01
Hematocrito 0.1005 155.2 23 0.0676
GE 0.06657 156.9 24 0.1083
wBC -0.03612 160.5 26 0.8104
Neutrdfilos -0.01993 159.2 26 0.4979
Linfocitos -0.03229 160.2 26 0.6967
Monocitos 0.103 149.3 26 0.05323
Eosindfilos -0.01857 159.1 26 0.4824
Basofilos -0.03329 160.3 26 0.7212
LT -0.03271 154.3 30 0.8942

GE: Gravedad especifica
WABC: Leucocitos totales
LT: Longitud total

gl: Grados de libretad
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7. Discusidn

Esta tesis constituye la primera investigacién sobre la prevalencia e intensidad de
las infecciones por microfilarias en un mamifero marino, el lobo marino de
California, considerado centinela del ecosistema costero (Bossart, 2006). Se
encontré que la infeccion por microfilarias es prevalente entre hembras adultas
pero, a excepcion de una cria, no se encontraron microfilarias en este grupo
etario. Este resultado se podria explicar en el contexto del ciclo de vida de las
microfilarias. Por ejemplo, Dirofilaria immitis requiere de por lo menos seis meses
para que la larva adulta llegue a la arteria pulmonar y al ventriculo derecho del
corazén, donde comienza su reproduccién y la liberacibn de microfilarias no

infectivas (L1) al torrente sanguineo (American Heartworm Society, 2014).

En perros, la deteccion de la infeccién por microfilarias o microfilaremia es
detectable a partir de los cinco y seis meses post-infeccion (American Heartworm
Society, 2014) y las microfilarias pueden permanecer en circulacion hasta por dos
afios (Abrahams, 1988). El tiempo de desarrollo se cumple para las hembras
adultas de lobo marino de California; sin embargo, las crias de este estudio fueron
muestreadas cuando tenian menos de dos meses de edad, por lo que si su ciclo
es semejante al descrito por el perro, es improbable que pudieran haberse
desarrollado hasta liberar las microfilarias. A pesar de esto, una de las 235 crias
agui estudiadas, nacida en la colonia nortefia de Rocas Consag, presentd dos
microfilarias a la exploracién de su sangre. Una explicacién posible podria ser el
paso transplacentario de las microfilarias, la cual se ha reportado para perros
recién nacidos (Soulsby 1987; Cordero et al., 1999; Barriga 2002; Goméz et al.,
1999). Si este escenario fuera posible, es necesario recordar que el ciclo de vida
del parasito muda de microfilaria no infectiva (L1) a microfilaria infectiva (L3)
dentro de sus vectores de transmision (American Heartworm Society, 2014) por lo
que las microfilarias detectadas en la cria no serian patogénicas, aunque serian
reservorios para la infeccion (Soulsby 1987; Cordero et al., 1999). Este escenario

esta poco estudiado, y aunque podria jugar un papel en la dindmica de la
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transmision de microfilarias, el hecho de haberlo observado solamente en un cria,

implica que su relevancia es baja.

Debido a la ausencia de investigaciones sobre los tiempos de desarrollo de
las microfilarias en el lobo marino de California y otros pinnipedos, se utiliza el
conocimiento sobre las infecciones en perros domésticos. Sin embargo, es posible
considerar que los tiempos de desarrollo sean semejantes entre estos taxones. Si
los tiempos de desarrollo de las filarias fueran menores en los pinnipedos que en
los perros, entonces la marcada disparidad de la prevalencia de microfilarias entre
hembras adultas y crias podria explicarse en funcion de diferencias en la
exposiciéon a los vectores. Durante los primeros meses de su vida, las crias de
lobo marino de California permanecen en las colonias de reproduccion. Ahi estan
mayormente en tierra y pozas de marea, ya que su hado aun es precario y todavia
no tienen desarrollada la capacidad de buceo, lo que limitada su movimiento
(Odell 1975; Orr y Poulter 1965; Le Boeuf y Bonnell 1980; Bonell et al., 1978). Por
otra parte, las hembras adultas realizan constantemente viajes en busca de
alimento en un radio de 50 km aproximadamente (Odell 1975; Orr y Poulter 1965;
Le Boeuf y Bonnell 1980; Bonell et al., 1978) por lo que estos viajes aumentarian
la exposicién a vectores potenciales si llegan a visitar o descansar en colonias
diferentes a su zona de reproduccién donde estos vectores se encontraran. Sin
embargo, a la fecha no existen estudios sistematicos de seguimiento de las rutas
de las hembras de lobo marino de California entre colonias de reproduccion e islas
o islotes de descanso. Tampoco se tiene informacion sobre la presencia y
abundancia de vectores artropodos a lo largo de las islas del Golfo de California,
por lo que no se puede ir mas alla de plantear esta posibilidad. Sin embargo, es
poco parsimonioso considerar que la exposicion diferencial a vectores fuera lo que
explicara la diferencia en la prevalencia entre hembras adultas y crias, ya que ese
escenario exigiria que un artrépodo con una distribucion muy limitada, y que no
fuera capaz de sobrevivir en otra isla al ser transportado ahi sobre las hembras

adultas, fuera el Gnico vector de las microfilarias.
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Se observaron diferencias significativas de la prevalencia e intensidad de
microfilarias en las hembras adultas, tanto por colonia como por region. Esto
quiere decir que la dinamica de la infeccion varia a lo largo del Golfo de California.
Estas diferencias podrian ser debidas al vector de las microfilarias. Para
carnivoros terrestres se sabe que el tiempo de desarrollo de D. immitis — y por
ende, la presencia de microfilarias en los hospederos — varia segun el género y
especie del mosquito que actie como vector de estos parasitos (Christensen
1977; Taylor 1960; Tolbert y Johnson, 1982). Desafortunadamente, no existe
informacion publicada sobre las especies de mosquitos encontrados en las islas
del Golfo de California, y la unica informacion disponible hace referencia a
especies de mosquitos presentes en la peninsula de Baja California, Sonora y
Sinaloa (Martinez-Palacios 1983). No seria correcto suponer que estas especies
se encuentran en las colonias reproductivas del Golfo de California, ni que su
distribucion refleja la distribucion en estados cercanos, ya que las islas del Golfo
de California tienen condiciones climaticas y ecologicas muy especificas (Case y
Cody 1983) que pueden influir en la presencia de especies. Precisamente, la
temperatura y la humedad de las islas también podria afectar el desarrollo de los
vectores artropodos y sus parasitos, ya que estas condiciones climaticas juegan
un papel importante en la maduracion de las microfilarias (Atkins 1994; Barriga
2002; Gomez et al., 1999; Wu et al., 1995). Estas diferencias climaticas podrian
entonces explicar las diferencias en la prevalencia e intensidad de las microfilarias
en las hembras adultas de lobo marino de California a lo largo del Golfo de

California.

No debe de descartarse que, ademas de los mosquitos, podria haber otros
vectores artropodos de las microfilarias en el lobo marino de California. El piojo de
la familia Echinophthiriidae Antarctophthirius microchir, comun en pinnipedos
otaridos (Geraci et al., 1981; Chermett et al. 1998), y encontrado en el lobo marino
de California en colonias reproductivas del Golfo de California (Izquierdo Suzan,
2014), fue propuesto hace tiempo como vector de transmision de Dipetalonema
spirocauda, (Geraci et al., 1981; Chermett et al. 1998), aunque su relevancia en la

ecologia de las microfilariasis no se ha determinado a la fecha. En este contexto,
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resulta interesante mencionar que se detectd DNA de nematodos filariales en
piojos colectados de crias de lobo marino de California (datos no publicados
derivados de analisis realizados por Alejandra Herbert Marinero y Luis Soto
Garcia, integrantes del laboratorio de Plasticidad Inmune y Ecoepidemiologia
Molecular en el que se realizé la presente tesis). A la fecha no se cuenta con
muestras de piojos colectados de hembras adultas, por lo que no se cuenta con
informacion sobre la presencia de las filarias en estos piojos y su papel potencial
en la transmision; sin embargo, se sabe que los piojos son comunes en animales
adultos (Anzar et al.,, 2009; Leonardi et al.,, 2009; Leonardi y Lazzari 2014). El
desarrollo de los piojos también es influido por la temperatura y la humedad,
ademas de la salinidad (Murray y Nichols 1965; Kim 1975) ya que estos
determinan varios de los caracteres de historia de vida de los nematodos filariales,
como su supervivencia, reproduccion y tiempo de incubacién de los huevos
(Murray 1987). Estudios futuros podran identificar molecularmente a las filarias
encontradas en los piojos, para asi determinar si estos insectos artropodos
participan en la transmision de las tres especies de filarias, o si estan

especializados hacia una especie.

Si los vectores de transmision de las microfilarias del lobo marino de
California incluyeran a los piojos, y estos se distribuyen de manera diferencial en
el Golfo de California (Izquierdo-Suzan 2014), en conjunto con lo que se conoce
del ciclo de vida de las filarias en carnivoros terrestres, podria ayudar a explicar
tanto las diferencias en prevalencia entre colonias y regiones, como el que las
crias no presentaran microfilarias, en comparacién con las hembras adultas. Esto
es porque los piojos que se encuentran en las crias de pinnipedo otarido son poco
resistentes a la salinidad y la presion del agua por lo que cuando las crias
comienzan a bucear, se desprenden para pasar a otro hospedero. Por el contrario,
los piojos que viven sobre las hembras adultas de pinnipedos otaridos son
capaces de resistir la salinidad y las altas presiones del agua que implican los
buceos de alimentacion, por lo que estos pueden quedarse aferrados a una
hembra adulta durante mas tiempo (Leonardi et al., 2014), y asi, permitir que se

completen los ciclos de las microfilarias en la misma interaccion individual piojo-
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lobo marino de California. De acuerdo a lo anterior, se podria explicar la infeccion
de la cria si uno de los piojos (infectados por microfilarias durante la alimentaciéon
de una hembra adulta infectada) se hubiera trasladado de manera accidental hacia
una cria durante la lactancia o cuidado materno, ya que si se alimentara de su
sangre, podria haberle transmitido las microfilarias. El hecho de haber encontrado
solamente dos, en vez de los cientos encontrados en las hembras adultas seria
porque, en ellas, las microfilarias son el resultado de la reproduccién del nematodo
adulto en el corazobn o venas pulmonares, mientras que en la cria serian
solamente la transferencia de esa etapa larvaria. Es decir, en esta etapa temprana

de la vida del lobo marino, aun no podrian tener filarias adultas.

En la colonia San Pedro Nolasco, se encontré una prevalencia de 0% ya
que no se encontraron microfilarias en los individuos muestreados. Dos posibles
escenarios podrian estar jugando un papel para determinar esto: 1) el aislamiento
de la colonia de reproduccion, ya que geograficamente es la colonia mas aislada
dentro del golfo de California (101.5 Km apréximadamente a Isla San Pedro Matrtir;
385 Km aproximadamente a Islotes; distancias calculadas con Google Earth) vy,
ademas en esta isla, la zona donde se encuentran los LMC es pequefia (Karen
Adame Fernandez, datos no publicados), 2) el nimero de muestras en esta
coloniase podria aumentar para poder comprender a mayor detalle la dinamica de
las infecciones por microfilarias en el Golfo de California. Por otro lado, la colonia
reproductiva de Los Islotes, ubicada al norte del Parque Nacional Archipiélago del
Espiritu Santo, tuvo una baja prevalencia e intensidad de microfilarias sanguineas
en las hembras adultas muestreadas. Esto podria reflejar tres escenarios que nos
son mutuamente excluyentes: 1) la abundancia de vectores en esta zona de la
distribucion del lobo marino de California es menor por las restricciones climaticas
antes mencionadas, 2) al ubicarse en la parte mas surefia del Golfo de California,
el desplazamiento de las hembras adultas que ahi habitan varia en comparacién
con las de las demas colonias (ver Porras-Peters et al., 2008), y 3) los animales de
esta colonia tienen una inmunocompetencia Optima que les permite detectar y
eliminar a las filarias. Se sabe que los hospederos si detectan a las filarias y

generan respuestas inmunes contra ellas. Sin embargo, estas respuestas y la
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patologia que ocasionan las filarias varia entre especies. Por ejemplo, en felinos,
Dirofilaria ocasiona respuestas severas inflamatorias vasculares, ademas de
tromboembolismos frecuentes e involucramiento del sistema nervioso central
(Atkins et al., 2000), mientras que en canidos, Dirofilaria ocasiona problemas
cardiacos y respiratorios, pero tambiém puede ser subclinico (Simon et al., 2007).
No existe informacion detallada sobre las respuestas inmunes de los pinnipedos
hacia las filarias, pero se han detectado anticuerpos en el lobo marino de
California (Alho et al., 2017), lo que implica reconocimiento de moléculas
asociadas al parasito por parte de células fagocitarias con su presentacion
subsecuente a los linfocitos B para sintentizar anticuerpos (Janeway, 2009). Sin
embargo, el estudio que reporta variacion en efectores inmunes del lobo marino de
California en el Golfo de California (Pefiin et al., 2008) no se centrdé en el la
capacidad de sintesis de anticuerpos, y no se conoce si todos los efectores
inmunes adaptativos son afectados de la misma manera por variaciones
ecolégicas (Acevedo-Whitehouse y Duffus, 2009), por lo que no es posible inferir

si los resultados aqui observados se deben a diferencias en este proceso.

En cuanto a las colonias Rasito y El Partido, estas estan cercanas (a 10 km
de distancia aproximadamente) y ambas tuvieron prevalencias e intensidades
medias. Ambas estan aledafias a La Isla Rasa, caracterizada por su abundancia y
riqueza de aves marinas como el charrdn elegante (Sterna elegans) y la gaviota
ploma (Larus hermanni) que anidan cada afo entre abril y junio (Velarde y
Anderson, 1994). Es posible que la presencia de aves en la colonia reduzca la
abundancia de vectores artropodos en estas colonias, o que podria explicar la
baja prevalencia e intensidad de microfilarias pues las aves podrian estar
realizando un papel de regulador natural de las poblaciones de posibles vectores.
Estudios futuros podrian enfocarse en investigar la relacion entre la presencia de

aves y la abundancia de artrépodos, conocimiento que actualmente no existe.

Por otra parte, en las colonias Lobos, Granito, Cantiles, Machos, San
Esteban y San Pedro Martir la prevalencia de microfilarias fue del 100%. Esto
podria indicar que la dinamica de la infeccién se esta comportando de manera

similar entre ellas en funcidon de los vectores y, por ende, de las condiciones
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climaticas que presentan. Ademas, las colonias Granito, Cantiles y Machos (que
comprenden la region de las grandes Islas, junto con Isla Rasito), se encuentran
ubicadas dentro de un rango de 50 km de radio aproximadamente (distancias
calculadas en Google Earth), lo que implica que las hembras adultas de estas
colonias podrian estar en contacto cercano y estar expuestas a los mismos

vectores artropodos de las microfilarias.

Para las colonias encontradas en la regibn méas nortefia del Golfo de
California (Rocas Consag y San Jorge), las prevalencias e intensidad de
microfilarias también fueron relativamente altas. Esta region del golfo de California
se caracteriza por tener los climas mas extremos; durante el invierno las
temperaturas son mas bajas y durante el verano las temperaturas son mas altas
que en el resto del Golfo de California (Case y Cody 1983). Estudios recientes han
sugerido que el funcionamiento inmune de los lobos marinos adultos de esta
region son subdptimos (Pefiin et al., enviado), por lo que podria explicarse una
alta intensidad de microfilarias si sus respuestas inmunes antiparasitarias son
ineficientes. El impacto de tener respuestas inmunes sublptimas ya se ha
reportado. Por ejemplo se han observado casos de cancer vulvar en hembras
adultas de estas colonias que no ocurren en otras colonias, y que se propone se
debe a exposicion a contaminantes organicos en esta region (Barragan-Vargas et
al., enviado). Si este estado suboptimo de competencia inmune afecta también a
las respuestas antiparasitarias, podria explicar la alta intensidad de infeccion

observada para los animales de esta region.

No se encontraron diferencias significativas en las prevalencia por colonia y
region entre los dos géneros de filarias identificados en la sangre de los lobos
marinos (Dirofilaria y Dipetalonema), pero si en la intensidad de estos géneros,
qgue fue mayor en las colonias de la region de las grandes islas. La semejanza en
la prevalencia entre géneros se puede explicar si asumimos que los vectores de
transmision para ambos géneros son los mismos. Es decir, a) el mismo vector
pudiera transmitir ambos géneros, o b) las microfilarias sean transmitidas por
diferentes especies de vectores pero estos comparten caracteristicas de historia

de vida (i.e. tiempos de desarrollo larvario de los vectores, cantidad de huevos por
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puesta, temperaturas de desarrollo) y ecologia por lo que co-ocurren en las
colonias de lobos marinos. Evidentemente, no puede descartarse que la ausencia
de evidencia de diferencias en la prevalencia entre géneros podria deberse a
errores potenciales en la diferenciacion morfolégica debido a traslape de
caracteres. Por esto, el uso de técnicas moleculares en el futuro ayudaria a

dilucidar mejor los resultados aqui observados.

Una de las contribuciones al conocimiento mas inesperadas de esta tesis
fue el haber encontrado una correlacién negativa entre la densidad poblacional del
lobo marino de California y la prevalencia de la microfilariasis. Esta relacion fue
significativa y explico el 40% de la variacion en la prevalencia. La relacion fue
semejante para la intensidad, donde la densidad explicé el 42% de la variacién en
la intensidad de la infeccion, donde a mayor densidad poblacional, menor
intensidad de microfilarias. Dado que la microfilariasis se transmite por medio de
un vector (Mehlorn 2015), se considera de transmision dependiente de la
frecuencia, por lo que la densidad poblacional tipicamente no es tomada en cuenta
en el modelaje de la dinamica de la infecciébn (McCallum et al., 2001). Sin
embargo, con base en los resultados aqui obtenidos, se propone que la densidad
si esta relacionada con la infeccion, y que los efectos se deben a un efecto de
“dilucion del riesgo” para los hospederos. Es decir, al aumentar la densidad
poblacional, aumenta el nimero de hospederos potenciales para el parasito, lo
que disminuye la probabilidad individual de ser mordido por el vector, y por
consecuencia la prevalencia de microfilarias disminuye en la colonia. Esta
propuesta encuentra sustento en el hecho de que se sabe que en las poblaciones
naturales hay variacion en la seleccion de individuos como fuente de alimento por
vectores hematofagos (Simpson et al., 2012), y que los parasitos suelen tener
diferente agregacion en los individuos de una poblacion (Beldomenico y Begon,
2010). Esta heterogeneidad en las preferencias de alimentacion y parasitismo

podrian dar lugar a la relacién inversa entre densidad e infeccion aqui observada.

Finalmente, en cuanto a los efectos de las microfilarias en la salud del lobo
marino de California, en este estudio no se encontré evidencia de que ninguno de

los valores clinicos registrados para los lobos marinos estuviera relacionado con la
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presencia de las microfilarias ni con su intensidad. Estos resultados concurren en
parte con lo reportado previamente, ya que aunque se ha propuesto que Dirofilaria
immitis tiene potencial patogénico para los otaridos, las infecciones por
microfilarias en carnivoros comunmente son asintomaticas (Forrester et al., 1973;
White 1975; Sato et al., 2002; Alho et al., 2017) y las infecciones por Dipetalonema
odendhali parecen no ser patdgenas para el lobo marino de Cafliornia (Dailey
2001; Cara Field, comunicacion personal). En este sentido, tomando en cuenta las
altas prevalencias de microfilariasis encontradas en el Golfo de California, se
propone que existe tolerancia por parte del lobo marino de California a las
microfilarias. A la fecha no existe ningun estudio publicado sobre tolerancia
inmune en el lobo marino de California, y resultaria interesante realizar un
seguimiento de los resutlados aqui observados para determinar si los efectos de la
infeccion son subclinicos y el impacto se observa a nivel de una disminucion
relativa en el éxito reproductivo, o si son tolerantes estos hospederos a las

microfilarias.

Para terminar, a pesar de que la distribucion de microfilariasis en el Golfo
de California presenta un patron latitudinal, lo que sugiere posibles variaciones
espaciales en la distribucion de los vectores, la demogréafia del hospedero, y su
capacidad inmune, hace falta realizar mas investigacion para identificar las
especies de artépodos que estan actuando como vectores de transmision, e
identificar su éxito como vectores en funcion de las las fluctuaciones de
temperatura y humedad entre colonias y entre regiones, asi como explorar a
mpara poder, en el futuro, determinar si es posible que la microfilariasis se vuelva
un problema a las poblaciones si estas cambian en términos de su capacidad

inmune por otros factores ajenos a la microfilariasis.
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8. Conclusiones

1. Las microfilarias son prevalentes en las hembras adultas de lobo marino de

California en el Golfo de California pero no en las crias de esta especie.

2. Dos géneros de microfilarias — Dirofilaria y Dipetalonema — estan presentes
en las hembras adultas de lobo marino de California en el Golfo de

California.

3. La prevalencia e intensidad de la microfilariasis varia entre colonias y
regiones, lo que sugiere variacion en la ecologia de la infeccion, ya sea en
la distribucion diferencial de los vectores potenciales, en factores climéaticos
gue afectan los ciclos de vida de los vectores y los parasitos, o en

diferencias en la respuesta inmune de los hospederos.

4. A nivel poblacional, las infecciones por microfilarias esta relacionadas de
manera inversa a la densidad poblacional del lobo marino de California,
sugerente a una heterogeneidad en la preferencia por hospederos por parte

los vectores.

5. La microfilarasis no parece ocasionar problemas a la salud de las hembras

de lobo marino de California.
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