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GLOSARIO

Enfermedad emergente: Enfermedad de reciente aparicion o que presenta un
incremento en su incidencia o en la expansion geografica de la infeccion. Puede
ser provocada por patdgenos "nuevos”, pero generalmente son patdégenos que
vuelven a aparecer (resurgentes). Con mucha frecuencia, estas enfermedades son

zoonoticas.

Enzootia: Enfermedad o infeccion presente de manera constante en los animales

de un area geografica determinada.

Epizootia: Brote de una enfermedad infecciosa que afecta a un gran niamero de
animales de manera simultanea. Las epizootias generalmente se diseminan

rapidamente en las poblaciones animales y provocan altas mortalidades.

Digestion enzimatica: Proceso o técnica usada en biologia molecular que se
sirve de enzimas para catalizar reacciones especificas de las moléculas de ADN.
Por ejemplo, el uso de la enzima Polimerasa en la PCR para la desnaturalizaciéon
in vitro del ADN, o el uso de enzimas de restriccion para separar fragmentos

geneéticos.

Gen ribosomal: Un gen es una secuencia o segmento de ADN necesario para la
sintesis de ARN funcional, como el ARN de transferencia o el ARN ribosomal. Por
lo tanto, un gen ribosomal es todo segmento de ADN que codifica para la sintesis
de ARN ribosomal (i.e. genes 16S y 28S ARNIr, entre otros).

Hospedador (Sinénimos: huésped, hospedero): ser vivo que aloja o provee
subsistencia a algun parasito (virus, bacterias, hongos y parasitos protozoarios y

metazoarios).

Hospedador definitivo (Sinénimo: hospedador final): hospedador dentro del cual

el parasito lleva a cabo su reproduccién sexual.



Hospedador intermediario: Hospedador dentro del cual ocurren generalmente
las fases asexuales o inmaduras del parasito (i.e., las larvarias, en el caso de los

helmintos o artrépodos).

Incidencia: Numero de casos nuevos de cierta infeccion con respecto al nimero

total de individuos de la poblacién, durante un periodo de tiempo determinado.
Infeccion: Presencia de micro y macroparasitos en un hospedador.

Inmunidad: Conjunto de procesos naturales que combaten la infeccion mediante

la destruccion del parasito, contencidn de sus efectos o limitando su replicacion.
Inmunosupresién: Reduccién o supresion de la inmunidad.

Patogenia: Origen y desarrollo de una enfermedad; incluye el conjunto de

mecanismos de generacion del dafio o de la enfermedad.

Patégeno: Microorganismo o parasito con la capacidad de producir dafio en el

hospedador, es decir de provocar una enfermedad.

Patégeno oportunista: Parasito que normalmente habita en un organismo sin
causar enfermedad. Cambios en la ecologia del hospedero o del parasito pueden
permitir que colonice y provoque enfermedad. Muchas veces forman parte de la

flora comensal del organismo (i.e. cavidad oral, tracto digestivo).

Parasito: Organismo que depende de su hospedador para obtener metabolitos
esenciales y con el cual existe una relacion reciproca. La definicion estricta incluye
tanto a metazoarios como a protozoarios y microorganismos que infectan los
tejidos del hospedador (i.e.: virus, bacterias y hongos). Sin embargo, en esta tesis
se hablara de parésitos o carga parasitaria para el caso de los macroparasitos (o
metazoarios) y de microorganismos para aquellos microscopicos (0

microparasitos), como las bacterias y los hongos.



Plasmido: Molécula de ADN extracromosOmico de las bacterias que presenta
capacidad de autorreplicacion. En ingenieria genética son llamados vectores y se
usan por su capacidad de autoreplicarse independientemente del ADN
cromosomal y porque es relativamente facil insertar nuevas secuencias genéticas

en ellos.
Prevalencia: Numero de individuos infectados con respecto a la poblacién total.

Reservorio (hospedador): Animal infectado que sirve como fuente de infeccion

para otros animales, sin manifestar la enfermedad.
Virulencia: capacidad de un patégeno de producir dafio.

Zoonosis: Enfermedad infecciosa trasmisible de forma natural entre animales y
humanos. En el sentido amplio, la definicién incluye a cualquier especie animal,
pero la mayoria de los estudios involucran Unicamente a patdégenos zoonoticos de

vertebrados.
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RESUMEN

Se investigaron las cargas patdgenas respiratoria y digestiva de la ballena
gris, la ballena azul y la ballena de aleta en Bahia Magdalena y el Golfo de California,
con el fin de comparar su diversidad y determinar su potencial zoonético. A la fecha,
se conoce poco sobre patdgenos de cetaceos en vida libre, por lo que es dificil inferir
epizootias y determinar riesgos sanitarios. Para el presente estudio se
implementaron dos técnicas de recoleccion de soplos, una mediante un panel
extensible y la otra utilizando un helicoptero de control remoto, con las cuales se
colectaron 43 muestras de soplos de ballena gris, 21 de ballena azul y 36 muestras
ambientales. Las muestras se analizaron por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para detectar microorganismos. Para los examenes de parasitos
digestivos, se recolectaron 30 muestras de heces (23 de ballena azul y siete de
ballena de aleta) que se examinaron mediante una técnica de Ritchie estandarizada.
Se encontr6 ADN bacteriano en 40 muestras de soplo, de las cuales 26 y 33 %
amplificaron a Streptococcus [B-hemoliticos en ballena gris y ballena azul,
respectivamente. Doce por ciento de las muestras de ballena gris fueron positivas a
Streptococcus intermedius. Treinta y nueve por ciento de las muestras de ballena
gris y 67 % de las muestras de ballena azul presentaron ADN de hongos. La
secuencia obtenida a partir de la clonacién de uno de los productos amplificados
presentd6 83 % de similitud con Cryptococcus neoformans. En las muestras
ambientales no pudo encontrarse ADN de los microorganismos respiratorios
investigados. Se encontraron acantocéfalos (Polymorphidae) en 22 % de las
muestras de heces de ballena azul y 29 % de ballena de aleta, huevos de céstodos
(Diphylobothriidae) en 17 % de las ballenas azules y 29 % de las ballenas de aleta; y
huevos de nematodos (Anisakidae) en 26 % de las ballenas azules. El estudio
demostro que es posible el muestreo sanitario no-invasivo de cetaceos en vida libre.
Los microorganismos respiratorios detectados son potencialmente zoondticos,
pueden ocasionar enfermedad severa en individuos inmunosuprimidos y se han

asociado con epizootias virales. Los helmintos encontrados en las heces de las
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ballenas estudiadas son comunes en cetaceos y pueden ser virulentos cuando las

tasas de infeccidn son altas.

ABSTRACT

Respiratory and digestive pathogen loads were investigated in gray, blue and
fin whales from Magdalena Bay and the Gulf of California, in order to compare their
diversity and determine their zoonotic potential. To date, little is known about
pathogens of wild cetaceans, so it is difficult to infer epizootic outbreaks, as well as to
determine public health risks. For this study, we implemented two methods for
collection of whale blow, one with an extensible panel, and another using a hand-
controlled helicopter. With these methods, we collected blow samples from 43 gray
whales and 21 blue whales, as well as 36 environmental samples, which were
analyzed using polymerase chain reactions (PCR) for microbial detection. For the
parasitology analyses, we collected fecal samples from 23 blue whales and seven fin
whales, and examined them using Ritchie’s standardized technique. Forty blow
samples amplified bacterial DNA and of these, 26 % and 33 % amplified
Streptococcus B-haemolyticus in gray and blue whales, respectively. Twelve percent
of the gray whale samples amplified Streptococcus intermedius. Fungal DNA was
detected in 39 % of the gray whale samples and 67 % of the blue whale. One of these
products was cloned and one of the sequences showed 83 % of homology with
Cryptococcus neoformans. No DNA from pathogens was found in the environmental
samples. Adult acanthocephalans (Polymorphidae) were found in 22 % of the blue
whales and 29 % of the fin whales, and cestode eggs (Diphyllobothriidae) were
detected in 17 % of the blue whales and 29 % of the fin whales, while nematode eggs
(Anisakidae) were only found in 26 % of the blue whales. Our results demonstrate
that it is possible to use non-invasive sampling methods to assess the health of free-
ranging cetaceans. The respiratory microorganisms detected in this study are
potentially zoonotic, may cause chronic infections in inmunosupressed animals, and
have been associated with viral epizooties. The helminths detected are common in

cetaceans and can be virulent when infection rates are high.



I. INTRODUCCION

Junto con la depredaciéon y la competencia sexual, las infecciones
actuan como presiones de seleccién y por lo tanto, como agentes reguladores
de las poblaciones naturales (Anderson & May, 1979). Mediante procesos
ecoldgicos y evolutivos, los patégenos tienen un impacto importante en la
dinamica y supervivencia de sus hospedadores y juegan un papel
determinante en el mantenimiento de la biodiversidad. (Scott, 1988; Real,
1996; Azpiri et al., 2000; Woolhouse & Gowtage-Sequeira, 2005; Smith et al.,
2009). Sin embargo, a pesar de que en los ultimos afos la incidencia y
emergencia de las enfermedades infecciosas ha aumentado en las
poblaciones humanas y animales, siguen siendo escasos los estudios de
ecologia y de conservacion que consideran a los patégenos como factores
claves para el mantenimiento y viabilidad de las poblaciones silvestres
(McCallum & Dobson, 1995; Real, 1996; Smith et al., 2009).

l.L1. IMPACTO DE LOS PATOGENOS SOBRE LAS POBLACIONES
NATURALES

Desde hace mas de 30 aros, diversos estudios han sefalado la
importancia de los patdogenos como uno de los principales factores de
mortalidad en las poblaciones naturales de mamiferos, mientras que es el
principal en las poblaciones de aves silvestres (Anderson & May, 1979; Azpiri
et al.,, 2000) y humanas (Real, 1996). Es por medio de distintos mecanismos
que los patdgenos afectan la supervivencia y éxito reproductivo del
hospedador (eficacia bioldgica: fitness), restringiendo en consecuencia el
crecimiento de las poblaciones. Por ejemplo, mientras mas parasitado o
enfermo esté un individuo, incrementara su susceptibilidad a la depredacion
(Anderson & May, 1979; Scott, 1988; Azpiri et al., 2000).



A nivel de comunidades, los patdgenos pueden tener efectos
reguladores, ya que los brotes infecciosos en una determinada regién pueden
ocasionar la mortalidad de alguna de las especies dominantes, provocando
que otras ocupen esos nichos ecologicos. (Anderson & May, 1979; Azpiri et
al., 2000). Sin embargo, si ocasionan la mortalidad de especies o poblaciones
pequenas y vulnerables, pueden conducir a su extincién (Azpiri et al., 2000;
Daszak et al., 2000, Daszak y Cunningham, 1999).

1.L1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS AGENTES
INFECCIOSOS

El éxito de los patdégenos depende de diversos mecanismos y
estrategias de adaptacion y transmision. En términos generales, los
patdbgenos pueden clasificarse como micro- y macroparasitos. Los
microparasitos (i.e. virus, bacterias, algunos protozoarios y hongos) se
caracterizan por un tamafio microscoépico (i.e. virus: 0.009 a 0.02 a ym de
diametro; bacterias: 0.1 a 5.0 ym de didametro; hongos: 5 a 10 ym de largo)
(Pelczar et al., 1977; O’Leary, 1990), tiempos de generacidon muy cortos y
tasas de mutacion y reproduccion dentro del hospedador extremadamente
altas (Anderson & May 1979; Scott, 1988; Hudson et al., 2002). No presentan
estadios infectivos especificos y la duracion del proceso infeccioso es
generalmente corta en relacién al tiempo de vida del hospedador. De manera
general, conducen a la muerte, 0, generan una respuesta inmune de larga
duracion, que muchas veces es permanente en los hospedadores que
sobreviven a la infeccién. (Anderson & May 1979; Anderson & May, 1991;
Hudson et al., 2002).



Los microparasitos se transmiten generalmente por contacto directo
entre los hospedadores (i.e. contacto sexual, cutaneo, por mordida, por
inhalacién) (Anderson & May 1979, Anderson & May, 1991), por lo que
afectan mas frecuentemente a especies con tendencia a agregarse y que
mantienen altas tasas de contacto entre los individuos (Anderson & May,
1991). Las infecciones por microparasitos tienden a ser epidémicas, es decir
que afectan a un gran numero de individuos de la poblacion, en un periodo
corto de tiempo y con impactos poblacionales importantes (McCallum &
Dobson, 1995). Un ejemplo de esto es la epidemia de Rinderpest
(morbillivirus), que a finales del siglo XIX causé mortalidades de hasta 90 % y
restringié la distribucion geografica de la mayoria de las especies de
ungulados en Africa (Anderson & May, 1979; Broad, 1983; Woolhouse &
Gowtage-Sequeira, 2005).

En contraste, los macroparasitos (i.e. helmintos y artrépodos) son
relativamente mas grandes y sus tiempos de generacion son mucho mas
largos (Anderson & May 1979; Scott, 1988; Anderson & May 1991). La
respuesta inmune generada por los macroparasitos es generalmente de corta
duracion y dependiente del numero de parasitos presentes en el hospedador,
es decir de la intensidad de la infeccién. Por esta razon, las infecciones por
macroparasitos suelen ser de naturaleza endémica, con re-infecciones
constantes en las poblaciones hospedadoras (Anderson & May, 1979;
McCallum & Dobson, 1995). Rara vez conducen a la mortalidad del
hospedador, pero lo pueden debilitar, incrementando su susceptibilidad a
infecciones por microparasitos (Hudson et al., 2002). En la mayoria de los
casos, la transmision de los macroparasitos es de forma indirecta a través de
hospedadores intermediarios (otros vertebrados) o vectores (insectos o
moluscos), necesarios para completar sus ciclos de vida (Anderson & May
1979, Scott, 1988; Anderson & May, 1991; Real, 1996). Por ejemplo, varios

géneros de trematodos se transmiten a través de caracoles u otros moluscos,
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hasta llegar a su fase infectiva y parasitar al hospedador definitivo (Anderson
& May 1991; Hudson et al., 2002). Por lo que generalmente los
macroparasitos no requieren de un contacto directo entre individuos e infectan
a especies con tendencia a dispersarse. Sin embargo, también afectan a
poblaciones con una alta tasa de agregacion, siempre y cuando los
hospedadores intermediarios o vectores estén presentes en la zona
(Anderson & May, 1991; Real, 1996). Un ejemplo del impacto poblacional que
pueden ocasionar los macroparasitos es la alta mortalidad del borrego
cimarron de Norte América que fue provocada principalmente por los
nematodos Protostrongylus stilesi y P. rushi, transmitidos a través de
caracoles. La infestacion incremento la susceptibilidad de los animales a otras
infecciones respiratorias, conduciendo a neumonias fatales (Anderson & May,
1979).

.1.2. ENFERMEDADES EMERGENTES EN LAS POBLACIONES
NATURALES

Las enfermedades infecciosas emergentes son aquellas que surgen en
lugares y poblaciones hospedadoras nuevos o que presentan un incremento
en la incidencia o expansion geografica de la infeccion (Daszak et al., 2001,
Woolhouse et al., 2002; Woolhouse & Gowtage-Sequiera, 2005). Pueden ser
provocadas por patdogenos de reciente aparicion, pero generalmente
involucran a patodgenos resurgentes (Daszak et al.,, 2001; Woolhouse et al.,
2002) y muchas veces son zoonoticos, como Mycobacterium tuberculosis,
agente causal de la tuberculosis; o Brucella spp., agente causal de la fiebre
de Malta en humanos y trastornos reproductivos en otros mamiferos
(Debeaumont et al., 2005; Trevejo et al., 2005).

La incidencia de muchas enfermedades infecciosas ha aumentado en

las ultimas tres décadas, tanto en los humanos, como en los animales
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domésticos y de vida libre (Real, 1996; Daszak et al., 2000; Woolhouse et al.,
2002; Trevejo et al., 2005; Garner et al., 2006; Smith et al., 2009). La mayoria
de las enfermedades emergentes y epizootias en fauna silvestre han estado
relacionadas con patégenos zoondticos, es decir aquellos transmisibles entre
los animales y el humano (Woolhouse & Gowtage-Sequeira, 2005; Wolfe et
al., 2005, Trevejo et al., 2005) y con patdogenos de animales domésticos
(Smith et al., 2009). Existe una interaccion entre los animales domésticos, el
humano y la fauna silvestre y este contacto ha incrementado en los ultimas
décadas debido a factores antropogénicos como las translocaciones de
especies, el ecoturismo y la degradacion del habitat, lo que ha permitido que
la transmision de patogenos y el paso de enfermedades entre los tres grupos
haya incrementado a su vez (Cunningham, 1996; Woolhouse et al., 2002;
Woolhouse & Gowtage-Sequeira, 2005; Smith et al., 2009).

Algunas de estas enfermedades han ocasionado grandes pérdidas
econdmicas, como por ejemplo los brotes virales de fiebre aftosa y de lengua
azul en el ganado bovino, o el virus de influenza en las aves; y se han
convertido en un riesgo real para la conservacion de especies vulnerables
(Scott, 1988; McCallum & Dobson, 1995; Real, 1996; Azpiri et al., 2000;
Woolhouse et al., 2002). Algunas enfermedades emergentes en poblaciones
naturales, tales como los brotes de encefalopatia espongiforme bovina en
ungulados o de moquillo (morbillivirus) en fécidos y cetaceos, han tenido un
impacto creciente sobre la salud animal y la conservacion de la biodiversidad
(Woolhouse et al., 2002).

Un ejemplo actual del impacto dramatico que pueden ocasionar las
infecciones emergentes en poblaciones naturales es la chytridiomycosis,
ocasionada por el hongo Batrachochytrium dendobatidis, que en los ultimos
afnos ha sido asociado a altas mortalidades locales y globales de por lo menos

43 especies de anfibios (Cunningham et al., 2005). Esta enfermedad ha
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contribuido, junto con otros factores ambientales, a una disminucion marcada
(mas del 40 %) de este orden taxondmico, incluyendo la extincion reciente de
la rana de hocico largo (Taudactylus acutirostyris) en Australia (Daszak &
Cunningham, 1999; Daszak et al., 2000; Daszak et al., 2001; Brooks et al.,
2006; Smith et al., 2009). Otros ejemplos son el moquillo canino (morbillivirus)
que ocasiond la extincién del hurén de patas negras (Mustela nigripes) en
1987 y la microsporidiosis que provocd la extincion en vida libre de los
caracoles terrestres Partula turgida (Cunningham & Daszak, 1998; Daszak &
Cunningham, 1999.).

1.2. INTERACCION DE LOS PATOGENOS CON FACTORES
INTRINSECOS Y EXTRINSECOS A LOS HOSPEDADORES

Los patdégenos rara vez conducen a la extincion por si solos, ya que
requieren de algunas condiciones particulares para ser transmitidos e

interactuan con diversos factores externos y propios al hospedador.

La susceptibilidad del hospedador a los patdégenos depende de
factores intrinsecos y extrinsecos, y suele verse incrementada bajo
condiciones que producen estrés cronico y que reducen la variabilidad
genética (Lafferty & Gerber, 2002). La condicion fisiolégica de los
hospedadores (como la gestacion o la lactancia), su edad (algunas
enfermedades afectan mas a individuos jovenes o viejos), el sexo (algunas
infecciones del tracto reproductor afectan mas a las hembras) o factores
genéticos (como la baja heterocigocidad en las poblaciones) (Acevedo-
Whitehouse et al., 2003; Woolhouse & Gowtage-Sequiera, 2005) son factores

intrinsecos que influenciaran la susceptibilidad a infecciones.

Algunos factores extrinsecos como el cambio climatico, la

contaminacion, la translocacién de especies, la degradacion del habitat o el
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contacto incrementado con las poblaciones humanas (Daszak et al., 2001,
Wolfe et al., 2005; Gaydos et al., 2007; Smith et al., 2009) también juegan un

papel importante en la incidencia de enfermedades en poblaciones naturales.

Los cambios antropogénicos que conducen a la reduccion vy
degradacion del habitat han permitido que la transmisién de patdégenos entre
individuos de una misma poblacion se vea incrementada, debido a un mayor
contacto entre ellos, asi como con poblaciones o especies-hospedadoras
nuevas. La urbanizacion ha sido citada como un factor clave en el incremento
de la transmisién de varias infecciones humanas virales y bacterianas
(Woolhouse & Gowtage-Sequiera, 2005). También ha favorecido un
incremento en la presion selectiva de los patdégenos, lo que conduce a la
formacion de cepas patdgenas resistentes, adaptadas a nuevas condiciones

ambientales, productos quimicos y antibiéticos (Daszak et al., 2001).

Otro factor extrinseco que permite la diseminacion e importacion de
patdgenos nuevos dentro de poblaciones inmunolégicamente “vulnerables”,
es la translocacion de especies, por medio de la cual se han introducido
especies cuyos patdégenos y flora comensal infectan a hospedadores nuevos
y pueden afectar asi a poblaciones enteras. Por este mecanismo también se
han llegado a introducir especies nuevas en un medio donde existen

patdégenos que su sistema inmune no reconoce (Cunningham, 1996).

El flujo de patdgenos entre las especies domésticas, los humanos y la
fauna silvestre, se ve favorecido por el incremento del contacto humano
durante las actividades de eco-turismo o las de investigacién, o por la
proximidad de las poblaciones humanas con el habitat natural de las
especies. Esto conduce a un aumento en la contaminacion del ambiente asi

como a la transmision de patogenos (Gaydos et al., 2007).



1.3. CO-EVOLUCION PATOGENO-HOSPEDADOR Y GENERACION DE
DIVERSIDAD GENETICA

La co-evolucidon es un proceso de cambio adaptativo y reciproco entre
dos 0 mas especies que co-existen. Los cambios en las frecuencias de genes
en una poblacion debido a la selecciéon natural, provocan cambios en las
frecuencias de genes en la(s) otra(s) poblacion(es). Asi, la co-evolucion
puede ocurrir entre la presa y su depredador, las plantas y los herbivoros,
entre competidores o mutualistas; asi como en los sistemas patdgeno-
hospedador, en los cuales la asociacion es intima y se producen fuertes

presiones selectivas de ambos (Woolhouse et al., 2002).

Las interacciones patdgeno-hospedador son consideradas de gran
importancia evolutiva ya que tienen efectos sobre la eficacia biologica del
hospedador y de los patégenos (Keymer & Read, 1990; Brooks et al., 2006;
Kouyos et al., 2007). Por un lado, esta co-evolucion provoca un fenomeno de
flexibilidad ecoldgica, el cual permite que los patégenos con ciclos de vida
complejos se establezcan y dispersen rapidamente en la poblacion
hospedadora, siempre y cuando existan todos los elementos del ecosistema
(i.e., hospedadores intermediarios, vectores) para llevar a cabo las etapas de
su ciclo de vida (Brooks et al., 2006). Esto sucede cuando se realizan
translocaciones de especies y sus patégenos “viajan” con ellas,
diseminandose en el “nuevo habitat” e infectando a nuevas especies
hospedadoras. Este fenomeno sucedié con el trematodo pulmonar
Haematoloechus floedae al introducir ejemplares de la rana toro (Rana
catesbeiana) infectados al Suroeste de los Estados Unidos y en la peninsula
de Yucatan, en donde se infectaron cuatro especies de rana leopardo (Brooks
et al., 2006).



Por otro lado, la presencia de los patégenos en las poblaciones
naturales ayuda a regular la biodiversidad y contribuye a la generacion de
diversidad genética de las especies (Kouyos et al., 2007; Woolhouse et al.,
2002). La Hipétesis de la Reina Roja (Van Valen, 1973) sugiere que la
dinamica co-evolutiva antagonista de los sistemas parasito-hospedador (o
patdgeno-hospedador) puede favorecer la recombinacién genética en el
hospedador (Keymer & Read, 1990; Kouyos et al., 2007). Como las
interacciones entre patdogenos y hospedadores tienen generalmente una
fuerte base genética, la recombinacién entre los hospedadores puede
incrementar la fraccion de crias con nuevos genotipos potencialmente
resistentes a los patégenos (Kouyos et al., 2007), representando esto a su
vez una presion de seleccion sobre los patdgenos con respecto a su
infectividad. Esto continia en un ciclo, permitiendo que tanto los patégenos
como los hospedadores sigan existiendo. Asi, los patdgenos tienen un efecto
de “control” sobre las poblaciones hospedadoras, y juegan un papel central en

el mantenimiento de la diversidad genética (Brooks et al., 2006).

A la fecha, son escasos los estudios de ecologia y conservacion que
consideran la importancia relativa de los patdégenos como factores de impacto
y de regulacién de las poblaciones naturales. Entre otras razones, esto se
debe a la escasa informacion que se tiene sobre los patdogenos que afectan a
especies silvestres (Smith et al., 2009), particularmente de aquellas especies

consideradas como vulnerables (Baillie et al., 2004).



II. ANTECEDENTES

II.1. FACTORES DE IMPACTO Y ENFERMEDADES INFECCIOSAS EN EL
MEDIO MARINO

El medio marino ha sido afectado por diversos factores durante las
ultimas décadas, lo cual ha incrementado la suceptibilidad de varias especies
a los brotes de enfermedades infecciosas (McCallum et al., 2003; Harvell et
al., 2002). Un ejemplo de esto es el cambio climatico global, que ha
provocado un incremento paulatino de la temperatura superficial de los
océanos y un aumento del nivel del mar en los ultimos cincuenta afios (Harvell
et al., 2002; Simmonds & Isaac, 2007); asi como cambios en la circulacion de
los océanos y una baja salinidad (Harvell et al., 2002). En conjunto, estos
cambios han ocasionado alteraciones en el comportamiento migratorio de
algunas especies, en la abundancia y distribucion de sus presas, asi como en
las dinamicas del sistema patégeno-hospedador (Daszak et al., 2001; Kutz et
al., 2005; Simmonds & Isaac, 2007). Especificamente, el incremento de la
temperatura en el mar puede afectar la distribucién de los vectores u
hospedadores intermediarios de algunos patdgenos, asi como el desarrollo
parasitario y las tasas de transmision patogénica. Por ejemplo, el incremento
de la temperatura puede acelerar y ampliar geograficamente la dispersiéon de
patdgenos que requieren altas temperaturas para reproducirse (como muchas
bacterias y virus gastroentéricos) debido a la “pérdida” de las barreras de
bajas temperaturas en ciertas zonas, como se explica la expansion hacia el
Norte de la enfermedad de las ostras del Oriente, a mediados de los afios 80
en las costas orientales de E.E.U.U (Harvell et al., 2002). En el hospedador,
los cambios de temperatura también tienen efectos nocivos, ya que pueden
provocar un incremento en la susceptibilidad a infecciones debido a la

inmunosupresion ocasionada por el estrés térmico y por una disminucion en la
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disponibilidad de presas, sensibles a su vez al cambio térmico (Geraci et al.,
1999; Harvell et al., 2002).

Otro factor de impacto sobre la viabilidad de la poblaciones marinas ha
sido el incremento de las actividades antropogénicas, principalmente en las
zonas costeras, que han dado origen a una mayor contaminacién quimica y
biolégica del agua, a una degradacion del habitat y a la mortalidad de
diversas especies debido a intoxicacion (Harwood, 2000; Neale et al., 2005).
Se ha demostrado que la exposicion a niveles altos de compuestos quimicos
toxicos (i.e. compuestos bifenoles clorinados) reducen la competencia inmune
de los mamiferos, haciéndolos mas vulnerables a los patégenos (e.g. Kannan
et al.,, 1993; Gulland & Hall, 2005). Por otro lado, la proximidad de las
poblaciones humanas parece estar provocando un incremento en la
prevalencia de patdogenos zoondticos en algunas especies, debido a las
descargas de aguas negras que acarrean diversos microorganismos y huevos
de parasitos gastrointestinales al mar (e.g. Birkun, 2002; Gulland & Hall, 2005;
Gaydos et al., 2007).

Las enfermedades infecciosas en el medio marino se han
incrementado de manera importante en las ultimas dos décadas, incluyendo
enfermedades emergentes que han provocado mortalidades masivas de
diversas especies marinas y han estado relacionadas en su mayoria al
cambio antropogénico y climatico. Como ejemplos de esto, destacan la
micosis por Aspergillus sydowii y diversas infecciones bacterianas en los
corales (Daszak et al., 2001; Harvell et al., 2002), la enfermedad de las ostras
del Oriente (Harvell et al., 2002), los herpesvirus en sardinas y tortugas, el
virus de la anemia del salmoén (Dunn, 2006), asi como el morbillivirus en
mamiferos marinos (Guardo, 2005). Es muy probable que la velocidad de

dispersién de los patégenos y su impacto en el medio marino se relacionen
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con la carencia de barreras fisicas en el medio oceanico y un mayor grado de

conectividad entre los distintos ecosistemas marinos (McCallum et al., 2003).

I1.2.  ALGUNAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS EN LOS
MAMIFEROS MARINOS

Debido a los diversos factores mencionados que han impactado al
medio marino en las ultimas décadas, los mamiferos marinos son un grupo
especialmente vulnerable al efecto de los patdégenos, incluyendo bacterias,
virus, protozoarios, hongos y macroparasitos (Dunn, 2006; Dubey et al., 2005;
Burek et al., 2005; 2005; Bracht et al., 2006; Castinel et al., 2006), algunos de
los cuales son zoonoticos (Hugh-Jones et al., 1995; Tryland, 2000; Cowan et
al., 2001) y han sido causantes de enfermedades emergentes (Hugh-Jones et
al., 1995; Lee Miller et al., 2000; Saliki et al., 2002; Godfroid et al., 2005). Esto
cobra particular importancia al considerar que tanto las actividades de
investigacion como las turisticas relacionadas con estas especies han
aumentado considerablemente en todo el mundo, por lo que el contacto entre
humanos y cetaceos es cada vez mas estrecho y mas frecuente, implicando
que el riesgo de transmision de patdogenos sea mayor (Smith et al., 1978;
Geraci y Ridgway, 1991; Tryland, 2000; Cowan et al., 2001; Rocha, 2005).
Los patdogenos emergentes, ademas, representan un riesgo real para las
especies mas vulnerables, especialmente aquellas que tienen una distribucion
geografica reducida y se consideran en peligro (Dybas, 2001; Guardo et al.,
2005), como la vaquita marina (Phocoena sinus) (Brownell, 1986) o la ballena
franca del Norte (Eubalaena glacialis) (Goddard & Rugh, 1998), e incluso para
las especies menos amenazadas pero vulnerables, como la ballena azul
(Balaenoptera musculus), la ballena de aleta (Balaenopterna physalus) o el
cachalote (Physeter macrocephalus) (Young & Shapiro, 2000; Baillie et al.,

2004) en el caso de los cetaceos.
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1.2.1. ENFERMEDADES EMERGENTES EN CETACEOS

Morbillivirus

Las mortalidades masivas ocasionadas por las epizootias de moquillo
(morbillivirus) en los ultimos veinte afos, han afectado principalmente a
poblaciones de odontocetos en Europa, en el Atlantico Norte y en el Golfo de
México, como lo fueron el delfin listado del Mediterraneo (Stenella
coeruleoalba) en 1990-1992, la marsopa de puerto (Phocoena phocoena), el
delfin mular del Atlantico (Tursiops truncatus) en 1982, 1987-1988 y 1993
(Van Bressem et al., 1998; Lee Miller et al., 2000; Saliki et al., 2002; Gulland &
Hall, 2005; Guardo et al., 2005) y los calderones en el Atlantico occidental
(Globicephala sp.) (Duignan et al., 1995). Este virus, que también afecta a
varias especies de pinnipedos (Harding et al., 2002; Van Bresem et al., 1998)
y carnivoros terrestres (en los que aparentemente se origind), infecta el
aparato respiratorio y el nervioso, ocasionando emaciacion, inmunosupresion,
neumonia intersticial, necrosis bronquial, meningo-encefalitis no supurativa vy,

frecuentemente, la muerte (Duignan et al., 1992; Duignan et al., 1995).

Influenza

Los virus de Influenza tipo A son patdgenos que afectan a un
gran numero de especies, incluyendo al humano, aves, asi como mamiferos
terrestres y marinos, representando en la actualidad una zoonosis de
distribucion mundial. En los cetaceos, el virus se ha relacionado a
varamientos masivos y muerte ocasionada por neumonia y se ha encontrado
evidencia serolégica de la infeccion en muchas especies (Russell et al., 1998;
Kennedy-Stoskopf, 2001), tales como las marsopas de puerto en las costas
de Nueva Inglaterra, E.U. en 1979-1980 (Gulland & Hall, 2005). Se han

reportado cuadros de traqueitis y neumonia bronquio-intersticial en delfines
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mulares infectados con el virus de Parainfluenza, asi como infecciones

secundarias por hongos y bacterias (Venn-Watson et al., 2008)

Brucelosis

La brucelosis es una zoonosis re.emergente a nivel mundial. Brucella
melitensis, B. abortus 'y B. suis, son los agentes causales de la fiebre de Malta
en los humanos (infeccibn que cursa con fiebres recurrentes, afeccion
respiratoria e inflamacion articular) y varias especies domésticas son los
reservorios terrestres. La infeccién se report6 en mamiferos marinos por
primera vez en 1990 y hace menos de una década, se evidencio la aparicion
de especies nuevas de Brucella que han afectado a varias especies de
marsopas Yy delfinidos, asi como a algunos misticetos (Balaenoptera
acutorostrata y B. borealis) (Cloeckaert et al., 2003; Godfroid et al., 2005).
Ocasiona lesiones del aparato reproductor y trastornos como abortos e
infertilidad. A la fecha se desconocen los efectos que la brucellosis pueda
tener en las poblaciones de mamiferos marinos silvestres (Geraci et al., 1999;
Dunn et al., 2001; Foster et al., 2002).

[1.2.2. BACTERIAS DEL TRACTO RESPIRATORIO

Se han detectado diversos géneros bacterianos como parte de la
microflora respiratoria de lobos marinos y delfinidos clinicamente sanos, tales
como  Micrococcus, Arcanobacterium,  Corynebacterium,  Moraxella,
Escherichia,  Kurthia, Acinetobacter,  Staphylococcus, Streptococcus,
Brevibacillus, Bacillus, Klebsiella, Stenotrophomonas, Pseudomonas,
Aeromonas, Pasteurella, Shewanella, Flavobacterium, Oligella, Vibrio, y
Edwardsiella, (Smith et al., 1978; Buck & Spotte, 1986; Hernandez-Castro et
al., 2004; Buck et al., 2006). Muchos de estos microorganismos son, sin

embargo, patdgenos oportunistas y pueden ocasionar enfermedad en las vias
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respiratorias de animales inmunosuprimidos. Generalmente se les ha
asociado a cuadros severos de parasitismo, presentdndose como una
infeccidon secundaria (Birkun, 2002; Dunn et al., 2001, Kelly et al., 2005).

Los cetaceos con pasteurelosis (Pasteurella spp.), por ejemplo,
manifiestan un cuadro de septicemia aguda y mueren generalmente a los
pocos dias, revelando lesiones de neumonia intersticial y bronquial, asi como
miocarditis, hepatitis, esplenitis y nefritis en el examen postmortem (Dunn et
al., 2001). lgualmente, varias especies de Streptococcus han sido asociadas
con infecciones de las vias respiratorias y cuadros de neumonia en
mamiferos marinos (i.e. Streptococcus marinamammalium) (Lawson et al.,
2005); principalmente los Streptococcus B-hemoliticos, como Streptococcus
phocae y S. equi subs. zooepidemicus (Alber et al., 2004; Akineden et al.,

2005). Muchos de estos Streptococcus son zoonoticos (Han Goh et al., 1998).

Otras infecciones respiratorias como las ocasionadas por
Mycobacterium spp. se han reportado esporadicamente en mamiferos
marinos. Desde 1900 existen reportes tanto de mycobacterias atipicas no-
tuberculosas (i.e. Mycobacterium marinum), como de aquellas asociadas al
complejo tuberculosis (Mycobacterium bovis, M. tuberculosis), el cual provoca
un cuadro de neumonia granulomatosa y emaciacion cronica (Geraci et al.,

1999; Dunn et al., 2001) y que ademas es una enfermedad zoondtica.
[1.2.3. HONGOS DEL TRACTO RESPIRATORIO

Varias especies de hongos ocasionan bronconeumonia en los
mamiferos marinos y la infeccion se relaciona con cuadros de

inmunosupresion ya que los hongos no son parte de la flora normal del tracto

respiratorio. Como agentes causales de estas micosis respiratorias y
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sistémicas se han reportado principalmente a Aspergillus fumigatus, Candida

sp. y Cryptococcus neoformans (Reidarson et al., 2001; Birkun, 2002).

[1.2.4. HELMINTOS GASTROINTESTINALES

Los nematodos pertenecientes a la familia Anisakidae (Anisakis spp.,
Pseudotarranova decipiens y Contracoecum spp.), son considerados como
los nematodos gastrointestinales mas comunes en mamiferos marinos y
existen reportes de estos parasitos tanto en odontocetos como en misticetos
(Mignucci-Gianonni et al., 1998; Raga et al., 2002; Nadler et al., 2005; Azusa
et al., 2006). Su ciclo de vida se desarrolla en el medio marino, siendo los
mamiferos marinos su hospedador definitivo y las presas de éstos
(eufausidos, algunos peces y cefalopodos), sus hospedadores intermediarios
(Jackson et al., 1997; Anderson, 2000; Umehara et al., 2006). Estos
nematodos son zoondéticos, y el humano es un hospedador accidental dentro
de su ciclo de vida por ingerir peces o cefalépodos crudos infestados (Raga et
al., 2002; Asuza et al., 2006). Cuando hay un grado alto de infestacion por
estos nematodos, los animales pueden presentar cuadros agudos de gastritis,

diarrea y ulceracioén (Dailey, 2001).

Los céstodos gastrointestinales mas comunes en cetaceos vy
pinnipedos se agrupan dentro de las familias Tetrabothriidae 'y
Diphyllobothriidae, aunque uUnicamente una especie es considerada
patogénica: Strobicephalus triangularis (Noble & Noble, 1982; Dailey, 2001;).
Dos géneros de acantocéfalos de la familia Polimorphidae (Corynosoma spp.
y Bolbosoma spp.) se presentan con una prevalencia importante en varias
especies de mamiferos marinos, incluyendo misticetos (Dailey & Vogelbein;
1991; Bush et al.,, 2001). Aunque no se relacionan a cuadros patologicos

graves, algunos han ocasionado la formacién de numerosos abscesos en
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algunos cetaceos, como por ejemplo, Bolbosoma balanae en las ballenas
grises (Eschrichtius robustus) (Dailey, 2001).

1.3. HABITOS DE AGREGACION Y DE ALIMENTACION DE LAS
ESPECIES ESTUDIADAS

En esta investigacion se seleccionaron a la ballena gris (Eschrichtius
robustus), la ballena azul (Balaenoptera musculus) y la ballena de aleta
(Balaenoptera physalus) como especies de estudio considerando, 1) la
posibilidad de acercamiento desde embarcaciones menores; 2) la
informacién de base y estudios previos sobre la ecologia y biologia de cada
especie realizados en el laboratorio de Ecologia de Cetaceos del CICIMAR, 3)
la presencia y abundancia significativas de dichas especies en el area de
estudio y 4) las diferencias entre los habitos de agregacion y alimentarios de

estos misticetos.

Los microorganismos que infectan el aparato respiratorio de mamiferos
se transmiten generalmente por contacto directo a partir de los aerosoles de
la respiracion (dentro de gotas de vapor exhaladas) y por la inhalacion de
éstos. (Anderson & May, 1991). En este estudio se buscd asi comparar la
flora microbiana y carga patégena respiratoria de la ballena gris (Eschrichtius
robustus) y la ballena azul (Balaenoptera musculus), considerando las
diferencias entre los habitos de agregacién de estos dos misticetos. La
ballena gris es una especie gregaria temporal que se congrega durante el
invierno (de diciembre a marzo) en varias lagunas costeras de la costa
occidental de la Peninsula de Baja California (Scammon, 1869). En las
lagunas de Bahia Magdalena (B.C.S.) se han llegado a encontrar hasta 200
individuos, en grupos de mas de tres, asi como parejas de madres con cria
(Urban, 2000). En contraste, la ballena azul es una especie mas solitaria,

aunque se presentan asociaciones de individuos en determinados periodos

17



del afio (Martinez, 2005). De enero a abril, se estimé el numero de ballenas
azules en alrededor de 500 individuos dispersos a lo largo del Golfo de
California (Gendron, 1993; Gendron, 2002), siendo una especie menos

gregaria que la ballena gris (Ver Fig. 1, secciéon V.1.1).

La transmisién de la mayoria de los parasitos gastrointestinales de
mamiferos se da generalmente de forma indirecta por medio de la ingesta de
fases de desarrollo (i.e., larvas, huevos) que se encuentran dentro de
hospedadores intermediarios (Bush et al., 2001). Por esta razén, se busco
investigar diferencias en las cargas parasitarias digestivas entre la ballena
azul (Balaenoptera musculus) y la ballena de aleta (Balaenoptera physalus),
relacionadas con diferencias en los habitos de alimentacion. La ballena azul
es especialista en alimentarse de zooplancton, mientras que la ballena de
aleta es mas generalista y puede incluir desde copépodos hasta peces
pelagicos menores en su dieta (Gaskin, 1976; Jaume-Shinckel, 2003).
Durante la temporada invernal, cuando ambos coinciden en el Golfo de
California, los dos rorcuales se alimentan del eufausido dominante de esta
region (Nyctiphanes simplex) (Gendron, 1990; Del Angel, 1997; Gendron et
al., 2001; Jaume-Shinckel, 2003).
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ll. JUSTIFICACION

Los mamiferos son considerados centinelas del ecosistema marino
(Reddy et al., 2001; Neale et al., 2005). Estas especies han mostrado ser
buenos indicadores de cambios a mediano y largo plazo en el ambiente,
debido a su distribucion global, a que muchas de ellas tienen un promedio de
vida largo, son depredadores tope o se encuentran en una posicion tréfica
alta; y cuentan con un importante depodsito de grasa corporal en el cual se
almacenan las toxinas y los contaminantes que adquieren del medio (Kannan
et al., 1993; Reddy et al., 2001; Neale et al., 2005).

En los ultimos afios un namero importante de especies de mamiferos
marinos ha sido afectado por brotes infecciosos (Saliki et al., 2002; KuKanich
et al., 2004; Bracht et al., 2006); sin embargo, se conoce poco acerca de
estos patdogenos y sus mecanismos de transmisidbn en las poblaciones
naturales de cetaceos, ya que la mayoria de los estudios han caracterizado
los microorganismos y parasitos metazoarios provenientes de cetaceos
mantenidos en cautiverio y de animales varados o cazados, pero que no son
representativos de las poblaciones naturales (Geraci et al., 1999; Dunn et al.,
2001; Reddy et al., 2001; Foster et al., 2002; KuKanich et al., 2004).

Tener conocimiento sobre los patdgenos presentes en los cetaceos en
vida libre permitiria establecer los niveles ‘basales’ de infeccion, estimar el
estado de salud general de las poblaciones, e inferir amenazas patégenas
para estas especies, asi como para algunos organismos relacionados (como
aquellos de los cuales se alimentan) (Dybas, 2001). Con esta aproximacion
seria posible identificar dafios ecoldgicos ocasionados por brotes epizooticos
de ciertos patdégenos, asi como inferir riesgos de transmision zoonética en el

mar.
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IV. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio fue caracterizar la carga microbiana
respiratoria y parasitaria digestiva de la ballena azul (Balaenoptera musculus),
la ballena gris (Eschrichtius robustus) y la ballena de aleta (Balaenoptera
physalus) en las costas de la peninsula de Baja California (Golfo de California

y costa del Pacifico), México.

IV.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Se busco abordar los siguientes objetivos particulares:

1) Detectar microorganismos respiratorios a partir de muestras
de soplos de ballena azul y ballena gris.

2) Detectar parasitos gastrointestinales a partir de muestras de
heces de ballena azul y ballena de aleta.

3) Evaluar las diferencias de prevalencia de microorganismos y
parasitos entre las especies estudiadas.

4) Evaluar el potencial zoonético de los patdogenos detectados.
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V. METODOLOGIA
V. 1. OBTENCION DE MUESTRAS

V.1.1. AREA DE ESTUDIO

Se buscaron individuos de ballena azul y ballena de aleta en la region
media del Golfo de California, desde Bahia de la Paz a Bahia de Loreto
(24°06’ — 26°05’ N, 110°17" — 111°21" W); mientras que la ballena gris se
muestred en la laguna de Puerto A. Lopez Mateos, Bahia Magdalena (costa
Pacifico de B.C.S (25°02' — 25°19’ N, 112°11’- 112°45’ W) (Fig. 1).
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Fig. 1. Area de estudio. Golfo de California: Bahia de Loreto - La Paz. Pacifico Norte:
Puerto A. Lopez Mateos, Bahia Magdalena.
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Los muestreos en el Golfo de California se llevaron a cabo durante las
salidas de campo del 2005 al 2007 del Laboratorio de Ecologia de Cetaceos
del CICIMAR, en las cuales se recolectan datos y muestras para otros
proyectos de investigacidon con cetaceos. Las salidas al Puerto A. Lopez

Mateos, se realizaron durante las temporadas de invierno del 2006 y 2007.

Las muestras de soplo se recolectaron exclusivamente de ballena gris
y de ballena azul, ya que era posible aproximar la embarcacion de muestreo a
estas especies. Las muestras de heces se recolectaron de manera
oportunista de ballenas azules y ballenas de aleta durante el 2006, 2007 y
2008. No se incluy6é a la ballena gris en el analisis de carga parasitaria
digestiva, ya que es logisticamente dificil recolectar muestras de heces de

esta especie.

V.1.2. RECOLECCION DE SOPLOS

La exhalacion de los cetaceos, comunmente llamada “soplo”, es visible
y facilmente identificable en el mar, al formar una nube por encima de la
superficie del agua, que puede durar varios segundos en el aire antes de
desaparecer. Para este proyecto, se implementaron dos técnicas para

recolectar las muestras de soplo:

Técnica manual con panel extensible de unicel 6 de acrilico

La técnica manual de recoleccion de soplos consistio en un panel de
forma rectangular, de 50 X 35 cm, de acrilico o de unicel, sujeto a un tubo de
aluminio extensible de 200 a 320 cm de largo (Fig. 2). La superficie para
adhesion de los soplos en el panel de unicel consistiéo en una hoja de plastico
libre de microorganismos que se cambiaba para cada muestreo. En el caso

del panel de acrilico, este se limpid entre los muestreos utilizando una
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solucién viricida, bactericida, fungicida e inactivante de acidos nucléicos:
TriGene (Medichem, R.U.). Los materiales utilizados para la construccion de
ambos paneles fueron accesibles y poco costosos (tubo de red de alberca al
cual se sujeté una lamina de acrilico plano recortada o la tapa de una hielera
de unicel con bolsas de plastico tipo Zip-lock adheridas). Al momento de la
exhalacién del cetaceo, y manteniendo la embarcacion a una distancia de
diez a 20 metros para ballena azul y de uno a ocho metros para ballena gris,

se extendid el panel en direccion al soplo (Fig. 2).

En el caso de la ballena gris fue posible colocar el panel
horizontalmente sobre el orificio respiratorio de los animales al momento de
exhalar, cuando éstos se encontraban a una distancia menor a tres metros de
la embarcacién (Fig. 2). Cuando se encontraban mas lejos, fue necesario
pasar con la embarcacion a través del soplo, cuando éste todavia permanecia
visible en el aire. De esta forma se recolectaron todas las muestras de soplo
de ballena azul con el panel y aunque el soplo estuviera relativamente lejos
(hasta 20 metros de la embarcacion), era posible pasar con la embarcacion a
través del mismo, ya que éste es mucho mas grande (hasta 9 metros de
altura) que el soplo de las ballenas grises y permanece por mas tiempo en el

aire.
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Fig. 2. Panel de acrilico sujeto a un tubo extensible de aluminio, implementado para
recolectar muestras de soplo de cetaceos. En la foto se observa el muestreo de una cria de
ballena gris.

Las muestras se recolectaron frotando la superficie de adhesién con
hisopos estériles. EI cambio de la hoja de plastico o la desinfeccién del
acrilico entre muestreos, asi como el uso de hisopos estériles y guantes
fueron medidas usadas para evitar contaminar las muestras con

microorganismos ambientales y/o humanos.

Técnica aérea con helicoptero de control remoto

Con el fin de recolectar muestras de cetaceos desde una mayor
distancia (~30 a 60 m de distancia de la embarcacion), se utilizé un
helicoptero a escala de control remoto, marca Raptor 30 V2 Thunder Tiger,
con motor Thunder Tiger Pro-39 (H), Radio (Computer Radio System) de 6
canales marca Airtronics y Flight box marca Ripmax (Fig. 3). Para obtener las
muestras, el helicoptero se piloteaba hacia el cetaceo y volaba a través del

soplo, logrando que los hisopos y cajas de Petri estériles, sujetadas a los
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flotadores del helicoptero, quedaran impregnados de la muestra. Los hisopos

y cajas de Petri se cambiaban entre los muestreos (Figs. 3 y 4).

Fig. 3. Helicoptero a escala de control remoto marca Raptor 30 V2 Thunder Tiger, con
hisopos estériles sujetados a los flotadores.
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Fig. 4. Técnica aérea de recoleccién de muestras de soplo mediante helicoptero a
control remoto. En la foto se observa el muestreo de una ballena azul.

Toma de muestras de soplo y muestras ambientales para el analisis

molecular

Se recolectaron por lo menos dos réplicas de cada individuo
muestreado. Cada hisopo se conservo en un tubo criogénico estéril con etanol
al 95 % como conservador de acidos nucleidos. Los tubos se mantuvieron en

congelacion en el tanque de nitrogeno liquido a -90 °C o refrigerados hasta su
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llegada al laboratorio. Estas muestras se sometieron posteriormente a analisis

moleculares (Ver seccion V.2).

Con la finalidad de descartar una posible contaminacion de las
muestras con microorganismos ambientales o de humanos, se recolectaron
muestras ambientales como “controles”, durante los muestreos, las cuales
fueron sometidas al mismo andlisis y conservacion que las muestras de
soplos. Estas muestras se recolectaron, en ausencia de cetaceos, de la
manera anteriormente descrita utilizando hisopos estériles sujetados
alrededor de 10 minutos al helicdptero antes de recolectar la muestra; y en el
caso del panel, 10 a 15 minutos después de haberse desinfectado la
superficie de adhesion o de haberse cambiado los plasticos, segun el método

de recolecta empleado.

El numero de muestras recolectadas por cada individuo, asi como la
informacién relevante acerca del muestreo y del individuo muestreado fueron
anotados en la hoja de avistamiento del laboratorio de Ecologia de Cetaceos,

correspondiente a cada individuo.

Numero de muestras de soplo recolectadas

Se buscd muestrear el mayor numero posible de individuos de las dos
especies. En total se recolectaron 64 muestras de soplos, de las cuales 43
fueron de ballena gris y 21 de ballena azul; ademas de 36 muestras
ambientales. La relacion de muestras de soplo recolectadas entre enero y
abril durante las salidas del 2005, 2006 y 2007, por especie y por método de
recoleccion, asi como las muestras ambientales recolectadas, puede verse en
la tabla 1.
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Tabla. 1. Numero de muestras de soplo y muestras ambientales por especie y por técnica
(panel extensible y helicoptero).

Muestras Panel Helicéptero Total

Ballena gris 42 1 43
Ballena azul 18 3 21
Muestras ambientales 33 3 36

b |

Fig. 5. Caja hermética para cultivos microbioldgicos anaerobios

V.1.3. RECOLECCION DE HECES

El muestreo de heces de misticetos fue oportunista y se realizd
buscando visualmente la presencia de heces en la “huella” que dejan los
cetaceos después de sumergirse. En los casos en los cuales se observaron
heces compactas en la superficie, éstas se recolectaron con una cubeta de
tres litros. El agua de mar se removio lo mas posible por decantacién y con un
colador de plastico se retenian las heces dentro de la cubeta. Las muestras,

de entre 150 y 500 g, se preservaron en frascos de plastico de 500 o 1000 ml
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con etanol al 70 % (1:3) hasta su procesamiento en el laboratorio (Alba, 1994,
Méndez, 2002). Las tapas de los frascos fueron selladas con cinta adhesiva
para evitar la deshidratacion. Los datos referentes a la recoleccion de heces

fueron anotados en la hoja de avistamiento para cada individuo muestreado.

Se recolectaron 30 muestras de heces, 23 provenientes de ballena azul
y 7 de ballena de aleta, durante los afios 2006, 2007 y 2008 (Tabla 2). Las
dos muestras del 2006 habian sido preservadas en etanol a una

concentracion diferente a la empleada para este estudio (50 %).

Tabla 2. Numero de muestras de heces recolectadas en el Golfo de California entre 2006 y
2008.

Especie 2006 2007 2008 Total
Ballena azul 0 12 1 23
Ballena de aleta 2 1 4 7

V.2. ANALISIS MOLECULARES

Los analisis moleculares para este estudio fueron financiados por el
Instituto de Zoologia de Londres (ZSL, R.U.) y se realizaron en el Laboratorio
de Epidemiologia Molecular de Mamiferos Marinos de dicho Instituto, durante

tres estancias de investigacion realizadas en el 2006, 2007 y 2008.
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V.2.1. EXTRACCION DE ADN

Debido a que las muestras recolectadas predeciblemente tendrian una
baja concentracion celular, se probaron tres métodos comerciales de
extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN) con el fin de utilizar aquel que
proporcionara ADN con alta concentracion, calidad y pureza (A2eo/ A2go =1.7-
1.9 pyg / ml de ADN). Los tres métodos que se utilizaron fueron: Prepman
(Applied Biosystems, R.U.), Gene Releaser (Bioventures, R.U.) y DNEasy
(Qiagen, R.U.). Con el fin de probar las técnicas, se realizaron cuatro
diluciones seriadas con agua estéril (1:50, 1:100, 1:200, 1:300) a partir de una
colonia pura de Escherichia coli y como control negativo se us6 agua estéril.
Se extrajo el ADN de la colonia pura, de las cuatro diluciones y del control
negativo, utilizando para las seis muestras las tres metodologias descritas a

continuacion:

Meétodo Prepman (método de lisis)

1. Se homogeneizaron las muestras en un vortex durante 3 minutos;

2. Se transfirieron 500 pl de cada muestra a un tubo de 1.5 ml para
microcentrifuga;

3. Se centrifugaron los tubos a 13,000 rpm durante 5 minutos y se
desecho el sobrenadante;

4. Se resuspendi6 el paquete celular (pellet) con 200 pl
de solucion Prepman;

5. Se incubaron los tubos en bafio maria a 100 °C por 10 minutos;

6. Se centrifugaron a 13,000 rpm durante 3 minutos;

7. Se recolectaron 200 pl del sobrenadante (ADN extraido).
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Meétodo Gene Releaser (método de resina)

1. Se homogeneizaron las muestras en un vortex durante 3 minutos;
2. Se transfirieron 500 pl de cada muestra a un tubo de 1.5 ml para
microcentrifuga;
3. Se centrifugaron los tubos a 13,000 rpm durante10 minutos;
4. Se desecho el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 50 pl de
solucion amortiguadora (bufer) TE (Tris-base 10mM; EDTATMM);
5. Se afadieron 20 ul de solucién Gene Releaser,
6. La lisis celular y extraccion de ADN fueron completadas dentro de
un termociclador utilizando el siguiente programa:
65 °C - 30 seg
8 °C - 30 seg
65 °C - 90 seg
97 °C - 180 seg
8 °C - 60 seg
65 °C - 180 seg
97 °C- 60 seg
65 °C - 60 seg
80 °C

7. Se recuperaron 30 ul de los sobrenadantes.

Meétodo DNeasy (método de columnas con membrana)

1. Se homogeneizaron las muestras en un vortex durante 3 minutos;

2. Se transfirieron 500 yl de cada muestra a un tubo de microcentrifuga
de 1.5 ml;

3. Se resuspendio el pellet con 180 pl de bufer ATL (Qiagen, R.U.) y 20
bl de Proteinasa-K (20 ul/ml);
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4. Los tubos se homogeneizaron y centrifugaron a 10,000 rpm
durante10 minutos;

5. Se incubaron en bano maria a 55 °C por10 minutos;

6. Se homogeneizaron y se anadieron 200 pl de bufer AL;

7. Se homogenizaron inmediatamente después;

8. Se incubaron a 70 °C durante 10 minutos;

9. Se anadieron 200 ul de etanol al 95 % y se homogeneiz6 la mezcla
en un vortex.

10. Se transfiri6 la mezcla a un tubo de columna con membrana,

11. Se centrifugaron las muestras a 8,000 rpm durante 1 minuto;

12. Se desechd el liquido sobrante y se adicionaron 500 ul de bufer
AW1;

13. Se centrifugaron a 8,000 rpm durante 1 minuto;

14. Se desecho el sobrante y se adicionaron 500 pl de bufer AW2;

15. Se centrifugaron a 13,000 rpm durante 3 minutos y se desecho el
liquido sobrante;

16. Se transfirieron las columnas a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml;

17. Se anadieron 100 pl de bufer AE directamente sobre la membrana;

18. Se incubaron a temperatura ambiente durante 1 minuto;

19. Se centrifugaron a 8,000 rpm durante1 minuto;

20. Se repitieron los pasos 17 a 19;

24. Se transfirieron 200 pl del sobrenadante a tubos estériles.
Se determinaron las concentraciones de ADN en pg/ml leyendo la

absorbancia de los extractos en un espectrofotometro utilizando una longitud
de onda UV de 260-280 nm (A260/ A2g0).
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V.2.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Una vez obtenidos los extractos de ADN por medio de los tres métodos
anteriormente descritos (seccion V.2.1), se comprobd la efectividad de cada
técnica mediante la técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés). La PCR se basa en la amplificacion de fragmentos
especificos de ADN (i.e. replicacién del ADN in-vitro), utilizando la enzima Taq
polimerasa sintetizada por la bacteria termoresistente Thermus aquaticus,
trifosfatos de nucledsido 5’ (DNTP’s), amortiguadores y oligonucleétidos. Por
medio de ciclos térmicos; los oligonucleétidos se alinean en sitios especificos
del genoma, al inicio (oligonucledtido Forward-F) y al final (oligonucledétido
Reverse-R) de la secuencia que se quiere amplificar, logrando, mediante la
accion de la polimerasa, la replicacion de un fragmento de ADN (Mullis et al.,
1986; Sambrook et al., 1989; Turner et al., 2000; Sambrook & Russell, 2001;).

Se utilizaron oligonucleétidos universales para el gen 16S ARNr
eubacteriano (U2f: GGCGTGCTTAACACATGCAAGTCG;
U3r.GCGGCTGGCACGTAGTTAG; (Hykin et al., 1994), el cual es altamente
conservado entre los organismos eubacterianos, por lo que es de utilidad para
amplificar a todos los géneros bacterianos. El protocolo de PCR se efectud
segun el protocolo de Hotstart Taq (Invitrogen, R.U.) para un volumen de
reaccion de 25 pl. A 3 ul de cada extracto de ADN se afadieron 2.5 ul de
Buffer 10 X (concentracién final de 1 yM), 2.0 yl de DNTPs (concentracion
final de 200 uM), 0.75 pl de cada oligo rU2-f y rU3-r (concentracion final de
0.3 pM), 0.125 pl de polimerasa Hotstart-Taq (2.5 U/C) y 15.875 pl de agua
estéril libre de RNAsas. Se homogeneiz6 la mezcla gentilmente utilizando la
punta de micropipeta. Se realizé la PCR con un ciclo de desnaturalizacién del
ADN a 95 °C durante 15 minutos; 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C
por 90 segundos; seguidos de una fase de extensién final a 72°C por 10

minutos.
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Los 18 productos de PCR se tifieron con Sybr Gold 1X (Molecular
Probes, Invitrogen, U.K.), se corrieron en un gel de agarosa al 1 %, utilizando
el marcador molecular DNA-ladder (Invitrogen, U.K., 50 pb: 100, 250, 500,
1000 y 2000 pb) y se observaron con un transiluminador de luz ultravioleta
(Genoplex, VWR, U.K.). Con base en los productos amplificados, se evidencio
que el mejor de los tres métodos de extraccion de ADN usados en este
estudio fue DNeasy, ya que se obtuvo el fragmento esperado, de 540 pb, en
los extractos de la colonia pura y en las diluciones 1:50 y 1:100. Con el
método Prepman unicamente se pudo amplificar producto para el extracto de
la colonia pura, mientras que con la técnica de GeneReleaser no se amplificd

ningun producto para ninguna de las muestras procesadas (Fig. 6).
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Fig. 6. Gel de agarosa al 1 % en el cual se observan unicamente fragmentos
amplificados en el ADN extraido mediante el método de DNeasy: carriles 2 (colonia E. coli), 3
(dil 1: 50), 4 (dil 1:100); y Prepman: carril 8 (colonia E. coli). En el primer carril se encuentra el
marcador de peso molecular (DNA ladder, 50 bp: 100, 250, 500, 1000 y 2000 pb). El tamario

del producto esperado es de 540 pb.
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V.2.3. EXTRACCION DE ADN DE LAS MUESTRAS DE SOPLO MEDIANTE
EL METODO DE COLUMNAS DNEasy

Una vez comprobada la eficiencia del método con las diluciones de
colonias puras de E. coli, se realizo la extraccion del ADN de las 64 muestras
de soplo y las 36 muestras ambientales. Se utilizé el método de columnas con
membrana DNeasy estandarizado, como se describié anteriormente (seccion
V.2.1). Posteriormente, se determinaron las concentraciones de ADN de los
extractos en un espectrofotdmetro y se obtuvieron lecturas que oscilaron entre
0.1y 1.2 ug/ml de ADN (A260/ A280).

V.2.4. SELECCION DE OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucleétidos son secuencias de 15 a 25 pares de bases
(purinas: adenina-A y guanina-G; pirimidinas: citosina-C y timina-T) que
corresponden a secuencias del fragmento genético que se quiere amplificar
con la PCR, y que se encuentran al inicio (Forward-F) y al final (Reverse-R)
de éste. La direccion en la que se alinean al segmento genético va de la
posicién 3’ a 5 en el grupo fosfato de la cadena de ADN, a su vez formada

por nucledtidos (base + pentosa + fosfato) (Turner et al., 2000).

Se busco en la bibliografia la secuencia de oligonucleétidos universales
y especificos para la deteccion de bacterias y hongos. Se utilizaron los
oligonucledtidos U2-rU3 (Hykin et al., 1994) mismos que se habian utilizado
para amplificar el gen ribosomal 16S durante la comprobacién de los tres
métodos de extraccion de ADN (Seccion V.2.2). Estos oligonucleodtidos
amplifican una region altamente conservada de dicho gen asegurando asi su
“‘universalidad”, es decir que dicha region estuviera presente en un mayor
nuamero de organismos procariotas. De la misma forma, se seleccionaron

oligonucledtidos universales para organismos de reino Fungi que amplifican
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una regidén altamente conservada del gen ribosomal 28S del genoma de
hongos y metazoarios (Gargas & de Priest, 1996; Sandhu et al., 1995). Asi,
en la primera etapa para detectar patdégenos en los soplos, se realizaron PCR
con los oligonucledtidos universales seleccionados, con la finalidad de realizar
los analisis subsecuentes unicamente en aquellas muestras que presentaran
ADN bacteriano y fungico. Las secuencias de los oligonucleétidos universales

para hongos y metazoarios se pueden apreciar en la tabla 3.

Tabla 3. Pares de oligonucledtidos universales utilizados en las PCR de hongos.
Se muestran las secuencias de cada uno y el producto esperado (pares de bases; pb).

PCR Oligos Secuencia f Secuencia r pb.

Universal Fungi PU1/ NS1 ATCAATAAGCGGAGGAAAAG GTAGTCATATGCTTGTCTC

644
Universal Fungi 288Sf/ 28Sr GTGAAATTGTTGAAAGGGAA GACTCCTTGGTCCGTGTT

58

Se realizé una busqueda bibliografica de los patdégenos respiratorios
mas relevantes en mamiferos, muchos de ellos zoonaéticos (Hugh-Jones et al.,
1995; Tryland, 2000; Cowan et al., 2001), que han sido aislados en cetaceos
en cautiverio (Dunn et al., 2001; Foster et al., 2002; KuKanich et al., 2004),
capturados o varados (Geraci et al., 1999; Buck et al., 2006). La mayoria de
los patdégenos que se eligieron son oportunistas o forman parte de la flora
normal del tracto respiratorio de humanos, como Streptococcus intermedius
(Konno et al., 2006), mientras que otros son patdégenos zoonoéticos que
pueden ocasionar problemas graves en la salud de humanos y animales,
como es el caso del género Mycobacterium (Cowan et al. 2001; Trevejo et al.,
2005; Konno et al., 2006).

Asi, se utilizaron oligonucleétidos genéricos para Streptococcus spp.
(Alber et al., 2004), Streptococcus B-hemoliticos del grupo B (Ahmet et al.,

1999), Mycobacterium spp. y Mycoplasma spp.; y oligonucledtidos especificos
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para Streptococcus intermedius, Streptococcus pneumoniae, Pasteurella
multocida; Moraxella catarrallis, y Haemophillus influenzae (Tzanakaki et al.,
2005). En total, se utilizaron 12 pares de oligonucledtidos para detectar
microorganismos respiratorios, los cuales se muestran en la tabla 4, indicando
el género microbiano que amplifican, asi como el nombre de cada par de

ellos, las secuencias forward y reverse y el tamano del producto esperado
(PD).
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Tabla 4. Pares de oligonucledtidos utilizados para detectar microorganismos respiratorios en el soplo de cetaceos.

Microorganismo Oligos Secuencia f Secuenciar Gen Bp
Haemophillus influenzae Hib-f /-r CAAGATACCTTTGGTCGTCTGCTA TAGGCTCGAAGAATGAGAAGTTG Hpd 510
Haemophillus influenzae Bex-f/-r TATCACACAAATAGCGGTTGG GGCCAAGAGATACTCATAGAACTT Bex 181
Mycobacterium ssp Myc14/Myc7 G(AG)TACTCGAGTGGCGAAC GGCCGGCTACCCGTCGTC 16S ARNr 203
Mycobacterium spp. PT8/PT9 GTGCGGATGGTCGCAGAGAT CTCGATGCCCTCACGGTTCA 16S ARNr 541
Mycoplasma spp. Myc16S-f/-r CCTATATTATGACGGTACTG TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCC 16S ARNr 570
Moraxella spp. Mor-copB-f/-r GTGAGTGCCGCTTTACAACC TGTATCGCCTGCCAAGACAA CopB 75
Pasteurella spp. TOXA1-f/-r CCTAGATGAGCGACAAGG GAATGCCACACCTCTATAG Tox A 1420
Streptococus spp. DSF 1-f/-r TGCTAGGTGTTAGGCCCTTT CTTGCGACTCGTTGTACCAA 16S ARNr 319
Streptococcus B-hemoliticos DSF2-f/-r GGCCTAGAGATAGGCTTTCT CTTGCGACTCGTTGTACCAA 16S ARNr 253
Streptococcus spp. SodA-f/-r CAGCATTCCTGCTGACATTCGTCA-GG CTGATCAGCCTTATTCACAACCAGCC Superox-dism. 234
Streptococcus pneumoniae StPn-f/-r ACGCAATCTAGCAGATGAAGC TGTTTGGTTGGTTATTCGTGC Lyt 100
Streptococcus intermedius BU5/StIn GTGAATACGTTCCCGGGCCT AGGATATGGAATTCACCTTTAGTTG 16S ARNr 205
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V.2.5. PROGRAMA BLAST

Utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, por sus
siglas en inglés) con el algoritmo BLASTn para alineacion de secuencias de
nucleotidos, del Instituto Nacional de Biotecnologia de los Estados Unidos de

Norteamérica (NCBI; www.ncbi.nih.gov), se verificaron los porcentajes de similitud de

los oligonucledtidos con secuencias de microorganismos reportadas en el banco de
genes Genbank, asi como los tamafios de los productos que amplificarian. Dicho
programa esta disefiado para encontrar regiones de similitud local entre secuencias
de nucledtidos, comparandolas con secuencias de organimos reportadas en la base
de datos del banco de genes, y calcula la significancia estadistica de las alineaciones
realizadas, utilizando un valor esperado probabilistico E (Expected Value). Una
alineacion de secuencia con un valor E igual a 0.05 significa que esa similitud tiene
una probabilidad de 5 en 100 (o 1 en 20) de haber sido ocasionada por el azar.
Aunque estadisticamente este valor podria ser significativo, es necesario tomar en
cuenta otros valores dados por el programa, como el porcentaje de homologia de las
secuencias y el numero de huecos presentes en la alineacion (Madden, 2003;

http://blast.ncbi.nim.nih.gov,).

V.2.6. PCR DE LAS MUESTRAS DE SOPLO

Primero se realizaron PCR en todas las muestras de soplo (n = 64) y muestras
ambientales (n= 36), para la deteccién de ADN eubacteriano con los oligonucledtidos
universales U2-rU3 (Hykin et al., 1994). El producto esperado con este juego de
oligonucledtidos es de aproximadamente 540 pb. El protocolo de PCR fue el mismo
utilizado para la amplificacion del ADN obtenido con los diferentes métodos de

extraccion (Ver seccion V.2.2).
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PCR mudltiples

Aquellas muestras en las que se observdé un producto de 540 pb con los
oligonucledtidos eubacterianos universales fueron analizadas por medio de PCRs
multiples. Estas reacciones se efectuaron utilizando varios pares de oligonucleétidos
genéricos y especificos de géneros bacterianos y los dos juegos de oligonucleotidos
universales de hongos. Se prepararon las mezclas de oligonucleétidos afiadiendo 10
ul de cada oligonucledétido (concentracién inicial de 10 pyM). La mezcla se ajustd a

500 ul para obtener una concentracién final de 2 uM.

Se disefiaron 4 PCR multiples que combinaran los 13 juegos de
oligonucledtidos, en funcion del tamafio de los productos esperados y de las
temperaturas de alineacion de cada oligonucledtido (Tabla 5). Se utilizé Multiplex-
PCR Kit (Qiagen, R.U.), la cual contiene concentraciones estandarizadas de
polimerasa Hotstart Taq (25 U/C), MgCl, (6 mM) y DNTPs (20mM) para la
amplificacion simultanea de varios productos. Se prepararon reacciones de 14 pl,
que incluian 1.4 pl de cada mezcla de oligonucledétidos y 5.6 pl de cada muestra de
ADN.

El programa de los PCR multiples fue semejante al del PCR Universal
(Seccion V.2.2.), con ligeras variaciones: se aumentd el tiempo de la fase de
extension de 45 segundos a 1:30 minutos, se corrieron 35 ciclos y la temperatura de
alineacion se ajustdé segun la agrupacion de los oligonucledtidos, conforme a la mas
baja (Tabla 5).
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Tabla. 5. Combinaciones de oligonucleétidos y temperaturas de alineacion (Tm)
utilizados para las reacciones de amplificacion multiple.

PCR Oligonucleétidos utilizados Tm

Whale Path 1 Moraxella spp. (Mor-copB) 55°C
Streptococcus spp. (Sod Afyr)
Streptococcus B-hemoliticos (DSF2-DSF 1)
Pasteurella spp. (TOXA 1fyr)

Whale Path 2 Streptococcus pneumonia 53°C
Streptococcus spp. (DSF1fyr)
Mycobacterium spp. (Myc14-Myc7)
Fungi universal (PU1-NS1)

Whale Path 3 Fungi universal (28S fyr) 53°C
Mycobacterium spp. (PT8-PT9)
Haemophillus influenzae (Hib fy r)
Mycoplasma spp. (Myc16 fy r)
Streptococcus intermedius (BU5-StIn)

Whale Path 4 Haemophillus influenzae (Hib fy r) 52°C
Streptococcus. Intermedius (BU5-Stin)
Streptococcus B-hemoliticos (DSF2-DSF1)
Mycobacteria spp. (Myc14-Myc7)

PCR individuales

Se corrieron reacciones individuales de las PCR para confirmar los resultados
obtenidos durante las reacciones multiples. Para esto, se utilizaron unicamente los
pares de oligonucleétidos que habian amplificado productos del tamafio esperado
(Tabla 4).

Asi, se buscé confirmar la presencia de Mycobacterium spp., Haemophillus
influenzae, Streptococcus (-hemoliticos, Streptococcus intermedius y de hongos ya
que los productos de PCR multiples que se observaron en los geles de agarosa,
correspondian al tamano de los productos esperados para estos patdégenos (Tabla

4). El protocolo de PCR se estandarizé para cada par de oligonucledétidos, segun el
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kit comercial Hotstart Tag (Qiagen, R.U.), siendo el mismo programa utilizado para
los PCR universales eubacterianos, pero variando el tiempo y la temperatura de
alineacién, dependiendo del tamarfo del producto esperado y de la secuencia de los
oligonucledtidos (Ver Tablas 3 y 4). Especificamente, el tiempo y temperatura de
alineacion de cada PCR fueron los siguientes para cada par de oligonucleoétidos:
Mycobacterium spp. (Myc 14-7), 45 segundos a 53°C; Mycobacterium spp. (PT8-9),
1:00 minutos a 54°C; Haemophillus influenzae (Hib), 1:00 minutos a 50°C;
Haemophillus influenzae (Bex), 30 segundos a 53 °C; Streptococcus B-hemoliticos
(DSF2-1), 30 segundos a 50 °C; Streptococcus intermedius (BU5-StIn), 2:30 min. a
50 °C; Fungi-universal (PU1-NS1), 2:30 min a 44°C; Fungi-universal (28S), 2:30 min
a 44°C.

Los PCR individuales para bacterias se hicieron uUnicamente con las 40
muestras de soplo que amplificaron con los oligonucledtidos universales para el gen
16S de bacterias (U2-rU3). La prevalencia de muestras con presencia de bacterias
respiratorias se calculé sobre el numero total de muestras recolectadas. Los PCR
con oligonucléotidos universales para hongos se corrieron en las 64 muestras
recolectadas; sin embargo hubo resultados ambiglos debido a la presencia de
bandas con productos en algunos de los controles de agua estéril. Esto pudo
deberse a la contaminacion del agua utilizada para ajustar los volumenes de la
mezcla para PCR y para los mismos controles, o a una mala manipulacion. Por esta
razon unicamente se determinaron las prevalencias sobre el numero de muestras
que se analizaron en los PCRs que no mostraron controles de agua estéril positivos
(31 para ballena gris y 9 para ballena azul), y no sobre el total de muestras

recolectadas.
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Electroforesis

Los productos amplificados con los oligonucleétidos universales, asi como con
las PCRs multiples e individuales, se corrieron en una camara de electroforesis
horizontal en geles de agarosa de alto grado molecular (variando en concentraciéon
de 0.6 % a 1 %, dependiendo del tamafno de los productos esperados) y tefiidos con
SYBR-gold a una concentracién de 1X (Invitrogen, R.U.). Los geles se visualizaron

bajo luz ultravioleta en un transiluminador marca Genoplex (VWR, R.U.).

V.2.7. CLONACION

Fundamento del método

La clonacién o sub-clonacién es una técnica que se utiliza para generar
multiples copias de un fragmento genético, al insertarlo por accion de la enzima
ligasa, dentro de una molécula circular de ADN extracromosomal conocida como
plasmido o vector (Turner et al., 2000; Sambrook & Russell, 2001; Brown, 2006).
Este funciona como vehiculo y tiene la capacidad de autoreplicarse cuando es
incorporado en células huésped viables, también llamadas células competentes, que
generalmente son Escherichia coli. Las bacterias son tratadas eléctrica o
quimicamente para que acepten la incorporacion del plasmido (Sambrook & Russell,
2001). Ya que el vector contiene una secuencia modular (casete) que codifica para
un gen de resistencia a antibiéticos y el fragmento de ADN insertado interrumpe el
marco de lectura abierto del gen LacZ (productor de la enzima [(3-galactosidasa), se
logra un crecimiento selectivo de E. coli en un medio de cultivo con antibidtico y
enriquecido con lactosa. Las colonias que hayan incorporado el plasmido con el
inserto no degradaran la galactosa, por lo que se observaran blancas mientras que
aquellas que solo hayan incorporado el plasmido podran degradar galactosa y se
apreciaran azules (Turner et al., 2000; Sambrook & Russell, 2001; Brown, 2006). De
esta forma es posible aislar las colonias deseadas, purificar el plasmido y secuenciar

una region que incluya el fragmento clonado. Esta técnica es de particular utilidad
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cuando un producto amplificado por PCR es demasiado pequefio para ser

secuenciado directamente (< 250 pb) (Turner et al., 2000; Brown, 2006).

Clonacion de algunos productos de PCR

Se seleccionaron algunos productos positivos de las PCR individuales de
hongos (oligonucleétidos universales 28S), y se sub-clonaron mediante el uso de
plasmidos con la finalidad de aislar y secuenciar los fragmentos para comprobar su
identidad. Esto se realizé ya que en las PCR para detectar hongos se utilizaron
oligonucledtidos que amplifican una region altamente conservada del gen ribosomal
28S de hongos y metazoarios, por lo que era posible que el fragmento amplificado
representara varios tipos de microorganismos, incluyendo dinoflagelados. Debido al
pequeino tamano del producto esperado en estas PCR (158 pb), no era posible
realizar la secuenciacion directamente y se recurrio a la clonacion para poder

secuenciar un fragmento que incluyera los productos amplificados.

Debido a limitaciones de presupuesto y tiempo, se seleccion6 un solo
producto de PCR, correspondiente a un extracto de soplo de ballena azul para

realizar la clonacion.

Se utilizo el vector pPGEM-TEasy (Promega, U.K.) y células competentes DH5a

(Invitrogen, U.K.), de acuerdo al siguiente protocolo:

1) Ligacion:

5 ul de bufer 2X

1 ul de vector pGEM (tamario del vector: 170 pb)
1 ul de ligasa T4

2 ul de producto de PCR

1 ul de agua estéril

Se incubd la ligacion a temperatura ambiente durante 2 horas.
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2) Transformacion de las células competentes y cultivo:

Se centrifugd la ligacion brevemente y se descongelaron 100 pl de células
competentes. Una vez descongeladas se afadieron a la ligacion y la mezcla se
incubé en hielo durante 30 minutos. Se sometieron a un choque térmico por
incubacién a 42 °C durante 45 segundos en bano-maria e inmediatamente después
se regresaron al hielo durante 2 minutos y se anadieron 800 ul de medio liquido LB
sin antibiotico (+ 25 °C). Las transformaciones se cultivaron en una incubadora de
agitacion a 225 rpm, durante una hora a 37°C. Este paso permite la expresion de la
resistencia a antibiéticos. Posteriormente, cada transformacion se sembré en placas
de agar LB conteniendo ampicilina(100 ug/ml) y x-gal(20 pg/ml) ), por medio de una
varilla de vidrio acodada, utilizando 20 ul de la transformacion para una placa y 200
bl para otra. Se incubaron las placas a 37 °C durante 12 horas y se eligieron diez
colonias blancas y una azul como control interno. Las colonias seleccionadas se
recolectaron con puntas estériles de pipeta y se re-sembraron en placas de agar LB
con ampicilina (100mg/L) y x-gal (100mg/L). Con estas mismas puntas se realizo el
PCR de colonia.

3) PCR de colonia:

Cada punta de pipeta con la cual se colectd la colonia seleccionada, se
mezcloé con 2.5 pl de buffer de PCR 10 X (concentracion final de 1 uM), 0.1 ul de
cada oligonucleétido SP6 y T7 (100 pmol/ul), 0.5 yl de dNTP’s (10 mM), 0.1 pl de
enzima polimerasa Hotstart Taq (2.5 U/C) y 21.7 ul de agua estéril libre de RNAsas.
Se homogeneizé la mezcla gentilmente con la punta de micropipeta. La PCR se
realizé con un ciclo de desnaturalizacion del ADN a 95 °C durante 15 minutos; 30
ciclos de 94 °C por 45 segundos, 55 °C por 30 segundos y 72 °C por 1 minuto;

seguidos por una fase de extension final a 72 °C por 10 minutos.
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Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1 %. Las colonias
blancas debian tener el tamafio esperado de 328 pb (correspondiendo a 170 pb del
vector mas 158 pb de la secuencia amplificada con la PCR para deteccion de

hongos). Las colonias azules debian tener el tamafio esperado de 170 pb.

Purificacion de fragmentos clonados y analisis de secuencias

Los fragmentos clonados se purificaron utilizando el kit de extraccion de

plasmidos Spin -MiniPrep (Qiagen, R.U.) de acuerdo al siguiente protocolo:

Utilizando un palillo de madera estéril, se recolectaron las colonias que
amplificaron el producto esperado a partir de las placas que se habian re-sembrado
(Ver en esta seccion: Transformacion). Se resuspendieron las colonias en 3 ml de
medio liquido LB con ampicilina y se cultivaron toda la noche a 37 °C. Se transfirieron
1.5 ml de cada cultivo a dos tubos de microcentrifuga y se centrifugaron a 10,000
rom durante 10 minutos. Se decantd el sobrenadante, se resuspendieron los
paquetes celulares con 250 ul de buffer P1, 250 ul de buffer P2 y se homogeneizaron
por inversion; se afadieron 350 ul de buffer N3 e inmediatamente después se
homogeneizaron por inversion. Se centrifugaron los tubos a 13,000 rpm durante 10
minutos y los sobrenadantes se centrifugaron en un tubo de columna a 13,000 rpm
durante un minuto. Se decantaron los sobrenadantes, se afadieron 75 pl de buffer
PB y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 1 minuto. Se desecharon los filtrados y
se realizé una nueva centrifugacién durante un minuto mas para eliminar los residuos
del buffer. La membrana se transfirié a un tubo de microcentrifuga y se afiadieron 50
ul de buffer TE directamente sobre la membrana antes de centrifugar a 13,000 rpm
durante un minuto. Se desechd la membrana y se recuperaron las soluciones de
ADN.

Los fragmentos de ADN clonados y purificados se enviaron a secuenciar de
manera comercial (Cogenics, U.K.). Una vez obtenidas las secuencias genéticas, se

editaron y se analizaron utilizando el programa BLASTn (Ver seccion V.2.5.).
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V.3 ANALISIS MICROBIOLOGICO

Se realizaron cultivos bacteriolégicos de algunas de las muestras
recolectadas. Para esto se utilizaron medios enriquecidos selectivos para bacterias
anaerobias (agar sangre y agar chocolate). En el campo, el hisopo empapado con
soplo se frotaba sobre la superficie del agar, con el fin de hacer una descarga
masiva. Posteriormente, la siembra se realizé utilizando la técnica tradicional de
estria cruzada con un asa estéril (O'Leary, 1990). Las placas de agar sembradas en
el campo se incubaron en una caja hermética para crecimiento anaerobio, utilizando
dos a tres sobres generadores de CO, (Gene Box, Biomerux, Francia) (Fig. 5), a
temperatura ambiente y a la sombra, hasta llegar al laboratorio. En caso de
observarse un crecimiento excesivo sobre las placas, éstas se resguardaban dentro
de la caja hermética, en una hielera, para frenar el crecimiento microbiano. Se

sembraron como minimo dos placas por cada individuo muestreado.

Posteriormente, los cultivos se incubaron a 35 °C durante 48 a 72 horas en
el Laboratorio de Microbiologia del CICIMAR. Se re-sembraron las colonias que
presentaban caracteristicas distintivas en placas de agar-sangre, y se volvieron a
incubar durante 24 a 72 hrs a 35°C. Se realizaron de 2 a 3 re-siembras por cada
cultivo hasta lograr aislar las colonias. Una vez aisladas, se analizaron las
morfologias colonial y microscopica (tincion de Gram) (O’Leary, 1990).
Posteriormente se realizé la identificacion taxondmica de las cepas mediante el uso
de pruebas bioquimicas tradicionales con el kit BBL Crystal (Becton Dickinson,
EEUUA). De cada una de las cepas aisladas se tomaron fotografias en el
microscopio compuesto, se recolectaron las biomasas bacterianas de cada muestra y
se congelaron para analizarlas por métodos moleculares. Se hizo la extraccidén de
ADN de las biomasas por medio de método comercial DNEasy (Qiagen, U.K. Ver
seccion V.2.1). Estos cultivos tuvieron como objetivo caracterizar la fraccion
microbiana cultivable y compararla con aquella caracterizada con técnicas

moleculares.
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V.4. EXAMENES COPROPARASITOSCOPICOS

Se analizaron en total 30 muestras de heces, 27 provenientes de ballena azul

y 7 de ballena de aleta, por medio de examen macroscopico y microscopico.

V.4.1. EXAMEN MACROSCOPICO

El proceso de filtracion de heces para la deteccion de helimntos adultos se
llevé a cabo en el Laboratorio de Mamiferos Marinos del CICIMAR-IPN, utilizando la
metodologia para la identificacion de remanentes duros en las heces de cetaceos
(Mejia-Acosta, 2003). De cada muestra, una fraccidon de aproximadamente 1/3 del
volumen original se paso a través de una columna de tamices metalicos (VWR
Scientific, EEUUA) de 2 mm, 1 mm y 106 pm de luz de malla, se agitd
vigorosamente, se vertio agua filtrada sobre la materia organica y los elementos
remanentes en cada uno de los tamices se separaron para ser observados bajo un
microscopio estereoscopico marca Olympus.Cada helminto fue medido, fotografiado

con una camara digital y preservado en etanol al 70 % (Alba, 1994; Méndez, 2002).

V.4.2. EXAMEN MICROSCOPICO

Con la finalidad de detectar huevos de helmintos (nematodos y trematodos) en
las heces, se utilizé la técnica de sedimentacion y concentracion de Ritchie (Alba,
1994). En la primera fase del analisis se sigui6 la técnica de la manera descrita para
muestras fijjadas en formol, adaptandola a muestras fijadas en etanol (técnica
descrita en detalle abajo). Posteriormente, la técnica se estandarizé para heces de
cetaceos recolectadas en el mar, mediante una serie de experimentos debido a que
las caracteristicas de las muestras impedian el correcto desempefio del método
convencional. El analisis microscopico se llevé a cabo en el Laboratorio de Quimica
Organica y las observaciones al microscopio se hicieron en el Laboratorio de
Fitoplancton (CICIMAR-IPN).
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Fundamento de la técnica

La técnica de Ritchie es un método coproparasitoscopico cualitativo de
sedimentacion y concentracion, por lo que es util unicamente para detectar huevos
de helmintos y no sirve para estimar el numero de huevos por gramo de heces ni el
grado de parasitismo. Las muestras se consideran “positivas” al detectar un solo
huevo en las preparaciones. Es un método utilizado rutinariamente para la deteccion
de huevos y larvas de algunos helmintos gastrointestinales (principalmente
nematodos y trematodos), pero no de las fases adultas de dichos parasitos; y
también es util para la deteccién de fases quisticas de protozoarios (Alba, 1994;
Navone et al., 2005). Consiste en concentrar los huevos de helmintos en el fondo de
la muestra, mientras que los detritos organicos y la grasa son separados en la
superficie, por medio de centrifugaciones y cambios en la densidad. Ya que los
huevos de helmintos tienen un peso especifico mayor al del agua destilada (1.115 a
1.145 vs. 1.00), es posible precipitarlos al fondo utilizando soluciones salinas
hipotonicas. Se ha demostrado que se obtienen mejores resultados y una mayor
concentracion con esta técnica que con otras técnicas de sedimentacion como la de

Charles-Barthelemy o la técnica de flotacion de Willis (Navone et al., 2005).

Primera fase — técnica convencional

Con la finalidad de probar la técnica de Ritchie convencional en este tipo de
muestras, se comenzo por analizar 14 muestras de heces (12 de ballena azul y 2 de
ballena de aleta) recolectadas en 2006 y 2007, con dicha metodologia (Tabla 2,

seccion V.1.4.):

Cada muestra se homogenizé por agitacién manual y se tomo una alicuota de
aproximadamente 30 ml. Después de mantener la muestra en reposo en un frasco de
plastico durante 30 a 60 minutos, se decanto el sobrenadante y el sedimento se filtré
en un embudo a través de una gasa doblada en cuatro. El sedimento filtrado se vaci6

en un tubo de vidrio de 15 ml para centrifuga clinica, hasta llenar un poco menos de
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un tercio del tubo (aproximadamente 4 ml) y se re-suspendié con solucion salina
fisiolégica (SSF) al 0.85 % hasta llenar el tubo (a 2 o 3 mm de la orilla). La muestra
se homogeneiz6 y centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos en una centrifuga clinica
(S y M Laboratorios, México). Se decanté el sobrenadante y se repiti6 este
procedimiento de 2 a 4 veces, hasta que éste se torné transparente. Se realizaron
estos lavados para reducir al minimo el etanol de las muestras. Después de decantar
el sobrenadante en el ultimo lavado, se re-suspendié el sedimento con formaldehido
al 10 % hasta completar 6.5 ml de suspension. Se anadieron 7 ml de solucion salina
(0.85 %) y 1 ml de éter anhidro (al 100 %). Se dejo reposar la suspension durante 3
minutos y se homogeneizé mediante agitacion. Finalmente la muestra se centrifugo a

1500 rpm durante 2 minutos.

En todos los casos se observo una clara separacion entre las fases presentes,
el sedimento al fondo del tubo, el formol y la solucion salina en medio y el anillo de
éter en la superficie, junto con una pelicula de grasa y detritos organicos de color
amarillo a marrén (Fig. 7). Se decanto el liquido y se agregé 1 ml de solucion salina
al sedimento. Previa homogenizacion por agitacion, se tomo6 una gota de la muestra
con una pipeta Pasteur. La muestra se coloco sobre un porta-objetos, se le anadid

una gota de lugol y se cubrié con un cubre-objetos.

Etercon detritos y grasa

Formoly solucion salina

Sedimento

Fig. 7. Fotografia del ultimo paso de la técnica de Ritchie, previo al decantado. Se observa la
separacion de los 3 estratos: sedimento, formol con solucién salina fisiologica y éter con detritus y
grasa en la superficie.
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Las preparaciones se revisaron con el microscopio de contraste de fases
(Olympus CH-2), realizando barridos con los objetivos 20 X, 40 X, y 100 X (este
ultimo al detectar huevos de helmintos). Los huevos se midieron con la regla
micrométrica del ocular y se fotografiaron para su posterior descripcion (Camara del
microscopio Olympus 336304; se usaron rollos Kodak a color, asa 400). Las
estructuras de identificacion que se buscaron en los preparados variaban en forma
desde esféricas hasta ovoides o fusiformes, de color café claro, pardo, dorado o
translucido, entre 10 y 80 um de diametro, envueltas por una membrana y en su

interior presentaron material granulado o una larva enrollada.

Segunda fase — estandarizacion de la técnica

Con el objetivo de eliminar la mayor cantidad de material fecal en los
preparados y concentrar un mayor numero de huevos en el sedimento, se realizaron
cambios a la técnica de Ritchie. Se analizaron las muestras recolectadas en los afios
2006, 2007 y 2008. Se volvieron a analizar las muestras examinadas con el método
convencional, exepto una de ellas que habia resultado positiva con dicha técnica
(Tabla 2, seccion V.1.4.).

Se incrementé el volumen filtrado a 80 ml, previa homogeneizacion. De ser
necesario se utilizé un agitador de vidrio para deshacer los trozos compactos de
heces y homogeneizar la muestra en su totalidad. Para reducir la pérdida de huevos
de helmintos que pudieran haber flotado debido a la salinidad del agua marina en la
que se encontraban las muestras al ser recolectadas, se procedié a filtrar la alicuota
a través de un tamiz de poro de nylon de 100 micras unido a un embudo. El liquido
filtrado fue recolectado en un matraz Erlenmeyer de vidrio (Fig. 8). En los casos en
los que los poros del tamiz eran bloqueados por las particulas fecales, se afiadio
solucion salina (0.85 %) mediante una piseta para acelerar el filtrado. Con esta
técnica se recuperaron en promedio 50 ml del liquido filtrado, el cual se homogeneizé
y se depositd en tres tubos de vidrio de 15 ml, los cuales se centrifugaron a 2000 rpm

durante 5 minutos y se decantaron para conservar el sedimento. El remanente del
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filtrado original se conservo para analisis posteriores. El sedimento obtenido por la
centrifugacion se re-suspendié con solucién salina, se homogeneizd y centrifugd a
2000 rpm durante 5 minutos. Este paso se repitié de dos a tres veces, hasta que el
sobrenadante se aprecio transparente. El sedimento fue decantado y resuspendido
con 6.5 ml de formaldehido al 10 %. Se agregaron 7 ml de solucion salinay 1 ml de
éter anhidro (al 100 %). Las muestras se homogeneizaron lentamente por inversion,
se dejaron reposar 5 minutos y se centrifugaron a 2000 rpm durante 3 minutos. Se
decant6 el sobrenadante dejando unicamente el sedimento concentrado en el fondo
del tubo y éste se re-suspendio con 1 ml de solucion salina. Se tomaron dos gotas de
cada tubo, previa homogeneizacion y se colocaron en un portaobjetos. A cada una
se le afiadié una gota de lugol. Se cubrieron las gotas con cubreobjetos y se hicieron
las observaciones (en total 6 observaciones por muestra de heces examinada) en el
microscopio de contraste de fases de la forma anteriormente descrita en esta

seccion.

Fig. 8. Fotografia del proceso de filtracion de muestras de heces con tamiz de nylon de
100 micras (Modificacion a la técnica de Ritchie).
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V.5. ANALISIS ESTADISTICOS

Para todos los analisis se determind la prevalencia de patdégenos
(microorganismos o parasitos) detectados en las muestras por cada especie, asi
como en las muestras ambientales, en el caso de los soplos. La prevalencia se uso6
como un indice para determinar la proporcion de muestras o individuos infectados y

se expreso en porcentaje (Zar, 1996):

p _ hi.100
Y

Donde:

P = prevalencia
hi = numero de muestras con determinado patégeno

ht = nUmero total de muestras

Con base en todas las prevalencias calculadas se realizaron graficas de
columnas para mostrar los porcentajes de patdgenos detectados y se calcul6 el error

estandar para cada una de las prevalencias, utilizando la siguiente formula:

p(l-p)

E.E (%)= |——

Donde:

E. E. (%) = error estandar, expresado en porcentaje
p = proporcion de muestras con el patdégeno (equivalente a la prevalencia,
expresadade 0 a 1)

n = numero total de muestras
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Para comparar las prevalencias de patégenos y determinar si habia
diferencias significativas entre las especies estudiadas, asi como entre cada especie
y las muestras ambientales; se realizaron tablas de contingencia de 2 X 2, con las
frecuencias de cada patdgeno detectado. Se emplearon pruebas no paramétricas de
comparacion de proporciones entre dos poblaciones, debido a que el tamano de
muestra fue pequefo y que las variables a comparar fueron cualitativas y los datos
fueron binomiales, es decir de presencia-ausencia. Se empleo la prueba de y2 (Ji-
cuadrada) en todos los casos, y s6lo cuando alguna de las frecuencias dentro de la

tabla era menor a cinco, se empled la prueba exacta de Fisher, la cual es una prueba

equivalente a la %2 pero ajustada para datos menores. En ambos casos los grados

de libertad fueron iguales a uno, el valor de significancia a fue 0.05, por lo que el

valor critico fue: 3.841 (Zar, 1996). Para realizar ambas pruebas estadisticas se

empled el programa en linea de SISA (Simple Interactive Statistical Analysis:

http://www.quantitativeskills.com/sisa/), con el cual se obtuvieron los valores de %2 y

de significancia p.
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VI. RESULTADOS

VI. 1. EVALUACION DE LAS TECNICAS DE MUESTREO DE SOPLOS

Tanto el panel extensible como el helicéptero fueron utilizados con éxito para
obtener muestras de soplo de ballena gris y ballena azul. Sin embargo, ambas
técnicas de muestreo presentaron ventajas y desventajas que se muestran en la
tabla 6.

El método de panel extensible fue el mas adecuado para recolectar muestras
de soplo de ballena gris. Esto fue debido a que el comportamiento amistoso de esta
especie en las lagunas de reproducciéon permitia un mayor acercamiento a los
animales y la manipulacion del panel era logisticamente mas sencilla dentro de la

embarcacion pequefa que el uso del helicoptero de control remoto.

El helicoptero resulté mas eficaz para muestrear ballena azul, una especie que
normalemente no permite un acercamiento de las lanchas. Sin embargo, utilizando el
viento a nuestro favor fue posible recolectar los soplos de esta especie con el panel
de manera existosa. De manera excepcional e inesperada, ya que no es su area de
agregacion, se muestrearon dos ballenas grises en el Golfo de California. Una de las
ballenas fue muestreada exitosamente utilizando el método de helicoptero de control

remoto (Ver tabla 1, seccion V.1.4).
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Tabla 6. Ventajas y desventajas de las dos técnicas de muestreo de soplos de cetaceos.

Técnica Ventajas Desventajas
Panel Permitié el muestreo de soplos desde una No puede utilizarse para obtener
extensible distancia corta. muestras de animales que mantienen
su distancia de la embarcacion de
Técnica sencilla; no requiri6 equipo ni muestreo (> 20 m).
personal entrenado.
Relativamente econdémico.
Costo aproximado del equipo de muestreo:
$ 500 pesos.
Facil de disenar.
Helicoptero Permite obtener muestras de soplo de No es practico para el muestreo de

animales que se encuentran a una distancia cetaceos a una menor distancia.
mayor de la embarcacién de muestreo
(hasta 60 m). Requiere de una embarcacion mas
grande que cuente con plataforma de

aterrizaje.
Requiere de personal capacitado.

Costoso. Costo del helicoptero vy
equipo asociado: $ 20,000 pesos

VI. 2. ANALISIS MOLECULARES

VI.2.1. PCRs CON OLIGONUCLEOTIDOS UNIVERSALES PARA EUBACTERIAS

Se detectd ADN eubacteriano en el 62.5 % (40) de las 64 muestras de soplo,
y el 77.5 % de éstas provenian de ballena gris. Veinticinco de las 36 muestras
ambientales recolectadas (representando el 69.4 %) también presentaban ADN
eubacteriano (Fig. 9). No se encontraron diferencias significativas en la presencia de

ADN eubacteriano entre las muestras de soplos de ambas especies y las muestras
ambientales ((x2 = 0.488, p= 0.4846).
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Fig. 9. Prevalencia de ADN eubacteriano en las muestras de soplo de ambas especies y muestras
ambientales detectado por medio de PCR. Las barras de error muestran + 1 de E.E.
De las muestras de ballena gris, el 72.1 % presenté ADN eubacteriano,
mientras que para las ballenas azules, el 42.9 % resultaron positivas. Se encontraron
diferencias significativas en la presencia de ADN eubacteriano entre las muestras de

ballena gris y las de ballena azul ((y2 = 5.146, p= 0.0233) (Fig. 10).
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Fig. 10. Prevalencia de ADN eubacteriano en las muestras de soplo de ballenas grises y
ballenas azules detectado por medio de PCR. Las barras de error muestran + 1 de E.E.
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VI.2.2. PCRs MULTIPLES

Mediante el uso de reacciones de amplificacion multiples, se encontraron
uno 0 Mas microorganismos respiratorios en 25 (62.5 %) de las muestras de soplo

que contenian ADN eubacteriano. Diecinueve de estas muestras (76 %) eran de
ballena gris.

En las muestras de ballena gris se amplificaron fragmentos de tamarios
esperados para Mycobacterium spp. en poco mas de la mitad de las muestras (53.5
%), mientras que Streptococcus B-hemoliticos, Haemophillus influenzae, hongos y
Streptococcus intermedius se encontraron en menor frecuencia. En las muestras de
soplo de ballena azul se observaron productos esperados para hongos (23.8 %),
Mycobacterium spp. (19.0 %) y Haemophillus influenzae (14.3 %), mientras que
ninguna muestra amplificé los productos esperados para Streptococcus pneumoniae,

Streptococcus spp., Streptococcus intermedius, Moraxella catharralis, Pasteurella
multocida 'y Mycoplasma spp. (Fig. 11).

60
{‘ @ Ballena gris
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Mycobacterium Streptococcus  Haemophillus Hongos Streptococcus
spp. B-hemoliticos influenzae intermedius

Prevalencia %

Fig. 11. Prevalencia de microorganismos respiratorios detectados en soplos de ballena gris y
ballena azul por medio de PCR multiples (Resultados preliminares). Las barras de error muestran + 1
de E.E.
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Para descartar que la presencia de estos microorganismos en las muestras
se debiera a contaminacion ambiental, se corrieron las reacciones multiples en las
muestras ambientales en las que se habia encontrado la presencia de ADN
eubacteriano (Ver seccidon VI.2.1). Ninguna de estas muestras amplificé productos

esperados para los patdgenos seleccionados por medio de los PCR multiples.

A pesar de amplificar los productos arriba mencionados, era posible
observar también un numero de bandas que no correspondian en tamafio a ninguno
de los productos esperados (Fig. 12). Esto puso en duda los resultados de las PCRs
multiples, ya que existia la posibilidad de que los cuatro o cinco pares de
oligonucledtidos presentes en cada reaccion multiple amplificaran productos
inespecificos entre ellos (Ver detalles en la tabla 7). Esta suposicion fue confirmada
al observar que las muestras de ADN de las biomasas bacterianas cultivadas a partir
de algunas muestras de soplo e identificadas previamente por métodos bioquimicos
y morfolégicos (Ver siguiente seccion VI.3) también amplificaron fragmentos de

tamanos no esperados (Fig. 12)
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Tabla 7. Productos esperados y productos inespecificos amplificados para cada reaccion multiple (pb:
pares de bases). Se indica el numero de bandas que presentaron dichos productos inespecificos.

Multiplex Oligonucledtidos Producto esperado (pb) Productos inespecificos (pb) Bandas

Whale Path 1 Mor-copB 75 500 3
Sod A 234
DSF2-1 253
TOXA 1 1420

Whale Path 2 StPn 100 250 5
DSF 1 319 800 1
PT8-9 541 2000 1
PU1-NS1 1644

Whale Path 3 28 S 158 350 4
Myc 14-7 203 600 2
Hib 510 700 1
Myc 16 570 1500 2
BU5-StIn 270 1700 1

1900 1

Whale Path 4 Hib 510 1000 2
BU5-StIn 270 1200 2
DSF2-1 253 1500 3
Myc 14-7 203

13 14 15 16 17 18 19

Fig. 12. Fotografia de un gel de agarosa donde se observan los fragmentos amplificados mediante el
PCR multiple “Whale Path 3°. A. Bandas esperadas para hongos y metazoarios (oligonucleétidos
28S, ~158 pb). B. Mycobactetium spp. (oligonucleétidos Myc 14-7, ~203 pb). C. Bandas esperadas
para Streptococcus intermedius (oligonucledtidos BU5- Stin, ~270 pb). D. Bandas esperadas para
Haemophilus influenzae (oligonucledétidos Hib ~510 pb). Las flechas indican algunas de las bandas
con productos inespecificos de aproximadamente 600, 700 y 1500 pb. En el primer carril esta el
marcador molecular (50 bp: 100, 250, 500, 1000 y 2000 pb). Las muestras de ballena azul y ballena
gris estan en los carriles 2 a 12 y las muestras de las biomasas cultivadas en los carriles 13 a 19.
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VI.2.2.1. Interpretacién de los resultados preliminares

Para confirmar la presencia de los microorganismos e investigar la causa de
la presencia de bandas inespecificas en los PCR multiples, se buscaron similitudes
de las secuencias de los oligonucleétidos utilizados en las reacciones con regiones
del genoma de otros microorganismos reportados en la base de datos de GenBank.
Se realizé una busqueda de similitud mediante el programa BLASTn (Ver seccién
V.2.5.), en primera instancia buscando similitud con toda la lista de microorganismos
(bacterias u hongos) reportados en el banco de genes. Posteriormente se limito la
busqueda a los géneros microbianos incluidos en este estudio. En la tabla 8 se
muestran los resultados de dichas alineaciones que incluyen las secuencias con
porcentajes de similitud mas altos, valores E mas bajos y que no presentaron huecos
en las secuencias alineadas. Se descartaron los microorganismos que no mostraron

valores estadisticamente significativos a la alineacion (Ver seccion V.2.5.).
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Tabla 8. Resultados del anadlisis con BLASTn para verificar los productos que podrian ser
amplificados por los juegos de oligonucleétidos de cada PCR multiple. Se indican los microorganismos
con los que se aline6 cada juego de oligonucledtidos, asi como el porcentaje de similitud y los valores
E de las alineaciones. En negritas se indican los tamafios de los productos diferentes a los esperados
(pb: pares de bases).

WhalePat  Oligonucleétidos Microorganismos Similitud E Pb
1 Mor-copB Moraxella catharrallis 100 0.014 75
SodA Streptococcus equi subsp. equi 100 4e-05 234
S. equi subsp. Zooepidemicus 100 4e-04 234
DSF2-1 Streptococcus agalactiae 100 0.008 253
Streptococcus phocae 100 1e-07 253
Streptococcus difficilis 100 0.041 253
Streptococcus porcinus 100 0.041 253
Streptococcus pseudoporcinus 100 0.041 253
TOXA1 Pasteurella multocida 100 7e-04 1420
2 StPn Streptococcus pneumonia 100 0.015 70
DSF1 Streptococcus sanguinis 100 4e-04 319
S. equi subsp. zooepidemicus 100 4e-04 319
Streptococcus parauberis 100 4e-04 319
PT8-9 Mycobacterium tuberculosis 100 0.008 541
Mycobacterium bovis 100 0.008 541
Mycobactyerium microti 100 0.008 541,1198
PU1-NS1 Aspergillus fumigatus 100 0.002 1644
Aspergillus. Terreus 100 0.003 1644
3 28S Aspergillus niger 100 0.011 257
Cryptococcus neoformans 100 0.002 283
Cryptococcus spp. 100 0.003 330
Candida glabrata 100 0.003 268
Penicilium spp. 100 2e-04 357
Capitella capitata 100 8e-04 283
Gymnodium spp. 100 05e-04 281
Prorocentrum spp. 100 281
Myc 14-7 Corynebacterium kutscheri 100 2e-05 203
Mycobacterium spp. 100 0,005 203
Mycobacterium gordonae 94 0.008 203
Mycobacterium intracelullare 100 6e-05 203
Myc16 Mycoplasma agarizzi 100 0.041 570
Hib Haemophillus influenzae 100 1e-04 150, 510
BU5-StIn Streptococcus intermedius 100 1e-04 270

Mediante las alineaciones con BLASTNn, se observd que los pares de
oligonucledtidos amplificarian unicamente los productos esperados, a excepcion de
Myc14-7 y 28S, que ademas de amplificar las secuencias esperadas, amplificarian
otros organismos filogenéticamente relacionados. Los pares de oligonucléotidos
Myc14-7 amplificarian a Corynebacterium kutscheri, ademas de varias especies de

mycobacterias; mientras que el juego de oligonucledtidos 28S no solo amplificaria a
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un gran numero de géneros de hongos (Aspergillus niger, Cryptococcus spp.,
Penicillium spp., Candida glabrata, entre otros), sino también a algunos metazoarios
(i.e. el gusano poliqueto: Capitella capitata) y dinoflagelados marinos (Prorocentrum

spp. Yy Gymnodium spp.) (Ver tabla 8).

Por otro lado, para algunos de los pares de oligonucledétidos se observo que, si
bien amplificaban a los microorganimos esperados, los fragmentos amplificados
serian de tamanos distintos a los reportados. Tal fue el caso para los pares de
oligonucledtidos StPn, 28S, PT8-9 y Hib (Ver tablas 7 y 8).

Mediante las alineaciones en BLASTn, no se encontré evidencia de que el ar
de oligonucledtidos 28S utilizados en el PCR multiple “Whale Path 3” para detectar
hongos pudieran amplificar el producto de 158 pb reportado por Sandhu et al. (1995);
por lo que se deduce que los fragmentos de este tamafo corresponderian
probablemente a productos inespecificos provocados por una baja temperatura de
alineacion. Sin embargo, las bandas de aproximadamente 350 pb que se observaron
en algunas de las muestras amplificadas con este programa (“Whale Path 3”), si
podrian corresponder a productos de hongos, ya que los oligonucleétidos 28S
alinean sin ambigtedad con el gen ribosomal 28S de varias especies de Penicillium
(~357 pb), y de Cryptococccus (~330 pb) (Tabla 8).

No se encontraron mas productos que pudieran corresponder a las bandas de
tamano no esperado, por lo que es altamente probable que éstas se debieran a
alineaciones entre los pares de oligonucleotidos de distintos juegos amplificando
productos no especificos. Se podria haber revisado esto mediante alineaciones con
BLASTn realizando todas las combinaciones posibles entre los oligonucleétidos de
distinto par, sin embargo hubiera tomado demasiado tiempo revisar un numero tan
grande de combinaciones; por lo que resultd mas practico confirmarlo por medio de
PCR individuales.
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VI.2.3. PCRs INDIVIDUALES DE BACTERIAS RESPIRATORIAS Y DE HONGOS

Ninguna muestra amplific6 productos esperados para Mycobacterium spp.
con los oligonucleétidos PT8-9 y Myc 14-7, ni para Haemophillus influenzae, con los
oligonucleodtidos Hib (f y r) y Bex (f y r). Esto confirmé que las bandas observadas
como “positivas” a ambas bacterias en los PCRs multiples correspondieron a
productos inespecificos. Estos podrian haber sido ocasionados por alineaciones no
esperadas de diferentes pares de oligonucleétidos dentro de la reaccion multiple o

por una temperatura de alineacién demasiado baja.

Streptococcus B-hemoliticos

Se amplificaron productos esperados para Streptococcus B-hemoliticos,
utilizando los oligonucleétidos DSF2-1, en 11 muestras de ballena gris (25.6 %) y en
7 muestras de ballena azul (33.3 %) (Figs. 13 y 14). Ninguna muestra ambiental
amplifico productos esperados para este grupo bacteriano. Al realizar el analisis con
BLASTN, se pudo comprobar que los oligonucleétidos DSF2-1 alinean con 100 % de
similitud con el genoma varias especies de Streptococcus -hemoliticos, tales como:
Streptococcus agalactiae (E = 0.08), S. phocae (E = 1e-07), S. difficilis (E = 0.041), S.
porcinus (E = 0.041) y S. pseudoporcinus (E = 0.041) (Ver tabla 8). En la tabla 9, mas
adelante, se indican las frecuencias de este grupo bacteriano en las muestras de

soplo de cada especie y en las muestras ambientales.
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Fig. 13. Fotografia de uno de los geles de agarosa en donde se observan algunas de las
bandas fluorescentes de aproximadamente 253 pb con productos esperados para Streptococcus [3-
hemoliticos (oligonucledtidos DSF2-1), en algunas muestras de soplos de ballena gris (carriles 2-14)
y de ballena azul (carriles 15-20). El primer carril corresponde al marcador molecular (50 pb: 100, 250,
500, 1000 y 2000 pb).

No se encontraron diferencias significativas entre las proporciones de ballenas

grises y ballenas azules infectadas con Streptococcus B-hemoliticos (y2 = 0.419, p =
0.5172) (Fig. 14).
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Fig. 14. Prevalencia de muestras con Streptococcus (3-hemoliticos en ballena gris y ballena
azul. Las barras de error muestran + 1 de E.E.

Streptococcus intermedius
De las muestras de soplo de ballena gris, cinco (11.6 %) amplificaron

productos esperados para Streptococcus intermedius, mientras que ninguna muestra
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de ballena azul y ninguna muestra ambiental mostré evidencia molecular de este
microorganismo (Figs. 15 y 16). En la tabla 9 se indican las frecuencias de esta

bacteria en las muestras de soplo de cada especie y en las muestras ambientales.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Fig. 15. Fotografia del gel de agarosa donde se observan las cinco bandas fluorescentes de
aproximadamente 270 pb. de productos amplificados de Streptococcus intermedius en soplos de
ballena gris (carriles: 2-16 de los cuales, positivos: 11-15). Las muestras de ballena azul (carriles: 17-
20) no amplificaron producto. El primer carril corresponde al marcador molecular (50 pb: 100, 250,
500, 1000 y 2000 pb).

Se encontraron diferencias significativas entre las proporciones de ballenas

grises y ballenas azules con Streptococcus intermedius (2 = 4.1811, p = 0.0408)
(Fig. 16).
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Fig. 16. Prevalencia de muestras con Streptococcus intermedius en ballena gris y ballena
azul. Las barras de error muestran + 1 de E.
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Prevalencia de bacterias en las muestras de soplo y en las muestras ambientales

Los analisis moleculares indicaron que de las 43 muestras de soplo de
ballenas grises, 14 (32.6 %) presentaron de una a dos de las bacterias respiratorias
buscadas (diferentes especies de Streptococcus B-hemoliticos y Streptococcus
intermedius) mientras que 17 muestras (39.5 %) presentaron ADN eubacteriano que
no correspondid a ninguna de las bacterias seleccionadas para este estudio y 12

(27.9 %) no presentaron evidencia de ADN eubacteriano (Fig. 17).

De las 21 muestras de soplo de ballenas azules, siete (33.3 %) amplificaron
una o dos de las bacterias buscadas (diferentes especies de Streptococcus B-
hemoliticos) mientras que dos (9.5 %) presentaron ADN de bacterias pero éstas no
pudieron ser identificadas. Doce muestras (57.1 %) no presentaron evidencia de
ADN eubacteriano (Fig. 17).

De las 36 muestras ambientales recolectadas, 25 (69.4 %) amplificaron ADN
eubacteriano. Sin embargo, en ninguna de ellas se encontraron las bacterias
respiratorias encontradas en las muestras de soplo de ballena (Fig. 17). En la tabla 9
se muestran las frecuencias de bacterias respiratorias presentes en las muestras de

soplo de cada especie y en las muestras ambientales.

Tabla 9. Muestras de soplo y ambientales con bacterias respiratorias y bacterias no identificadas. Se
muestra el numero de muestras y la frecuencia entre paréntesis.

Ballena gris Ballena azul Ambientales
(n=43) (n=21) (n=36)
Streptococcus B-hemoliticos 11 (0.26) 7 (0.33) 0
Streptococcus intermedius 5(0.12) 0 0
Bacterias respiratorias 14 (0.33) 7 (0.33) 0
Bacterias no identificadas 17 (0.4) 2 (0.09) 25 (0.69)
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Fig. 17. Prevalencia de muestras de soplo de ballena gris, ballena azul y muestras ambientales con
presencia de una o mas bacterias respiratorias (detectadas con las PCR individuales). Las barras de
error muestran + 1 de E.E.

Las prevalencias de bacterias respiratorias en ballena azul y ballena gris
fueron casi iguales (~ 33 %) y no se encontraron diferencias significativas entre
ambas proporciones (2= 0.2217, p = 0.6303). Se encontraron, sin embargo,
diferencias significativas entre las muestras de ballena gris y las muestras

ambientales (¥2 = 25.882, p = 0); asi como entre las muestras de ballena azul y las

muestras ambientales x2 = 18.101, p = 0).

Hongos

Se detectd la presencia de hongos en poco menos de la mitad de las muestras
de soplo (45 %) utilizadas en los analisis (Ver seccion V.2.6., p. 41). Doce de las
muestras de ballena gris (38.7 %) y seis de ballena azul (66.6 %) fueron positivas a
hongos (Fig. 18). Ninguna de las 36 muestras ambientales amplifico el producto
esperado para hongos con estos oligonucleétidos (Fig. 19). Las frecuencias de
hongos no identificados en las muestras de soplo de ballena gris y ballena azul, asi

como en las muestras ambientales, se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10. Numero de muestras de soplo y ambientales con hongos no identificados. Se muestra el
numero de muestras y la frecuencia entre paréntesis.

Ballena gris Ballena azul Ambientales
(n=31) (n=9) (n=36)
Hongos no identificados 12 (0.38) 6 (0.66) 0

Se encontraron diferencias significativas altas en las prevalencias de hongos
entre ballena gris y ballena azul (2 = 23.424, p = 0), ballena gris y muestras
ambientales (x2 = 32.492, p = 0), asi como entre ballena azul y muestras ambientales

(x2 = 23.424, p = 0) (Figs. 18 y 19).
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Fig. 18. Prevalencia de hongos en las muestras de ballena gris y ballena azul
(oligonucledtidos 28S). Las barras de error muestran + 1 de E.E.
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Se encontraron diferencias significativas en las prevalencias de hongos entre

las muestras de soplo y las muestras ambientales (y2= 29.754, p = 0) (Fig. 19).
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Fig. 19. Prevalencia de hongos en las muestras de soplo de ambas especies y las muestras
ambientales. Las barras de error muestran £ 1 de E.E.

Las reacciones amplificaron mas de una banda, con distintos tamanos (Ver
fig. 20) y al hacer el analisis de similitud con BLASTn se comprobd que los
oligonucledtidos ‘universales’ 28S amplificarian diversas especies de hongos,
aunque algunos de los productos esperados no variarian en tamafio de manera que
pudieran ser diferenciados en geles de agarosa (Ver tabla 8). Por ejemplo, los
productos amplificados de Aspergillus niger (257 pb) y Candida glabrata (268 pb)
evidenciarian bandas dificiles de diferenciar entre si; asi como Cryptococcus
neoformans (283 pb), que a pesar de tener una diferencia de 20 pb con respecto al
producto de C. glabrata, es tan pequefia que no se rebasaria la resolucion de la
matriz de agarosa. Por otro lado, se confirmd que el juego de oligonucledtidos 28S
también amplificarian algunas especies de metazoarios y dinoflagelados, dando
productos esperados de ~ 281- 283 pb, por lo que si también estuvieran presentes,
no habria forma de diferenciarlos de C. glabrata o A. niger, y mucho menos de
Cryptococus neoformans, ya que darian productos del mismo tamafo. Es decir, que
si todos estos microorganismos estuvieran presentes en la misma muestra,

probablemente se verian como una sola banda. Los productos amplificados de
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Cryptococcus spp. (330 pb) evidenciarian, sin embargo, un producto mucho mas
grande que los demas, con una diferencia de 50 pares de bases en comparacion con
Cryptococcus neoformans (283 pb) y de ~ 70-80 pb con los otros dos géneros de
hongos (Tabla 8). En este caso si se podrian diferenciar los productos amplificados
de estos hongos, del resto, en caso de estar presentes en una misma muestra (Fig.
20).

Fig. 20. Fotografia de un gel de agarosa donde se observan productos de hongos de cuatro
tamafos distintos usando los oligonucleétidos 28S (bandas desde 170 a 330 pb aproximadamente),
en muestras de ballena gris (carriles: 1-9) y ballena azul (carriles: 10-15). El carril 16 corresponde al

marcador de peso molecular (50 pb: 100, 250, 500, 1000 y 2000).

VI1.2.4. ANALISIS DE SECUENCIA DE UN PRODUCTO CLONADO DE LA PCR DE
HONGOS

Al realizar el analisis de secuencias con BLASTn, las tres secuencias
mostraron alta similitud con distintas especies de hongos. En particular, una de las
secuencias mostré un 83 % de similitud con Cryptococcus neoformans con valores
de probabilidad muy bajos (E = 4e-67) y solamente un 8 % de huecos en la
secuencia, lo cual sugiere que la secuencia clonada corresponde a este hongo. La
secuencia se presenta en la figura 21. Las otras dos secuencias se alinearon con
Fusarium sp. (89 % de similitud, E= 6e-89, 2 % de huecos) y con hongos no
cultivados (75 %, E= 2e-16, 5 % de huecos) (Figs. 22 y 23).
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C. neoformans
S08BM-HoF
C. neoformans
S08BM-HoF

C. neoformans

412

61
468
118
523
176
579
232
636

GTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGAAGTCAGTCGCGTCCGCCGGGACTCAGCCTTGC
GTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGAAGTCAGTCGTGTCTATTGGG - TTCAGCC--- A
GTTCTCGCTCGGTGTACTT — TCTGGTGGACGGGCCAGCATCAATTTTGATC-GTCGGA-A
GTTCT -GCT -GGTGTA - TTCCCT — TTAGACGGGTCAACATCAGTTCTGATCGGT-GGATA
AAGGATCGG- GGAAATGTGGCACCT-TTCGGGGTGTGTTATAGTCTCCGGTCGCATACGA
AGGGCT-GGAGG-AATGTGGCA - CTCTTCGGGGTGTGTTATAGCCTCCTGTCGCATAC-A
C - GGTTGGGATTGAGGAACT- CAGCAT- GCCTTTACGGTCGGGGTTCGCCCACGTTC-AT
CTGGTTGGGACTGAGGAA -TGCAGC- TCGCCTTTATGGCCGGGGTTCGCCCACGTTCGA-
GCTTAGGATGCTGGCGTAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTC

GCTTAGGATGTTGACAAAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTC

Fig. 21. Secuencia S08BM-HoF y secuencia de Cryptococcus neoformans, gen 25S (291 pb.). En
negritas se muestran las bases que no fueron iguales y las rayas corresponden a los huecos. Ambas

secuencias van en la direcciéon 5°- 3°.

S08BM- HoC

Fusarium spp.
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S08BM- HoC

Fusarium spp.

320

61

380

120

439

177

498

237

558

GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCCCGGTTAATCATCCAGCG

GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCTTGGTTGATCATCCAGGG

TTCTCGCTGGTGCACT- TGGCCGGCCCAGGCCAGCATCAGTTCGGTGTGGGGGATAAAGG

TTCTCCCTGGTGCACTCTT-CCGGCCCAGGCCAGCATCAGTTCGCCCCGGGGGAAAAAGG

CGGCGGAATGTGGCTC-CTCCGGG - AGTGTTATAGCCCACCGTGTAATACCCTGTG- CT

CTTCGGGAATGTGGCTCTCTCCGGGGAGTGTTATAGCCCGTTGCGTAATACCCTGTGGC—-

GGACTGAGGTTCGCGCATTCGCAAGGGTGCTGGCGTAATGGCCATTAGCGACCCGTCTTG

GGACTGAGGTTCGCGCATTCGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAGTGACCCGTCTTG

AAACACGGACCAAGGAGTC

AAACACGGACCAAGGAGTC

Fig. 22. Secuencia S08BM-HoC y secuencia de Fusarium spp., gen 28 S (255 pb.). En negritas se
muestran las bases que no fueron iguales y las rayas corresponden a los huecos. Ambas secuencias

van en la direcciéon 5°- 3",
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S08BM-HoD 2 TGAAATTGTTGAAAGGGAACCGATGTGAGGTAGTGTTTGTTTGTATCATTCGTG — ATGCA

Hongo no cult. 323 TGAAATTGCTGAAATGGAACCGATGGGAGGCAGTG-TCGGCTGGGTGGTACTTGTAT- CA
S08BM-HoD 61 --GA-CAAGTAAAGCTTTCTTAAGTGCGTGAGAGAGG -TACGTAAACCTGTATGGG-TTG
Hongo no cult. 381 TTTAGCAAGTCAGGCTTTCTTAATTATGTGGGAAAGGCTTC —-TAGACCAGTTTGGGCTAG
S08BM-HoD 116 CGATGTCCGTCACGCGTTTAAGAGACTTTGACAAAATGCCTTTTATCATCCCGTCTTGAA
Hongo no cult. 440 TTTTG-CTGTCATGTGATTGAGAGACTCTGACGAAATGCCTCTTATCAACCCGTCTTGAA
S08BM-HoD 176 ACACGGACCAAGGAGTC

Hongo no cult. 4499 ACACGGACCAAGGAGTC

Fig. 23. Secuencia S08BM-HoD y secuencia de un hongo no cultivado: gen 28S (192 pb.). En negritas
se muestran las bases que no fueron iguales y las rayas corresponden a los huecos. Ambas
secuencias van en la direccién 5°- 3.

VI. 3. CULTIVOS MICROBIOLOGICOS

De los seis cultivos realizados a partir de muestras de soplo de ballena gris,

dos de ellos presentaron crecimiento bacteriano.
VI.3.1. IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS CEPAS

En ambos cultivos se identificaron colonias de Streptococcus intermedius y
de Streptococcus sanguinis de acuerdo a la descripcion morfolégica de las colonias y
pruebas bioquimicas (Fig. 24). Ambas especies pertenecen al mismo grupo de

Streptococcus denominado Viridians.

Del cultivo de soplo de ballena azul, se aislaron dos colonias que se

identificaron como Staphylococcus capitis y Staphylococcus pasteuri (Fig. 24).
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Fig. 24. Fotografias de las colonias bacterianas aisladas a partir de muestras de soplo y
tefiidas con la técnica de Gram. A) Colonias de Streptococcus spp. proveniente de una muestra de
soplo de ballena gris. B) Colonias deStaphylococcus spp. proveniente de una muestra de soplo de

ballena azul.

VI.3.2. ANALISIS MOLECULAR DE LAS BIOMASAS CULTIVADAS

Al no contar con oligonucleétidos especificos para Streptococcus sanguinis,
los extractos de las cepas detectadas como Streptococcus sanguinis 'y S.
infermedius se analizaron con el juego de oligonucleoétidos para S. intermedius (BU5-
f y Stin-r), ya que ambas especies bacterianas pertenecen al mismo grupo de
Streptococcus (Viridians). Contrariamente a lo esperado, las muestras no
amplificaron productos esperados con estos oligonucléotidos. Asi mismo, las
muestras de soplo correspondientes a estos dos cultivos tampoco amplificaron
productos esperados con este par de oligonucledtidos. Esto podria deberse a una
identificacion taxonémica aproximada, ya que las pruebas bioquimicas no suelen ser
tan exactas, y posiblemente la identificacion haya sido unicamente a nivel del grupo
de Strepctococus. Cabe resaltar que el juego de oligonucléotidos BUS-f y Stin-r es
especifico para Strepctococus intermedius (Ver tabla 10), asi que las cepas aisladas

podrian corresponder a otras especies de Streptococcus dentro del grupo Viridians.

Las cepas identificadas como Staphylococcus capitis y S. pasteuri no se
pudieron confirmar por medio de métodos moleculares porque no se conté con

oligonucledtidos especificos para estas bacterias.
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VI.4. ANALISIS COPROPARASITOSCOPICOS

VI.4.1. ANALISIS MACROSCOPICO

Se detectaron acantocéfalos en cinco muestras fecales de ballena azul
(representando el 21.7 %) y en dos muestras de ballena de aleta (representando el
28.6 %) (Fig. 25). En todas las muestras positivas se encontrd un solo acantocéfalo,
mientras que en una muestra de ballena de aleta se contaron 10 especimenes. No
se encontraron diferencias significativas en el numero de acantocéfalos encontrados

entre las dos especies de misticetos (¥2 = 0.14, p = 0.70821).
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Ballena azul Ballena de aleta

Fig. 25. Prevalencia de acantocéfalos detectados en las heces de ballena azul y ballena de aleta. Las
barras de error muestran + 1 de E.E.

Los helmintos encontrados se observaron deformados y contraidos y
morfolégicamente similares entre si. El cuerpo era tubular alargado, de color blanco-
rosaceo, ausente de segmentos, con una probdscide en el extremo anterior y mas
ancho del cuerpo que se encontraba invaginada por la contraccion (Fig. 26 - A, D y
E). Se pudieron observar diminutas espinas en la probdscide (Fig. 26 - E), por lo que
fueron identificados como acantocéfalos (clase Acantocephala, o gusanos con

cabeza espinosa) pertenecientes a la familia Polymorphiidae (Bush et al., 2001). La
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longitud total del cuerpo fue de 9.0 a 17.1 mm, y el extremo anterior midié de 0.9 a
1.9 mm de ancho. Solo se pudo medir la probdscide de un espécimen, la cual no se
encontraba completamente invaginada y que midié aproximadamente 0.45 mm de

largo por 0.4 mm de ancho (Fig. 26 - E).
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Fig. 26. Fotografias de los acantocéfalos encontrados en heces de ballena azul y ballena de
aleta. A, Dy E: Probdscides. By C: Vista completa del cuerpo. Escala: A,B,CyD ~1mm;E~0.5
mm.
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VI. 4.2. ANALISIS MICROSCOPICO

No se encontraron huevos de helminto en ninguna de las 14 muestras
analizadas con la técnica de Ritchie convencional, a excepcion de una muestra de
ballena azul, en la cual se detecté un huevo descrito para este estudio como tipo A
(Ver tabla 11 y fig. 27).

Al volver a analizar todas las muestras con la técnica estandarizada, excepto
aquella que habia resultado positiva con el método convencional, doce muestras (10
de ballena azul y dos de ballena de aleta) evidenciaron al menos un tipo de huevo de
helminto (Tabla 11). Por lo tanto, del total de 30 muestras analizadas se detectaron
huevos de helmintos en 13 muestras de ballena azul (n=23) y dos de ballena de aleta
(n=7) (Ver tabla 11 y fig. 27).

No se encontraron diferencias significativas en la prevalencia de huevos de

helmintos entre las dos especies (2= 1.677, p = 0.1953).
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Fig. 27. Prevalencia de huevos de helmintos en las muestras de heces de ballena azul y
ballena de aleta examinadas con la técnica de Ritchie modificada para ballenas. Las prevalencias
corresponden a ~57 % para ballena azul y ~29 % para ballena de aleta (Ver tabla 11). Las barras de
error muestran + 1 de E.E.
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Eficacia del método estandarizado

Se observo una mayor proporcion de muestras de heces positivas utilizando la
técnica de Ritchie modificada para ballenas, que con la técnica convencional (48 %
vs 7 % de muestras positivas, ver tabla 11). Cinco de 13 muestras (38 %) que habian
resultado negativas con la técnica convencional, resultaron positivas con la técnica

estandarizada.

Tabla 11. Proporcion de muestras de heces positivas a huevos de helmintos en relacién a las
muestras analizadas con la técnica de Ritchie convencional y estandarizada. Se indican los
porcentajes respectivos.

Técnica Convencional Estandarizada Total positivas
Ballena azul 1712 12722 13723
(8 %) (55 %) (56 %)
Ballena de aleta 0/2 217 217
(0 %) (29 %) (29 %)
Total ambas especies 1/14 14 /29 15/30
(7 %) (48 %) (50 %)

Con base en la observacion de los resultados, la filtracion de la sub-muestra
con etanol (en vez de decantarla y lavarla con solucion salina antes de filtrarla), asi
como la filtracién de un mayor volumen de muestra con un tamiz de nylon de 100
micras, el incremento en el tiempo y velocidad de centrifugaciones, resultaron

modificaciones eficaces a la técnica convencional (Ver seccién V.4.2).

Tipos de huevos detectados

Se encontraron distintos tamafos y morfologias de huevos de helmintos en las
heces de ambas especies de ballenas, los cuales se clasificaron y agruparon por
intervalos de medidas y morfologia general (i.e. ovalados o redondos, con membrana
lisa 0 rugosa, presencia de opérculo y/o espina). Los huevos fueron traslucidos, de

color dorado claro a café, con material granulado abundante y repartido dentro de
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todo el huevo. A partir de las caracteristicas generales de clasificacion y con base en
los grupos de helmintos parasitos reportados para mamiferos marinos, se pudieron
identificar huevos pertenecientes a la superfamilia Ascariodea (Clase: Nematoda o
lombrices cilindricas) y a la familia Diphyllobothriidae (Clase: Cestoda o platelmintos),
segun lo descrito para otras especies (Anderson, 2000; Dailey, 2001; Méndez, 2002).
Dentro de la superfamilia Ascariodea se pudieron identificar huevos similares a
aquellos de la familia Anisakidae, género Anisakis spp., por el tamafio (en promedio:
40 x 50-55 ym), la forma redonda a ovalada y una cascara gruesa y lisa (Anderson,
2000; Dailey, 2001; Méndez, 2002) (Fig. 28). Dentro de la familia Diphyllobothriidae,
se detectaron huevos con caracteristicas similares al género Diphyllobothrium spp.,
como lo son la forma estrictamente ovalada, las medidas de 32-35 x 45-58 ym, y la
presencia de un opérculo aplanado en uno de los polos y una pequefia espina o
saliente en el otro (Dailey, 2001; Méndez, 2002) (Fig. 25).

Los huevos de helmintos gastrointestinales detectados en las muestras de
heces de ballena azul y ballena de aleta se clasificaron como A, B, C y D, de acuerdo
a caracteristicas distintivas. Los huevos tipo A presentaron caracteristicas tipicas de
los nematodos de la familia Anisakidae (Anderson, 2000; Dailey, 2001) (Fig. 28-A).
Los huevos tipo B fueron similares a aquellos descritos para los céstodos de la
familia Diphyllobothriidae (Dailey, 2001, Méndez, 2002) (Fig. 28-B), aunque en
algunos casos la espina no fue muy visible. Los huevos tipo C fueron redondos,
midieron 20-25 X 30 ym, presentaron una cuticula lisa y gruesa y no presentaron
caracteristicas similares a ningun huevo descrito (Fig. 28-C). Los huevos tipo D
fueron muy pequefios (12-14 X 14-16 ym), redondos y con una cuticula gruesa y
rugosa (con bordes aserrados) y tampoco se pudieron identificar taxonédmicamente
(Fig. 28-D).
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Fig. 28. Fotografias de los tipos de huevo de helmintos encontrados en heces de ballena azul y
ballena de aleta con la técnica de Ritchie estandarizada: tipos A (Anisakidae), B (Diphyllobothriidae), C y
D (no identificados) descritos en el parrafo anterior. Para los tipos A y B se muestran dos fotografias.
(Escala = 10 pm).
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En la ballena azul, los huevos tipo A fueron los mas comunmente encontrados
mostrando un 26 % de prevalencia, seguidos por los huevos tipo C (22 %), y los tipo
B y D que mostraron la misma prevalencia (13 %). En las muestras de ballena de

aleta se presentaron unicamente huevos tipo B, con (29 %). (Fig. 29).
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Fig. 29. Prevalencias de cada uno de los tipos de huevos de helmintos presentes en las
muestras de heces de ballena azul y ballena de aleta. Las barras de error muestran + 1 de E.E.

En total, se encontraron 14 muestras de ballena azul (61 %) con alguno de los
helmintos detectados, ya sea acantocéfalo, nematodo, céstodo o huevo no
identificado (“tipo C o D”), solos o en combinacién con otro; mientras que las dos
Unicas muestras positivas de ballena de aleta (29 %) presentaron acantocéfalos y
céstodos de manera simultdnea (Fig. 30). No se encontraron diferencias
significativas en la prevalencia de helmintos detectados entre ballenas azules y

ballenas de aleta (y2 = 2.249, p = 0.1301).
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Fig. 30. Prevalencia total de helmintos en muestras de heces de ballena azul y ballena de
aleta. Las barras de error muestran + 1 de E.E.

En un 30 % de las ballenas azules se detectd un solo tipo de helminto (ya sea
acantocéfalo adulto, huevo de nematodo, de céstodo o huevo no identificado),
mientras que el porcentaje de individuos multiparasitados, es decir con mas de un
tipo de helminto, fue similar en ballenas azules (26 %) que en ballenas de aleta (29
%) (Fig. 31). Se encontraron diferencias significativas en la proporcién de muestras

con un solo tipo de helminto entre ambas especies (2= 4.412, p= 0.0356), pero no

en la proporcion de individuos multiparasitados (x2= 0.017, p= 0.8964).
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Fig. 31. Porcentaje de ballenas azules y de aleta con un solo tipo de helminto (huevo o
adulto) e individuos multiparasitados, es decir con mas de un solo tipo de helminto, detectados a partir
de muestras de heces. Las barras de error muestran + 1 de E.E.

Prevalencia de las tres familias de helmintos identificadas

Las muestras fecales de ballena de aleta mostraron una mayor prevalencia de
helmintos de las familias Polymorphiidae (29 %) y Diphyllobothriidae (29 %) que las
muestras de ballena azul (22 y 13 %, respectivamente). Las muestras de ballena
azul mostraron una prevalencia de 26 % de helmintos de la familia Anisakidae, en

contraste con las muestras de ballena de aleta, las cuales no presentaron a estos
nematodos (Ver Fig. 32).
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Fig. 32. Prevalencias de las tres familias de helmintos en ballena azul y ballena de aleta,
identificadas morfolégicamente a partir de muestras de heces. Las barras de error muestran + 1 de
E.E.

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en las proporciones

entre ballenas azules y de aleta, para ninguna de las familias de helmintos
encontrados: Polymorphiidae (y2 = 0.14, p = 0.7082), Diphyllobothriidae (y2 = 0.932,
p = 0.3344) y Anisakidae (y2= 3.683, p = 0.0549) (Fig.32).

84



VIIl. DISCUSION

VIl.1. TECNICAS DE MUESTREO NO-INVASIVAS PARA LA DETECCION DE
MICROORGANISMOS Y PARASITOS DE CETACEOS

En la revision bibliografica, no se encontraron estudios que describieran el uso
de técnicas no-invasivas para recolectar muestras de la exhalacion de cetaceos en
vida libre con la finalidad de analizar su carga microbiana (Ver seccién 11.3). Los
unicos estudios que han intentado caracterizar la flora microbiana o estado de salud
de cetaceos en vida libre han utilizado técnicas invasivas, como la captura y
contencion de los animales, y se realizaron unicamente con pequefios odontocetos
(Buck et al., 2006; Hall et al., 2007), ya que es poco factible la manipulacion de
animales de mayor tamafo. De igual manera, aunque desde hace mas de veinte
afnos se ha analizado la carga parasitaria de misticetos a partir de necropsias en
animales capturados (Dailey & Vogelbein, 1991, Aznar et al., 1995; Umehara et al.,
2006; Marigo et al., 2002; Fernandez et al., 2003) o varados (Dailey & Walker, 1978;
Van Waerebeek et al., 1993), este es el primer estudio que implementa una nueva
metodologia para analizar heces recolectadas de manera no-invasiva de misticetos

en vida libre .

Los resultados de esta tesis demostraron la utilidad de los dos métodos no-
invasivos implementados por primera vez para la recoleccién de soplos de grandes
cetaceos, y resaltaron algunas diferencias en sus aplicaciones. El panel extensible
demostré ser el método mas facil de usar para el muestreo de soplos a cortas
distancias y fue mas practico y economico que el helicoptero (Ver tabla 8, seccion
VI.1.), ya que tuvo un disefio sencillo y se logré construir manualmente con
herramientas y materiales accesibles (Ver seccion V.1.2). El helicoptero, por su lado,
requeria ser piloteado por personal capacitado, lo cual redujo su utilizacion para este
estudio. No obstante, esta técnica aérea mostré ser el método mas eficaz para

muestrear soplos de ballenas a grandes distancias, ya que de las seis muestras
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colectadas durante una sola salida de campo, se tomaron cuatro con el helicoptero

(ver tabla 1, seccion V.1.4.).

Ambos métodos de muestreo demostraron su utilidad para la deteccion de
microorganismos del tracto respiratorio de los cetaceos, tanto por medio de cultivo y
aislamiento microbioloégico, como por el uso de técnicas moleculares, incluso bajo
condiciones dificiles de muestreo. Por ejemplo, la mayoria de las muestras que
amplificaron ADN de patdégenos respiratorios fueron recolectadas con el panel varios
segundos después de la exhalacién del cetaceo, de manera que el soplo en
ocasiones habia sido parcialmente evaporado debido a la accién del viento y la
temperatura ambiental. Lo anterior sugiere que la superficie de adhesién del panel
(tanto la de acrilico como aquella elaborada con hojas de plastico) sirvio para fijar a
los microorganismos que estuvieran presentes en el soplo, incluso cuando éste se
encontrara parcialmente evaporado; por lo que se observd que no es necesario
recolectar las muestras en el momento preciso de la exhalacion para obtener
resultados por medio de esta técnica. Por otro lado, de las seis muestras
recolectadas con el helicéptero, una de ellas amplific6 ADN de Streptococcus
intermedius, por lo que se considerd que este método fue util para recolectar soplos
de grandes cetaceos y obtener ADN de microorganismos respiratorios. Para
establecer la eficiencia del método de recolecta a control remoto y compararla con la
del panel, se debera, sin embargo, recolectar un mayor numero de muestras con el

helicéptero.

VII.2. CARGA MICROBIANA EN SOPLOS, POTENCIAL PATOGENO Y
ZOONOTICO

Bacterias patdégenas y comensales

El analisis molecular indicé la presencia de ADN de Streptococcus [3-
hemoliticos en 33 % de las ballenas azules y 26 % de las ballenas grises

muestreadas en el Golfo de California y Bahia Magdalena (Ver fig. 14, seccién
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VI.2.3). Este grupo bacteriano incluye a varias especies de Streptococcus patégenos
que infectan el tracto respiratorio de mamiferos, y que tienen una importancia clinica
en muchas especies domésticas y en el humano, en quien son la causa principal de
neumonia, septicemia y meningitis de recién nacidos (Pritzlaff et al., 2001). Su alta
virulencia se debe a la accién de potentes exotoxinas proteicas que contribuyen a
producir la B-hemdlisis (Nizet, 2002). En los ultimos afios se han reportado bacterias
pertenecientes a este grupo en otros mamiferos marinos, tales como marsopas de
puerto (Phocoena phocoena), varias especies de delfines, focas de puerto (Phoca
vitulina) y focas grises (Halichoerus gripus) (Swenshon et al., 1998; Han Goh et al.,
1998; Akineden et al., 2005; Akineden et al., 2007). En el caso de los focidos,
especies como Streptococcus phocae, S. agalactiae, S. dysgalactiae y S. equi subsp.
zooepidemicus, fueron detectadas en asociacion con otras bacterias patégenas y con
el virus de moquillo (Morbillivirus) durante las epizootias de 1980-1990 y 2002, en el
Mediterraneo y Atlantico Norte (Akineden et al., 2005; Akineden et al., 2007). En
todos los casos se reportaron lesiones graves por bronconeumonia, abscesos,
meningitis supurativa y septicemia (Swenshon et al., 1998; Akineden et al., 2005;
Akineden et al, 2007). En este sentido, es interesante haber detectado
Streptococcus B-hemoliticos en las ballenas azules y ballenas grises en el Pacifico y
Golfo de California, ya que aunque no existen reportes de la infeccién en misticetos,
los cuadros patoldgicos descritos anteriormente para otros mamiferos marinos
sugieren que existe un riesgo potencial para las poblaciones de misticetos, sobre
todo si se llegara a presentar algun brote epizoético como el de Morbillivirus. Por otro
lado, se han reportado cuatro especies de Streptococcus B-hemoliticos que parecen
tener a los mamiferos marinos como hospedadores unicos o principales:
Streptococcus phocae, S. halichoeri, S. marimammalium, en focidos (Alber et al.,
2004; Lawson et al., 2005); y S. iniae en delfines de agua dulce. Este ultimo
patdgeno se ha asociado con infecciones cutaneas y celulitis de curso grave en
personas que tuvieron contacto con los delfines portadores (Han Goh et al., 1998).
Todo lo anterior permite formular la hipotesis de que pudiera haber un riesgo
zoonaotico potencial de los Streptococcus B-hemoliticos encontrados en el tracto

respiratorio de las ballenas azules y grises. Para determinar dicho riesgo habria, sin
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embargo, que detectar las especies de Streptococcus involucradas en las infecciones
de ballenas azules y grises, para saber si son las mismas que se han reportado para

otros mamiferos, o si son otras.

Los resultados moleculares también evidenciaron la presencia de la bacteria
Streptococcus intermedius en los soplos de aproximadamente 12 % de las ballenas
grises, mientras que estuvo ausente en las ballenas azules (Ver fig. 16, seccion
VI.2.3). Se decidio investigar la presencia de esta bacteria con métodos moleculares
en todas las muestras, posteriormente a la identificacion fenotipica de algunos de los
cultivos realizados (Ver VI.3.1), ya que no se esperaba detectar este patdégeno en los
cetaceos. Esto fue debido a que en la revision bibliografica no se encontraron
reportes de infeccion por Streptococcus intermedius en ningun mamifero marino. Por
ésta razén podria pensarse que dicha bacteria es zoondtica y que las diferencias
significativas en la prevalencia de esta bacteria entre los dos misticetos (Ver seccion
VI.2.3) podrian deberse a la diferencia que hay en la actividad de observacion de
ballenas, ya que la ballena gris permite un contacto mucho mas cercano y constante
con los humanos (Rice, 1971; Lou Jones & Schwartz, 2000) que las ballenas azules.
En este sentido, las ballenas grises estarian mas expuestas a patdogenos
provenientes de humanos y podrian potencialmente transmitir microorganismos

respiratorios a través del soplo a los humanos.

Streptococcus intermedius es un patéogeno oportunista de humanos,
perteneciente al grupo Viridians, el cual contiene en su mayoria a Streptococcus
comensales, es decir aquellos que forman parte de la flora bacteriana comun del
tracto digestivo, genital y vias respiratorias altas. Sin embargo, al infectar otros
organos normalmente estériles, pueden ocasionar enfermedades de curso grave e
incluso la muerte. Algunos ejemplos de esto son la endocarditis séptica y los
abscesos en el cerebro, articulaciones e higado (Coykendall, 1989) que afectan
principalmente a personas inmunosuprimidas (Chen et al., 2005; Konno et al., 2006).
Es posible que la ausencia de reportes de este patdgeno en mamiferos marinos se

deba a la falta de estudios orientados a la deteccion de esta bacteria, y que no
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represente un riesgo real de zoonosis. Finalmente, su presencia en las muestras de
ballenas grises podria también deberse a la contaminacién involuntaria con
particulas de saliva humana, en las cuales podrian estar presentes algunas especies
de Streptococcus del grupo Viridians. Sin embargo, esto es poco probable, ya que la
recolecta y manipulacion de las muestras se realizo siempre ejerciendo medidas para
evitar dicha contaminacion. Ademas de esto, todas las muestras ambientales y las de
ballena azul fueron negativas a estos patdégenos, asi como los controles-negativos de
agua estéril de las PCR, por lo que la contaminacién humana en el campo y dentro

del laboratorio se puede descartar.

Fue interesante notar que la deteccion molecular y la identificacion taxonémica
por medio de cultivos no dieron resultados equivalentes. Mientras que se
identificaron fenotipicamente a dos Streptococcus del grupo Viridians, S. intermedius
y S. sanguis, a partir de dos cultivos de soplo de ballena gris (Ver seccion VI.3.1.),
los analisis moleculares especificos para detectar Streptococcus intermedius a partir
de los extractos de dichas biomasas no evidenciaron el producto esperado (Ver
seccion VI.3.2). Por lo anterior, se concluyé que la identificacion taxonémica de las
cepas fue equivocada, debido probablemente a una baja sensibilidad de las pruebas
comerciales que no permitié detectar diferencias bioquimicas minimas entre especies
de Streptococcus. Algunos estudios sobre este género bacteriano indican que se
pueden presentar interacciones leves durante la realizacion de las pruebas
bioquimicas, las cuales pueden generar resultados falsos positivos; y que incluso la
misma cepa puede presentar variabilidad bioquimica. Por lo que las técnicas de
rutina basadas en pruebas fenotipicas no permiten la identificacion inequivoca de
ciertas especies de Streptococcus, en particular aquellas que pertenecen al grupo
Viridians (Poyart et al., 1998). Por otro lado, la bacteria Streptococcus iniae, aislada a
partir de mamiferos marinos y perteneciente al grupo B de los Streptococcus [3-
hemoliticos, tiene caracteristicas fenotipicas altamente similares a varias especies de
Streptococcus del grupo Viridians, por lo que puede ser facilmente confundida con
éstas en las pruebas de identificacion bioquimica (Han Goh et al.,, 1998). En este

sentido, cabe la posibilidad de que las bacterias identificadas bioquimicamente como
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Streptococcus intermedius, sean en realidad especies de Streptococcus -
hemoliticos, tales como S. iniae, ya que la diferenciacién taxonémica puede resultar

problematica entre estas especies (Poyart et al., 1998; Han Goh et al., 1998).

Hongos

Se detecté ADN de hongos en el 67 % de las muestras de soplo de ballenas
azules y en el 39 % de las de ballena gris (Ver fig. 19, seccion VI.2.3), pero no se
lograron identificar las especies por falta de tiempo. Al realizar el analisis de
especificidad de los oligonucledtidos para confirmar qué tipos de hongos
amplificarian con mayor probabilidad, se encontré6 que no solamente amplificarian a
varias especies de hongos (i.e. Aspergillus niger, Candida glabrata, Cryptococcus
spp.), sino también a algunos dinoflagelados marinos tales como Gymnodium spp.. y
Prorocentrum spp. (Ver tabla 8, seccion VI.2.2.) Con base en esto, es factible que
algunas de las muestras que amplificaron el producto esperado para hongos hayan
tenido contaminacidon ambiental marina proveniente de la brisa o del propio
espiraculo de los cetaceos; ya que al emerger, en la cuenca del espiraculo queda
atrapada agua, la cual es expelida junto con el soplo al momento de la exhalacién.
En este sentido, seria esperado que las muestras ambientales amplificasen los
productos esperados para los oligonucleétidos de hongos. Sin embargo, no fue asi;
lo cual sugiere que probablemente las muestras de soplo efectivamente contuvieran

ADN de hongos y no de dinoflagelados marinos.

Para confirmar si las muestras de soplo amplificaron efectivamente algun
hongo patdgeno respiratorio u organismos marinos ambientales, seria necesario
utilizar oligonucleétidos especificos, por ejemplo para Cryptococcus neoformans o
Aspergillus spp.; pero también para las especies de dinoflagelados mencionados en
la tabla 8 (Ver seccion VI.2.2.). Otra forma seria clonar, secuenciar y alinear los
productos amplificados para saber a qué organismo corresponden, lo cual se realizé
para una de las muestras de ballena azul (Ver secciones V.2.7. y V.2.8.). Una de las

secuencias obtenidas a partir de dicha clonacién se alined con un alto porcentaje de

90



homologia y valores E muy bajos con la region genética reportada para los genes 58S,
5.8S, 18S, y 25S de C. neoformans (Ver tabla 11, seccion VI1.2.4.). No se pudo, sin
embargo, confirmar la presencia de este hongo en todas las muestras positivas a los
oligonucledtidos, ya que el procedimiento es tardado y costoso. Los resultados son,
por lo tanto, parciales y requieren de confirmacion por medio de PCRs especificos
para la deteccion de C. neoformans en todas las muestras de soplo y muestras

ambientales recolectadas.

Cryptococcus neoformans es un patégeno que no forma parte de la flora
respiratoria normal. Este hongo se ha detectado en humanos y varias especies de
mamiferos, incluyendo los marinos, en los cuales provoca padecimientos de agudos
a croénicos que incluyen cuadros de bronconeumonia, hemorragia, embolia pulmonar,
meningoencefalitis e incluso la muerte en individuos inmunosuprimidos (Citron, 1975;
Reidarson et al., 2001). En los humanos, la criptococcosis se asocia con cuadros
severos de inmunosupresion tales como el SIDA (Sandhu et al., 1995). De
confirmarse, su presencia en el tracto respiratorio de la ballena azul y la ballena gris
podria sugerir que algunos individuos estan actuando como reservorios, y que si
llegaran a estar inmunosuprimidos por otros factores, tales como contaminacion,
degradacién de su habitat e incluso otras infecciones, representaria un riesgo
patogénico real para la salud de las poblaciones naturales de misticetos. Por estas
razones, C. neoformans podria ser utilizado como un indicador indirecto del estado

inmunoldgico de las poblaciones naturales de las especies de misticetos estudiados.

Muestras ambientales

El propdsito de recolectar muestras ambientales fue por un lado, descartar la
contaminacion de las muestras de soplo con microorganismos provenientes de las
personas que realizaban el muestreo. Por otro lado, se pretendia diferenciar entre las
bacterias ambientales marinas que con alta probabilidad podrian contaminar las
muestras, ya que en el mar pueden encontrarse un gran numero de géneros

bacterianos como Vibrio spp. (Austin, 1988). En este sentido, haber detectado ADN
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eubacteriano en mas de la mitad de las muestras ambientales era esperado (Ver
seccion VI.2.1). Sin embargo, los resultados de los PCR individuales evidencié que
las muestras ambientales no contenian ADN de bacterias respiratorias patdgenas,
como Streptococcus B-hemoliticos o Streptococcus intermedius. Lo anterior indica
que los resultados moleculares son confiables y que las bacterias detectadas en las
ballenas correspondieron a la carga presente en los soplos y no a contaminacion

ambiental.

VII.3. CARGA PARASITARIA EN HECES, POTENCIAL PATOGENO Y
ZOONOTICO

Las heces de ballena azul y ballena de aleta muestreadas en el Golfo de
California revelaron una carga helmintica digestiva variada, encontrandose
acantocéfalos, céstodos y nematodos (Ver fig. 29, seccion VI.4.2.). Se detectd la
presencia de acantocéfalos adultos de la familia Polymorphidae en ambas especies
de misticetos, los cuales seguramente pertenecen a uno de los dos unicos géneros
reportados para mamiferos marinos: Bolbosoma spp., un parasito tipico de cetaceos;
o Corynosoma spp., que ocurre mas comunmente en pinnipedos (Dailey &
Vogelbein, 1991; Mignucci-Giannoni, 1998; Bush et al., 2001). El género Bolbosoma
agrupa a nueve especies que parasitan comunmente los intestinos y estbmago de
odontocetos y misticetos, incluyendo a la ballena azul, en la cual se ha reportado
principalmente a Bolbosoma nipponicum (Dailey & Volgelbein, 1991). Aunque estos
helmintos no son considerados un problema grave de salud para los cetaceos a nivel
poblacional, se han asociado a la presencia de abscesos en las paredes intestinales
de ballenas grises (Dailey, 2001), y han provocado parasitosis masivas que han
conducido a la muerte. Por ejemplo, en una ballena Minke (Balaenoptera
acutorostrata) muerta, se contaron mas de 100 especimienes de Bolbosoma sp. por

cada centimetro de intestino (Bush et al., 2001).

A pesar de que en otros mamiferos la presencia de fases adultas en las heces

indique una alta parasitosis (Alba, 1994), es dificil afirmar lo mismo en el caso de los
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acantocéfalos adultos encontrados en este estudio, ya que no existen
investigaciones en cetaceos que mencionen esta relacion y en general, los
mamiferos marinos presentan cargas parasitarias elevadas (Raga et al., 2002;
Dailey, 2001) Por otro lado, la presencia de acantocéfalos adultos en las heces
supondria también la presencia de huevos, ya que los helmintos adultos se
reproducen en el intestino y liberan ahi sus huevos para ser arrojados en las heces al
defecar (Alba, 1994; Bush et al., 2001). Sin embargo, en este estudio, si bien se
encontraron parasitos adultos, no se detectaron huevos de acantocéfalos. Esto pudo
deberse a problemas inherentes a la técnica modificada de Ritchie, la cual es usada
rutinariamente para detectar huevos de nematodos, trematodos y algunos quistes de
protozoarios, pero no para acantocéfalos, ni céstodos (Alba, 1994; Méndez, 2002)..
Debido a las caracteristicas morfolégicas tipicas de los huevos de éstas especies de
acantocéfalos (de 32.8 - 83.2 ym por 12.4 - 32.8 ym, fusiformes y alargados con
terminaciones céncavas y una gruesa cuticula compuesta por varias capas (Noble &
Noble, 1982; Méndez, 2002), es poco probable que estos se hayan confundido con
los de los nematodos o céstodos encontrados (Ver seccion V1.4.2). Por otro lado, es
posible que de aumentar el volumen de heces a analizar se incrementase el poder de

deteccion (Ver seccion V.4.2.).

Los huevos de helmintos gastrointestinales que se clasificaron como tipo A en
este estudio y que se detectaron en heces de ballena azul fueron identificados
morfoldgicamente como huevos de nematodos de la familia Anisakidae (superfamilia
Ascariodea) ya que los rangos de medidas (~ 40 X 50 um de diametro), la forma
redonda a ovalada, una cuticula delgada y su presencia en heces, corresponden a lo
descrito anteriormente, y los nematodos de esta familia utilizan exclusivamente a los
mamiferos marinos como hospedadores definitivos (Mignucci-Gianonni et al., 1998;
Anderson, 2000; Raga et al., 2002; Nadler et al., 2005; Azusa et al., 2006) (Ver
secciones 11.3.4 y VI.4.2). Lo mas probable es que correspondan a huevos de
Anisakis simplex, ya que es la especie de anisakido mas comun en todo el mundo y
reportada con mayor frecuencia en odontocetos y misticetos (en mas de 35

especies), tales como la ballena azul, el rorcual de Sei, la ballena Minke, la ballena
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jorobada, la beluga y el cachalote pigmeo, entre otros; aunque Anisakis physisteridae
es mas comun en los cachalotes (Dailey & Otto, 1982; Dailey & Vogelbein, 1991;
McAlpine et al., 1997; Anderson, 2000; Baker et al., 2001; Raga et al., 2002;
Gonzalez-Solis et al., 2006).

Los resultados obtenidos con la técnica de Ritchie mostraron la ocurrencia de
anisakidos en 26 % de las heces de ballena azul, mientras que las muestras de
ballena de aleta no los presentaron (Ver seccién VI.4.2). La ausencia de estos
nematodos en las muestras analizadas de ballena de aleta podria deberse al bajo
numero de muestras analizadas en comparacion con la ballena azul (23 de ballena
azul y siete de ballena de aleta), por lo que la resolucion estadistica pudo haber sido
limitada. En el mar, los huevos de anisakidos eclosionan liberando la larva que es a
su vez ingerida por crustaceos del zooplancton, principalmente eufausidos, como
hospedadores intermediarios primarios (Smith, 1971), y después por misticetos
zooplanctivoros (hospedadores definitivos); pero también por peces o cefalépodos
(hospedadores intermediarios paraténicos) para después ser transmitida a
pinnipedos y cetaceos ictidfagos o teutdfagos (hospedadores definitivos) (Anderson,
2000; Raga et al., 2002). Se sabe que la infeccion por A. simplex esta presente en el
Golfo de California, ya que ha sido reportada en lobos marinos de California
(Zalophus californianus) (Méndez, 2002) y sus fases larvarias se han detectado
dentro del hospedador primario intermediario — el eufausido dominante del océano
Pacifico nororiental, Nictiphanes simplex (Gomez-Gutiérrez et al., en prensa, 2009) —
del cual se alimentan tanto la ballena azul como la ballena de aleta durante el
invierno (Del Angel, 1997; Gendron et al., 2001; Jaume-Shinckel, 2003; Mejia-
Acosta, 2003). Ya que todas las muestras examinadas fueron recolectadas durante
los meses de invierno a primavera, se esperaria que la prevalencia de Anisakis spp.
fuera igual entre las especies de misticeto estudiadas. Por lo tanto, aunque se
incrementara el numero de muestras de ballena de aleta recolectadas durante el
invierno, es probable que no se encontraran diferencias significativas entre ballena

azul y ballena de aleta.
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Las infecciones de Anisakis spp. en los mamiferos marinos ocasionan
trastornos gastroentéricos como diarrea, ulceraciones y gastritis, que pueden tener
consecuencias graves en la salud en caso de existir una alta carga parasitaria
(Dailey, 2001). Por otro lado, Anisakis spp. es un nematodo de mamiferos marinos,
de importancia zoondtica, que se transmite al humano de forma accidental
(hospedador accidental) a través de la ingesta de carne de pescado o calamar cruda
infectada con la larva. Esta parasitosis es una zoonosis importante para los humanos
que acostumbran comer pescado o calamar crudo, y ocasiona dolor abdominal
agudo (por el efecto de las larvas al penetrar la mucosa gastrica) cefalea, diarrea,
nauseas, vomito y en ocasiones, cuadros alérgicos localizados (Dailey, 2001; Cowan
et al., 2001; Quijada et al., 2005). Por lo tanto, se puede inferir que dada la presencia
de huevos de este nematodo zoondtico en las heces de ballena azul en el Golfo de
California, se infiere que algunas especies de peces zooplanctivoros de ésta area
geografica estarian parasitados. Algunos peces identificados como transmisores de
esta ictiozoonosis son: el arenque (Clupea arengus), la anchoa (Pomatomus saltarix),
el jurel (Trachurus murphyi), el pargo (Pagrus pagrus) y la merluza (Merlucius
hubbsi), entre otros (Quijada et al., 2005). Si estos peces hospedadores son
consumidos crudos por las personas del area (i.e. en forma de ceviche o ahumados)
representaran un riesgo de salud publica, ya que es en la carne del pescado donde
se alojan las larvas infectantes enquistadas, y es la unica forma en la que el humano
puede adquirir esta parasitosis en la que los mamiferos marinos son los

hospedadores definitivos.

Por ultimo, los huevos detectados en las muestras de heces de ballena azul y
ballena de aleta clasificados como tipo B en este estudio, presentaron caracteristicas
morfolégicas similares a huevos de céstodos de la familia Diphyllobothriidae
(superfamilia Pseudophyllidea), especialmente al género Diphyllobothrium, mismos
que parasitan comunmente el intestino delgado de los cetaceos. Los huevos son
caracteristicamente de forma ovalada, miden 45-58 X 32— 48 ym, y presentan un
opérculo en forma de tapa ovalada en uno de sus polos asi como una pequefia

saliente en forma de espina en el otro extremo (Ver seccién VI.4.2) (Dailey, 2001;
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Méndez, 2002). Los resultados de este estudio mostraron una mayor prevalencia de
céstodos del género Diphyllobotridium en la ballena de aleta (29 %) que en la ballena
azul (13 %). Ademas, este tipo de huevo fue el unico que se detectd en la ballena de
aleta (Ver seccion VI1.4.2). Esto podria deberse al ciclo y tipos de hospedadores
intermediarios que presentan las dos familias de céstodos, lo cual se explica a

continuacion.

Dentro de la familia Tetrabothriidae, unicamente los géneros Priapocephalus y
Tetrabothrius se han reportado en misticetos; y de la familia Diphyllobothriidae, se
han reportado dos géneros para cetaceos: Diphyllobothrium, que es mucho mas
comun en odontocetos que en misticetos y Diplogonoporus, presente solo en
misticetos (Diplogonoporus balaenopterae) y en el cachalote (Raga et al., 2002). Los
céstodos que infectan a animales homeotermos marinos utilizan generalmente a los
crustaceos plancténicos como hospedadores intermediarios primarios. Por ejemplo,
para algunas especies de la familia Tetrabothriidae, los eufausidos son los
hospedadores intermediarios y los peces o calamares son hospedadores
transportadores (Baker et al., 2001; Raga et al., 2002). En contraste, los ciclos
descritos para los miembros de la familia Diphyllobothriidae incluyen a copépodos y
peces como hospedadores intermediarios (Raga et al., 2002). Debido a los habitos
alimentarios de los hospedadores definitivos, los céstodos pertenecientes a esta
ultima familia son mas comunes en los mamiferos marinos piscivoros o teutéfagos,
como los pinnipedos y algunos odontocetos, como el cachalote (Dailey & Vogelbein,
1991) y varias especies de delfinidos (Mignucci-Gianonni et al., 1998). Existen
ademas, reportes de la infeccion por Diphyllobothrium spp. en lobos marinos de
California (Zalophus californianus) en la zona de estudio (Golfo de California)
(Méndez, 2002). Con base en lo anteriormente discutido y considerando el tipo de
dieta de cada especie (Ver seccion 11.1), seria probable que los huevos detectados
en las heces de la ballena de aleta pertenecieran a la familia Diphyllobothriidae,
mientras que aquellos presentes en la ballena azul pertenecieran a la familia
Tetrabothriidae. Incluso, considerando que la ballena de aleta se puede alimentar de

varios hospedadores intermediarios (zooplancton y peces) (Ver seccién 11.1), se
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podria decir que puede ser parasitada tanto por especies de la familia
Diphyllobothriidae, como Tetrabothriidae; y que por eso presentd una mayor
prevalencia de estos céstodos. Sin embargo, la diferenciacidn morfolégica para
determinar género y especie fue dificil de realizar, ya que las caracteristicas de los
huevos pertenecientes a esta familia y detectados en ambas especies de misticetos
no permitieron su diferenciacion (Ver Fig. 28, seccion VI1.4.2). Por lo tanto, seria

necesario confirmar los resultados con analisis moleculares de las heces.

Es muy probable que los céstodos detectados no representen un riesgo
patogénico importante para los cetaceos ya que no se han encontrado lesiones
graves asociadas a la infeccion y no representan un riesgo de zoonosis (Tryland,
2000; Cowan et al., 2001; Dailey, 2001).

VII. 4. IMPLICACIONES Y TRABAJO A FUTURO

Los resultados arrojaron evidencias reales de una carga patégena zoondtica
potencial en el tracto respiratorio y digestivo de los misticetos estudiados. La carga
microbiana en soplos fue similar en ballenas grises y azules, con la excepcion de
Streptococcus intermedius, patdégeno oportunista de humanos, el cual estuvo
presente solamente en algunas ballenas grises. Esto indica que las ballenas grises
estén probablemente mas expuestas a infecciones zoondticas que las ballenas
azules, por lo que seria necesario continuar con estudios para detectar la presencia
de estos y otros posibles microorganismos en las exhalaciones de los cetaceos que
mantienen un contacto mas cercano con los humanos. Es probable que S.
infermedius no represente por si solo un riesgo importante para la salud de las
ballenas grises ni para los turistas que entren en contacto con ellas, pero deberia
considerase el riesgo de transmision de otros patégenos zoondticos con
implicaciones mas graves, tales como el virus de Influenza o la leptospirosis, en
estos cetaceos (Dunn et al., 2001; Gulland & Hall, 2005; Trevejo et al., 2005).
Ademas, es posible que este patdégeno oportunista pueda servir como un

bioindicador del estado de la poblacion de los cetaceos.
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Por otro lado, la presencia de Streptococcus 3-hemoliticos en la exhalacion de
ambas especies de ballena demostrd que si existe un riesgo patogénico para ambas
poblaciones en el Golfo de California. Sin embargo, sera necesario identificar las
especies de Streptococcus para poder detectar diferencias en la carga patdégena de
ambas especies, y conocer si existen especies diferentes a las reportadas para otros
mamiferos marinos (Alber et al., 2004; Akineden et al., 2005). Asimismo, las
muestras que contuvieron ADN de hongos deberan ser analizadas mas adelante por
medio de PCR individuales para investigar la presencia de especies patdégenas de
hongos como Aspergillus spp., y C. neoformans y para descartar la contaminacion
ambiental y la posible presencia de dinoflagelados. En el caso de que se confirme la
presencia de C. neoformans, éste representaria un riesgo a la salud de las
poblaciones de cetaceos en el Golfo de California, no solo por la virulencia del
patdgeno, sino porque que podria indicar un cuadro severo de inmunosupresion en
los individuos (Sandhu et al. 1995; Reidarson et al., 2001). Por lo mismo, C.
neoformans podria servir como indicador del estado de salud de las poblaciones

naturales.

En cuanto a la carga parasitaria digestiva, los resultados obtenidos con la
técnica de Ritchie modificada para este estudio indicaron que se pueden analizar
muestras de heces de cetaceos en vida libre y asi detectar la presencia de huevos
de helmintos en una primera fase del analisis. Sin embargo, el estudio también
evidenci® que es necesario confirmar los resultados por medio de analisis
moleculares, ya que debido a limitantes intrinsecas a la técnica, unicamente se logré
una identificacion taxondémica a nivel de familia. Estos analisis mas especificos
permitiran detectar diferencias intra- e inter-especificas en cuanto a la carga
parasitaria de cada individuo. Dicha informacion seria de utilidad para determinar
cuales son las concentraciones normales de helmintos en los cetaceos, y tal vez, se
podrian identificar riesgos a la salud de las poblaciones por altas cargas parasitarias
patdgenas. La inmunosupresion puede predisponer a infecciones parasitarias
severas, lo cual a su vez puede favorecer infecciones secundarias por microparasitos

oportunistas e, incluso, conducir a la muerte. Por otro lado, tomando en cuenta la
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diferenciacion en los habitos alimenticios entre subespecies oceanicas y costeras
(Dailey & Otto, 1982; Dailey & Vogelbein, 1991), la caracterizacion parasitaria a
mayor escala podria ser de utilidad para identificar sub-poblaciones y determinar

diferencias alimentarias de los cetaceos en areas geograficas determinadas.

Se demostré que es posible y necesario realizar un monitoreo rutinario del
estado de salud de los cetaceos del Golfo de California y costa Pacifico Norte. La
recolecta de muestras para este tipo de estudios se puede realizar a la par de otros
muestreos de mamiferos marinos, como se hizo para este estudio, tales como la
foto-identificacion y la toma de biospias; igualmente, el tipo de preservaciéon que
requieren los analisis moleculares y parasitarios, permite que tanto muestras de

soplos como de heces puedan ser almacenadas por afos para su posterior analisis.

De continuar con este monitoreo, resultard necesario realizar estudios
interdisciplinarios para identificar e investigar los factores de riesgo ambientales y
antropogénicos que afectan a las poblaciones naturales de cetaceos, tales como la
creciente contaminacion, la destruccion del habitat y el cambio climatico, ya que el
estrés cronico en los individuos provoca que el sistema inmune se debilite, y por lo
tanto, que la respuesta a las infecciones sea meno (Gulland & Hall, 2005). Al utilizar
a los mamiferos como bioindicadores se podrian aplicar planes de vigilancia y de
manejo que promuevan el mantenimiento de la biodiversidad y la salud del
ecosistema. Esto cobra mayor importancia debido a la creciente incidencia de
enfermedades emergentes en el medio terrestre y marino durante las ultimas
décadas, las cuales han ocasionado mortalidades masivas que han diezmado e
impactado de distintas formas a las poblaciones naturales de muchas especies,
incluyendo a los mamiferos marinos (Dybas, 2001; Gulland & Hall, 2005). Si las
poblaciones de cetaceos son vulneradas y reducidas debido a factores
antropogénicos, ambientales o a factores intrinsecos como una baja heterocigocidad,
como es el caso de especies endémicas geograficamente aisladas, como la vaquita
marina (Phocoena sinus) (Munguia-Vega, 2002), las enfermedades infecciosas

pueden reducir aun mas el numero de individuos e incluso conducir a la extincion.
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VIIl. CONCLUSIONES

Este estudio representa el primer esfuerzo de estudiar la carga microbiana y
parasitaria de misticetos en vida libre y ha innovado en la implementacion de

técnicas de muestreo no-invasivas de soplos de cetaceos.

La presencia de Streptococcus B-hemoliticos en los soplos de ballenas grises
y azules representa un riesgo patogénico potencial para las poblaciones naturales,
ya que este grupo de bacterias respiratorias ocasionan septicemia y se han

relacionado con epizootias virales en otros cetaceos.

La presencia de Streptococcus intermedius en los soplos de ballenas grises

sugiere la posibilidad de transmisién de agentes zoondticos por medio del soplo.

La similitud de una de las secuencias clonadas a partir del soplo de una
ballena azul con el hongo Cryptococcus neoformans, sugiere inmunosupresion.
Debido a que representa un riesgo patogénico potencial para los cetaceos, su

presencia debera ser confirmada para todos los individuos estudiados.

Los resultados de los examenes de heces de ballenas azules y de aleta
sugieren la presencia de helmintos de las familias Polimorphidae, Diphyllobotriidae y
Anisakidae, los cuales son comunes en cetaceos y pueden ser virulentos cuando se

encuentran con tasas altas de infeccion.
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