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RESUMEN

Los carnivoros silvestres son susceptibles a enfermedades originadas de perros y
gatos domésticos como el distemper (CDV) y parvovirus canino (CPV). Estos
patdgenos causan alta mortalidad por lo que se consideran una amenaza para la
conservacion de carnivoros. Las prevalencias y el impacto de estas enfermedades
pueden variar dependiendo de la diversidad de especies susceptibles en una
zona. El objetivo de este estudio fue determinar la relacion entre la diversidad de
especies con la infeccion y prevalencia de anticuerpos contra CDV y CPV en
carnivoros silvestres y domésticos de la Reserva de la Biosfera Janos, Chihuahua.
Las capturas se realizaron en temporadas de secas Yy lluvias (2013 y 2014). Se
usaron trampas tomahawk, cepos y camaras trampa para la captura y estimacion
de abundancia poblacional en diferentes tipos de vegetacion y ademas se
obtuvieron valores de riqueza, abundancia relativa, diversidad y similitud de
especies. En total se capturaron 66 carnivoros silvestres y 18 domeésticos de 8
especies pertenecientes a 5 familias (Canidae, Procyionidae, Mustelidae,
Mephitidae y Felidae). La prevalencia general a CPV fue de 60.71% (51/84) y se
detecto el virus en 21 individuos; para CDV se obtuvo una prevalencia general de
47.6% (40/84), y fue detectado en 6 individuos. Los sitios con mayor diversidad
fueron Bosque de Pino Encino =1.617 y Matorral =1.523, la similitud fue mayor
entre Pastizal 2 y Matorral-Pastizal J=0.75 y la prevalencia de las infecciones para
CPV 91.6% y CDV 66.6% fue mayor en el sitio MAT. En este estudio los
resultados indican que la alta prevalencia y presencia de CDV y CPV en la
comunidad de carnivoros sugiere un efecto local de amplificacion. La presencia de
perros domésticos y especies generalistas como el coyote podria facilitar la
transmision de estos patdgenos. Este estudio resalta la importancia de considerar
las interacciones interespecificas e intraespecifica, asi como la estructura de la
comunidad que podria tener un papel importante en la transmisién vy
mantenimiento de las infecciones en la regién y aportar informacion necesaria

para estrategias de prevencion de infecciones y conservacion de vertebrados.



Palabras clave: Diversidad, Distemper Canino, Parvovirus Canino, Efecto de

Amplificacién, Conservacion.
ABSTRACT

Wild carnivores are susceptible to diseases caused dogs and cats as distemper
(CDV) and canine parvovirus (CPV). These pathogens cause high mortality that is
considered a threat to the conservation of carnivores. The prevalence and impact
of these diseases relates to the diversity and abundance of susceptible species in
an area. The aim of this study was to determine the relationship between species
diversity with infection and prevalence of antibodies to CDV and CPV in wild and
domestic carnivores in the Biosphere Reserve Janos, Chihuahua. The field
trapping periods included the dry and rainy seasons (2013 and 2014). Tomahawk
and camera traps were used for estimate population abundance in different types
of vegetation. Relative abundance, diversity and similarity of species data was
obtained. A total of 66 domestic and 18 wild carnivores belonging to 8 species
and 5 families (Canidae, Procyionidae, Mustelidae, Mephitidae and Felidae) were
captured. The antibody prevalence of CPV was 60.71% (51/84) and the virus was
detected in 21 individuals. For CDV antibody prevalence was 47.6% (40/84), and
the virus was detected in 6 individuals. Most diverse sites were Pine Oak Forest
H = 1.617 and Scrub = 1.523, the similarity was greater between Grassland and
Scrub/Grassland J = 0.75 and prevalence of infections 91.6% for CPV and CDV
was 66.6% higher in the Grassland site. In this study, the results indicate that the
high prevalence and presence of CDV and CPV in the community of carnivores
suggests a local amplification effect. The presence of domestic dogs and generalist
species as the area near the coyote could facilitate the transmission of these
pathogens. This study highlights the importance of considering the interspecific
and intraspecific interactions as well as the structure of the community that could
have an important role in the transmission and maintenance of infections in the
region and provide basic information necessary for prevention strategies infections

and conservation vertebrates.



Keywords: Diversity, Canine Distemper, Parvovirus Canino, Amplification Effect of
Conservation.
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INTRODUCCION

El incremento de la actividad humana a nivel mundial ha elevado el contacto entre
personas, animales domeésticos y silvestres, aumentando el riesgo de transmision
de enfermedades ya conocidas y el surgimiento de nuevas enfermedades (Daszak
et al., 2000). Las enfermedades emergentes y reemergentes tienen obvias
implicaciones para la salud humana, ademas de un enorme impacto econémico y
consecuencias importantes en la conservacion (Daszak et al., 2000; Jones et al.,
2008; Woolhouse y Gowtage-Sequeria, 2005). Actualmente sabemos que existe
un alto potencial de transmision de microorganismos en animales silvestres
provenientes de reservorios domésticos (Woodroffe, 1999, Daszak et al., 2000).
Por ejemplo en diversas partes del mundo se han detectado enfermedades que
afectan a los animales de vida silvestre como resultado de su interaccion con las
especies domésticas; la parafiliarasis en bufalos, sindrome de inmunodeficiencia
felina, el distemper y parvovirus canino en félidos y mustélidos, asi como la
tuberculosis bovina en carnivoros silvestres, son algunos ejemplos importantes
(Spencer et al., 1992; Roelke- Parker et al., 1996).

Estudios acerca de los efectos de la diversidad en relaciéon a las enfermedades
infecciosas, proporcionan informacion valiosa sobre el papel que juegan las
comunidades ecoldgicas en la regulacién de la abundancia natural de diversos
patdogenos que afectan a los animales silvestres (Pedersen et al., 2007). Por
ejemplo algunos trabajos describen que la frecuencia de contacto entre especies
que pueden ser reservorios de algun patdgeno y aquellas que podrian ser
susceptibles de contraer estos agentes, esta relacionada a los cambios originados
por la actividad humana como la fragmentacién o pérdida de habitat, que generan
cambios en la diversidad de especies y en la abundancia de las poblaciones
(Lafferty y Gerber 2002; Dobson, 2004). También se sabe que la diversidad de
especies esta relacionada a la frecuencia de contacto inter-especie, es decir, que

las tasas de contacto podrian reducirse si existe una alta diversidad faunistica y



por lo tanto disminuir la transmision de enfermedades (Dobson, 2004; Suzan y
Ceballos, 2005 Cleaveland, 2007).

La diversidad bioldgica puede jugar un doble papel en la emergencia o transmision
de enfermedades infecciosas, pues algunos cambios en la composicion de
especies de hospederos puede proveer de una fuente potencial mas grande de
patogenos (efecto de amplificacion) y por otro lado puede reducir (efecto de
dilucion) la prevalencia de agentes infecciosos (Keesing et al., 2006). Se ha
sugerido que la transmision de patogenos de animales domésticos a silvestres,
denominado Spill-over, ha sido la base de la aparicion de enfermedades
infecciosas en animales silvestres, convirtiéndose en una amenaza para las
especies susceptibles o aquellas en peligro de extincion (Murray et al., 1999).
Cuando alguna especie susceptible a alguna enfermedad se encuentra en habitats
fragmentados con poblaciones reducidas y cercana o en convivencia con especies
que pueden ser reservorios de algun patogeno, el riesgo de extincion puede
aumentar (Dobson, 2004; Cleaveland et al., 2007; Suzan y Ceballos, 2005). Se
sabe que cuando las especies estan estrechamente relacionadas, como lo son los
carnivoros domésticos y los silvestres, existe un mayor riesgo de contraer alguna

enfermedad infecciosa (Davies y Pedersen, 2008).

Enfermedades como el parvovirus (CPV) y el distemper canino (CDV) son algunos
de los patéogenos que se han reconocido como un problema creciente para la
conservacion en todo el mundo, pues cada vez existe mayor evidencia de que
estas enfermedades pueden mantenerse y persistir en un sistema multi-
hospedero en donde los perros domésticos y los carnivoros silvestres juegan un
papel fundamental (Roelke- Parker et al., 1996; Craft et al., 2008; Almberg et al.,
2010). Los canidos domeésticos (Canis lupus familiaris) es la especie mas
abundante y distribuida en el mundo (Daniels y Bekoff, 1989) y los perros son
particularmente abundantes en las zonas urbanas de algunos paises en

desarrollo, donde pueden ser excelentes reservorios de patdégenos, ya que por lo



general viven en grandes poblaciones, no son vacunados y se les permite transitar
libremente, facilitando el contacto entre huéspedes infectados y susceptibles
(OMS/ WSPA, 1990).

El CPV y el CDV pueden transmitirse de forma directa o por el contacto con
fémites o heces de animales infectados, y pueden propagarse rapidamente porque
los carnivoros tienen altas tasas de dispersion debido a que pueden moverse
grandes distancias y a que sus areas de distribucion son muy amplias (Murray et
al, 1999; Woodroffe et al., 2004), sin embargo, falta mucho por comprender acerca

de como se mantienen y transmiten entre sus poblaciones (Murray et al.,1999).

En Norte América durante muchos afios se han documentado brotes epizodticos
de CPV y CDV en distintas poblaciones de animales silvestres. En los ultimos
afios se ha encontrado evidencia de estos patdgenos en carnivoros silvestres
importantes para la conservacion, como los lobos del Parque Nacional de
Yellowstone (Almberg et al., 2009; Mech et al., 2008) y las infecciones por CDV en
grandes félidos como leones (Panthera leo), tigres (Panthera tigris), leopardos
(Panthera pardus) y jaguares (Panthera onca) en cautiverio (Appeal y Summers,
1999). También el CDV y CPV han contribuido a la declinaciéon de poblaciones de
carnivoros silvestres como la zorra de isla Catalina (Urocyon littoralis catalinae), el
mink de Florida (Neovison vison), coyotes, lobos (Canis lupus), pumas (Puma
concolor) y otros carnivoros silvestres en Estado Unidos (Almberg et al., 2010).
De acuerdo a estudios realizados en Norte América se sabe que especies como
coyotes (Canis latrans), mapaches (Procyon lotor), zorrillos (Mephitis sp.) y zorras
(Urocyon sp.) que se han adaptado a los ambientes urbanos, sirven como enlace
en la transmision de enfermedades como el CPV y CDV entre animales

domésticos y las especies silvestres (Kapil et al., 2008).



En nuestro pais la informacion sobre la prevalencia de enfermedades infecciosas
en carnivoros silvestres es escasa (Suzan y Ceballos, 2005; Mena, 2007; Araiza et
al., 2007; Rendon, 2009; Guerrero, 2011) y poco se sabe de las infecciones en la
frontera norte de nuestro pais, donde coexisten varias especies de carnivoros
silvestres y domeésticos y donde las condiciones ambientales son similares a los de

la frontera sur de EUA.

La region de la Reserva de la Biosfera Janos, Chihuahua (RBJ) destaca por
mantener una gran riqueza bioldgica (List et al., 1998; CONANP, 2006) y por ser
una zona cercana al Sur de Estados Unidos, donde se han reportado casos de
CPV y CDV en carnivoros silvestres en zonas de California, Arizona, Colorado y
Texas (Guo et al.,, 1986; Appeal et al., 1994; Gese et al., 1997). Es importante
destacar la extincién en vida libre del hurén de patas negras (Mustela nigripes) en
Norteamérica; las principales causas fueron el envenenamiento y disminucion de
su habitat, asi como el brote de distemper canino transmitido por perros
domeésticos; sumado a la disminucion de las poblaciones de su principal alimento
el perrito de cola negra (Cynomys ludovicianus) debido al brote de peste bubdnica
(Williams et al., 1988; Miller et al., 1996). El poco impacto antropogénico y la
importancia bioldgica de esta zona, asi como los esfuerzos por recuperar a estas
especies, logré que en 2001 la RBJ fuera considerada como uno de los sitios
potenciales para la reintroduccion al medio silvestre de los hurones (Miller et al.,
1996, Pacheco et al., 2002).

Por ello este trabajo tuvo como objetivo evaluar la presencia y la prevalencia de
CPV y CDV en la reserva de la biésfera de janos, Chihuahua; asi como estimar
asociaciones de estos patdégenos con la diversidad de carnivoros silvestres; con la
finalidad de conocer si estos agentes patégenos podrian estar afectando a las
poblaciones de carnivoros y conocer las implicaciones que podrian tener en la

conservacion. Para ello seleccionamos 5 localidades en la Reserva de la Bidsfera



de Janos (RBJ) en Chihuahua, México. Esta reserva se encuentra localizada al
noroeste del estado, presenta un clima arido con veranos calientes y lluvias en
invierno; la vegetacion de la zona esta compuesta a en su mayoria por pastizales

y en menor cantidad por areas de matorral y bosque (CONANP, 2006).

Los casos de brotes de enfermedades infecciosas reportados en carnivoros
silvestres han demostrado que el “Spillover” de animales domésticos a silvestres
se ha convertido en un problema de conservacion a nivel mundial y ha sido poco
estudiado en México (Mena, 2007; Guerrero, 2011). Los objetivos de este estudio
que este estudio son identificar la presencia de CPV y CDV en carnivoros
silvestres, e identificar las variables de diversidad, asociadas a su presencia y
prevalencia; los resultados de este estudio podrian contribuir a establecer
medidas adecuadas para el manejo y conservacion de los carnivoros silvestres en

México.

ANTECEDENTES

Distemper Canino

Generalidades
El virus del distemper canino (CDV) pertenece al género Morbillivirus de la familia

Paramixoviridae. Los morbillivirus presentan genoma de ARN no segmentado de
cadena simple, de sentido negativo y de un tamano aproximado de 15.7 kb (Lamb
y Parks, 2007). Es un virus con un diametro aproximado de entre 150-300 nm
(Zipperle et al.,, 2010). Codifica una proteina asociada a la capside (M), dos
glicoproteinas; Hemoglutinina (H) y una proteina de fusién que se encuentra en la
envoltura (F), dos proteinas asociadas a la actividad de transcriptasa;
fosfoproteina (P) y una proteina grande (L) proteina asociada a la nucleocapside
(N) que encapsida el ARN virico (Van Regenmortel et al., 2000).



Este virus presenta 6 genes llamados N, P/V/C, M, F, H y L que codifican las 6
proteinas estructurales del virion, cada gen codifica una proteina, excepto P/V/C
que codifica la fosfoproteina P y dos proteinas no estructurales denominadas C y
V. El gen H es una proteina fundamental para el virus y sus hospederos animales,
pues utiliza esta proteina para unirse a los receptores sobre la célula en el primer
paso de la infeccidbn. Tras unirse la proteina F, fomenta la fusion de las
membranas de las células del huésped que da lugar a la formacién de sincitios
(Lamb et al., 2006).

Se han identificado 8 genotipos del CDV ubicados geograficamente: América-1
(que incluye la mayoria de las cepas vacunales), América-2 (Norteamérica), Artica
(regidn artica de Europa), Asia-1, Asia-2, Europa-1, Europa-2 (animales silvestres)
y Sudafrica (An et al., 2008; Martella et al., 2006, 2007; Woma et al., 2010).

La infeccion y diseminacién del virus se produce por contacto directo y se
caracteriza por fiebre, signos respiratorios e intestinales y trastornos neuroldgicos
(Appel, 1987), el virus entra por via oral o nasal y comienza a replicarse en el
tejido linfoide, produciendo inmunosupresion grave. El periodo de incubacion
puede variar de entre 1 a 4 semanas o mas y el resultado de la infeccion y la
gravedad de los signos varian dependiendo de la virulencia de la cepa, la edad del
animal y el estado inmunitario, aunque mundialmente se reconoce un solo
serotipo, circulan varios genotipos de distinta virulencia y tropismo celular,
(Greene y Appel, 1998).

El rango natural de hospederos comprende familias del orden Carnivora como
Canidae (perros, coyotes y zorros) Procyonidae (mapaches y panda rojo)
Mustelidae (hurdnes, visones y tejones) Mephitidae, Hyaenidae, Ailuridae,
Viverridae y Felidae (Meesling et al., 2003), pero también afecta a especies del

orden Artiodactyla y a primates (Appel et al., 1991; Machida et al., 1993).



Los individuos susceptibles pueden ser de diferentes edades, siendo los cachorros
los mas propensos a padecerla, puede presentarse de forma subclinica o
inaparente o de manera aguda con altas mortalidades, dependiendo de la especie
en cuestion, la cepa viral o el ambiente (Appel y Summers, 1995). Los animales
infectados diseminan el virus a través de las excreciones corporales después de 7
dias; los signos clinicos incluyen neumonia, conjuntivitis, diarrea, ataxia e
hiperestesia. Los animales que logran recuperarse adquieren una inmunidad de
larga duracion (Appel, 1998; Montali, 1987).

Este virus se transmite por medio de la inhalacién de las particulas virales o por
aerosoles (Greene y Appel, 1998), la enfermedad se disemina facilmente entre
especies susceptibles en donde los perros son el principal reservorio. El CDV es
enzootico en la mayoria del mundo, y las zonas donde se han presentado
epizootias fueron en los individuos que se encontraban aislados del virus o no
estaban vacunados, haciéndolos altamente susceptibles (Appel y Summers,
1995).

El diagndstico del distemper canino (CDV) se basa en la historia clinica, asi como
la observacion de signos clinicos y lesiones, la demostracion de los caracteristicos
cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos identificados mediante la histopatologia,
asi como la seroneutralizacion, prueba estandar para la deteccion de anticuerpos

contra la enfermedad (Appeal y Robson, 1973).

La utilizacion de vacunas de virus activo modificado es la principal forma de
control contra el CDV. Los programas actuales para el control de esta enfermedad
se basan en la vacunacién de la mayoria de los individuos dentro de una
poblacion, suponiendo una inmunidad eficiente dentro de sus grupos (Greene y
Appel, 1998; John y Samuel, 2000).



En los ultimos afos ha sido una enfermedad reportada en carnivoros silvestres en
todo el mundo, por ejemplo en los grandes félidos del Parque Nacional Serengeti
en Tanzania (Roelke- Parker et al., 1996) en zoologicos de Norteamérica (Appeal
et al., 1994), pecaries de collar (Tayassu tajacu) en Arizona (Appeal et al., 1991),
en primates no humanos (Macaca fuscata) en Japén (Yoshikawa et al., 1989), asi
como en lobos (Canis lupus), zorros (Vulpes vulpes) y coyotes (Canis latrans) en
América (Laurenson, 1998; Cleaveland et al., 2000; Aimberg et al., 2010).

Parvovirus canino

Generalidades

El CPV es un virus pequeio (25nm) ADN de cadena sencilla sin envoltura
pertenece a la familia Parvoviridae del genero Parvovirus que posee tres proteinas
estructurales (VP1, VP2 y VP3) y dos no estructurales NS1 y NS2 (Murphy et al.,
1995) este virus esta estrechamente relacionado al de la panleucopenia felina
(FPV), al parvovirus de los mapaches (RPV), los minks (Mustela lutreola o
Neovison vison) (MEV), el zorro azul (Alopex lagopus) (BFPV) y al perro mapache
(Nyctereutes procyonides) (RDPV) (Tattersall et al., 2005). Existen 2 tipos de
parvovirus canino, antigénicamente diferentes, uno conocido como MVC o
parvovirus canino tipo1 (CPV-1) y otro llamado parvovirus canino tipo 2 (CPV-2).
La infeccidn por CPV- 1 puede transmitirse por via oro-nasal o transplacentaria,
tras la infeccion el virus se replica en los tejidos linfaticos y el epitelio intestinal, la
mayoria de las infecciones son asintomaticas y los animales rara vez presentan

signos clinicos (Berns et al., 2000).

El parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) surgi6 como un nuevo patdégeno que se
extendio en todo el mundo causando alta mortalidad en los perros y se piensa que
se origind de un ancestro antigénicamente parecido, adaptado a un nuevo

huésped a través de algun carnivoro silvestre (Truyen et al., 1998). Aunque las



tasas de mortalidad e infeccion se redujeron con la introduccidon de la vacuna, el
virus ha mutado generando tres variantes antigénicas mas CPV-2a, 2b y 2c que se
han encontrado en Europa, Asia, Africa y América (Truyen, 2006; Nakamura et al.,
2004).

Este virus se replica en el tejido linfoide y se difunde por los leucocitos hasta llegar
al epitelio intestinal, causando diarreas hemorragicas graves; también es capaz de
replicarse en las células cardiacas ocasionando miocarditis fatal (Truyen, 2006).
Es transmitido por el contacto con las heces de animales infectados o por fomites;
el virus no afecta a todos los perros de la misma forma, las distintas cepas
producen efectos diferentes dependiendo de la edad del animal, la exposicion, la
dosis del virus y la virulencia de la cepa (Truyen, 2006). La excrecion del virus en
las heces le permite sobrevivir en el ambiente por meses, ya sea en el frio,
humedad o calor y cuando los animales sobreviven a la infeccion, poseen una

inmunidad de por vida (Nakamura et al., 2004).

El diagndstico clinico puede ser dificil ya que muchas otras patologias pueden
causar diarreas; por ello realizar estudios de laboratorio es esencial. Existen
pruebas como ELISA la cual utiliza muestras derivadas de las heces de animales
sospechosos, la Inmunocromatografia (IC), Hemoaglutinacion (HA) o pruebas
como PCR para la deteccion del ADN viral que son muy sensibles (Desario et al.,
2005; Truyen et al.,, 1998). Sin embargo para detectar la exposicion al virus,
debido a su capacidad hemoaglutinante, la técnica mas utilizada es la Inhibicion

de la Hemaglutinacion (IHA) para muestras de suero (Carmichael et al., 1980).

El parvovirus afecta a todas las especies de canidos (Green, 1993) y se ha
reportado en carnivoros silvestres como prociénidos, mustélidos, ursidos y en
felinos, causando altas mortalidades en cachorros (Funk et al., 2001). En
poblaciones de carnivoros silvestres en donde es vital mantener cierto numero de

individuos para una poblacién estable, este virus puede afectar el éxito



reproductivo contribuyendo a su extincion (Woodroffe, 1999). El control del
parvovirus canino se lleva a cabo mediante la utilizacion de vacunas con virus
activo modificado o inactivado, asi como realizar la vacunacion de la mayoria de
los individuos susceptibles en la poblacion (Jonh y Samuel, 2000). Otra medida de

control es la reduccion del contacto entre animales infectados y los susceptibles.

Esta enfermedad ha sido asociada a perros domésticos como reservorios y
transmisores a especies de carnivoros silvestres en todo el mundo, reportandose
en lobos, zorros y coyotes en América, asi como a epidemias con alta mortalidad
en leones africanos (Laurenson, 1998; Cleaveland et al., 2000; Almberg et al.,
2010).

Carnivoros domésticos como fuente de infeccidn

Los animales domésticos son especies con una amplia distribucion mundial y son
mantenidos en altas densidades y pueden actuar facilmente como reservorios de
patdgenos que pueden compartirse con los animales silvestres (Lafferty y Gerber,
2002). Los perros y los gatos son los carnivoros domésticos mas comunes, se
encuentran en todo el mundo y estan asociados a los asentamientos humanos,
como animales de compainia, trabajo o proteccion (Cleaveland et al., 2006; Young,
1994; Serpell, 1995).

En los paises en vias de desarrollo muchas poblaciones de perros se encuentran
libres en las zonas rurales, utilizando areas naturales o de ganaderia para buscar
comida, ocasionando interacciones con los animales silvestres e incrementando la
probabilidad de transmisién de enfermedades infecciosas (van de Bilt et al., 2002).
Enfermedades causadas por CPV y el CDV se mantienen en zonas urbanas y
rurales donde la densidad de perros es alta (Haydon et al., 2002a), por lo que

representan una buena oportunidad para el mantenimiento de estos patégenos ya
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que los perros domésticos se encuentran ampliamente distribuidos y con escasa

vacunacion (Susuky et al., 2007).

Los canidos domésticos y ferales afectan a las poblaciones de carnivoros
silvestres de diferentes formas; depredacion, competencia, hibridacion y
transmision de enfermedades (Young et al., 2011). Las interacciones que ocurren
entre carnivoros domeésticos y silvestres en zonas rurales, en donde los perros y
gatos suelen desplazarse en areas dominadas por humanos y ocasionalmente
tener cercania con la fauna silvestre local (Wandeler et al., 1993), no sélo afecta a
los animales silvestres, también incrementa el contacto con los asentamientos

humanos cercanos y la posible transmision de enfermedades zoondticas.

Los perros domeésticos han sido reconocidos como importantes agentes de
infeccidn, causando epizootias en distintas especies, como la epidemia de
distemper en los leones del Serengueti, originada por perros domésticos no
vacunados cercanos al parque (Cleaveland et al., 2000; Roelke-Parker et al.,
1996). Otros ejemplos de los efectos de los perros domésticos en las poblaciones
de carnivoros silvestres son la pérdida poblacional del perro salvaje africano
(Lycaon pictus) a causa de la rabia (Woodroffe, 1997), asi como la hiena moteada
(Crocuta crocuta) y el hurdon de patas negras (Mustela nigripes) por distemper
canino (McCarthy et al., 2007; Roelke-Parker et al., 1996). Incluso sin la existencia
de un contacto directo entre los perros y los carnivoros silvestres, algunos
patdogenos como el CPV tienen la capacidad de mantenerse en el ambiente por
largos periodos, suficiente para la transmisiéon de la enfermedad (Gordon y
Angrick, 1986).

Aunque se ha reportado que el tamafo de las poblaciones de carnivoros
silvestres, no es suficiente para mantener enfermedades infecciosas, ya que estas
requieren de un contacto directo entre individuos de diferentes especies (Dobson y
Foufopoulos, 2001), el spillover de patégenos proveniente de los perros
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domésticos puede afectarlos en gran medida e incluso causar su extincidon
(Cleaveland et al., 2000).

El incremento en la probabilidad de transmision de enfermedades en donde la
interface humano, animales domésticos y silvestres es mas estrecha (Dazak et al.,
2000) el conocimiento de los factores que determinan la transmision de
enfermedades podria ayudarnos a predecir la emergencia de patégenos, asi como
evitar la extincion de fauna silvestre y el control de enfermedades zoondticas
(Deem et al., 2001).

Importancia de los carnivoros en el ecosistema

Los carnivoros son depredadores y son reconocidos como especies
fundamentales en los ecosistemas porque proveen varios servicios, como la
capacidad para regular el numero, distribucién y comportamiento de sus presas
(Halpern et al 2005; Dobson et al., 2006), como indicadores de una alta riqueza de
especies (Sergio et al., 2006) y porque ayudan a promover el desarrollo
econdmico gracias a su naturaleza carismatica utilizada en la recreaciéon y el

ecoturismo (Dobson et al., 2006).

Su papel ecoldgico es muy importante, ya que su influencia directa se extiende no
sélo a los herbivoros y las plantas a través de sus efectos en la cascada tréfica,
también sabemos de su papel en la regulacion de mesodepredadores (Ripple et
al., 2013; Terborgh et al., 2010). Los carnivoros poseen la doble funcién de limitar
a las poblaciones de herbivoros mediante la depredacién, asi como la
competencia interespecifica con los mesocarnivoros; contribuyendo de manera
directa sobre multiples niveles de la red tréfica, influyendo en la estructuracion y
funcionamiento de los ecosistemas (Prugh et al., 2009, Ripple et al., 2010).
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La naturaleza y fuerza de sus impactos responde a factores como su tamanio,
demanda metabdlica, densidad, sociabilidad y tacticas de caza (Prugh et al., 2009;
Ritchie et al., 2009). Los carnivoros pueden tener limitaciones energéticas,
historias de vida lentas, bajas densidades poblacionales y necesidad de una
mayor distancia para conseguir presas (Carbone et al., 2009) por lo que la
combinacion de todas estas cualidades los ha puesto en conflicto con la creciente

demografia humana (Cardillo et al., 2005).

Los carnivoros son particularmente sensibles a los cambios en el paisaje, debido a
sus bajas densidades poblacionales y a la necesidad de grandes extensiones de
superficie (Carrol et al., 2001). Los impactos humanos que mas han afectado a
sus poblaciones incluyen la pérdida y degradacion de su habitat, la caceria y la
introduccién de especies exdticas, frenando o incluso eliminando los servicios

ecosistémicos que proveen (Hilton y Taylor, 2000).

Los cambios efectuados en el paisaje por la actividad humana han generado
nuevas interacciones entre humanos y animales silvestres, superficies en las que
antes se requeria décadas para modificarlo, ahora requieren de pocos afos,
proporcionando nuevos habitats para algunas especies, permitiéndoles adaptarse
y sobrevivir (Radeloff et al., 2005).

Las especies exitosas en los nuevos ambientes usan la flexibilidad en su
comportamiento como mecanismo de adaptacion bajo condiciones extremas (Sol y
Lefebvre, 2000). Definiendo como flexibilidad en el comportamiento, a la
capacidad de responder apropiadamente a condiciones normales, pero en caso de
ser necesario alterar su respuesta ante los cambios (Schlaeper et al., 2002).

Ejemplo de estas adaptaciones a los cambios antropogénicos es el surgimiento de

especies generalistas (Dukes y Mooney, 1999). En Norteamérica el mapache
(Procyon lotor), el zorrillo (Mephitis mephitis), el tlacuache (Didelphis virginiana) y
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el coyote (Canis latrans) por su amplia distribucion en zonas desérticas, bosques,
praderas y zonas urbanas, asi como su adaptacion al alimento y refugio (Crooks y
Soulé, 1999; Bekoff y Gese, 2003; Gehrt, 2007) los hace un claro ejemplo de
especies generalistas (Prange y Gehrt, 2004).

Aunque algunas especies de carnivoros silvestres han logrado adaptarse a los
cambios constantes en su habitat, la disminucion reciente en sus poblaciones
demuestran que las enfermedades infecciosas, tienen importantes efectos en su
conservacion (Murray et al., 1999); ya que pueden ser un factor importante en la

regulacion de su supervivencia (Deem et al., 2001; Funk et al., 2001).

El creciente aumento de ungulados y carnivoros domeésticos en habitats
fragmentados, aumenta el riesgo de la presencia de patdgenos en poblaciones
reducidas de carnivoros silvestres, ocasionando mayor contacto entre individuos,
asi como el aumento en la transmision de enfermedades y otras presiones

poblacionales (Deem et al., 2001).

Por ello para prevenir la disminucion en las poblaciones de carnivoros silvestres,
es de gran importancia identificar las enfermedades que los afectan, los factores
ecoldgicos y antropogénicos, asi como los posibles reservorios de agentes
patdgenos que podrian afectarlos, como una herramienta clave para el éxito en la

conservacion de carnivoros silvestres en todo el mundo.
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La biodiversidad y las enfermedades

La diversidad de especies en el mundo se ha visto amenazada por diversos
factores importantes; la pérdida de habitat, la disponibilidad de recursos, la
depredacion y las especies invasoras incluyendo a mucha enfermedades, esta
ultima se ha comenzado a estudiar con mas detenimiento para entender como los
patégenos tienen una influencia directa sobre los individuos, asi como sobre la

estructura de sus poblaciones y comunidades (Keesing et al., 2006).

Actualmente es reconocida la importancia de la alteracion de la diversidad de
especies en la transmisién de diferentes patégenos (Dazak et al., 2000; Jones et
al., 2008). Existen diferentes estudios en donde se ha descrito que especies
comunes actuan como reservorios de algun patdégeno, pero en poblaciones donde
cuentan con una alta diversidad de especies dentro de una comunidad de
hospederos, puede desviarse la transmisién del patdogeno de los reservorios
primarios hacia otros hospederos que actuan como un filtro, o si se disminuye la
abundancia de los reservorios primarios; se reducen las tasas de transmision
dependientes de la densidad poblacional (Ostfeld et al., 2000a; Norman et al.,
1999; Begon, 2008; Suzan et al., 2009). Para ambos casos una alta diversidad
esta correlacionada con una baja prevalencia de la enfermedad (Knops et al.,
1999; Roscher et al., 2007).

Para entender como la diversidad puede incrementar o disminuir la presencia de
una enfermedad, debemos conocer si la transmision del patégeno responde a la
densidad de huéspedes infectados (denso dependiente) o a la proporcion total de
la poblacién infectada (frecuencia dependiente) (Dobson, 2004; Rudolf vy
Antonovic, 2005). Cuando la transmision es denso dependiente, al adicionar
nuevas especies se reducira la transmision, es decir que la abundancia del
huésped principal se reduce al incluir mas especies; por lo tanto la transmision

interespecifica es menor que intraespecifica. En casos donde la transmision es

15



frecuencia dependiente al afiadir nuevos hospederos se disminuira la enfermedad,
sin importar si se reduce o no la abundancia del huésped principal; por lo que se
lograra una disminucién de la proporcion de los individuos infectados al agregar
especies, logrando disminuir el contacto entre individuos susceptibles e infectados
(Dobson, 2004). Estudios realizados en comunidades de roedores y hantavirus, un
patdbgeno de transmision directa; ha demostrado que cuando el reservorio
competente es la especie dominante se presentan prevalencias mas altas que
cuando no se encuentra al reservorio competente, disminuyendo asi la
probabilidad de encuentros directos entre los reservorios, cuando se aumenta la

diversidad de especies de roedores (Suzan et al., 2009; Mills, 2009).

Keesing y Ostfeld (2006) disefiaron modelos sobre el papel de la diversidad en la
transmision de enfermedades; estos describen las interacciones entre patdégeno-
hospedero, patéogeno-vector-hospedero y patdgeno-multihospederos. Explicando
los efectos por los que puede darse la transmision de enfermedades; amplificacion
o reduccion de los agentes infecciosos, proporcionando asi una vision del
potencial riesgo en las enfermedades (Keesing et al., 2006). El efecto de dilucién
se produce cuando existe una alta diversidad de especies, disminuyendo la
prevalencia del patéogeno. Cuando se reduce la tasa de encuentro entre los
individuos infectados y los individuos susceptibles, disminuye la tasa de
transmision, reduciendo la abundancia de los reservorios o el aumento en la
mortalidad o recuperacion de los individuos infectados (Keesing et al., 2006). El
efecto de amplificacion se produce cuando existe una relacion positiva entre la
biodiversidad y la prevalencia del patdgeno, esto puede pasar en las comunidades
de baja diversidad en que las especies de reservorios competentes son
abundantes o la adicibn de nuevas especies que son capaces de adquirir y

transmitir al patégeno facilmente (Keesing et al., 2006).
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En el caso de enfermedades como el distemper y parvovirus canino en donde se
ha comprobado que los virus causales se mantienen y transmiten por el contacto
con animales domésticos; la dinamica de las enfermedades infecciosas esta
fuertemente influenciada por el comportamiento y la ecologia de los carnivoros
silvestres; estos se presentan en bajas densidades de poblacion y viven en grupos
sociales territoriales altamente unidos (Mills, 1997; Woodroffe, 2011; Fuller et al.,
1992). Modelos epidemioldgicos simples predicen que las altas tasas de contacto
que se producen dentro de los grupos sociales eleva la prevalencia de infecciones
por transmision directa (Anderson y May, 1979), una prediccibn que es

ampliamente apoyada por datos empiricos (Coté y Poulin, 1995).

Por lo tanto, la exposicion podria ser especialmente alta en grupos grandes de
carnivoros silvestres cuando se introduce un patdogeno. Sin embargo, los
encuentros entre los grupos son raros debido a la baja densidad de poblacién y el
comportamiento territorial, por lo que puede haber pocas oportunidades para la
transmision de patogenos entre los grupos (Woodroffe y Donnelly, 2011). Estos
efectos sobre el comportamiento de los patrones de contacto sugiere que es
probable que la transmision intraespecifica de patdégenos sea dependiente de la

frecuencia en lugar de dependiente de la densidad (Begon et al., 2002).

Por lo tanto para poder prevenir disminuciones en las poblaciones de carnivoros
silvestres, es de gran importancia identificar las posibles enfermedades que los
afectan, asi como las condiciones ecoldgicas que incrementan su severidad vy

dispersion (Murray et al., 1999).
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La Reserva de la Bi6ésfera Janos, Chihuahua

Uno de los sitios mas importantes para la conservacion de mamiferos en México
es la Reserva de la Bidésfera de Janos, Chihuahua, ya que mantiene una gran
riqueza bioldgica gracias a diferentes factores como su localizacion geografica y el
poco impacto que ha tenido la region a lo largo de la historia. Una de sus
caracteristicas mas relevantes es que esta considerada un area prioritaria para la
conservacion de la naturaleza en Norteamérica (Ceballos et al., 2004; CONABIO,
2000).

Esta area posee 79 especies de mamiferos pertenecientes a 47 géneros, 18
familias y 4 6rdenes (Pacheco et al., 2000; Ceballos et al., 2004). Es una prioridad
para la conservacion de la biodiversidad en Norteamérica, ya que posee habitats
poco representados en areas naturales protegidas, como es el ecosistema de
pastizal; poblaciones abundantes de especies en riesgo (Vulpes macrotis, Taxidea
taxus, Puma concolor, Ursus americanus, Bison bison, Cynomys ludovicianus,
Antilocapra americana y Erethizon dorsatum) (Pacheco y Ceballos, 1999-2000).
Es importante resaltar que el perro llanero (Cynomys ludovicianus) de
Norteamérica, esencial en el ecosistema de pastizal, ya que permite la presencia
de especies en riesgo como el aguila real, el tecolote llanero y la zorra del
desierto, pues estas dependen de ellos para obtener comida o refugio (Ceballos et
al., 2000; List, 2003).

Ademas de su riqueza animal, esta zona también es relevante por su importancia
vegetal, pues a pesar de ser un mosaico de areas naturales y modificadas
mantiene zonas de matorrales y bosques, manchones de vegetacion riparia y
humedales, asi como grandes extensiones de pastizal, un ecosistema seriamente
amenazado en México (Ceballos et al., 2005; COTECOCA, 1978).
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Tal vez uno de los registros mas recientes sobre la extincion de una especie de
mamifero de vida libre de Norteamérica, en donde la presencia de enfermedades
infecciosas estuvieron involucradas, fue lo ocurrido en los anos 70°s; donde la
combinacion de diferentes factores como el brote de peste bubdnica y de
distemper canino, asi como la declinacidon de las poblaciones de perro llanero por
envenenamiento; ocasiond que en 1980 se declarara como posiblemente extinta
en vida silvestre al hurén de patas negras (Mustela nigripes) (Miller et al., 1996).
Los intentos de recuperacion de la especie y posterior reintroduccion al medio
silvestre incluyeron diversos sitios donde se encontraran poblaciones estables del
perro llanero, su principal fuente de alimento; entre ellos se consideré como un
sitio potencial para la reintroduccién a la regién de Janos-Casas grandes,
Chihuahua, debido a que se contaba con una de las poblaciones mas extensas de
esta especie, por lo que en 1998 se logré el reconocimiento de esta area en
particular para la sobrevivencia de estos mustélidos y en 2001 fueron puestos en
libertad en las praderas mexicanas 94 individuos. (Pacheco et al., 2002). Aunque
se liberaron con éxito estos hurones como parte de los esfuerzos de recuperacion
de sus poblaciones, a la fecha no se han podido identificar individuos o
poblaciones estables, las causas aun son desconocidas; pues podrian intervenir
distintas variables; como sus habitos ecoldgicos o tal vez a causa de alguna

enfermedad, pues son altamente sensibles al virus del distemper canino.

El estudio de la ecologia de enfermedades en esta area aportara informacion
sobre ciertos patdogenos que afectan a los carnivoros de la zona y los factores de
riesgo para su presencia y prevalencia; estos pueden ser relevantes para
establecer medidas adecuadas para el manejo y conservacion de los carnivoros
silvestres, ya que en gran parte del mundo asi como en México la diversidad
biolégica se pierde como consecuencia de las enfermedades que afectan a la

fauna silvestre.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la presencia y prevalencia de parvovirus y distemper canino en la regién

de Janos y estimar asociaciones entre la prevalencia y presencia de estos

patdogenos con la diversidad y abundancia relativa poblacional de los carnivoros

silvestres.

Objetivos especificos

Describir la estructura de comunidades de carnivoros silvestres de acuerdo
a los parametros comunitarios de riqueza, diversidad y abundancia de
especies en los diferentes tipos de vegetacion (pastizal, matorral- pastizal y

bosque de pino-encino).
Determinar la prevalencia de parvovirus y distemper canino en las
poblaciones de carnivoros silvestres y domeésticos.

Realizar el diagndstico molecular para confirmar la presencia de parvovirus
y distemper canino, asi como determinar los genotipos que estan

circulando.
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METODOLOGIA

Area de estudio

Este estudio se realizo en la Reserva de la Biosfera de Janos, la cual se localiza
en el Municipio de Janos, situado al noroeste del Estado de Chihuahua, limitado al
norte por la frontera de Nuevo México, Estados Unidos y al este con el Estado de
Sonora. La reserva cuenta con una superficie terrestre de 5264 km? que incluyen
en el extremo norte a la Sierra Madre Occidental y en el extremo oeste parte del
Desierto Chihuahuense; presenta dos tipos de clima; arido templado y templado
humedo, en donde la vegetacidn esta compuesta por pastizales, matorrales y
bosques de pino- encino (COTECOCA 1978; Gay y Dwyer 1980; Lebgue, 2002).

Sitios de estudio

Se seleccionaron 5 sitios dentro de la Reserva de la Bidsfera de Janos,
Chihuahua, cada uno con diferente tipo de vegetacién de acuerdo a los descrito
por Pacheco y colaboradores en 2000 (Cuadro 1), la distancia promedio entre
cada sitio fue de 10 km en los cuales existia cercania con casas, ranchos o
pequenos poblados. Los tipos de vegetacion incluyeron pastizal, matorral, bosque

de pino-encino y zonas riparias y la combinacion de matorral/pastizal (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de localizacion de los sitios de muestreo

Cuadro 1. Clasificacion de los sitios de estudio por tipo de vegetacion

Localidad Habitat Identificacion ‘
Cuervo Pastizal P1
Ejido San Pedro/Bascula/Ampliacion
Pastizal P2
Pancho Villa
Rancho Ojitos Matorral MAT
Bosque de Pino- Encino/ Zona
Rancho San Pedro/Presa casa de Janos o BPE
Riparia
Monte Verde Matorral/ Pastizal MP
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Disefio de muestreo

Para este estudio se llevaron a cabo 2 muestreos, el primero en otofio-invierno
(octubre-diciembre de 2013) y el segundo en primavera-verano (mayo-junio de
2014).

Trampas Tomahawk: en cada sitio se colocaron transectos, cada uno con 16
trampas Tomahawk (12 de 30" x 30" x70" y 12 de 60" x 20" x 28") espaciadas a

intervalos aproximados de 500 metros entre cada una. Partiendo de un disefio

estratificado que contempla diferentes tipos de vegetacion pastizal, bosque de

pino-encino, matorral xerdfilo y pastizal-matorral.
En cada transecto las trampas se dejaron activas por 10 dias consecutivos, las
trampas fueron cebadas con sardinas, pollo, atun y atrayentes comerciales, y se

mantuvieron abiertas durante todo el dia y revisadas en las mafanas.

Trampas cepos: para cada muestreo se colocaron un total de 16 trampas tipo

cepo (Oneida Victor, #2 y #3) dispuestas en transectos a la orilla de caminos vy
veredas del area de estudio, estuvieron espaciadas aproximadamente a 500
metros de distancia entre cada una y fueron colocadas cerca de una trampa
Tomahawk. Se usaron atrayentes comerciales. Los cepos se mantuvieron activos
desde las 17:00-18:00 h hasta las 09:00 h, realizando al menos dos revisiones

durante este periodo.

Camaras-trampa: En cada muestreo se establecieron un total de 75 estaciones de

monitoreo divididas en tres distintos tipos de vegetacion, dando un total de 25
camaras-trampa para cada habitat (bosque de pino-encino, matorral xerdfilo y
pastizales). Cada estacién estuvo compuesta por una camara-trampa colocada a
una altura de entre 40 y 120 cm y una estacion olfativa cebada con sardinas y

esencias. En cada sitio, las camaras trampa fueron dispuestas en transectos,
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dejando una distancia entre cada camara de 1 km aproximadamente (Larrucea et
al. 2007).

Registro de carnivoros silvestres

Captura de animales

Cada animal capturado en los cepos y en las trampas Tomahawk fue previamente
sujetado con un lazo para perros (Gese et al., 1987) antes de ser inmovilizado
quimicamente con una mezcla de hidrocloruro de ketamina (Anesket®) e
hidrocloruro de xilacina (Rompun®) segun las dosis reportadas para mamiferos
medianos (Kreeger et al., 2002). Los ejemplares capturados se identificaron por
especie, registrando los datos de sexo, peso, tamafo, estado reproductivo y edad;
cada individuo se marcé con aretes metalicos numerados en las orejas y fueron

liberados en el sitio de captura.

En el caso de los canidos domésticos, se manipularon con previa autorizacién de
los propietarios, de ser necesario se utilizé un bozal para obtener sangre de la
vena cefalica. Se realizé una pequefa encuesta a los propietarios para obtener
datos acerca de edad, programa de vacunacion y desparasitacion, alimentacion,
enfermedades y actividades de recreo, similar a lo hecho por Acosta-Jamett en
2009. Después de obtener la muestra de sangre, todos los perros fueron
vacunados contra la rabia con una vacuna de virus activo modificado (Rab-Aid®

Laboratorios Pisa, México).
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Toma de muestras

Se obtuvieron 3 ml de sangre con tubos con y sin anticoagulante de cada individuo
por medio de puncion venosa, el suero fue conservado en crioviales con tapa de
rosca Sarsted” y mantenido a -196°C en un tanque de nitrégeno liquido para ser

llevadas y posteriormente procesadas en el Laboratorio de Virologia Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Figura 2

S ! 1 ]

Figura 2. Manejo de individuos
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Anédlisis de laboratorio

Parvovirus canino
Serologia

Anigen Rapid CPV Ab Test Kit 2.0

Para la deteccidon de anticuerpos virales contra el CPV se utilizé el Kit del Test
Rapido Anigen para CPV Ag (BioNote, Inc.). Es un Inmunoensayo Cromatografico
para la deteccion cualitativa del antigeno del CPV en el suero, plasma o sangre de
muestras caninas. Este kit esta disefiado para la deteccion cuantitativa de
anticuerpos IgG contra parvovirus canino, con una sensibilidad del 98% vy
especificidad del 100% comparada con la prueba de Inhibicion de la

Hemoaglutinacion (IH) segun el fabricante (Figura 3).

\
% Tubo HDTA
! i
| \ > >
( Tubro EDTA U Tubo buffar
~

1 A. Coloque la muestra de sangre en &l tubo con anticoagulants EDTA 2 Tome una muestra de sangre(5u) 3 Agregue Siad) de sangre con el buffer
B. Tape &l tubo EDTA & inviértalo 5 veces pam mezdarla sangre con oon el tuba, en &l tubo que contiene  diluente
el EDTA

s
B3 1L =
{
4 Clerre ¢l tubo buffercon la tapa e 5 Tome la muestra con el gotero desechable
invierta el tubo 5 veces para mezdar. y afiada 4 gotas en el dispositivo.

Figura 3. Técnica de Inmunocromatografia Anigen Rapid CPV Ab Test Kit 2.0
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Inhibicion de la hemaglutinacién (IH)

La prueba de Inhibicion de la Hemoaglutinacion fue utilizada para detectar los
anticuerpos contra las hemaglutininas virales, que evitan que éstos aglutinen a los
eritrocitos. La prueba tiene dos variantes, se utilizé el método beta en donde se
pusieron cantidades decrecientes de suero con cantidades constantes de virus
(suero diluido - virus constante) (Coligan, 2005). Como control positivo se utilizo la
cepa L-85 aislada en México de virus activo y modificado en cultivos celulares
para los serotipos de campo CPV, CPV2a y CPV2b de una vacuna comercial

donada por laboratorios Tornel.

Procedimiento:

Elaboracion de una suspension de eritrocitos de cobayo al 1%

Obtencién de muestra sanguinea de cobayo mediante puncion venosa,
empleando una solucién Alsevers como anticoagulante (volumen/volumen), los
eritrocitos fueron utilizados en fresco. Fueron lavados tres veces, en cada lavado
se agregéo PBS y se centrifugd a 1000 xg por 15 min y se descartd el

sobrenadante, para utilizar el paquete final y preparar la suspension de eritrocitos.

Tratamiento de sueros para destruir inhibidores inespecificos con caolin

Los sueros se trataron con caolin para destruir los inhibidores inespecificos antes
de su empleo en las reacciones de IH con caolin, para ello se mezclaron
cantidades iguales de suero diluido 1/5 (20ul suero + 80ul PBS) en un tubo
eppendorf con 100yl de caolin en una proporcion de 1:1, se mezclé 2 o 3 veces y
se incubd durante 20 min a temperatura del laboratorio, se centrifugd por 15 min a

1000xg a 4°C y se recupero el sobrenadante para realizar la prueba de IHA.
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Estandarizacion del virus a 4 UHA

Se titulé el virus por medio de la prueba de HA, realizando diluciones dobles
seriadas comenzando con una dilucién 1/5 en 100 ul en 12 pozos. La dilucién
necesaria para obtener las 4 UHA se obtuvo dividiendo el punto final de HA entre
el numero de unidades deseadas. Después se realizé una dilucion doble seriada
de los sueros sospechosos en 10 pozos, iniciando con 1:5 de la siguiente forma:
se coloco 40 ul de Solucion Salina Fisiolégica (SSF) en el primer pozo y 25ul en
los pozos restantes, se afnadio 10ul del suero al primer pozo, se pipeted 7 veces y
se realizaron las diluciones dobles siguientes, transfiriendo 25ul de un pozo al

siguiente y desechando 25l en el ultimo pozo.

Titulacion del suero

Se colocaron 40ul de SSF en toda la primera columna de la placa de fondo en “U”
(A-H) las ultimas filas de la placa (G y H) fueron utilizadas para los testigos de
eritrocitos y virus. Posteriormente se adicionaron 10yl de las muestras de suero
sospechoso, pipeteando 7 veces y trasfiriendo 25ul de la mezcla a los pozos
restantes, y desechando la misma cantidad en el ultimo pozo, después fueron
afiadidos 25l del virus previamente titulado y se incub6 a 37°C por 30 min, por
ultimo fueron afadidos a todos los pozos 25ul de eritrocitos de cobayo a todos los
pozos de la placa (Figura 4). Se realizé la lectura a los 30 o 45 min, cuando los
pozos del control de eritrocitos se habian sedimentado para formar un boton bien
delimitado y el control del virus estaba hemoaglutinado (Coligan, 2005).
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Figura 4. Procedimiento para la titulacion de parvovirus canino con la técnica de
Inhibicion de la Hemaglutinacion.

Para la determinacion de anticuerpos contra el CPV en las muestras obtenidas se
observo la inhibicion de la Hemoaglutinacién en los sueros positivos a la infeccion
que consistid en la formacion de un botdén con borde bien definido en el fondo de
la placa, considerando titulos positivos a partir de = 1:60. En el testigo del virus se
observd aglutinacion y se confiirmdé que se utilizaron las Unidades
Hemoaglutinantes previstas en la prueba, mientras que en los testigos de suero y
glébulos rojos se observo sedimentacion. Para determinar el titulo viral del CPV se
empled el método estadistico de Reed and Muench (Cunninham, 1971; Burleson
et al., 1992; Harlow y Lane, 1999; Coligan, 2005).
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Deteccidn Molecular del CPV

Para la extraccion de ADN de las 84 muestras obtenidas para el diagnostico de
parvovirus canino se utilizdé el protocolo de purificacidon total de ADN de sangre
animal o células, Spin-Column Protocol del kit DNeasy® Blood & Tissue Kit,
Quiagen. Posteriormente el material genético obtenido fue trasladado a los
laboratorios Tornell en la Ciudad de México donde fueron amplificados mediante
PCR con cebadores del propio laboratorio.

Obtenidos los productos de la amplificacion, fueron purificados y enviados al
Instituto de Ciencias Biomédicas de la UNAM, posteriormente fueron comparados
con el banco de secuencias de los virus reportados en el GenBank (Benson et al.,
2005). Finalmente se realizé un analisis y un arbol filogenético para establecer el

genotipo, utilizando el software MEGA 6.

Distemper canino

Serologia

Anigen Rapid CDV Ab Test Kit 2.0

Para la deteccidon de anticuerpos contra el CDV se utilizd el Test Rapido Anigen
para CDV Ag (BioNote, Inc.) es un inmunoensayo cromatografico para la
deteccion cualitativa del antigeno del Parvovirus Canino en el suero, plasma o
sangre de muestras caninas. Este kit esta disefiado para la deteccion cuantitativa
de anticuerpos IgG contra el CDV, con una sensibilidad del 98% y especificidad
del 100% comparada con la prueba de Inhibicién dela Hemoaglutinacion (IH)

segun el fabricante (BioNote, Inc.) (Figura 5).
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Figura 5. Técnica de Inmunocromatografia Anigen Rapid CDV Ab Test Kit 2.0

Seroneutralizacion

Cultivo celular

Para la realizacion de la prueba de Seroneutralizacion se llevd a cabo el
crecimiento y mantenimiento de dos lineas celulares; MDCK NBL-2 CL-34"
ATCC® (Madin Darby Canine Kidney) y Vero CCL-81 ™ ATTC® (Kidney Epithelial
Cercopithecus aethiops). Las lineas celulares se descongelaron a 4°C y fueron
centrifugadas a 1500 revoluciones por minuto (rpm) en una microcentrifuga.
Posteriormente el botdn celular se resuspendiéo en 1 ml de medio de crecimiento
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, GIBCO 12800-07 EE.UU) al 10% de
suero fetal bovino (FBS, GIBCO® EE.UU).

Se us6 un gabinete de bioseguridad nivel Il para el trabajo de las lineas celulares,

el descongelamiento consistié en verter el microtubo con las células previamente

descongeladas con una pipeta serolégica a una botella de 25 cm2 (Sarstedt
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EE.UU) que contenia 4 ml de medio de crecimiento pre incubado a 37 °C. Se

colocé en una temperatura de 37°C y se dejé incubar 72 horas hasta obtener una

monocapa confluente del 80 al 100%. Posteriormente se decant6 el medio del lado
contrario a la monocapa y se agrego 0.5 ml de una solucion de lavado para retirar
células muertas y detritus celular, se dej6 incubar a temperatura ambiente por 1
minuto, se decanté la solucion, se adicion6 0.25 ml de solucion de
desprendimiento de Tripsina EDTA 0.25%) y se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente, y asi promover el desprendimiento y disgregacion de la
monocapa de cultivo. Posteriormente se resuspendié en medio de crecimiento
para subcultivar y se distribuyeron en nuevas botellas de 25 cm?. Esas botellas a
su vez se crecieron en el medio de mantenimiento DMEM al 10% de suero fetal
bovino (SFB) para posteriormente ser crecidas en botellas de 75cm? con un
volumen final de de 15 ml por botella y obtener un “stock de células” que se

utilizaron para la prueba de Seroneutralizacion (Payment y Trudel, 1993).

Prueba de Seroneutralizacion

Se utilizaron células Vero en placas de 96 pozos con un 80% de confluencia.
Previamente en una placa de 96 pozos sin células se realizaron las diluciones del
virus titulado y los sueros sospechosos, adicionando 45ul de MEM al 2% en los
pozos, a excepcion de las filas asignadas para los controles de virus y sueros (G y
H respectivamente) que contenian medio al 10%. En seguida se adicion6 5ul de
suero a toda la placa, se pipete6 7 veces y fueron transferidos 25ul a los pozos
restantes desechando la misma cantidad en el ultimo pozo, en seguida fueron
colocados 50ul de virus a todos los pozos incluidos los controles y se incub6 por 1

hora a temperatura ambiente 37°C.

Una vez realizadas las diluciones, la placa que contenia las células fue decantada

y se fueron transfiriendo de la placa de ELISA a la de cultivo celular las diluciones
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realizadas a partir de la dilucidon mas baja a la mas alta, respetando las ultimas
filas como controles. Por ultimo se registré el efecto citopatico 24, 48 y 72 horas

post infeccidn (pi) considerando titulos positivos a partir de 21:16.

Esta prueba se utilizd para demostrar la presencia de anticuerpos neutralizantes
contra CDV, observando que al reaccionar el anticuerpo con el virus, este pierde la
capacidad de infectar a las células, y en consecuencia de causar dafo. Se empled
el método beta, en el que se requiere una cantidad conocida de virus, que se
enfrenté a cantidades decrecientes de suero. Se observé si existia una reducciéon
del efecto citopatico producido por los anticuerpos presentes en el suero, como
muerte celular y sincitios, ademas y se realizé la titulacion del suero por medio del

método de Read and Miench.

Detecciéon molecular del CDV

Extraccion de ARN por el método de Trizol

Se agregaron 0.5 ml de Trizol (Invitrogen EE.UU) a la muestra de sangre,
posteriormente se homogenizé por el vértex y se agregé 200 pl de cloroformo puro
de grado molecular y se mezclé en vortex por un periodo de 1 min, se centrifugé a
12 000 rpm, se colect6 el sobrenadante y se colocd en un tubo de 1.5 ml que
contenia isopropanol absoluto frio de grado molecular y se mantuvo a -20 °C toda
la noche, para precipitar eficientemente el ARN, se centrifugdé a 12 000 rpm por un
periodo de 15 min y se decantd el sobrenadante para asi poder lavar el boton de
ARN con 1 ml de etanol al 75% se mezclo por inversion y se centrifugd por 5 min a
12 000 rpm, se decantd y dejo secando hasta que se evapord el etanol, el tubo se
colocé horizontalmente y abierto sobre una toalla de papel absorbente limpia, por
un periodo de 15 min, posteriormente se hidrato el botén con 30 ul de agua DEPC
y se conservo a -70 °C, hasta su uso.
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Amplificacién del producto mediante la técnica de RT- PCR en un solo paso

Se utilizaron los iniciadores que amplifican el fragmento del gen de la proteina N
de 640pb (Forward 5TCT GAG GCA GAT GAG TTC TT3’, Reverse 5CCA TAG
CATAAC TCC AGA GC3, similares a lo publicado en el articulo de Simon-

Martinez y colaboradores en 2008.

Después de la obtencion de ARN por el método de Trizol, siguiendo las
instrucciones del fabricante para utilizarlo como cadena molde para el RT-PCR. Se
utilizé el kit OneStep RT-PCR Kit (Quiagen, EE.UU) de la siguiente manera:
preparacion de la mezcla de reaccion para RT-PCR mediante el uso del
termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf) se obtuvieron los productos de
amplificacion con dos programas unidos, uno para la retrotranscripcion y otro para
la reaccion de amplificacidn como se muestra en la (Figura 6) y los volumenes de

reaccion para la RT-PCR.

Mezcla de Reaccidén

s0° 30 min Volumen de
95 15 min o Componente eaccion
Q4= 2 min
a4° 30 sec - Buffer 5x 2.5 ul
;;: ;g sec DNTP’s 0.5 pl
SeC
FWD 0.25 pl
T2 2 min ’
4° « . RVS 0.25 pl
Taq 0.5 pl
H,O 6 pl

Figura 6. Condiciones y mezcla de la reaccion de la RT-PCR
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Purificacion de los productos de la PCR mediante E-Gel® Agarose Gel
Electrophoresis System (Invitrogen)

La purificacién se realizé en un casete que contiene un gel de agarosa al 2%, pre
hidratado y pre teiido con un colorante fluorescente (Proprietary fluorescent stain),
y un sistema de electroforesis (iBase™ Power System, Invitrogen), que se coloca
en una cubeta conectada a una fuente de poder, posteriormente se observa en un
transiluminador, permitiendo separar fragmentos de PCR y recuperarlos en un

pocillo, utilizando un volumen de reaccion de 25 l.

Se cargo el volumen de muestra total en la fila superior de los pocillos del E-Gel®
SizeSelect™, se cargaron 2ul de buffer de carga y 23 pl de producto de la PCR,
los pocillos restantes se llenaron de agua con 30 ul y se seleccion6 el programa 7,
llamado size select 1-2%, con una duracion de 15 minutos, en el que se observo la
migracion de las bandas a través del gel, utilizando unos lentes de proteccion
(Safe Imager™ Viewing Glasses), se verificd que los pocillos inferiores estuvieran
hidratados en cada momento para la eficiente recuperacién de las bandas. Las
bandas se recuperaron de la fila inferior de los pocillos, en un volumen aproximado
de 20 pl de agua. Finalmente las bandas recuperadas se visualizaron con E-Gel®

EX 2% (G4010-02, Proprietary fluorescent stain, Invitrogen).

Las secuencias purificadas fueron enviadas al Instituto de Ciencias Biomédicas de
la UNAM, posteriormente fueron identificadas por comparacion con secuencias de
los virus descritos en el GenBank (Benson et al., 2005) y se realizé un analisis y

un arbol filogenético para establecer el genotipo, utilizando el software MEGA 6.
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Analisis de datos

Anédlisis de diversidad

¢ Riqueza especifica

Corresponde al numero de especies presentes en la comunidad.

e indices de diversidad

Para la estimacion de diversidad de mamiferos silvestres se calcularon los indices
de diversidad Shannon-Wiener y Simpson (Krebs, 1999, Moreno, 2001). El indice

de Shannon-Wiener (H) se obtuvo mediante la ecuacion:

=
H' = -3 pilogyp;

i=1

Donde s = numero de especies, pi = proporcion de la especie i con respecto a la
comunidad. Este es un indice que asume que los individuos son seleccionados al
azar y que todas las especies estan representadas en la muestra (Krebs, 1999).
Adquiere valores de entre 0 cuando existe una sola especie y el logaritmo del
numero total de especies (s) cuando todas las especies estan representadas por

el mismo numero de individuos (Moreno, 2001).

Se calculd la diversidad maxima (H max) mediante el logaritmo del numero de
especies (s), el cual indica el valor de la diversidad en el caso de que todas las
especies tuvieran el mismo numero de individuos. El indice de Simpson se calculé

con la ecuacion:

1-D= ) (pi)2

Donde pi es la proporcidon de individuos de la especie i dentro de la comunidad.
Los valores van de 0 (baja diversidad) hasta casi 1, e indica la probabilidad de

muestrear al azar dos individuos que pertenecen a especies diferentes (Krebs,
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1999, Moreno, 2001). Para medir la regularidad con la que los individuos se
reparten entre las especies presentes en la comunidad, se calcul6é la equidad,
dividiendo el valor del indice de Shannon-Wiener entre el logaritmo del niumero de

especies presentes en la comunidad.
e Coeficiente de similitud de Jaccard

Se compard la similitud en la composicion de especies entre los diferentes tipos de
vegetacion utilizando el coeficiente de similitud de Jaccard, con la ecuacion:

B J
“(a+b-))

Sj
En donde J es el numero de especies compartidas en los sitios Ay B, a = numero
de especies en el sitio A, b = numero de especies en el sitio B. El intervalo de
valores va de 0 cuando no se comparte ninguna especie hasta 1, cuando los dos
sitios tienen la misma composicion de especies (Moreno, 2001). Se uso6 este
coeficiente para construir dendogramas mediante el método UPGMA para graficar

la similitud de especies entre los tres tipos de vegetacidon muestreados.

e Acumulacion de especies

Para la elaboracion de las curvas de acumulacion de especies para cada tipo de
vegetacion (pastizal, matorral y bosque de pino-encino/zona riparia) se utilizaron
los programa Statistics y Species Diversity and Richnnes 4.1.2 (Seabey y
Henderson, 2006). Posteriormente se realiz6 la evaluacion de la calidad del

muestreo utilizando la ecuacién de Clench para modelar el esfuerzo de muestreo.

La ecuacion de Clench esta recomendada para estudios en sitios de area extensa
y para protocolos en los que, cuanto mas tiempo se pasa en el campo (es decir,

cuanta mas experiencia se gana con el método de muestreo y con el grupo
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taxondmico), mayor es la probabilidad de afiadir nuevas especies al inventario

(Soberdn y Llorente, 1993). Su expresion matematica es:

Sn=a-n/(1+b-n)

Se calculé la pendiente de la asintota de la curva (el numero de especies
predicho) a/b, para la ecuacion de Clench, el inventario puede considerarse
confiable cuando la pendiente se hace aproximadamente <0,1. La expresién de la

derivada de la ecuacion de Clench es:

a/(1+b-n)2

Para conocer el esfuerzo de muestreo necesario para registrar una determinada

proporcion de la fauna se utilizé la ecuacion:

ng=q/[b-(1-q)]

e Estimacion de abundancias

La estimacion de las abundancias relativas se realizé a partir de los datos
obtenidos de dos métodos: 1) el método directo de captura por medio de trampas

Tomahawk y cepos y 2) el método indirecto de camaras-trampa.

A partir de los datos obtenidos de la captura por medio de las trampas Tomahawk
y cepos, la abundancia relativa de cada especie fue estimada mediante la division
del numero de individuos capturados de cada especie sobre el total de individuos
capturados (Linhart y Knowlton, 1975).

Con los datos de presencia/ausencia obtenidos de las camaras-trampa se

estimaron las abundancias relativas de cada una de las especies de mamiferos
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carnivoros. Esto se llevd a cabo por medio del indice modificado de Linhart y
Knowlton (1975): IAP= N/CTy, donde: IAP= indice de abundancia; N= numero de
ejemplares de las especies fotografiadas en todas las estaciones de monitoreo; y
CTn= numero de noches operables de todas las camaras trampa de cada habitat

estudiado.

Analisis estadistico

Se aplicaron pruebas de Xi® cuadrada para identificar si existieron diferencias
estadisticas entre los tipos de vegetacion, entre el tipo método empleado para la
estimacion de abundancias relativas (captura directa y camaras trampa), asi como
para saber si existia alguna diferencia significativa entre la prevalencias de la

primera y segunda salida de campo para ambas enfermedades.

Se realizé un analisis de Correlacion de Pearson para saber si existia una relacion
entre la diversidad de especies, el tipo de vegetacion y la prevalencia o presencia
de la enfermedad, asi como entre la abundancia relativa y la prevalencia o
presencia de la enfermedad en la zona. Los analisis se realizaron con el paquete
estadistico SAS (SAS® Institute, EUA).
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RESULTADOS

Riqueza, diversidad, equidad y abundancia relativa

Capturas

El esfuerzo de captura fue de 1096 noches/trampa, registrando un total de 66
individuos del orden carnivora pertenecientes a 8 especies y 5 familias; Canidae,
Procyionidae, Mustelidae, Mephitidae y Felidae. Se obtuvieron capturas en todos
los tipos de vegetacion. La especie con el mayor numero de capturas fueron Canis
latrans con 18, seguida de Vulpes macrotis con 15 individuos, el menor numero de
capturas se obtuvo de la especie Mephitis macroura con 3, en el sitio de BPE se
lograron capturar un total de 26 individuos que representan el 39.4% de todos los

carnivoros silvestres capturados en la zona (Cuadro 2).

Riqueza: en este estudio se registrdé un total de 8 especies por captura directa y
11 por fototrampeo. La mayor riqueza de especies se obtuvo del BPE (6), mientras
que la zona de vegetacion MP fue el sitio con la menor riqueza de especies (3)
(Cuadro 3).

Diversidad y equidad: de acuerdo con el indice de diversidad de Shannon-
Wiener y Simpson el sitio clasificado como BPE mostré la mayor diversidad (H =
1.617), seguida de MAT (H= 1.523). La prueba t de student pareada por tipo de
vegetacion no mostré una diferencia estadistica significativa al comparar la
diversidad de especies de carnivoros (p> 0.05). La mayor equidad se encontr6 en
MAT (E=0.946) y la menor en el P2 (E= 0.825) (Cuadro 2).

Abundancia relativa (Ar): las especies de carnivoros mas abundantes fueron
Canis latrans (27.27%) y Vulpes macrotis (22.72%); C. latrans fue la especie
dominante en 4 de los 5 tipos de vegetacion, mientras que la especie V.macrotis
fue una especie exclusiva de los sitios P1, P2 y MP, asi como U.cinereoargenteus

fue exclusiva de BPE (Figura 7).
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Similitud de especies: de acuerdo con el coeficiente de similitud de Jaccard, se

observo que los sitios de P2 y MP compartieron el mayor numero de especies
(J=0.75) y entre el MAT y BPE fue de (J= 0.57). El rango de especies compartidas

entre los diferentes tipos de vegetacion va de 3 a 5 especies (Figura 8).

Cuadro 2 Lista de especies de carnivoros registrados por tipo de vegetacion y
captura directa

Especie

Pastizal
1

Pastizal 2

Matorral

Bosque

Pino-
Encino

Matorral-
Pastizal

Total
Capturas

Familia
Canidae

Canis latrans

Vulpes
macrotis

Urocyon
cinereoargent
eus

& leo
on |00

I~

Familia
Felidae

Lynx rufus

I

Familia
Procyonidae
Procyonlotor

1

Familia
Mustelidae

Taxidea taxus

[=]

Familia
Mephitidae
Mephitis
mephitis
Mephitis
macroura

[[=-]

1]

Total de
Capturas

o

102

Total de
especies

I

14

lon

(=2}

e
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Cuadro 3. Riqueza, diversidad y equidad de carnivoros por tipo de vegetacion y

captura directa

Riqueza
Sitios Capturas (s) Shannon (H) H max Simpson (1-D) Equidad
Pastizal 1 1 4 1,295 1.401 0,7107 0.924
Pastizal 2 12 4 1,144 2.386 0.6389 0.825
Matorral 9 5 1,523 1.609 0,7654 0.946
Bosque Pino-
Encino 26 6 1,617 1.742 0,7811 0.902
Matorral/Pastizal 8 3 0,7356 1.099 0,4063 0.662
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Figura 7. Abundancia relativa de carnivoros por tipo de vegetacion y captura
directa
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directa.
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Camaras trampa

El esfuerzo de captura fue de 1044 noches/trampa, registrando un total de 148
eventos, se registraron individuos pertenecientes a 11 especies agrupados en 6
familias Canidae, Procyionidae, Mustelidae, Mephitidae, Felidae y Ursidae. Estos
eventos fueron registrados solo en tres de los sitios de trabajo; P1, MAT y BPE. La
especie con el mayor numero de eventos registrados fue Canis latrans con 74,
seguida de Procyon lotor con 27; cabe mencionar que se registraron eventos
unicos en el sitio BPE; la presencia de Ursus arctos, Puma concolor y un perro

doméstico (Cuadro 4).

Riqueza: de acuerdo a la clasificacién de los sitios de muestreo por tipo de
vegetacion, la mayor riqueza de especies se obtuvo de los sitios BPE con 7
especies registradas, seguida del MAT con 6, mientras que en la zona de

vegetacion P1 solo se registraron 5 especies (Cuadro 5).

Diversidad y equidad: de acuerdo con el indice de diversidad de Shannon-
Wiener y Simpson el sitio clasificado como BPE mostré la mayor diversidad (H =
1.287), seguida de MAT (H= 1.301). La prueba t de student pareada por tipo de
vegetacion no mostré una diferencia estadistica significativa al comparar la
diversidad de especies de carnivoros (p> 0.05). La mayor equidad se encontrd en
MAT (E=0.946) y la menor en el P2 (E= 0.825) (Cuadro 5).

Abundancia relativa (Ar): las especies de carnivoros mas abundantes fueron
Canis latrans (50%), seguida de Procyon lotor (18.24%); C. latrans fue la especie
dominante en los 3 tipos de vegetacion, mientras que las especies Puma concolor
y Ursus Americanus fueron exclusivas del sitio BPE, registrando un solo evento

cada una (Figura 9).

Similitud de especies: de acuerdo con el coeficiente de similitud de Jaccard, se

observé que los sitios de P1 y MP compartieron el mayor numero de especies
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(J=0.57), el sitio de BPE mostro un indice de J= 0.25 con los sitios anteriores. El
rango de especies compartidas entre los diferentes tipos de vegetacion fue de 2 y
3 especies (Figura 10).

Cuadro 4. Lista de especies de carnivoros registrados por tipo de vegetacion
utilizando camaras trampa.

Especie Pastizal1 Matorral BosquePino- Total
Encino

Familia Canidae

Canis familiaris 1 1
Canis latrans 21 26 27 74
Vulpes macrotis 5 5
cmerirg:rgzr;teus 18 16

Familia Felidae

Puma Concolor 1 1
Lynx rufus 2 7 3 12
Familia

Procyonidae

Procyon lotor 23 4 27
Familia
Mustelidae
Taxidea taxus 2 1 3
Familia
Mephitidae
Mephitis mephitis 1 1
Mephitismacroura 2 5 7

Familia Ursidae

Ursus americanus 1 1
Total de Eventos 32 83 53 148
Total de
Especies 5 6 7

45



Cuadro 5. Riqueza, diversidad, equidad de carnivoros por tipo de vegetacion
utilizando camaras trampa.

Sitios Capturas
Pastizal 1 32
Matorral 63
Bosque Pino-
Encino 253

Rigueza

(s) Shannon (H) H max

5 1.086 1.
6 1.31 1.
7 1.287 1.

609

791

945

Simpson (1-D) Equidad

0.533 0.674
0.677 0.731
0.639 0.661
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Figura 9. Abundancia relativa de carnivoros por tipo de vegetacion utilizando
camaras trampa.
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Analisis de laboratorio

Parvovirus canino (CPV)

Serologia

Se analizaron un total de 84 muestras; de las cuales 66 pertenecian a carnivoros
silvestres y 18 a carnivoros domeésticos. Se obtuvo una prevalencia de anticuerpos
del 60.71% (51/84). La prevalencia de anticuerpos encontrada por familia fue
mayor en los canidos 46.4% (39/84). La especies en las que se registro la
prevalencia de anticuerpos mas alta fueron Canis lupus familiaris con 100%
(18/18) y Canis latrans con 83.3% (15/18). Es importante resaltar que todas las

especies capturadas fueron positivas a la presencia de anticuerpos contra el CPV
(Figura 11).

120 | 00
100 83
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Prevalencia de anticuerpos (%)

Especies

Figura 11. Prevalencia de anticuerpos contra el CPV por especie

48



El area de vegetacion MAT registré la mayor prevalencia de anticuerpos 91.6%
(11/12) seguida de la zona de MP con 63.6% (5/11) (Cuadro 5).

Cuadro 6. Prevalencia de anticuerpos contra el CPV por tipo de vegetacion

Sitio Indi\Nficc)i.uos No. Positivos P (%)
P1 12 7 58.3
P2 20 13 65

MAT 12 11 91.6

BPE 29 15 51.72
MP 11 5 63.6

P= Prevalencia de anticuerpos

El tipo de vegetacion que registré el mayor numero de especies seropositivas fue
BPE (n=15),

prevalencias superiores al 50% (Figura 12).
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Figura 12. Prevalencia de anticuerpos contra el CPV por especie por tipo de
vegetacion
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Anélisis molecular

Se analizaron 84 muestras pertenecientes a 8 especies; de los 51 individuos

seropositivos a serologia, 21 fueron positivos al analisis molecular (Cuadro 6).

Cuadro 7. Resultados positivos a CPV por serologia y en los analisis moleculares.

Especie NI 18 PM
Canis latrans 18 15 4
Vulpes macrotis 15 3 7
Urocyon cinereocargenteus 7 3 0
Taxidea taxus 6 1 0
Procyon lotor 4 3 1
Lynx rufus 5 4 1
Mephitis mephitis 8 3 3
Mephitis macroura 3 1 0
Canis familiaris 18 18 5

NIz Mimero de individuos analizados; 15: Individuos seeropositivos; PM: Positivos analisis molecular

Las 21 muestras positivas en la técnica de PCR fueron comparadascon
secuencias nucleotidicas de virus disponibles en el GenBank. Para establecer las
relaciones filogenéticas se editaron las secuencias del gen VP2 del CPV a un
tamafno de 123pb y se construyd el arbol filogenético utilizando el método de
maxima verosimilitud basado en el modelo de Jukes-Cantor, el arbol fue
construido con 1000 repeticiones (bootstraps) como soporte estadistico se

eliminaron todas las porciones que contenian saltos, el analisis evolutivo se hizo
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utilizando el programa MEGAG. Las secuencias reportadas en este trabajo poseen

una identidad del 98 y 99% de y se agrupan como una sola variante (Figura 13).
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Figura 13. Arbol filogenético del gen VP2 parcial del CPV.

Al realizar el analisis para identificar si existia alguna relacién entre la diversidad
de especies (1-D) en cada sitio de estudio y la prevalencia de CPV, muestra que
uno de los sitios con mayor diversidad MAT (0,7654) también muestra una mayor

seroprevalencia 91.6% (Figura 14).
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Figura 14. Relacién de la diversidad de especies y prevalencia del CPV

Distemper Canino (CDV)

Andlisis serologico

Se analizaron un total de 84 muestras; de las cuales 66 pertenecian a carnivoros
silvestres y 18 a carnivoros domésticos. Se obtuvo una prevalencia de anticuerpos
del 47.6 % (40/84). La prevalencia de anticuerpos encontrada por familia fue
mayor en los canidos 46.4% (39/84). La especies en las que se registré la
prevalencia de anticuerpos mas alta fueron Lynx rufus con 80% (4/5), Procyon
lotor con 75% (3/4) y Canis latrans con 72% (13/18). Es importante resaltar que
todas las especies capturadas fueron positivas a la presencia de anticuerpos
contra CDV (Figura 15).
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Figura 15. Prevalencia de anticuerpos contra el CDV por especie

El area de vegetaciéon MAT registré la mayor prevalencia de anticuerpos 66.6%
(8/12), el sitio MP presentd una seroprevalencia del 36.36% (4/11) (Cuadro 7)

Cuadro 8. Prevalencia de anticuerpos contra el CDV por tipo de vegetacion
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No.
Individuos

Sitio No. Positivos P (%)

BPE
MP

29
11

41.3
36.3

P= Prevalencia de anticuerpos

El tipo de vegetacion que registré el mayor numero de especies seropositivas fue
BPE, mientras que los demas sitios de vegetacion presentaron prevalencias
superiores al 30% (Figura 16).
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Figura 16. Prevalencia de anticuerpos contra el CDV por especie por tipo de
vegetacion
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Anélisis molecular

Se analizaron 84 muestras pertenecientes a 8 especies; de los 40 individuos

seropositivos, solo 6 fueron positivos al analisis molecular (Cuadro 6).

Cuadro 9. Resultados positivos a CDV por serologia y en los analisis moleculares.

Especie NI 18 PM
Canis latrans 18 15 4
Vulpes macrotis 15 3 7
Urocyon cinereocargenteus 7 3 0
Taxidea taxus 6 1 0
Procyon lotor 4 3 1
Lynx rufus 5 4 1
Mephitis mephitis 8 3 3
Mephitis macroura 3 1 0
Canis familiaris 18 18 5

MNI: Mimero de individuos analizados; 15: Individuos seeropositivos; PM: Positivos analisis molecular

Las 6 muestras positivas en la ténica de RT-PCR fueron comparadas con
secuencias nucleotidicas de virus disponibles en el GenBank, para establecerlas
relaciones filogenéticas se editaron las secuencias del gen H del CDV a un
tamafo de 613pb y se construy6 el arbol filogenético, utilizando el método de
maxima verosimilitud basado en el modelo de Jukes-Cantor, el arbol fue
construido con 1000 repeticiones (bootstraps) como soporte estadistico se
eliminaron todas las porciones que contenian saltos, el analisis evolutivo se hizo
utilizando el programa MEGAG. Las secuencias reportadas en este trabajo poseen

una identidad del 98% y 99% y se agrupan en una sola variante. Figura 17
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Figura 17. Arbol filogenético del gen H parcial del CDV.

CDV/MEX/Janos/coyote/2013;CDV/MEX/Janos/zorrillo/2013;
CDV/MEX/Janos/perro1/2013;CDV/MEX/Janos/perro12/2013;
CDV/MEX/Janos/zorra desierto/2013; CDV/MEX/Janos/perro17/2013
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Al realizar el analisis para identificar si existia alguna relacion entre la diversidad
de especies (1-D) en cada sitio de estudio y la prevalencia de CDV se muestra
que uno de los sitios con mayor diversidad MAT (0,7654) también muestra una

mayor seroprevalencia 66.6%.

70
& MAT
60 ®r1
X
5 50
& P2
© 40 #® BPE
‘G & MP
§ 30
<
> 20
o
10
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
indice de Diversidad de Simpson

Figura 18. Relacién de la diversidad de especies y prevalencia del CDV
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DISCUSION

La region de la Reserva de la Biosfera Janos, Chihuahua presenta una alta
diversidad de carnivoros medianos en cuanto a riqueza y composicion de especies
(List y Macdonald, 1998; Pacheco et al, 2000. En este trabajo se lograron obtener
valores ecoldgicos como riqueza, diversidad y abundancia relativa de especies,
mediante capturas directas y uso de camaras trampa; reportando la presencia de
10 especies y 5 familias de carnivoros silvestres, lo que concuerda con lo

reportado por Pacheco y colaboradores (2000).

La mayor riqueza y abundancia de especies utilizando ambos métodos, se registro
en la zona de bosque de pino-encino y zonas riparias, lo que concuerda con lo
realizado por List y Macdonald (1998), en donde las especies mas abundantes
encontradas fueron el coyote y la zorra del desierto; en este trabajo se determiné
que las especies mas abundantes en los diferentes tipos de vegetacion también
fueron Canis latrans y Vulpes macrotis. El coyote fue la especie dominante en la
mayoria de los sitios, esto puede ser debido a que se han adaptado con éxito a los
distintos cambios en su habitat ocasionada por la disminucion o desaparicion de
los grandes depredadores, cambiando su rango de distribucién en la mayor parte
de Norteamérica (Parker, 1995). La zorra del desierto fue exclusiva de la
vegetacion de pastizal y pastizal/matorral, la razén podria ser que evitan las zonas
en donde los coyotes pueden representar una amenaza para su supervivencia,
pues se sabe que limitan su distribucion e incluso causan grandes mortalidades

como en las zorras Vulpes velox en Norteamérica (List, 2003).

La presencia de especies como Urocyon cinereoargenteus de manera exclusiva
en las zonas riparias, demuestra que tal vez las zonas de pastizal no son sus
areas primarias de distribucién (List et al., 1997), Mephitis mephitis y M. macroura
presentan una distribucion normal reportada por List (1997) y Pacheco y

colaboradores (2000), reportandolas como especies comunes en la region.
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La presencia de Puma concolor y Ursus americanus fueron registradas mediante
un solo evento con la utilizacion de camaras trampa en el sitio de BPE, estas
especies se encuentran bajo las categorias; en peligro de extinciéon para el oso
negro y en proteccién especial para el puma segun la NOM- 059-SEMARNAT-
2010 para especies nativas de México de flora y fauna. Aunque existen reportes
anteriores de avistamientos de oso negro en la zona (List, 1997; PROFEPA,
2013), es importante que siga existiendo evidencia que permita conocer la
presencia de estas especies en la region, ya que sus areas de distribucién o el
tamano de sus poblaciones en el territorio nacional ha disminuido drasticamente,
debido a factores como la destruccion o modificacion de sus habitats, el

aprovechamiento no sustentable, enfermedades o depredacion.

Las abundancia de especies como Taxidea taxus y Lynx rufus y Mephitis mephitis
fue mas baja comparada con especies como Canis latrans o Vulpes macrotis,
registrando capturas de solo 3 o 4 individuos al igual que muy pocos registros

obtenidos de las camaras trampa.

En cuanto a la similitud de especies por tipo de vegetacion los sitios clasificados
como pastizal 2 y matorral compartieron el 75% de especies, en donde se
encontraron 3 de las 4 especies reportadas en este tipo de vegetacion, similar a lo
reportado por List (1997), sin diferencias estadisticas significativas entre los

diferentes tipos de vegetacion.

La alta diversidad de mamiferos de la reserva, resultado de su ubicacion
geografica, la continuidad de su vegetacion y la cercania con otras areas de gran
importancia biolégica como la sierra madre occidental, han permitido la presencia
de una gran variedad de especies como, el oso negro, puma o el perro llanero,
esta ultima considerada una especie clave en el ecosistema de pastizal, cuya

existencia permite la presencia de otros mamiferos que dependen de ellos como
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alimento o refugio (Ceballos et al., 1993 y 1999; List, 1997; List y Macdonlad,

1998; List 2000). Especies como la zorra del desierto dependen directamente de

las colonias de perritos para proveerles refugio, ademas de ser su principal
alimento (Ceballos et al., 1993; List, 1997). Las modificaciones en el entorno de
las colonias de perritos o la invasion de vegetacion arbustiva afecta de manera
directa a las zorras del desierto, pues las hace mas vulnerables a los ataques de
coyotes (List, 1997). Especies menos abundantes como el tlalcoyote (Taxidea
taxus) también debe su presencia a los perritos de la pradera, pues también son
su principal alimento. Por todas estas razones se considera de vital importancia a
las colonias de perritos dentro de la reserva, pues son un factor importante que
mantiene un gran numero de especies de vertebrados entre los que se encuentran
los carnivoros silvestres de la region (Ceballos y Pacheco, 2000; List y Macdonald,
1998).

La region de Janos representa unos de los sitios de mayor importancia para la
conservacion de la diversidad biolégica de los mamiferos de México y aunque
existen factores que amenazan su funcién e integridad biolégica como la creciente
expansion agricola, el sobrepastoreo y el crecimiento de los asentamientos
poblacionales; esta area es uno de los sitios mas importantes para la conservacion
en Norteamérica (List y Mcdonald, 1998; Pacheco et al., 1999; Ceballos et al.,
2004).

En este trabajo se determiné que el CPV esta presente en todos los tipos de
vegetacion, en donde la prevalencia de anticuerpos contra CPV registrada en la
zona fue de 60.71% (51/84). Los canidos mostraron altas seroprevalencias (perros
100%, coyotes 83.3% y zorra gris 43% comparadas con lo reportado por Araiza
en 2007 (perros 35%, coyotes 34% y zorras (39%) en Sonora, Coahuila y
Chihuahua. En coyotes se han hecho reportes de seroprevalencias de mas de
90% para Texas, Utah, Idaho (Thomas et al., 1984), 65% en Georgia (Holzman et
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al., 1992), 71% en el sureste de Colorado (Gese et al., 1991) y 66% en California
(Cyhper et al., 1998), similar a lo encontrado en este estudio. Al igual que en los
estudios mencionados anteriormente, el parvovirus no estuvo asociado a
enfermedad, pues aunque las prevalencias son altas es indicativo de una
enfermedad altamente contagiosa pero no fatal (Thomas et al., 1984; Gese et al.,
1991). La escasa o nula mortalidad en coyotes a causa de este virus puede
deberse a una alta prevalencia de adultos con inmunidad protectora y la resultante
transferencia de anticuerpos de la madre (Thomas et al., 1984). Debido a que los
coyotes son una especie muy adaptable a los cambios en su entorno y a que su
distribucion es muy amplia, se ha recomendado evaluar su estado de salud, ya
que puede funcionar como reservorio de enfermedades infecciosas en zonas

donde existen perros domeésticos u otros carnivoros silvestres (Gese et al. 1991).

Las altas prevalencias encontradas en los canidos domésticos de la zona (100%)
no difiere en comparaciéon con otros estudios realizados en areas naturales como
la zona del Pedregal en la Ciudad de México, en donde se han reportado
seroprevalencias del 95% (Suzan y Ceballos, 2005), pues es conocido que los
perros domésticos también se consideran reservorios de parvovirus canino para
las especies silvestres (Gese et al., 1991; Aguirre et al., 1994). Basados en que
los coyotes y los perros domésticos de la zona son las especies mas abundantes,
se encuentran en todos los tipos de vegetacion y poseen las prevalencias mas
altas, considerando una seroprevalencia alta mayor a 50% (Thomas et al., 1984),

podrian ser indicadores de que la infeccién tiene un alto indice de contagio.

Las prevalencias encontradas en esta zona para la zorra nortefia son bajas (20%)
comparadas con lo reportado por Gese (2004) para la zorra veloz (Vulpes velox)
en Colorado (71%). Aunque la prevalencia es baja en las zorras del desierto, los

coyotes podrian ser una fuente potencial de exposicion al virus.
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La prevalencia de anticuerpos contra el CDV en la zona fue de 47.6% (40/84); se
encuentra en todos los tipos de vegetacion y en todas las especies registradas en
este estudio; linces, mapaches y coyotes presentaron las seroprevalencias mas
altas con 80%, 75% y 72% respectivamente. En California se han reportado
prevalencias de 37% en coyotes (Cypher et al., 1998), mientras que en Texas la
prevalencia en coyotes es de 56% (Guo et al.,, 1986), considerando a estos
canidos como reservorios y fuente de infeccion para otros carnivoros silvestres. La
alta seroprevalencia encontrada en los coyotes que ademas es la especie mas
abundante en la zona podria sugerir que la enfermedad circula dentro de las
poblaciones de canidos de la reserva, pues en estudios realizados en Texas de
1975-1984 mostraron seroprevalencias de 30% a 86% considerando a esta
enfermedad enzootica en la zona (Guo et al., 1986). En América Nava et al.,
(2008) reportaron casos de seroprevalencia en jaguares silvestres en areas
naturales y reservas en Brasil, realizaron un muestreo del CDV en jaguares,
pumas y perros en dos parques estatales en el Bosque Atlantico. Encontraron
jaguares (60% n=10) y pumas (14%, n=7) positivos a distemper dentro del Parque

Estatal lvinhema, donde se encontré un 100% de perros positivos.

En México unicamente se ha realizado un estudio de prevalencia de
enfermedades infecciosas utilizando kits comerciales, en jaguares capturados en
la region de Calakmul, en los estados de Campeche y Quintana Roo (Ceballos et
al., 2002; Chavez, 2010). Ademas existen pocos estudios de prevalencia de CDV
en México en otras especies de carnivoros susceptibles a moquillo, es de
importancia mencionar que se han realizado estudios de prevalencia de distemper
en el mapache pigmeo (Procyon pygmeus) endémico de la isla de Cozumel en
Quintana Roo y perros callejeros en la misma isla (McFadden et al., 2005; Mena,
2007). En ese estudio, McFadden y colaboradores (2005) realizaron la prueba de
seroneutralizaciéon en 28 muestras de mapaches, resultando un individuo positivo

con bajos titulos de anticuerpos.
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Mena (2007) utilizé la prueba de inmunofluorescencia (IFA) con diecisiete
muestras de improntas conjuntivales y la prueba de RT-PCR a partir de glébulos
blancos, encontrando un mapache (1.08%) positivo por IFA de 92 muestreados y
tres mapaches (12%) y 4 perros (16%) positivos de 25 analizados por RT-PCR. Es
importante mencionar que identificaron la mas alta prevalencia de animales
positivos (60%) en zonas de influencia humana y un menor porcentaje (27%) en la
zona mas conservada de manglar y unicamente se encontraron mapaches
positivos en zonas donde hubo perros positivos. Resaltando que los mapaches de
esta zona presentaron una seroprevalencia del 75% en menor numero de
individuos (4), mayor a lo reportado por McFadden et al., (2005) y Mena en 2007
para zonas tropicales, ya que el mapache se ha identificado como reservorio
silvestre del virus. En Estados Unidos se han documentado brotes de distemper
en poblaciones silvestres, sin embargo no se habia reportado la prevalencia del
virus en esta especie en México (Hoff y Bigler, 1974; Lednicky et al., 2004; Kapil et
al., 2008).

Los perros domeésticos no presentaron una prevalencia alta (33%), pero existe
mucha informacién que sugiere que el moquillo canino es transmitido por los
perros domésticos hacia los carnivoros silvestres, ya que se han encontrado
prevalencias mas altas en areas urbanas y suburbanas que en las areas rurales
(Frolich et al., 2000)

El estudio de la prevalencia y epidemiologia de patégenos infecciosos como los
CDV y CPV resulta complicado en poblaciones de carnivoros que son dificiles de
visualizar y capturar en habitats con vegetacion muy densa (Sepulveda, 2013). La
diseminacion e incidencia de epizootias de distemper tanto en carnivoros
domésticos como silvestres podria verse incrementada con el constante
crecimiento de las poblaciones de perros asociadas a las poblaciones humanas y

la expansion de la urbanizacion (Kapil y Yeary, 2011).
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En casos donde ambas enfermedades han sido estudiadas en los carnivoros
silvestres en determinadas regiones geograficas, se ha hecho evidente su
importancia en la conservacion de estos mamiferos, ejemplo de ello es el Parque
Nacional de Yellowstone en EUA, donde el CPV fue implicado en la alta
mortalidad en cachorros de lobo (Canis lupus) (Johnson et al., 1994) y es
considerado un factor limitante del crecimiento de las poblaciones de lobo en la
zona (Mech y Goyal, 1995). También se sugiri6 que los CPV y CDV tiene la
capacidad encontrarse de manera enzodtica en las poblaciones de coyote y que
pueden causar altas mortalidades bajo condiciones de estrés, altas densidades,
escasez de alimento o parasitismo (Thomas et al., 1984; Guo et al., 1986; Trainer
y Knowlton, 1968).

Es importante reconocer que los coyotes constituyen una fuente potencial de
exposicién a los CPV y CDV para especies en peligro como Vulpes macrotis y
Taxidea taxus. La oportunidad de un contacto interespecifico y posible transmision
de enfermedades virales es alta, debido a que los coyotes estan presentes en
todas las areas ocupadas por la zorra del desierto y del tlalcoyote (Cyhper y
Spencer, 1998).

Por otra parte la extincion local del hurdn de patas negras posiblemente a causa
de un brote del CDV vy el brote de peste bubdnica que afecté al perrito llanero de
cola negra en la region (Miller et al., 1996) asi como su posterior reintroduccion,
hace a este sitio de estudio ideal para conocer el posible riesgo de enfermedades
transmitidas por animales domésticos en las poblaciones de carnivoros silvestres

de la zona.

Existen varios estudios que demuestran que el moquillo y el parvovirus caninos
puede ser transmitidos por los canidos domésticos a los animales silvestres, pues
se han encontrado altas prevalencias a estas enfermedades en zonas urbanas y

suburbanas (Frolich, 2000; Acosta-Jamett, 2009). Aunque la mayoria de los
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estudios en carnivoros susceptibles a estos virus es mediante la presencia de
anticuerpos contra ambos patdégenos, muy pocas veces se llega al diagnostico
molecular, por ello en este estudio se llevaron a cabo para identificar los genotipos
circulantes en la regién de Janos en México. Aunque el CDV esta serolégicamente
clasificado como un unico serotipo, los analisis filogenéticos del gen H del virus
han permitido la identificacion de 12 genotipos diferentes con una marcada
distribucion geografica en América (Americano 1y 2, Sudamérica, Argentina y Edo
de Mex), Asia (Asia 1, 2 y 3), Europa (Rockborn, fauna europea y Artico) y
Sudafrica (Carpenter et al., 1998; Calderdn et al., 2007; Kapil et al., 2008; Simon-
Martinez et al., 2008; Woma et al., 2010; Gamiz et al., 2011; Kapil y Yeary, 2011).
En México se han encontrado ocho genovariantes (EdoMex-1 a EdoMex-7 y
CIESAj]SMC) que no habian sido previamente reportadas y se encuentran
circulando en el Estado de México (Gamiz et al., 2011). Los 6 individuos positivos
a la prueba de RT-PCR (1 coyote, 1 zorra del desierto, un zorrillo y 3 perros
domésticos) se asociaron en un mismo grupo que esta estrechamente relacionado
a las 8 genovariantes reportadas para el Estado de México por Gamiz y
colaboradores (2011), provenientes de canidos domésticos por lo que es de vital
importancia el cuidado y monitoreo de los perros domésticos cercanos a la

reserva.

En diversos paises se han encontrado altas densidades de perros al borde de las
reservas naturales que han coincidido con la transmision de enfermedades como
el distemper y rabia hacia carnivoros silvestres amenazados. El caso mejor
estudiado es el de las poblaciones de perros rurales en el Serengeti en Africa en
donde se considera la especie que provocé los brotes de rabia y distemper en
especies de carnivoros silvestres como el ledén africano (Panthera leo), lobo de
Etiopia (Canis simensis) y perro salvaje africano (Lycaon pictus) (Gascoyne et al.,
1993; Roelke-Parker et al., 1996; Laurenson et al., 1998).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La Reserva de la Biosfera Janos, Chihuahua alberga una gran diversidad y
riqueza de especies, para ser un ecosistema arido y expuesto a factores como

agricultura, ganaderia y crecimiento urbano.

Se encontraron altas prevalencias contra los CPV y CDV tanto en carnivoros
domésticos como en silvestres, asi como la presencia de ambos virus en 21y 5

individuos respectivamente, indicando la exposicion a ambos agentes virales.

Como los CPV y CDV afectan a muchas especies de carnivoros, ademas de los
domésticos, la Reserva de la biosfera Jano, Chihuahua con su gran riqueza y
abundancia de especies, posee una poblacidn de hospederos suficientes para su
mantenimiento. En esta region tanto los carnivoros silvestres como los perros
domésticos pueden ser una fuente de contagio de moquillo y parvovirus canino,
para las especies bajo alguna categoria de riesgo en esta zona como Vulpes

macrotis, Taxidea taxus y Lynx rufus.

Se necesitan mas estudios sobre la prevalencia de los CPV y CDV en los
carnivoros domeésticos y silvestres en esta regidon para saber si los coyotes,
mapaches o los perros, especies reconocidas como reservorios de estos
patdgenos pudieran estar actuando como reservorios y transmisores de ambas

enfermedades.

Es importante realizar investigaciones a una mayor escala espacial y temporal en
los mismos sitios para evaluar el estado en que se encuentran estas
enfermedades, si van en aumento, disminuyen o se mantienen, ademas de la
estimacion de valores ecoldgicos que determinen si los datos obtenidos en este
estudio responden a transmisiones frecuentes dependientes o densodependientes

y determinar si realmente en este sitio esta ocurriendo un efecto de amplificacion.
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