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Abstract

Leptospira interrogans is common in wild canids but unknown its effect is in Mexican
wild canid populations. This study was realized in a sample of gray foxes (Urocyon
cinereoargenteus Schreber, 1775) and coyotes (Canis latrans Say, 1823) in El Cimatario
National Park, in Querétaro, a fragment of tropical deciduos forest in the highlands of
Central Mexico. A total of 17 wild canids were captured; hemograms, biochemical
profiles, and a microagglutination test for L. interrogans serovars were obtained for ten
organisms. The animals were positive for eight of the eleven analyzed serovars with very
significant titer values. Nevertheless, they lacked physical evidence of this pathogen,
and data suggest that these wild canid species are reservoirs of these bacteria. This
research potentially reflected the historical influence of domestic animal presence and
transmission of Leptospira for centuries in this ecosystem.
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Resumen

Leptospira interrogans es comuin en canidos silvestres, sin embargo se desconoce
qué tanto puede estar afectando a las poblaciones de canidos silvestres de México.
Este estudio fue realizado con zorra gris (Urocyon cinereoargenteus Schreber, 1775)
y coyotes (Canis latrans Say, 1823) en un area natural protegida representante de los
tropicos altos del centro de México. Se capturaron un total de 17 cdnidos, de diez
animales se obtuvieron biometrias hematicas, perfiles bioquimicos y se hizo la prueba
de microaglutinacién para Leptospira interrogans. Los animales fueron positivos a ocho
de las 11 serovariedades analizadas, algunas con titulos muy altos. No obstante, no
presentaron sintomatologia asociada a este patégeno. Lo que sugiere que estas especies
de canidos podrian ser reservorios del mismo. Este estudio podria estar reflejando la
influencia histérica de la presencia de los animales domésticos y la transmision de
Leptospira desde hace siglos en este ecosistema.
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Introduccion

La presencia de Leptospira interrogans en fauna silvestre ha sido registrada a través
de los afos y se considera que practicamente cualquier especie de mamifero tanto
terrestre como acudtico puede ser un reservorio de este microorganismo. No obstante, la
documentacion de la sintomatologia de leptospirosis es rara en fauna silvestre (Leighton
et al. 2001; Bharti et al. 2003).

Leptospira interrogans y sus distintas serovariedades han sido registradas en varios
canidos silvestres a lo largo del continente americano, tanto en vida libre como en
cautiverio. Siendo mds frecuente en algunas especies de zorras (Vulpes sp. y Urocyon
cinereoargenteus) que en coyotes (Canis latrans) o lobos (Canis lupus), en algunos casos,
con valores de prevalencia y de infeccién con importancia diagnéstica (Cirone et al.
1978; Drewek et al. 1981; Khan et al. 1991; Davidson et al. 1992; Luna-Alvarez et al.
1996; Grinder y Krausman. 2001; Leighton y Kuiken. 2001; Lilenbaum et al. 2002; Kelly
y Sleeman. 2003; Riley et al. 2004).

En México, la zorra gris y el coyote son considerados como los cénidos silvestres
de mayor distribucién y abundancia, generalistas ecolégicos que muestran tolerancia al
hombre lo que, en determinadas ocasiones, favorece la coexistencia de estos canidos
silvestres con especies domésticas incrementando la oportunidad de entrar en contacto
y con esto, el posible riesgo de epizootias e incluso de zoonosis (Trapp 1978; Harrison
1997; Buskirk 1999; Sunquist y Sunquist. 2001; Crooks 2002, Gehring et al. 2003;
Hidalgo-Mihart et al. 2004). Existen trabajos sobre leptospirosis en animales en cautiverio
en México (Luna-Alvarez et al. 1996) sin embargo, las condiciones para el proceso de
transmision y sobrevivencia de este patégeno son diferentes en ambientes controlados,
urbanos y/o suburbanos a las que podrian presentarse en ambientes naturales con
actividades antropogénicas (Leighton y Kuiken. 2001), teniendo presente la perturbacién
actual de los ecosistemas del pais.

Por lo tanto, considerando que estos dos canidos silvestres generalistas ecologicos
son susceptibles a distintas serovariedades de L. interrogans, algunas de ellas asociadas a
animales domésticos; decidimos determinar si habia exposicién a la bacteria por medio
de la respuesta inmune a través de la prueba de micro aglutinacién y de la respuesta
fisiolégica, por medio de biometria sanguinea y perfil bioquimico, en una muestra de
coyotes y zorras grises en un ecosistema representativo del centro de México. El cual
presenta un registro histérico de mas de 400 afios de actividades antropogénicas como
la ganaderia extensiva y la agricultura.

Material y
métodos

Area de estudio
Este estudio se llevo a cabo en El Parque Nacional El Cimatario, situado al sur de la
ciudad de Santiago de Querétaro (20° 28" 30” y 20° 33’ 23" de latitud norte y 100°
197 37" y 100° 23’ 12" de longitud oeste). Se seleccioné este sitio por representar un
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fragmento del hébitat original de la regién del centro de México, que estd en el proceso
de perder su conectividad con otros parches de vegetacién similar, por su ubicacion,
facil acceso y cercania a dreas urbanas y rurales. Esta drea protegida de 2,447 ha 'y
una elevacién maxima de 2,390 msnm, presenta cuatro tipos de vegetacion: matorral
crasicaule (de mayor representatividad en la zona), matorral alto subinerme, bosque
tropical caducifolio y pastizal (posiblemente inducido por la tala y sobrepastoreo).
Ademads, presenta zonas reforestadas con especies introducidas (Baltasar et al. 2004).

Los canidos fueron capturados usando trampas tipo cepo (Victor, #2 y #3), las
que fueron colocadas a la orilla de caminos y veredas del drea de estudio durante los
meses de enero-febrero de 2004 y enero de 2005. Se utilizaron como atrayentes Canine
Call (Carman’s superior lures, Minnesota Trapline Products, Pennock, MN 56279) y una
mezcla de Catnip/Beaver Castor (Hawbaker’s, Fort London, PA 56279). Los cepos se
mantuvieron activos desde las 1800 h hasta su posterior revisién en la manana. Cada
animal capturado fue sujetado con un lazo para perros (Tomahawk traps, Tomahawk, WI,
USA/54487) e inmovilizado con una mezcla de hidrocloruro de ketamina (Anesket®) e
hidrocloruro de xilazina (Rompun®) en una proporcién de 4:1. Se determiné el peso,
la longitud total, el sexo y la categoria de edad del animal (adulto o juvenil) por medio
de la coloracién y desgaste dentales y del retraimiento de las encias (Dimmick y Pelton,
1994). Se les midi6 la temperatura corporal, ya que la presencia de fiebre alta (mas
de 40°C) y una coloracién amarillenta de las encias (ictericia), seria un indicador de
que estos animales presentaban sintomatologia fisica de leptospirosis (Bush 1999; Thrall
2004). A cada animal capturado se le asign6é una clave formada por la primera letra
del nombre comuin (ZG para zorra gris y C para coyotes) y el niimero en el orden de su
captura. El peso en kg y la longitud total (mm) por especie se reportan como promedio
con desviacion estandar.

Obtuvimos de 10 de los 17 individuos capturados una muestra sanguinea de 7
ml por puncién en la vena cefdlica o yugular. De esta muestra, 2 ml fueron colocados
en tubos vacutainer con EDTA (BD vacutainer®) para la biometria hematica, los cuales
fueron refrigerados durante 24 horas como méaximo para su posterior andlisis y los
restantes 5 ml en tubos vacutainer (Monoject®) sin EDTA para el perfil bioquimico y la
prueba de microaglutinacién para once serovariedades de L. interrogans. Esta muestra
de 5 ml se centrifugd durante 20 minutos a 2000 rpm para separar el suero, el cual fue
colocado en tubos Eppendorf y congelado a 0°C hasta su analisis en un laboratorio de
andlisis clinicos especializado.

Se consider6 un resultado positivo a la prueba de microaglutinacion, si el titulo
era igual a 1:50 y de 1:100 para importancia diagnéstica (Carter y Chengappa. 1994).
Los valores de referencia para la biometria hemdtica y el perfil bioquimico provienen de
la base de datos del Internacional Species Information System (ISIS). La prevalencia se
determiné como el porcentaje de canidos infectados por cada serovariedad para el total
de la muestra de canidos.

Resultados

Capturamos un total de 17 canidos, 13 zorras grises (ocho hembras, cinco machos)
y cuatro coyotes (tres hembras y un macho). Sin embargo, se obtuvieron muestras
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sanguineas de diez animales y s6lo ocho de éstas fueron adecuadas para biometria y perfil
bioquimico. Todos los animales fueron catalogados como adultos. El promedio del peso
y ala longitud total fue de 13.5 kg (+ 1.4 DS) y 1,293.3 mm (= 50.3 DS), respectivamente
para los coyotes y de 3.9 kg (+ 0.4 DS) y 1,028 mm (= 13 DS), respectivamente para
las zorras grises. Ninguno de los canidos capturados mostré signos clinicos evidentes
relacionados con leptospirosis como fiebre y presencia de ictericia.

Los datos obtenidos en la biometria hematica confirmaron que, durante el momento
de la captura, estos animales presentaban un buen estado de salud, con excepcién de
C2, el cual se encontraba anémico, aunque se encontraba dentro de los valores normales
de peso y talla establecidos para esta especie segtn la base de datos de ISIS.

La informacion obtenida del conteo de células blancas sugiere que algunas zorras
presentaban una respuesta sistémica. El conteo de leucocitos, monocitos y neutrofilos
en ZG5, ZG6 y ZG7, indicarian un estado infectivo crénico en estos animales con una
clara neutrofilia. Esto, a su vez, podria estar relacionado con los valores obtenidos
de ciertos analitos en el perfil bioquimico que estarian asociados a la leptospirosis,
como es el caso de la aspartato aminotransferasa (AST), la bilirrubina total o la alanina
aminotransferasa (ALT) en los mismos animales (Tabla 1). Los valores de urea en sangre
en todos los individuos registraron valores muy altos (con excepcion de ZG6). Lo cual

Valores de  Valores de

Perfil bioquimico referencia:  referencia: Ci1 c2 C3 ZG1 zG2 ZG5 7G6 7G7
Zorra gris Coyotes
Colesterol (mg/dl) 0-337 0-242 122.67 133.9 476.85 125.77  138.54 105.65 138.15 177.26

Bilirrubina total

0-0.6 0-0.7 0.56 0.78 1.77 0.48 0.51 0.83 2.21 0.23
(mg/dl)
Bilirrubina 0.1-0.3 0-0.2 0.39 0.58 1.42 0.30 0.33 0.63 1.76 0.20
conjugada (mg/dl)
Bilirubina no 0-0.1 0-0.3 0.17 0.19 0.35 0.18 0.17 0.20 0.45 0.02
conjugada (mg/dl)
ALT (U/L) 28-107 7-209 49 32 73 30 36 33 113 76
AST (U/L) 16-83 23-104 88 124 128 267 88 438 482 425
Fosfatasa alcalina

221 7-209 10 2 35 16 36 27 7 28
(UL)
Triglicéridos 11-62 20-35 385  56.87 49.87  119.87 126.87  30.62 49 21.87
(mg/dl)
CK (UL) 38-1841  140-1264 1357 1185 1928 1136 1018 5784 3555 4071
Proteina total
(@) 5.5-8.1 4.8-8.2 7.65 8.26 7.96 6.16 6.67 6 5.16 7.11
Albtmina (g/dl) 2.7-4.4 2.5-3.9 3.42 4.21 5.32 3.36 3.65 4.23 3.99 4.46
Globulina (g/) 1.4-4.2 243 423 4.05 2.64 2.8 3.02 1.77 117 2.65
Calcio (mg/dl) 8.7-10.6 7.5-11.3 7.64 756  6.88 8.24 9.6 7.92 7.12 8.84
Fésforo (mg/dl) 2.9-8 2.1-7.3 3.28 43 424 4.34 434 4.15 7.09 4.74
Potasio (mEq/L) 3.8-5.8 3.5-6.6 - - - 3.57 3.63 - - -
Sodio (mEg/L) 138-158 138-157 . . . 139 149 . , .
Cloro (mEq/L) 100-124 110-119 - - - 105 113 - - -
Bicarbonato 13-26 15-23 26 28 28 19 18 21 20 15
(mEq/L)
Amilasa (U/L) 826-1879  220-1497 203 254 356 838 838 979 906 1100
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Cont. Tabla 1

Valores de Valores de
Biometria hematica referencia: referencia: C1 C2 C3 ZG1 ZG2 7G5 ZG6 7G7
Zorra gris Coyotes
Eritrocitos (10%ul) 4.8-7.8 4.22-8.2 6.5 59 9.4 5.7 - 6.42 6.29 6.37
Hematocrito (%) 26-55 31.5-66 56 17 62 40 - 36 55 39
Hemoglobina (g/d|) 8.9-17.8 11-20.8 18.66 5.66 21 12.8 - 12 18.3 13
CMHG (g/dI) 26.3-36 25.5-47.7 33.32 33.29 33.87 33 - 33.33 33.27 33.33
Leucocitos (10%/ul) 3.9-17.4 5-20.8 15.8 4.4 13.4 11.8 - 24.05 15.1 25.9
Neutrofilos
segmentados (10°%/ 2.03-13.8 2.5-17.5 12.48 2.99 11.93 - - 21.4 12.23 23.31
ul)
Bandas neutrofilicas ) , < 0-0.26 016 022 0.67 - - 072 106 078
(10%/l)
Linfocitos (10%/ul) 0.16-5.11 0.325-3.92 - 0.13 - 12 - 0.96 0.6 0.52
Monocitos (10%/ul) 0.064-0.92 0.058-1.17 2.05 0.62 0.8 - - 0.96 1.21 1.29
Eosindfilos (10*/pl) 0.055-2.48 0.18-4.03 1.11 0.44 - - - - - -
Basdfilos (10%/pl) 0-1.16 0-0.099 - - - - - - - -
Perfil bioquimico
Glucosa (mg/dl) 0-287 57-231 108.72 87.84 94.32 133.56 177.48 65.16 21.24 4.14
Urea (mg/dl) 8-49 8-48 83.76 63.96 63.42 65.94 96.9 23.1 53.4 65.7
Creatinina (mg/dl) 0.7-1.4 0.7-2.2 0.75 0.98 1.005 0.89 1.43 0.64 0.63 1.16

podria ser indicativo de una disfuncién renal, con base en los valores de referencia ISIS
de estas dos especies de canidos en cautiverio (Tabla 1).

Tres coyotes fueron positivos a siete de las once serovariedades analizadas (63.6%
prevalencia), mientras que las zorras grises registraron ocho de las once serovariedades
(72.7%),. En ambos casos, todas las serovariedades fueron consideradas como tipicas
de animales domésticos, siendo Leptospira interrogans canicola, la serovariedad que
presento los titulos mas altos, desde 1:1600 a 1:6400, con una prevalencia de 85.7% en
las zorras grises y del 100% en coyotes (Tabla 2).

Tabla 2. Prevalencia (%)
de las serovariedades Serovariedades de Leptospira Urocyon cinereoargenteus (n=7)  Canis latrans (n = 3)

de Leptospira interro- interrogans (%) (%)
gans registradas en los

P L. interrogans bratislava 42.8 100

canidos capturados en

el Parque Nacional El L. interrogans canicola 85.7 100

Cimatario,  Querétaro, . .

México. L. interrogans grippotyphosa 28.5 100
L. interrogans hardjo 28.5 66.6
L. interrogans icterohaemorrhagiae 100 100
L. interrogans panama 0 0
L. interrogans pomona 28.5 0
L. interrogans pyrogenes 28.5 33.3
L. interrogans hebdomadis 0 0
L. interrogans tarassovi 14.1 0
L. interrogans wolffi 14.1 0
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Discusion

Asumiendo que el estrés por la captura pudiera influenciar los datos obtenidos en el
hemograma y perfil bioquimico, la captura y manejo de los animales se realizé con
todas las consideraciones bioéticas reglamentarias sugeridas por The American Society
of Mammalogists (Animal Care and Use Committee, 1998) para minimizar la posibilidad
de dafo fisico, no se les aliment6 antes de la toma de las muestras y no presentaron
sintomas de deshidratacion; por lo tanto, los valores obtenidos en la biometria hematica
y perfil bioquimico podrian estar reflejando el efecto de la presencia de L. interrogans
en los animales capturados. Sin embargo, se considera la posibilidad de que el estrés
por captura si haya tenido un efecto en los resultados obtenidos e incluso de que los
valores de estos analitos sean normales en estos canidos en vida libre. Sin embargo,
si los datos obtenidos en la prueba de micro aglutinacion se extrapolaran a cénidos
domésticos, éstos presentarian una sintomatologia visible relacionada con leptospirosis
como es ictericia, fiebre, letargia, dolor muscular generalizado con recumbencia (Clark
et al. 1961; Bush 1999; Thrall 2004). No obstante, esta condicién no se presenté en los
animales capturados, por lo que se les podria considerar como reservorios, portadores
asintomaticos del patégeno que estarian formando parte del proceso natural de
transmision en este ecosistema.

La prevalencia relativamente alta de las distintas serovariedades de L. interrogans,
sobre todo las asociadas con los animales domésticos, podria reflejar el uso antropogénico
de este paisaje por siglos. Histéricamente, las actividades humanas han tenido efectos
indirectos y directos en la fauna silvestre local mucho antes que la ciudad de Santiago de
Querétaro fuera fundada en 1531 y es hasta 1982, cuando esta zona es decretada como
parque nacional y que se coloca malla ciclénica en todo el perimetro del parque para
limitar su acceso. Sin embargo, debido a problemas administrativos y politicos durante
la expropiacién de los terrenos del parque, se permitié la entrada de los propietarios
anteriores y a sus animales domésticos durante los siguientes 25 anos, incluso se
establecié una granja porcicola dentro de los terrenos del parque (Baltasar et al. 2004) y
es hasta los Ultimos cinco afos, que esto ha disminuido notablemente por el proceso de
regularizacion de la expropiacion y por el desarrollo de un reglamento para entrar a El
Cimatario, establecido por la nueva administracién del parque.

Este estudio es, seglin nuestro conocimiento, el primero realizado con L. interrogans
en poblaciones de mamiferos terrestres silvestres de México, por lo que puede ser
considerado como la base para estudios futuros, debido a que se desconoce la situacion
actual del estado de salud de las poblaciones silvestres de mamiferos. Lo que limita
seriamente la creacion de planes de manejo, prevencion y control. Queda mucho por
investigar sobre la presencia de este patogeno y el efecto que tuviera en las poblaciones
de fauna silvestre del pais.
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