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RESUMEN/ABSTRACT

RESUMEN

Las enfermedades infecciosas en cetaceos tienen mucha repercusion en estos animales por
las consecuencias que acarrean su presencia. Hasta el momento, sélo se conocen unas pocas, de las
cuales las enfermedades viricas ocupan un pequefio porcentaje. Estas enfermedades se pueden
dividir en enfermedades emergentes y reemergentes, aunque muchas de ellas han sido recientemente
descubiertas. Morbillivirus de los cetaceos (CeMV) es la enfermedad virica reemergente mas letal
conocida hasta el momento en ceticeos. Es un virus ARN que afecta fundamentalmente a los
sistemas respiratorio, linfatico y nervioso de estos animales produciéndoles la muerte. Han sido
descritos varios brotes en todo el mundo, dos de ellos localizados en la costa mediterranea espanola,
convirtiéndose en una zona de alto riesgo. Por otro lado, adenovirus, es un virus descrito
anteriormente en leones marinos, y que esta asociado a hepatitis letales en estos animales. Sin
embargo, en cetaceos solo existen un par de trabajos sobre la asociacion de este virus a hisopos y
biopsias gastrointestinales pero no se habia asociado a ninguna patologia hasta ahora.

Esta tesis doctoral con el titulo “Deteccién, prevalencia y epidemiologia molecular de
virus en cetaceos del Mediterraneo” se ha centrado en estos importantes virus de los cetaceos
para intentar aportar mejoras en su conocimiento y control. El trabajo desarrollado en la presente
tesis, ha generado cuatro articulos cientificos publicados en revistas de impacto internacional. Estos
articulos abarcan desde el disefio de una PCR a tiempo real, la validacion de la misma en casos reales
durante un brote de CeMV, en el que se utilizé la técnica para su diagnostico y su posterior
seguimiento epidemioldgico; hasta la identificacion de un nuevo virus, adenovirus, desconocido

hasta ahora en cetaceos, su aislamiento y confirmacion mediante distinta técnicas.

El primer objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar CeMV en el Mediterraneo espafiol,
mas concretamente en las costas de la Comunidad Valenciana. Ya que la zona de estudio era una
zona de alto riesgo para este virus, se decidi6 realizar un diagnoéstico continuo de CeMV en todos los
animales varados. Este objetivo se subdivide en tres subobjetivos. El primero fue la mejora de las
técnicas de diagndstico molecular de CeMV. Ante la falta de una técnica sensible, especifica,
asequible, rapida y que detectara las tres cepas de CeMV, se disefié una PCR a tiempo real en la que

se detectan las tres cepas de CeMV en solo una hora, y con una alta sensibilidad y especificidad. Se
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realiz6 analisis de sensibilidad en el que se comprob6 que detectaba hasta 2, 30 y 5 copias de DMV,
PMV y PWMYV respectivamente y que tenfa al menos 1000 veces mas sensibilidad que las técnicas
convencionales utilizadas hasta el momento por otros grupos de investigacion. El analisis de
especificidad con otros virus de la familia Paramyxoviridae comprobé que sélo detectaba DMV y
PMV o PWMV. Por dltimo, se realizé las curvas estandar para las tres cepas de CeMV para poder
cuantificarlas.

El segundo subojetivo fue la actuaciéon ante un brote de CeMV. Durante la primavera
del 2011, se observo un incremento notable del nimero de varamientos en esta zona, teniendo en
cuenta la media de varamientos mensual y anual. Dada la localizacién de estos varamientos (zona de
riesgo de CeMV) y las lesiones observadas en los animales varados (tipicas de una infecciéon por
CeMV) se pensé en un posible brote de CeMV. Se realiz6 el diagnéstico molecular de CeMV
mediante las técnicas convencionales y la nueva técnica descrita en el subobjetivo 1 (UPL RT-PCR)
dando positivos 8 de los 13 animales necropsiados (62%) y 8 de los 11 delfines listados (73%) en
mas de un tejido mediante la UPL RT-PCR vy sugiriendo una infeccion sistémica de la enfermedad y
adicionalmente pudiendo validar la nueva técnica en casos sospechosos. También se realizé el
diagnostico molecular mediante la PCR convencional, sin embargo, debido a la baja carga viral en los
animales positivos sélo se detect6 DMV en un animal en la muestra de cerebro. Por otro lado, se
realizo el estudio epidemiolédgico del brote poniendo especial atenciéon en la prevalencia del virus en
las distintas poblaciones de cetaceos, en cada uno de los sexos, en las edades y localizacién de los
varamientos. Se pudo observar que en este brote los animales eran muy jovenes, las lesiones muy
leves y la carga viral muy baja. Teniendo en cuenta los brotes anteriores, en el de 1990, los animales
eran de todas la edades, afectaron a unos 1000 delfines listados, las lesiones fueron muy severas y la
carga viral fue muy alta. Sin embargo, en 2007, los animales fueron subadultos, vararon alrededor de
100, las lesiones menos severas y las cargas virales mucho mas bajas. Con toda esta informacion
parece que los animales van creando inmunidad en cada uno de los brotes y esa fue la razén por la
que en el brote de 2011 fue tan leve la infeccion y sobretodo afecté a animales muy jovenes. Por
ultimo, el analisis filogenético de la secuencia obtenida en los animales positivos nos permitio
comparar esta misma con las secuencias de brotes anteriores, asi como intentar sacar conclusiones
sobre el posible origen del brote. LLa secuencia obtenida era practicamente idéntica a la del 2007,
sugiriendo que el brote podria provenir del mismo mar Mediterraneo.

El tercer y ultimo subobjetivo fue el seguimiento epidemiolégico de CeMV en los

animales varados en las costas valencianas tras el brote del 2011 hasta diciembre del 2014.
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Habiéndose estandarizado y validado la UPL RT- PCR durante el brote, fue esta técnica la utilizada
para realizar el diagnéstico de los animales necropsiados en este periodo. De los 177 delfines varados
s6lo tres animales resultaron positivos a DMV habiendo mas de un afio de diferencia entre la fecha
de varamiento de cada uno de ellos. En dos de ellos se pudo encontrar una infeccion sistémica por
morbillivirus del delfin (DMV) muy severa, con alta carga viral en todos los tejidos analizados
pudiéndose detectar el virus mediante técnicas moleculares convencionales y UPL RT-PCR,
inmunohistoquimica y microscopia electronica y en el restante solo se encontré el antigeno
restringido al SNC pero la carga viral era altfsima. Sin embargo el analisis filogenético de las
secuencias obtenidas demostraba que eran diferentes entre ellas. La del primer animal era casi
idéntica a la secuencia encontrada en el brote del 2011, pero la encontrada en el segundo y tercer
animal eran idénticas entre si y distinta a la del primer animal siendo mas cercana filogenéticamente
hablando a la secuencia de 1990 que a la del 2011 y 2007. Estos casos son los primeros reportes de

infeccion sistémica en periodos interepizooticos en el Mediterraneo.

El segundo objetivo de esta tesis doctoral fue la deteccion de nuevos virus en cetaceos,
siendo adenovirus el virus identificado en este objetivo. Ante el desconocimiento de virus en
cetaceos, y que ademas solo unos pocos estin bien caracterizados, se intenté identificar virus
desconocidos hasta el momento, con una sintomatologia sospechosa de enfermedad virica. Durante
octubre del 2013, cuatro delfines mulares pertenecientes al Oceanografic de Valencia presentaron
gastroenteritis con sintomas virales (diarrea, anorexia y vémitos) que hicieron sospechar de un nuevo
virus. Se descartd que esta gastroenteritis estuviera causada por bacterias, debido a que no se
encontrd ningin hallazgo significativo en heces. También se descartaron otros agentes que podrian
haber sido los causantes como calicivirus, rotavirus, parvovirus, Cryptosporidium. Sin embargo al
encontrarse en el suero anticuerpos frente adenovirus canino (CAV-1) en los animales con sintomas
se desarrollaron dos PCR convencionales genéricas para la deteccion de nuevos adenovirus
amplificando los genes de la protefna de la polimerasa y del hexén. Adenovirus fue identificado
mediante métodos moleculares convencionales en las heces de los animales con sintomas y fue
confirmado mediante secuenciacién. Los animales sin sintomatologia no presentaron ni anticuerpos
frente a CAV-1 ni se detecté adenovirus por métodos convencionales. Las secuencias parciales
obtenidas de los genes de la polimerasa y del hexén sugirieron que podria tratarse de una nueva
especie de adenovirus. Por dltimo, se realiz6 un estudio de la enfermedad, realizando una

cuantificacion relativa en heces de los 4 animales a lo largo de la enfermedad pudiendo observar que

Xi
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los animales seguian eliminando el virus al menos 5 dias tras la desaparicién de los sintomas. Para
poder confirmar su presencia, se intentd aislar este adenovirus en cultivo celular. Ya que no existe
ninguna linea celular del delfin, y que adenovirus es especie especifico, se buscaron alternativas
encontrando un trabajo en el que se describia el aislamiento de CAV-1 en células Hel.a. 5 dias tras la
infeccién de estas células con el adenovirus del delfin, el sobrenadante pasé a ser positivo a
adenovirus y la secuencia de la misma era idéntica a la obtenida en heces. Aun asi se realiz6
microscopia electrénica en el cultivo celular fijado con metanol, y se encontraron unas particulas
extrafias en el nicleo de la célula con el tamafio de adenovirus. Sin embargo, la morfologia (espiculas
en la capside) no se vefa claro. Por ello, se realiz6 una inmunohistoquimica utilizando como
anticuerpo primario un anticuerpo monoclonal de CAV-1, y como secundario Alexa 488-conjugated
goat anti-mouse. Con esta técnica se pudo confirmar que las células estaban infectadas con
adenovirus, ya que s6lo en las muestras infectadas se observo fluorescencia en el nucleo y algo en el
citoplasma, cosa que no pasé en el negativo. Este ha sido la primera descripcién de adenovirus en

cetaceos y su asociacion a gastroenteritis autolimitante

Finalmente, hay que destacar que esta tesis doctoral aporta una informacién muy relevante
en el campo de los cetaceos, ya que mejora las técnicas de diagnéstico de CeMV, describe un nuevo
brote de CeMV y ha ampliado el numero de enfermedades viricas que se conocian hasta el momento

en estos animales.
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ABSTRACT

Infectious diseases are very important in cetaceans because the consequences of their
presence in these animals. Within these diseases, only a few are characterized at that moment, in
special the viral diseases. However, these diseases could be classified in emerging and reemerging
diseases, although many of them have been discovered recently. In one hand, cetacean
morbillivirus (CeMV) is the most lethal viral disease in cetacean population along the history. It is
RNA virus that mainly affects to respiratory, lymphatic and nervous systems and kills the animals.
Different outbreaks have been described worldwide, although two of them have been located on
Spanish Mediterranean Sea, becoming a high risk location. On the other hand, adenovirus had been
the cause of two outbreaks of lethal hepatitis in sea lions. However, in cetaceans, only a few reports
of presence of adenovirus in swabs and biopsies samples from gastrointestinal tract have been

described, but any association between the virus and pathology has been published.

This Ph.D titled “Detection, prevalence, and molecular epidemiology of viruses in
cetaceans from Mediterranean Sea” has focused in these important viruses for cetaceans to
improve their knowledge and control. This work that has been presented in this Ph.D. has generated
four scientific articles that have been published in international impact journals. These papers
encompass from real time PCR design, validation of this technique in real cases during the 2011
CeMYV outbreak where it was used for rapid diagnosis and the following epidemiological tracing after
the outbreak; to the identification of a novel virus, adenovirus that was unknown in cetaceans at that
moment and was isolated and confirmed by different techniques.

The first objetive in this Ph.D was CeMV study on Spanish Mediterranean Sea, in particular
on Valencian Community Coasts. Because the studied zone was a high risk location for this virus, a
continuous study of CeMV was performed in all stranded cetaceans. This objective is divided in
three subobjectives. The first one was the improvement of molecular diagnosis techniques for
CeMV. There was no method rapid, affordable, sensitive and specific method that was able to detect
the three strains of CeMV. Therefore a real time PCR was designed to detect the three CeMV strains
in only 45 minutes and with high sensitivity and specificity. A sensibility analysis was carried out and
was showed this PCR detects to 2, 30 and 5 copies of DMV, PMV and PWMYV respectively and it
had 1000 times more sensibility than conventional techniques that were used for other research

groups. Only DMV/PMV or PWMV was detected by this UPL-PCR and was confirmed by
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specificity analysis with other viruses from family Paramyxoviridae. Finally, standard curves for the

three strains were performed to quantify them.

The second subobjective was the performance during a CeMV outbreak. During
spring 2011, many cetaceans were stranded on Spanish Mediterranean Coast (more than usual).
Because the location of these strandings (high risk location) and the observed lesions in stranded
animals (typical lesions of CeMV infection) suggested the possibility of new CeMV outbreak.
Molecular diagnosis was performed by conventional methods and by the new technique that has
been described in subobjective 1 (UPL RT-PCR). Eight of 13 necropsied animals (62%) and eight of
11 striped dolphins (73%) were positive to CeMV by UPL RT-PCR in more than one tissue
suggesting a systemic infection of the disease and additionally the new technique could be validated
in suspected cases. Additionally, molecular diagnosis by conventional PCR was performed. Because
the low viral charge, conventional PCR could only detect one positive sample (brain) from one
animal. The epidemiological study of the outbreak was performed and was observed the prevalence
of the virus in different cetacean population, or sex, age or location. In this outbreak the animals
were young, the lesions were really poor and the viral charge was really low. However, comparing
with the previous outbreaks, in 1990, around 100 animals were stranded, they were all ages, the
lesions were severe and the viral charge was high. In 2007, around 100 animals stranded, they were
subadults, the lesions were less severe and the viral charge was lower. Therefore these results suggest
the animals could have immunity from previous outbreaks, and this is why the viral charge was so
low and the dolphins were so young. Phylogenetic analysis was also carried out with the obtained
sequences and was compared with the previous outbreaks sequences to get a hypothesis about the
origin of this outbreak. The obtained sequence was almost identical to 2007 sequence, suggesting it

could come from Mediterranean Sea.

The last subobjective was the epidemiological tracing of CeMYV, in all cetaceans that
stranded on Valencian Community Coasts after 2011 outbreak until December 2014. Because
the UPL RT-PCR had been validated and standardized during 2011 outbreak, this method was used
for CeMV diagnosis in necropsied animals in this period. Only three dolphins were positive to DMV
and one year was the difference between their stranding dates. A severe systemic infection of
dolphin morbillivirus (IDMV) was found with a high viral title finding the virus by conventional and
real time PCRs in all analyzed samples, by immunohistochemistry and electron microscopy.

However obtained sequences from the three animals were different between them by phylogenetic

Xiv
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analysis. On one hand, the first animal sequence was almost identical to DMV 2011 outbreak
sequence. On the other hand, the second and third sequences were identical between them and
different to first animal sequence. In addition, this sequence was phylogenetically closer to 1990
outbreak sequence than to 2007 or 2011 sequences. This is the first report of a DMV systemic

infection in an interepizootic petriod.

The second objective of this Ph.D was the detection of unknown viruses in
cetaceans, being adenovirus the identified virus in this objective. Because the ignorance of the
majority of viruses in cetaceans, we tried to identify any virus when the animal present any symptom
suspected of viral infection. During October 2013, four bottlenose dolphins from Oceanografic of
Valencia started with gastroenteritis with viral symptoms (diarrhea, vomiting and anorexia)
suggesting a new virus could be implicated. Bacterial infection was discarded because any significant
bacterium was found in fecal samples. Additionally, other agents were discarded as calicivirus,
rotavirus, parvovirus or Cryptosporidium. However, the presence of antibodies against canine
adenovirus (CAV-1) in serum samples from symptomatic animals made us to develop two
conventional PCRs to detect novel adenoviruses. These two PCRs amplified the genes of
polymerase and hexon proteins. Adenovirus was identified by molecular diagnosis from fecal
samples from symptomatic animals and was confirmed by sequencing. No antibodies against CAV-
1, and no adenovirus were found in samples from asymptomatic animals. The obtained sequences
from polymerase and hexon protein of this virus suggest a new species of adenovirus. Finally, the
study of the disease was performed, with a relative quantification in fecal samples along the disease.
The conclusion was the animals still eliminate the virus 5 days after the symptoms disappear. To
confirm the adenovirus presence, the virus was isolated in cell culture. Because no dolphin cell line
exists and adenovirus is specie specific, alternatives were looked for and a report was found where
CAV-1 could infect HeLa. Therefore the Hela cells culture were infected with this adenovirus and
5 days after infection, the supernatant became positive and the obtained sequence was identical to
obtained sequence in fecal samples. Electron microscopy was performed to confirm the adenovirus
presence. Strange particles with similar size to adenovirus were found in the nucleus of the cell.
However the morphology was not the identical to adenovirus morphology (capsid spikes). Finally
immunohistochemistry was performed with monoclonal CAV-1 antibody as primary antibody and
Alexa 488-conjugated goat anti-mouse as secondary antibody. The infected cells showed

fluorescence in the nucleus and cytoplasm. But in negative samples no fluorescence was showed.
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This has been the first description of adenovirus in cetaceans and the association of this virus with

selflimiting gastroenteritis.
Finally, this Ph.D contributes with relevant information to cetacean field because it

improves the diagnosis techniques for CeMV, describes a new CeMV outbreak and has incorporated

a new virus to the known viral list at that moment.
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CAPITULO I: Introduccién

1. GENERALIDADES DE LOS CETACEOS

Actualmente existen tres ordenes distintos en los mamiferos marinos: Cefacea (ballenas,
marsopas y delfines), Carnivora (osos polares, nutrias, focas, leones marinos y morsas), y Sirenia
(manaties y dugongs). Gracias a las técnicas moleculares, varios estudios han propuesto insertar a los
cetaceos dentro del orden Artiodactyla (ungulados de pezufa plana). Hasta el momento 78 especies
de cetaceos vivos forman dos subdrdenes, el de los Mysticeti (ballenas barbadas) y el de los
Odontoceti (ballenas dentadas) (Reidarson, 2003).

Misticetos y Odontocetos comparten muchas caracteristicas pero pueden diferenciarse
gracias a que los misticetos poseen barbas (aparato filtrador) compuestas por queratina, dos
espiraculos externos, mandibula no sinfiseal y “dimorfismo sexual inverso” (hembras adultas mas
grandes). En cuanto a la perspectiva anatémica, los ceticeos tienen una serie de modificaciones que
son de mayor grado que las de cualquier otro mamifero. Para adaptarse al medio acuatico, poseen
diferencias morfolégicas obvias y fisiologicas algo mas sutiles. Pueden moverse libremente en el
agua, regular el intercambio de calor y visualizar la presa en un medio oscuro.

En los dltimos afos el mundo de los mamiferos marinos ha generado un gran interés, tanto
cientifico como sanitario, asi como una gran sensibilidad por parte de la poblacion general.
Posiblemente, la motivaciéon de las nuevas generaciones por cuidar el medio ambiente y el
mantenimiento de los ecosistemas, ha hecho que se preste una especial atencién en mantener y
proteger las diferentes especies tanto terrestres como marinas. De hecho, la proteccion y
conservaciéon de los ecosistemas marinos es actualmente una prioridad mundial, por lo que es
esencial mejorar nuestro conocimiento acerca de los mecanismos basicos que influyen en los mismos
y su estado sanitario. Se dice que los mamiferos marinos son los mejores embajadores que existen
para el medio marino debido a su popularidad en la poblacion en general. Es por ello que en los
ultimos afios se ha hablado de los mamiferos marinos como centinelas del mar. Por ejemplo, un
aumento del nimero de varamientos de ceticeos, ya sean vivos o muertos, pueden crear inquietud
sobre la salud de nuestros mares y océanos (Geraci and Lounsbury, 1993). Asi que la necesidad de
un seguimiento toxicolégico e infeccioso de estos animales se ha puesto de manifiesto en las tltimas

décadas ya que son el espejo de lo que puede estar ocurriendo en el ambiente marino.
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2. ENFERMEDADES EMERGENTES Y REEMERGENTES

Las enfermedades emergentes y re-emergentes afectan tanto a los animales como a las
plantas de todo el mundo. Cada vez que aparecen nuevas enfermedades zoonoéticas suelen producir
una preocupacién en la sociedad por el impacto que puedan tener en la salud publica. Sin embargo,
también existen otras enfermedades que a pesar de no ser zoonodticas, puede causar una gran
morbilidad o mortalidad y por ello también son preocupantes por su importancia en la conservacion
de estos animales (Miller et al., 2000). Algunas de estas enfermedades pueden ser devastadoras en

animales que estén en peligro de extincién, donde los niveles de poblacion son excesivamente bajos

(Harwood and Hall, 1990).

De hecho, las enfermedades emergentes se definen como aquellas enfermedades que no
habfan sido descritas previamente, o que estan consideradas como una nueva amenaza para las
especies afectadas (Wilson, 1999). En cambio las enfermedades re-emergentes son aquellas que
histéricamente se consideraban como erradicadas o que ya no suponfan un problema importante.
Desafortunadamente, es muy dificil definir correctamente una enfermedad como emergente o re-
emergente en la fauna silvestre. Por ello, en estos animales en los que se incluyen los cetaceos es mas
apropiado hablar de enfermedades presuntamente emergentes o reemergentes, debido a la falta de

datos historicos o valores de referencia que nos permitieran sacar conclusiones de si es un tipo u

otro (Miller et al., 2000).

Se han descrito dos vias distintas a través de las cuales la fauna silvestre esta expuesta a las
enfermedades emergentes (Daszak et al.,, 2000). La primera de ellas dice que las enfermedades
emergen en las especies de la fauna silvestre como resultado de la relaciéon con las especies
domésticas. Esta ruta se ha vuelto cada vez mas comun, ya que las especies domésticas invaden el
habitat de las especies salvajes y cada vez hay mas contacto entre ellas. La introduccion del virus del
moquillo canino (CDV) en las focas es un ejemplo claro de esta ruta. Inicialmente, la etiologfa en los
brotes de morbillivirus en focas ocurridas en los afos 80 se caracterizé serolégicamente como
moquillo de las focas(PDV)1 y PDV-2 (Ross et al.,, 1992). Estas dos cepas eran antigénicamente
distintas a CDV y cualquier otra (Visser et al., 1990). Sin embargo, posteriormente al realizar el
analisis molecular de los aislados de tejidos de nerpa Baikal(Phocasibirica)reveldla cepa salvaje
CDV(Visser et al., 1993). La transmisién de esta nueva cepa parece ser que podria haberse dado via

aerosoles de los perros domésticos o salvajes (Lyons et al., 1993). Ademas se ha demostrado que
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especies terrestres adyacentes y susceptibles a esta enfermedad, como son los mapaches y los zorros,

también juegan un papel importante en la transmisién por aerosoles de CDV.

La segunda ruta se produce como una desafortunada consecuencia de la reintroduccion de
especies con fines de conservaciéon (Daszak et al, 2000). Esta practica ha permitido el
desplazamiento de estos hospedadores y de organismos patogenos, facilitando la exposicion de
animales previamente ‘“naive” a nuevas enfermedades. En mamiferos marinos esta ruta es
extremadamente rara aunque existe algun caso como la difusién de leptospirosis en foca comuin
(Phocavitulina) durante la recuperacion de estos animales. Probablemente fue debido a la exposicion

de estas focas a animales terrestres como las mofetas (Stamper et al., 1998).

Por dltimo, un fenémeno natural como son los meteorologicos pueden tener efectos severos
en las especies y pueden ayudar a la proliferacion y/o transporte de organismos patogénicos
(Fauquier et al., 1998; Hoegh-Guldberg, 1999). Esta tercera ruta es especialmente relevante parala

fauna marina, y podria ser la mayor causa de reemergencia de las enfermedades (Harvell et al., 1999).

Por ello, ya sean enfermedades emergentes o reemergentes, estas enfermedades merecen
especial atenciéon por los efectos devastadores y por su etiologfa compleja. Las epizootias
normalmente implican distintas entidades de la enfermedad, con una etiologfa primaria muy dificil o
imposible de determinar. Por ejemplo, en las infecciones por morbillivirus, que no hay ningun brote
descrito ni en pinnipedos ni en cetaceos antes de 1988, ha resultado en mas de 7 epizootias en
mamiferos marinos, y ha estado implicado en mortalidades masivas en poblaciones de foca monje
(Monachusmonachus) (Kennedy, 1998; Osterhaus et al, 1997). Sin embargo algunos estudios
atribuyeron a un bloom de algas nocivas de .Alexandriumsppla principal causa de este evento de
mortalidad masiva (Hernandez et al.,, 1998), resultando en un debate posterior en la sociedad
cientifica (Harwood, 1998). Es por todo esto que se ha visto la necesidad del trabajo conjunto con

equipos multidisciplinares.

Gracias a todas estas circunstancias, la dltima tecnologia en laboratorio se ha puesto en
marcha para identificar estos procesos y la etiologfa del mismo. La reacciéon de la cadena de la
polimerasa (PCR), microscopia electrénica, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia e incluso
metagenomica son algunas de las técnicas que se aplican actualmente en mamiferos marinos para su

diagnostico. La combinacion de todas estas técnicas con el seguimiento de las poblaciones marinas
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ha sido la clave para la comprension de algunas enfermedades en la fauna salvaje. Gracias a estas

herramientas muchas enfermedades han podido ser clasificadas como emergentes o reemergentes.

En los cetaceos, que es el tema que nos atafie, las enfermedades virales, bacterianas y
neoplasicas son las mas importantes dentro de las enfermedades emergentes y reemergentes (Tabla
1). Algunos papilomasy/o fibropapilomas benignos se han caracterizado microscoépicamente y
macroscopicamente tanto en mucosa como en piel de distintas especies de cetaceos. Papilomavirus
se ha relacionado a lesiones encontradas en orcas (Oreinus orca), cachalote (Physetermacrocephalus),
belugas (Delphinapteruslencas), en marsopa comuin y de Burmeister (Phocoenaspinipinnis), en el delfin
oscuro y en delfines mulares (Bossart et al., 2001; De Guise et al., 1994; Lambertsen et al., 1987; Van
Bressem et al., 1996; Van Bressem et al., 1999). Ademas, el ADN de papilomavirus se ha
conseguido amplificar con técnicas moleculares en verrugas encontradas en la hendidura genital de
marsopas negras, delfines oscuros, y de delfines mulares recuperados en la costa peruana

(Cassonnet et al., 1999).

Por otro lado algunas enfermedades bacterianas también han generado problemas a los
cetaceos. Entre ellas se encuentra la brucelosis. Aparentemente es una enfermedad infecciosa nueva
en estos animales, y su aparicion conlleva implicaciones tanto por su caracter zoondtico y como por
las pérdidas econémicas que conlleva. Las primeras detecciones de brucelosis que se han descrito se
dieron en marsopas, en delfines (Foster et al., 1996) y en un delfin mular abortado (Miller et al.,
1999) . Sin embargo, en un estudio retrospectivo en sueros de pinnipedos y cetaceos varados en las
costas de Inglaterra y Gales entre 1989 y 1995 revelaron que la primera muestra positiva se dio antes
de 1990 (Jepson et al., 1997). Recientemente, se aislé una nueva especie de Helicobacterde la mucosa
gastrica de delfines del Atlantico (Lagenorhyncusacutus) y se identificé usando PCR (Fox et al., 2000).
Ademas se demostro la asociacion de la presencia de las espiroquetas del He/icobacter con la gastritis
linfoplasmocitica proliferativa. Por ello se lleg6 a la conclusion de que Helicobacter podria tener un rol
importante en la patogénesis en la gastritis y ulceracion en delfines. Por ultimo, Erysipelothrix
rbusiopathiae es el agente etiologico de la enfermedad de erisipela. Existen tres formas de la
enfermedad en humanos pero en cetaceos soélo se ha descrito la dermatoldgica y la sistémica aguda.
Esta enfermedad se ha descrito en distintas especies de ceticeos que incluyen: Tursiops truncatus,
Stenella plagiodon, Globicephala melas, Tursiops aduncus, Lagenorhynchus albirostris, Lagenorhynchusobliquidens,
D. leucas, Grampus griseus, O. orca yPhocoena phocoena(Boseret et al., 2002; Buck and Spotte, 1980;
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Chastel et al., 1975; Kinsel et al., 1997; Melero et al., 2011; Seibold and Neal, 1956; Thurman et al.,
1983; Young et al., 1997). En cetaceos, que son la especie de mamiferos marinos mas susceptible a
esta enfermedad, las lesiones aparecen como marcas romboidales de tonalidad grisdcea con los lados
marcados por todo el cuerpo. Tradicionalmente se ha asociado esta enfermedad a los cetaceos en
cautividad por la ingesta de pescado contaminado por la mala preservaciéon del mismo. Sin embargo,
también existen reportes de esta enfermedad en cetaceos salvajes(Chastel et al., 1975), uno de ellos
procedente del Mediterraneo(Melero et al., 2011).

Referencia \

Enfermedad/Organismo Especie

Papilomavirus

Orcinus orca
(Orca)

Bossart et al., 1997; 2001[29]

Tursiops truncatus
(Delfin mular del Atlantico)

Cassonnet et al., 1999

Phocoena phocoena
(Marsopacomun)

Van Bressem et al., 1999

Lagenorhynchus obscurus
(Delfinoscuro)

Phocoenaspinipinnis
(Marsopanegra)

Tursiopstruncatus
(Delfin mular del Atlantico)

Morbillivirus de la marsopa

Tursiopstruncatus
(Delfin mular del Atlantico)

Barrett et al., 1993[30]

Phocoenaphocoena Taubenberger et al., 1996[31]
(Marsopacomiin)
Tursiopstruncatus Domingo et al., 1990[32]
(Delfin mular del Atlantico)

Morbillivirus del delfin Stenellacoernleoalba Lipscomb et al., 1994[33]
(Delfinlistado)
Delphinnsdelphis Taubenberger et al., 1996

(Delfin comun del Pacifico)

Delphinusdelphisponticus
(Deldin comuin del Mar negro)

Reidarson et al., 1998; [34]
Birkun et al., 1999[35]

Morbillivirus del calderon

Globicephalamelaena/ melas
(Calder6én comin)

Taubenberger et al., 2000[36]

Morbillivirus desconocido

Balaenopteraphysalns
(Rorcualcomun)

Jauniaux et al., 1998[37]

Arbovirus (Togavirus)
encefalitis

Orcinus orca
(Oxca)

Hepatitis hepadnaviral

Lagenorhynchusobliquidens
(Delfin del Pacifico de lados
blancos)

Bossart et al., 1990; [38]
Bossart, unpublished data

Tursiopstruncatus

(Delfin mular del Atlantico)

Tursiopstruncatus Foster et al., 1996[25]
(Delfin mular del Atlantico)

Lagenorhynchusacutus Clavareau et al., 1998[39]

(Delfin de flancos blancos del
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Brucellaspp.

Atlantico)

Stenellacoernleoalba
(Delfinlistado)

Delphinns delphis
(Delfincomun)

Phocoenaphocoena
(Marsopacomun)

Orcinus orca
(Orca)

Globicephala spp.
(Calderon)

Balaenopteraacutorostrata
(Rorcualaliblanco)

Miller et al., 1999[26]

Balaenopteraphysalus
(Rorcual comin)

Balaenoptera borealis
(Rorcualnortefio)

Helicobacterspp.

Lagenorhynchusacutus
(Delfin de flancos blancos del
Atlantico)

Fox et al., 2000[28]

Lobomicosis

Tursiopstruncatus
(Delfin mular del Atlantico)

Haubold et al., 1998[40]

Histoplasmosis

Tursiopstruncatus
(Delfin mular del Atlantico)

Jensen