UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS VETERINARIAS

POR LA REALIZACION PLENA DEL SER

OV AVAISYTAINN
AJA CALIFORNIA

“IDENTIFICACION MOLECULAR DE MICROBIOTA EN AVES

SILVESTRES EN BAJA CALIFORNIA, MEXICO”

TESIS

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS VETERINARIAS

PRESENTA:
ALEJANDRA JAQUELINE MORENO CORONADO
DIRECTOR DE TESIS
DR. GERARDO ENRIQUE MEDINA BASULTO

MEXICALI, B.C. MEXICO JUNIO 2022



Identificacion molecular de microbiota en aves silvestres en Baja California,
México. Tesis presentada por Alejandra Jaqueline Moreno Coronado como
requisito parcial para obtener el grado de Maestro en Ciencias Veterinarias, que

ha sido aprobada por el siguiente comité:

Dr. GERARDO ENRIQUE MEDINA BASULTO

Director de Tesis

Dra. SAWAKO HORI-OSHIMA

Secretaria

Dr. JULIO ALFONSO MERCADO RODRIGUEZ

Asesor

Mexicali, Baja California, México JUNIO 2022
AGRADECIMIENTOS



Al Consejo Nacional de Ciencia y tecnologia (CONACyYT) por concederme el apoyo

econdmico durante todos estos dos afos.

Al Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias (IICV) y a la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC) por darme un espacio para realizar este tan

especial proyecto.

Agradecer a la Coordinacion de Maestria en Ciencias Veterinarias por resolver todas
las dudas, ayudar en el proceso y darme la oportunidad de ser alumna de este

posgrado.

Agradecimiento infinito a mi tutor, el Dr. Gerardo Enrique Medina Basulto, por
permitirme ser su alumna y haber planeado esta investigacién. Gracias por su

paciencia, comprension y confianza.

A la Dra. Sawako Hori por ayudarme con todas mis dudas, no sélo relacionadas a la
Maestria, también a todos los consejos de vida, maternidad y palabras de aliento. Y

claro, todas esas degustaciones de comida japonesa.

Al Doctor Julio Mercado Rodriguez por ayudarme con la realizacion de este proyecto

y todas mis presentaciones.

A mis compafieros de laboratorio y de generacion porque siempre aportaron felicidad

y palabras de aliento cuando todo se veia imposible.

DEDICATORIA



A mi hija Mila, que me ha ensefiado a ser una mejor persona. Siempre seras el motivo

para superarme. Te amo.

A mi hermana Andrea que siempre me ha apoyado en todo lo que hago y, sobre todo,

ser la que cree en mi aun cuando yo no lo hago.

A mi padre y a mi hermano por el apoyo y sus palabras de &nimo.

A mi abuela y a mi madre, que siempre me ayudaron y protegieron desde que
emprendi este viaje sola. Estoy segura de que estan muy a gusto tomandose un café

juntas en el cielo.

Al padre de mi hija por ayudarme a llevar a cabo este proyecto.

A mis amigas que siempre estan para darme sus hermosas palabras de aliento, mil

gracias.

A mi amiga Yazneva, por todo su amor y apoyo infinito.

A Sara y a su familia que nos apoyaron incondicionalmente desde el momento que

nos conocieron.

A Mary y a su familia, por adoptarnos como su familia.

RESUMEN



En el presente estudio, se identificaron molecularmente aislados bacterianos
obtenidos de aves decomisadas, rescatadas y declaradas en riesgo (condor de
California) en el estado de Baja California. Se obtuvieron 36 aislados
correspondientes a 16 especies de bacterias en 21 aves de 9 especies diferentes.
De las aves muestreadas, 5 fueron loros (Amazona finschi) decomisados por
personal de PROFEPA en el transcurso de su trafico ilegal. Otro grupo de aves fueron
rescatadas en diferentes partes de la ciudad de Mexicali Baja California, 1 aguila
pescadora (Pandion haliaetus), 1 chotacabras (Chordeiles acutipennis), 1 buho
llanero (Athene cunicularia), 1 halcon Harrys (Parabuteo unicinctus), 1 halcon cola
roja (Buteo jamaicensis) y 2 lechuzas de campanario (Tyto alba). Finalmente, se
obtuvieron muestras de 9 condores de California (Gymnogyps californianus) dentro
del Programa Binacional para la Recuperacion y Conservacion del Condor de
California. De las 16 especies bacterianas, 10 aislados pertenecieron al género
Staphyloccocus (27.78%), 10 a Escherichia (27.78%), 1 a Macrococcus (2.78%), 1 a
Hafnia (2.78%), 4 a Proteus (11.11%), 1 a Lysinibacillus (2.78%), 5 a Enterococcus
(13.89%), 1 a Vagococcus (2.78%), 1 a Enterobacter (2.78%), 1 a Arthrobacter
(2.78%) y 1 a Psychrobacter (2.78%). Este es el primero estudio el cual obtuvo
aislados bacterianos patégenos y con potencial zoonético en céndor de California

(Gymnogyps californianus) y otras especies de aves silvestres en la region.

Palaras clave: identificacion, microbiota, aves, condor, salud publica.

ABSTRACT



In the present study, bacterial isolates obtained from seized, rescued and
declared at risk birds (California condor) in the state of Baja California were
molecularly identified. Thirty-six isolates corresponding to 16 bacterial species were
obtained from 21 birds of 9 different species. Of the birds sampled, 5 were parrots
(Amazona finschi) seized by PROFEPA personnel during illegal trafficking. Another
group of birds were rescued in different parts of the city of Mexicali Baja California, 1
osprey (Pandion haliaetus), 1 nightjar (Chordeiles acutipennis), 1 burrowing owl
(Athene cunicularia), 1 Harrys hawk (Parabuteo unicinctus), 1 red-tailed hawk (Buteo
jamaicensis) and 2 barn owls (Tyto alba). Also, 9 samples were obtained from
California condors (Gymnogyps californianus) within the Binational Program for the
Recovery and Conservation of the California Condor. Of the 16 bacterial species, 10
isolates belonged to the genus Staphyloccocus (27.78%), 10 to Escherichia (27.78%),
1 to Macrococcus (2.78%), 1 to Hafnia (2.78%), 4 to Proteus (11. 11%), 1 to
Lysinibacillus (2.78%), 5 to Enterococcus (13.89%), 1 to Vagococcus (2.78%), 1 to
Enterobacter (2.78%), 1 to Arthrobacter (2.78%) and 1 to Psychrobacter (2.78%).
This study is the first in which pathogenic bacterial isolates with zoonotic potential
were obtained in California condor (Gymnogyps californianus) and other wild bird

species in the region.

Keywords: Identification, microbiota, birds, condor, public health.
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INTRODUCCION

Vida silvestre abarca todo aquel organismo y microorganismo (flora,
hongos, fauna, etcétera), que vive libremente en su habitat (DOF, 2000). Las
aves, como parte de la fauna son muy importantes tanto por su papel biélogico
en los ecosistemas como por su contacto con el humano a lo largo de los afos,
formando parte de la mitologia y de otras diversas formas en la historia de los

pueblos (Navarro, 1994).

Segun Chuchipe (2021), la importancia a nivel ecologico de las aves en el
mundo reside en diversos puntos como en la polinizacion y dispersion de semillas
de un lugar a otro. Ademas, tienen un papel importante como indicadores, por su
presencia o ausencia, del deterioro de la calidad ambiental de cualquier habitat

(Osorio y Molina 2007).

A nivel econdmico las aves han contribuido como alimento para el humano
con la comercializacion de su carne y huevos. De igual manera el aviturismo, el
cual se estimé que, en el afio 2019 en México, registré 1,183,095 avituristas,
equivalente a una derrama econémica de 329 millones de doélares USD (Cantu et

al., 2020).

Las aves silvestres en particular son importantes también para la salud
publica, porque pueden ser portadoras de patdgenos transmisibles a los
humanos, ya sea como reservorio o dispersando vectores de artropodos

infectados a través de la migracion. Ademas, la importancia del estudio de la



microbiota reside en la correlacion directa entre la salud de las aves y su
composicidn, ya que ésta puede ayudar en diferentes procesos metabdlicos en

el organismo (Reed et al., 2003). (Farrel et al., 2013).

Hoy en dia las aves atraviesan un periodo critico en su existencia. Las
amenazas de extincion son muchas, pero la principal es la pérdida de habitat
causada por el hombre, el cual también es responsable del comercio de aves, la
captura incidental de aves marinas e indirectamente, la invasion de aves exoéticas
que buscan un lugar donde vivir (Garcia-Moreno et al., 2007). Naturalmente, las
aves buscaran refugio en otro lugar siendo las ciudades y los alrededores, sitios
de eleccion del 20% de las aves amenazadas o desplazadas de su habitat natural
(Osorio y Molina, 2009). La utilizacién de forma legal del aprovechamiento de
animales incluye partes o derivados de especies silvestres ya sea por caza,
captura o colecta, o a través de actividades relacionadas con su habitat natural
sin extraerlos de ella. La extraccion y pérdida de habitat han ocasionado que
muchas especies se encuentren en peligro de extincidon, amenazadas o extintas
(SEMARNAT, 2013), por lo que es importante su estudio para ayudar en su

conservacion por un lado y para evitar posibles problemas de salud publica.

REVISION DE LITERATURA
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Antecedentes histoéricos

Las aves silvestres de México se encuentran estrechamente relacionadas
con la historia sobre el conocimiento y exploracion biolégica de este pais. Datan
del siglo XVIIl y comienzos del siglo XIX las primeras descripciones cientificas de
especies de aves en México (Navarro-Singuenza et al., 2007, Escalante et al.,

1998).

A finales del siglo XIX, cientificos mostraron interés en lo que ahora
conocemos como microbiota. Debido a que Robert Koch demostro la teoria de
los gérmenes, se tenia la visién que el Unico rol de los microbios que habitaban
en un huésped era causar enfermedades infecciosas. En 1884, Thedore
Escherich, comenz6 una serie de estudios sobre el impacto e importancia de las
bacterias que habitan en el intestino, su fisiologia y patologia. Fue asi como la
vision de los gérmenes tomo un cambio radical y pasaron de todos patogénicos,
a posiblemente beneficiosos para el hospedero y flora (Hacker y Blum-
Oehler,2007; Savage, 2001). Unos afos después, llya Mechnikov comenzé a

estudiar la microflora habitual del ser humano (Arguelles, 2008).

Generalidades de las aves

Esqueleto: Esta compuesto por huesos porosos, largos y huecos, lo que
le confiere la caracteristica de ser liviano pero muy resistente. Algunos huesos
se encuentran fusionados, como las veértebras, lo que contribuye a poder volar

(Del Olmo, 2007, Arizmendi y Martinez, 2012).



Sistema respiratorio: Los pulmones de las aves son 6rganos potentes y
semi rigidos. Una caracteristica particular que los hace diferentes a otros
vertebrados, son los sacos aéreos. Estas estructuras en forma de bolsa permiten
les permite captar mas oxigeno. Frecuentemente se encuentran de 7 a 14 sacos,
los cuales se interconectan con los pulmones y ayudan a mantener un flujo
continuo de aire que propicia la purificacion del oxigeno. Ademas, contribuyen en
el canto, sonido caracteristico de las aves, y la disminucion del calor provocado

por el vuelo (Del Olmo, 2007, Arizmendi y Martinez, 2012).

Sistema digestivo: Esta compuesto por el pico, eséfago, buche, molleja,
higado, péncreas, intestinos y cloaca. Algunas de las caracteristicas mas
peculiares del sistema digestivo del ave es la ausencia de dientes, lo que las hace

mas ligeras para volar (Del Olmo, 2007, Arizmendi y Martinez, 2012).

Aves silvestres

Se le denomina ave a todo aquel grupo de vertebrados endotermos, cuyas
caracteristicas incluyen plumaje, ponen huevos de cascar6n duro vy
caracteristicas anatébmicas que le ayudan a su actividad mas particular, el vuelo.

(Del Olmo, 2007).

Las aves, representan un grupo ampliamente estudiado a lo largo de los
afos y altamente diversificado con adaptaciones unicas que han sucedido a lo
largo de 50 millones de afios de evolucion, debido a una radiacion acelerada (Jetz

et al., 2012).



México es un pais que cuenta con una extensa diversidad de aves
silvestres. Se encuentra en el onceavo lugar y en el cuarto de riqueza de aves y
endemismo, respectivamente. Existen alrededor de 10,500 especies de aves en
el mundo. Nuestro pais alberga cerca del 11% del total de especies de aves, del
cual, de 194 a 212 especies, se consideran endémicas. La diversidad
avifaunistica abarca 26 ordenes, 94 familias, 471 géneros y 1,069 especies de
aves. Entre estas aves, el 70% son residentes y el 30% son migratorias, lo que
quiere decir que llegan a nuestro pais transitoria o estacionalmente con
propésitos reproductivos o debido al clima (Del Olmo, 2007, Navarro-Singlenza

et al., 2014).

Importancia de las aves en el mundo.

Hoy en dia, las aves son uno de los animales con mas relevancia en el planeta.
Las aves tienen un valor no s6lo econémico y ecoldgico, también cultural, artistico
y cientifico. Las aves aparecen como simbolos culturales a lo largo de la historia,
desde Horus el dios egipcio de la creaciéon representado como un halcén, hasta
la bandera mexicana que, en su sello, podemos encontrar el aguila real. Las aves
contribuyeron a moldear las ideas de Darwin sobre la evolucién a traves de la
seleccion natural, utilizando pinzones de las islas Galapagos. En el Arte, han sido
fuente de inspiracion de numerosas pinturas, simbolos religiosos y masica. Su
rol mas importante se encuentra en los servicios ecosistémicos como la
polinizacion, dispersion de semillas, depredacion de insectos y eliminacion de
cadaveres. Estudios demuestran que existen aves que se alimentan del néctar,

por lo tanto, llegan a polinizar cerca del 15% de las plantas en América. Ademas,
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tienen un valor econdmico en diversas actividades como la caza, el comercio de
mascotas y la observacion por aficionados (Bird Life International, 2018; Berlanga
2001; Buzato et al., 2000). Segun Cantu et al., (2020), del 2006 al 2019, en
México el aviturismo tuvo un aumento de 1,382% con una derrama economica
de 393 millones de dolares (USD) y 1,501% en avituristas en su mayoria

mexicanos.

Las aves son de importancia para la salud publica debido a que muchas
son migratorias, es posible que estas sean responsables de la dispersion
geografica a nivel mundial de microorganismos patdégenos como virus del Oeste
del Nilo, Sindbis, Influenza A, Newcastle y otros, protozoos como Criptosporidia
y bacterias como Salmonella, Borrelia y otras (Jourdain et al., 2007). Debido al
crecimiento de la poblacion humana, el intercambio de microorganismos en forma
multidireccional ha sido posible gracias a la interaccion entre la fauna silvestre,
el humano, los animales de produccion y el ambiente que los rodea (Rhyan y
Spraker, 2007). El establecimiento de nuevas enfermedades infecciosas en
poblaciones que no han sido infectadas puede deberse a la interaccién entre los

humanos, los animales domésticos y la fauna silvestre (Smith et al., 2006).

Trafico ilegal de aves silvestres

En la actualidad se reconoce que el planeta se encuentra en el sexto
episodio de extincion masiva y el primero en ser impulsado por el hombre

(BirdLife International, 2018). En Meéxico, la gran caida que muestran las



poblaciones silvestres es, sobre todo debida al trafico ilegal (WWF, 2012). El
comercio Yy trafico ilegal genera ganancias mayores a los 20 mil millones de
dolares, convirtiéndolo en la tercera actividad ilegal mas lucrativa del mundo
(Garza-Almanza, 2008; Interpol, 2008). México ha enfocado sus esfuerzos en el
desarrollo de marcos legales y estructuras gubernamentales para la
implementacion de politicas que promocionen el aprovechamiento sostenible de
la fauna silvestre, sin que los beneficios socioeconémicos sean afectados.

(Reuter y Mosig, 2010).

El trafico ilegal de vida silvestre se describe como la explotacion de la flora
y fauna silvestre no respetando las leyes y tratados nacionales e internacionales.
En esta definicion, se incluye la extraccion, acopio, transporte, comercializacion

y posesion de especies silvestres (Zimmerman, 2003).

Una de las aves mas traficadas en México son las psitacidas. Entre 65,000 a
78,500 pericos son capturados cada afio y s6lo menos del 25% llega a su destino
como aves de compafiia. Desafortunadamente, so6lo el 2% son aseguradas por

PROFEPA (Cantu et al., 2007).

Se considera que, en México las 10 familias de aves con mas ejemplares
en categorias de riesgo son: Trochilidae, Psittacidae, Accipitridae, Parulidae,
Emberizidae, Tyrannidae, Stringidae, Troglodytidae y Scolopacidae (Pulido,

2018).



De acuerdo con WWF (2012), el trafico ilegal es impulsado por una cadena de
valor, que es posible gracias a un grupo de consumidores diferentes, cuyo

principal factor de consumo es su cultura que normaliza su consumo.

Con el fin de establecer una referencia y proteccion, el gobierno de México
establecio la NOM-059-SEMARNAT-2010 donde se enlista las especies por
categoria de riesgo: probablemente extintas en el medio silvestre, en peligro de

extincion, Amenazadas y Sujetas a proteccion especial (PROFEPA, 2013).

Segun Ortiz-Pulido (2018), 655 especies han sido declaradas en alguna
categoria de riesgo, pero solo para 229 especies se han reportado acciones para
promover su conservacion. Por dltimo, concluye que México es un pais que tiene
mas aves en alguna categoria de riesgo de las que se encuentran en la

legislacion.

El condor de California, una especie casi declarada en extincion

Considerada el ave mas grande de Norteamérica, el Condor de California
(Gymnogyps californianus) es un buitre del Nuevo mundo, carrofiero por
excelencia, que volaba libremente sobre la Costa oeste de Norteamérica. En los
afios 80, hubo un declive drastico en su poblacién debido a una alta mortalidad
originada principalmente por el envenenamiento por plomo derivado de la ingesta
de fragmentos de municiones localizados en cadaveres (Meretsky et al., 1999;

De la Cruz y Peters, 2007).



En un estudio realizado en 2014 por Finkelstein y colaboradores, en
muestras de sangre tomadas anualmente entre 1979 y 2010 de cdéndores de
California, se encontraron que el 30% de las muestras tenian niveles de plomo
nocivos para la salud (=200 ng/ml) y que el 20% de las aves de vida libre, tienen

niveles de plomo en sangre de 2450 ng/ml.

Desde 1980, gracias al trabajo conjunto entre el gobierno de Méxicoy U.S
Fish and Wild Service (Estados Unidos), se puso en marcha un programa de
recuperacion de los condores de California llamado Plan de Recuperacion del
Condor de California que consistié en el manejo intensivo de reproduccion en
cautiverio de los ultimos 17 ejemplares vivos. Para 1983, existian ya 24 condores.
En 1995 los ejemplares aumentaron a poco mas de 100. En el afio 2011, se
contabilizaron 396 condores. Desde 1999 se puso en marcha el Plan para la
reintroduccion de ejemplares en el Parque Nacional Sierra de San Pedro Martir.
El 9 de octubre de 2002 fueron liberados exitosamente, los primeros 6
ejemplares. En el 2010, gracias al Programa Binacional para la Recuperacion y
Conservacion del Céndor de California, cambié de categoria de “Probablemente
extinto en el medio silvestre” a en Peligro de Extincion. La secretaria del Medio
Ambiente (SEDEMA) reporté en marzo de 2022, el décimo nacimiento de cria de
condores de Califronia en el Zooldgico de Chapupultepec. (SEMARNAT, 2012;

De la Cruz y Peters, 2007).



Fig. 1 Condores de California en la Sierra de San Pedro Martir (Endesu, 2021)
Importancia del estudio de las enfermedades en aves silvestres

Los cambios de origen humano en los ambientes naturales han
incrementado la exposicion a todos los microorganismos entre seres humanos y
animales silvestres. Estos ultimo han sido sumamente afectados por factores
como la pérdida de habitat, cadena de extincién y un declive en el nimero de
especies por parasitos, bacterias, protozoos y metales pesados. Como respuesta
a la emergencia surge la medicina de la conservacion, cuyo objetivo es la
conservacion de la biodiversidad y el restablecimiento de la salud de los

componentes naturales y sus ecosistemas. Esta disciplina contempla todos sus
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componentes como un todo y cualquier cambio afecta negativamente en los otros

(Saggese, 2007).

Para muchos profesionales dedicados al trabajo de investigacion y
conservacion, el estudio de los patdgenos que afectan a aves silvestres, son
temas de gran interés siendo de mayor prioridad todas aquellas especies que se
encuentran en peligro de extincion, ya que el tamafio de su poblacién puede
disminuir debido a la susceptibilidad de brotes infecciosos (Suarez-Pérez, 2011).
Con el paso del tiempo, la concientizaciéon de la relacion de los animales
silvestres con las patologias zoonéticas ha permitido el incremento de los
estudios sobre enfermedades en animales y los potenciales riesgos a la salud

humana (Wobeser, 2006).

Microbiota de aves silvestres

Segun Gaumer, 2007, la microbiota se define como un conjunto o
ecosistema de microorganismos que se encuentran en un lugar definido. Se ha
considerado que el reflejo de la salud de los animales esta dado por la microbiota
gue habita en su tracto gastrointestinal. Las especies bacterianas que habitan
dentro de ellos son objeto de estudio para el hombre, ya que tienen gran
importancia tanto ecolégica como evolutiva (Ezenwa et al., 2012). Algunas de
las funciones involucran procesos metabdlicos como procesamiento de los

nutrientes y la proteccion contra microorganismos patégenos. (Guamer, 2007).

De acuerdo con Ley y colaboradores (2006) existe una inmensa diversidad

microbiana en el planeta. A pesar de esto, la microbiota esta dominada en su
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mayoria por filos como Firmicutes y Proteobacterias y en menor abundancia
Bacteroidetes y Actinobacterias. Las aves silvestres y aves domeésticas presentan
porcentajes similares en la microbiota con un 25% del filo Proteobacterias, muy
diferente a la humana que presenta menos del 1% de este filo (Grond et al.,

2018).

Existen factores que determinan la composicién y dinamismo de la microbiota.
Los factores intrinsecos dependen meramente del ave e incluyen edad, sexo,
composicién genética y salud. Por otro lado, los factores extrinsecos se
presentan en componentes como la dieta del ave, la interaccién social y el

conjunto de indculos microbianos en el ambiente (Grond et al., 2018).

A diferencia de los mamiferos, las aves pueden adquirir bacterias de maneras
diferentes: pueden ser transferidas durante la cupula, a través de la transmision
vertical de madre a crias mediante la regurgitacion del alimento, y debido a las
condiciones ambientales y de alimento al momento de la eclosion del huevo

(Kohl, 2012, White et al., 2010).

Microbiota del tracto respiratorio de aves: De acuerdo con Kursa y
colaboradores, 2021, el tracto respiratorio es pieza fundamental en la salud y
desemperio de las aves. A pesar de la importancia de este, no se tiene mucha
informacion sobre las comunidades microbianas del tracto respiratorio de las
aves silvestres Tomando en cuenta lo anterior, se realizé un estudio en pavos en
el 2021, donde encontraron que la microbiota predominante en las vias

respiratorias altas presentes en mayor porcentaje fueron bacterias del filo
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Firmicutes (Bacilli y Clostridia) y en menor cantidad Proteobacterias,
Bacteroidetes, Actinobacterias, Cianobacterias y Tenericutes. Las bacterias que
mas se encontraron fueron Enterococcus, E. coli-Shigella, Lactobacillus, y

Pseudomonas, entre otras de la familia Enterobacteriaceae.

Aves silvestres como portadoras de agentes zoonoticos

Se considera que de todos los patégenos de humanos, el 60% tiene origen
animal, mas de 150 enfermedades provienen de animales y mas del 70% de

estas, son de animales silvestres (PROFEPA, 2013).

Existen patologias zoondéticas virales mortales de gran importancia
zoosanitaria como la influenza aviar HSN1 o la rabia, y otras bacterianas que
presentan sintomas de enfermedades comunes como la psitacosis, la cual es
una enfermedad respiratoria transmitida por loros, pavos y palomas (Pickering,

et al., 2008).

Otro ejemplo es Salmonella, las aves silvestres la adquieren debido a sus
caracteristicas alimenticias, por ejemplo, aves rapaces, carrofieras o que recogen
basura. Tales caracteristicas ayudan a que la bacteria se aloje en el intestino.
Las aves son relativamente resistentes a la enfermedad, pudiendo asi realizar el
papel de portadoras asintomaticas de la infeccion (Tizard, 2004). En humanos, la
enfermedad por Salmonella enteritidis se asocia al consumo de huevos y
productos derivados contaminados. Cuando el humano la consume, se aloja en

el intestino delgado, provocando gastroenteritis autolimitada y otras
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complicaciones severas como bacteremia o meningitis (Fica et al., 2001; Dunkley

et al., 2009; Patrick et al., 2004).

En un estudio realizado en Manchay, Lima, Peru, se capturaron 185 aves
de vida libre y se tomaron hisopados cloacales. De las 185 muestras procesadas,
4.3% (8/185) correspondieron a cepas de Salmonella spp, donde se aisl6 la
bacteria en 5.1% (6/118) de Passer domesticus, 3.2% (1/31) de Volatinia
jacarina 'y 33.33% (1/3) de Forpus coelestis. Finalmente, dado que la prevalencia
de Salmonella en aves de vida libre presenta una gran variacion entre estudios,
no es posible determinar si la variacion es el resultado de diferentes métodos de
muestreo y disefio de estudio aplicativo o si refleja una diferencia significativa en
la prevalencia de la enfermedad entre diferentes localidades y paises (Espinoza-

Ramirez y Morales-Cauti, 2019).

Migracion: Existen dos formas de dispersion de los organismos: la
migracion y la emigracion y tiene su evolucion. La migracion se presenta de
acuerdo con las estaciones del afio y la emigracién es un cambio definitivo de
area geografica. El objetivo es la busqueda de mejorar la calidad de vida y
supervivencia de la especie. Son de gran importancia para el proceso evolutivo
ya que tienen un impacto directo en la estabilidad de los ecosistemas y de la
especie. Los problemas que ha generado el ser humano, como el cambio
climatico, afectan gravemente estas dos formas de dispersion ya que elimina
muchos de los procesos migratorios. En consecuencia, esto llevara a la
reestructuracion de los ecosistemas y sus dinamicas y la extincibn masiva de

especies (Madrigal, 2004).
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La migracion es un evento que causa estrés en las aves y debido a que
éste produce inmunosupresion, la resistencia de enfermedades infecciosas
puede verse disminuida y a su vez, puede aumentar la tasa de diseminacién y la
duracion del nivel de viremia y/o bacteriemia de un agente infeccioso (Gylfe et

al., 2000).

Las aves sirven como un portador biolégico cuando el agente patdgeno se
reproduce o replica en el cuerpo del ave y como portador mecanico cuando el

patdgeno no se multiplica en ella (Hubalek, 2004).

Por ejemplo, las aves acuaticas silvestres (Anseriformes) representan los
principales hospedadores naturales de diversas cepas de virus de la Influenza A
en todo el mundo, incluido el subtipo H5N1 altamente patdgeno (HP) que puede

infectar letalmente a los humanos (Olsen et al., 2006).

Patégenos comunes en aves silvestres

Virus: Existen aves silvestres y migratorias que son hospederas naturales
de todos los subtipos de virus influenza A sin manifestar enfermedad aparente.
El virus es excretado a través de las heces (Kiuken et al., 2006). Otro ejemplo es
el El Paramixovirus aviar serotipo 1 (APMV-1), agente etiolégico de la
enfermedad de Newcaslte, un virus que afecta en su mayoria a aves de
produccion. Se han encontrado con frecuencia, AMPV-1 virulentos en
cormoranes (Phalacrocorax carbo) del orden Pelecaniforme. Estos causan
enfermedad en animales jovenes, aunque en la mayoria, son lentogénicos
(menos virulentos) (OIE, 2018; CFSPH, 2008).
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Otro virus muy comun en especies como humanos, equinos y aves,
pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus y se le conoce como Virus
del Oeste del Nilo. Las especies afectadas manifiestan sintomas parecidos a la
gripe. Las aves, diseminan el virus gracias a los procesos migratorios que
realizan (Morales-Cruz-Valderrama, 2017). Es considerada una zoonosis de tipo

aviar, que circula y es mantenida en la naturaleza (Reisen, 2013).

La aparicion, la rapida expansion geogréfica y letalidad del virus del Oeste
del Nilo en América del Norte, ejemplifica el impacto que puede tener una
enfermedad sobre algunas especies vulnerables como aves, equinos y el
hombre. Al menos 7 especies comunes de aves redujeron su poblacion tras la
aparicion de un brote en Estados Unidos en 1999. La mas afectada fue el cuervo

americano (Corvus brachyrhynchos) (Ladeu et al., 2007).

Hongos y levaduras: En un estudio realizado por Furtado-Mendes et al.,
2014, se analizaron 50 muestras de heces de aves silvestres de diferentes
especies donde se aislaron especies de levaduras como como Candida albicans
(31%), C. famata (11%), C. guilliermondii (4%), C. catenulata (4%), C. intermedia
(2%), C. sphaerica (4%), C. ciferri (6%), Trichosporon asahii (2%), Rhodotorula
sp. (2%), Geotrichum klebahnii (4%), Cryptococcus laurentii (4%), Candida
globosa (2%) y Malassezia pachydermatis (2%), ademas del género filamentoso
como Aspergillus spp. (8%), A. niger (4%), Penicillium spp. (6%) and Mucor sp.

(4%).
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En otro estudio realizado en Brasil por Nascimiento et al., (2017), se
encontré la ocurrencia de levaduras del complejo Cryptococcus (C. albidus var.
Albidus= C. albidus) en las cloacas de 40 loros (Amazona aestiva). C albidus fue

aislado en un 90% y C. laurentii en un 10% de las muestras.

Parasitos: Entre los problemas de salud de las aves silvestres, los

parasitos gastrointestinales son los mas frecuentes (Barrenechea et al., 2008).

La presencia de diferentes parasitos como céstodos, treméatodos,
nematodos y acantocéfalos ha sido demostrada en los pocos estudios que se
han realizado. Estos estudios se llevan a cabo internacionalmente en zooldgicos
y centros de rehabilitacion de fauna silvestre. Algunos de los géneros
encontrados son Capillaria spp, Ascardia spp y diferentes ooquistes de Coccidia

en aves silvestres en cautiverio (Benavides et al., 2003).

Bacterias: una variedad de patdégenos bacterianos afectan a los humanos
y estos han sido asociados con aves silvestres y migratorias. Las transmisiones
indirectas a humanos han sido documentadas incluyendo patégenos entéricos
como E. coli (Ejidokun et al., 2006) y Salmonella typhimurium (Kapperud et al.,
1998). Otras como Borrelia Burgdorferi (Weisbrod et al., 1989), Campylobacter
jejuni (Broman et al., 2002) y Vibrio spp también han sido reportadas (Ogg et al.,
1989). Otra bacteria, Chlamidya psittaci, afecta aproximadamente 30 6rdenes de
aves migratorias acuaticas como gaviotas, charranes, aves playeras, palomas y

es responsable de la Clamidiosis aviar (Kaleta y Taday, 2003).

Especies bacterianas mas importantes en aves silvestres
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Chlamydophila: Chlamydophila (anteriormente Chlamydia) es una
bacteria intracelular gram negativa, que tiene presencia en un gran porcentaje de
las aves alrededor del mundo. Se considera el agente etiolégico mas abundante
en aves de compafia y principal zoonosis en aves. Puede conducir a

enfermedades sistémicas y ocasionalmente fatales en las aves (OIE, 2018).

La infeccidon con Chlamydophila se denomina Psitacosis en humanos y en
aves Clamidiosis aviar (Kaleta y Taday, 2004; CFSPH, 2011; Ramsay, 2003; OIE,

2018).

Monsalve et al. (2011) realizaron un estudio donde el objetivo era
establecer la seroprevalencia de Chlamydophila psittaci en aves del género
Amazona spp. y en trabajadores de algunos zoolégicos y CAV (centros de
atencion y valoracién de fauna silvestre) en Colombia y se encontré una alta

seroprevalencia de Chlamydophila psittaci en aves (86,4%) y humanos (78%).

Klebsiella: Klebsiella pneumoniae es una enterobacteria gramnegativa,
bacilo anaerobio facultativo sumamente estudiado y de mayor importancia
clinica. Es considerado un agente etiologico de enfermedades infecciosas
oportunistas. Se le atribuye una de las principales causas de muerte en aves
(Bratu et. al, 2005; Leal et al., 2006; Mattes et al., 2005). Klebsiella se ha
encontrado en el medio ambiente, distribuidas en aguas residuales y

superficiales, sobre las plantas y el suelo (Izquierdo, 2003).

En un estudio realizado por Vargas y colaboradores en el 2010, se

encontraron 20 aislados de Klebsiella pneumoniae en animales cautivos en el

18



zoologico de Barranquilla, Colombia. De los 20 aislados, 6 fueron de aves
silvestres. Se encontraron cepas de Klebsiella pneumonae en glotis de aves; 1
cepa de aislo de una cotorra (Aratinga pertinax), otra de un perico bronceado y 3
mas de loros reales. La sexta y ultima cepa, se aislo de la cloaca de un loro real.
Todas las cepas encontradas fueron resistentes a algun antibidtico de los
siguientes: ampicilina, oxitetraciclina, trimetoprim-sulfame-toxasol, cloranfenicol

y ampicilina sulbactam.

Salmonella: Se encuentra en la familia Enterobacteriaceae, bacilo gram
negativo y oportunista. Este género se divide en S. bongori y S. entérica, de los

cuales se han identificado hasta 2500 serotipos (Figueroa y Verdugo, 2005).

La salmonelosis se encuentra como una de las causas mas importantes de
gastroenteritis en humanos y su transmision es via oro-fecal o por contacto
directo. Las serovariedades no tificas son causantes de Septicemias, infecciones
como artritis, meningitis, osteomielitis, del tracto urinario, neumonia, endocarditis
entre otras. La incidencia de Salmonella spp. va aumentando, provocando un
gran impacto en salud publica y salud animal. Esto se a relacionado con el
incremento de la diseminacion de los microorganismos. Estrada-Cely y
colaboradores realizaron un estudio donde el 70.58% de 17 muestras
coproldgicas de aves psitacidas en cautiverio de especimenes de A. amazonica
y A. ochrocephala, fueron positivas a Salmonella aun sin presentar sintomas.
Concluye que Salmonella es un habitante natural en el Género Amazona y esto
representa un riesgo para la salud ya que son aves utlizadas muy

frecuentemente como aves de compaiiia.
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En otro estudio realizado por Barrera y Retamal en el 2012 en Chile, se reportd
en aves silvestres acuaticas de un total de 918 muestras, la presencia 28 cepas
de Salmonella entérica, presentandose con mas frecuencia S. Enteriditis con un
46% y S. Heildeberg con un 14%. Se reportd que la Gaviota Dominicana (Larus

dominicanus), fue la especie con mas aislados positivos.

Otras bacterias de importancia

Existen diversos resultados en investigaciones realizadas con respecto a
bacterias en aves silvestres. A continuacion, se enlistan algunas de las especies

bacterianas patdgenas mas comunes encontradas en aves silvestres (Cuadro 1).

Cuadro 1. Otras bacterias patbgenas comunes en aves silvestres.

Género Especie Patologias Referencia
asociadas
Campylobacter C. jejuni, C. coli, Enfermedades (L6pez-Diaz,
C. fetus diarréicas en 2011)

humanos, abortos

en ganado

Escherichia E. coli Afecciones (O’Sullivan et al.,
gastrointestinales  2007).

severas

Pseudomonas Pseudomonas (Nutall, 1997)

aeruginosa
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Staphylococcus Staphylococcus Infecciones en (Hermann et al.,
aureus piel, tejidos 2010).
blandos,
neumonia,
endocarditis
aguda
Mycoplasma Enfermedad Benskin et al.,
Mycoplasma spp gallisepticum respiratoria 2009, Guisheng
cronica en pollos 'y
de sinusitis y Yanying, 2012.
infecciosa.
Clostridium Infecciones  del
Clostridium spp botulinum, intestino grueso.  Benskin et al.,
Clostridium 2009.
perfingens.

Mycobacterium

Mycobacterium

Tuberulosis aviar

Dvorska et al.,

spp avium 2006.
Enterococcus spp  Enterococcus Infeccion  tracto Islam et al.,
faecalis, urinario, 2021, Soulliard et
Enterococcus intraabdominales  al., 2022.
hirae. y pélvicas.

JUSTIFICACION
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Las aves son las especies de vertebrados mas diversas en el mundo.
México alberga el 11% del total de especies de aves. El ser humano esta
estrechamente relacionado con las aves no solamente econdémica vy
ecologicamente, si no también culturalmente hablando. Las aves son
representadas en simbolos culturales como banderas, escudos y muchas mas.
Son excelentes indicadores ambientales, contribuyen con procesos ecoldgicos
como polinizacion, dispersion de semillas y control de plagas. Tienen un papel
importante en la economia porque son materia prima de la industria de la

alimentacion, aviturismo y como aves de compainiia.

Desafortunadamente, con el paso del tiempo, hay menos especies de aves

en el mundo y esto es principalmente por accion del hombre.

El estudio de las aves, su habitat y su microbiota, nos ayuda a establecer
las bases de su salud y bienestar, contribuyendo asi, a su preservacion. La
importancia del estudio de las aves no solamente radica en su preservacion, si

no también en el riesgo zoonotico para el ser humano.

Lamentablemente, no existen estudios previos relacionados a la
microbiota de aves silvestres decomisadas y en riesgo en el estado de Baja
California. Por lo tanto, el presente estudio establece un precedente en la
importancia de las investigaciones sobre las aves silvestres, su riesgo zoonotico

y Su conservacion.

OBJETIVOS
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Objetivo general

Identificacion molecular de microbiota bacteriana a partir de muestras de
vias respiratorias altas y cloacales en aves silvestres decomisadas, rescatadas

0 en peligro de extincion en la regidon norte de Baja California, México.

Objetivos especificos

Obtencion y resguardo de las muestras.

Cultivo y aislamiento de muestras en medio rico.

Extraccion de ADN de los aislados obtenidos

Realizacion de PCR y secuenciacion del gen 16S ribosomal de todos los aislados

MATERIALES Y METODOS

Muestreo
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El muestreo se realizé a partir de agosto del 2020 hasta septiembre de
2021. El primer grupo de muestras fueron tomadas de aves decomisadas o
rescatadas por personal de PROFEPA y canalizadas al doctor Julio Alfonso
Mercado Rodriguez, quien fue el responsable de la toma de muestra. Este se
llevo a cabo en dos lugares diferentes: el Bosque de la Ciudad de Mexicali, el
cual es un area recreativa para sus habitantes que funge como zooldgico y area
de recepcion y rehabilitacion de fauna silvestre y en un hospital veterinario
privado, donde principalmente llegaban aves para su rehabilitacion. El segundo
grupo de muestras fueron tomadas de condores de California (Gymnogyps
californianus) dentro del Programa de Reintroduccion del Condor de California en
la Sierra de San Pedro Martir ubicado en el municipio de Ensenada, Baja

California.

Procesamiento de las muestras

Se llevé a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular en el Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias en la ciudad de Mexicali, Baja California,

México.

Criterios de inclusion

Se incluyeron toda aquella ave silvestre que fue decomisada o declarada
en riesgo por personal de PROFEPA durante el periodo de muestreo. Las
muestras de condores de California fueron tomadas de 16 ejemplares como parte

de la evaluacion anual por parte del personal del programa.

Tipo de muestreo
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El muestreo utilizado fue de tipo descriptivo por conveniencia

Colecta de las muestras

Las muestras fueron colectadas de cloaca y orofaringe con hisopos de
algodon estéril con medio de transporte Stewart. En el caso de la muestra de
cloaca, se limpio la zona anal con alcohol para evitar contaminacion, se introdujo
el hisopo y suavemente se tomoé la muestra realizando circulos para mayor
contacto con la mucosa del intestino (Espinoza-Ramirez y Morales-Cauti, 2019).
Por otra parte, se realiz6 la toma de muestra de vias respiratorias altas,
introduciendo el hisopo por la cavidad oral y tocando suavemente en la coana del
ave. Una vez obtenidas las muestras, se colocaron en un medio de transporte
refrigerado a 4°C hasta su traslado al Instituto en Ciencias Veterinarias
perteneciente a la Universidad Autonoma de Baja California para su

procesamiento.

Registro de datos

Se rotularon las muestras con el nombre de la especie, tipo de muestra,
origen de la muestra y observaciones especificas del ave. Una vez en el
laboratorio, se introdujo toda la informacién a una base de datos Excel, donde se

incluy6 toda la informacién recopilada y los procedimientos llevados a cabo.

Anadlisis de laboratorio

Cultivo microbiologico y aislamiento de colonias: Primeramente, se
utilizaron cajas Petri con medio nutritivo agar Luria Bertani (LB) para crecer las

bacterias mediante el método de siembra por estrias directamente del hisopo.
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Una vez sembradas, se incubaron por 24 horas a 35 °C para el crecimiento de
colonias bacterianas. Se identificaron las colonias mediante observacion directa
de las caracteristicas macroscopicas como tamafio, consistencia, color y forma.
En los casos en donde al menos 10 colonias iguales se presentaban en cada caja

Petri, se aislaron las colonias diferentes en el mismo medio de cultivo.

Extraccion de ADN: Se llevd a cabo una resiembra de cada aislado en
medio liquido Luria Bertani (LB) a una temperatura de 35°C a 180 rpm durante
16 horas o hasta que el cultivo se tornara turbio (aproximadamente 1 de
absorbancia a 650 nm). Se utilizaron 3 ml de cultivo liquido centrifugando 3 veces
1ml a 14,000 rpm durante 2 minutos para obtener una pastilla. Se retir6 el liquido
sobrante y se almacend la muestra a -20 °C. La extraccion de ADN se realizo
utilizando el kit DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen, Valencia CA, USA) siguiendo
paso a paso las instrucciones del proveedor. El ADN se almacené a -20 °C hasta
la realizacion de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR). Para evaluar la
presencia de ADN, se realiz6 un gel de Agarosa al 1% con buffer TAE 1X tefiido

con 0.5 pg/mL de Bromuro de Etidio en todas las muestras.

Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR): El PCR en tiempo final, se
llevé a cabo amplificando el gen 16Sr utilizando cebadores universales UNI 8F
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 y UNI 53SR 5'-
GTATTACCGCGGCTGCTGG-3' correspondientes a las posiciones 8-27 pb y
517-535 pb del gen 16Sr de Escherichia coli. El gen 16Sr presenta variaciones
especificas en su secuencia en cada especie bacteriana, siendo el principal gen
utilizado para estudios de filogenética y determinacion de especies. La reaccion
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se prepar6 mezclando 25 pl de Master mix DreamTaqg Hot Start Green PCR
Master Mix 2x (Thermo Scientific, EU), 100 ng de ADN bacteriano, 1 yl de cada
uno de los oligonucleotidos (UNI 8F Y UNI 53SR) y agua hasta alcanzar un
volumen final de 50 pl. Se utiliz6 un termociclador marca Thermo Hybaid. Las
condiciones para el PCR fueron las siguientes (Modificado de Negoro et al): Un
ciclo de desnaturalizacion durante 5 minutos a 94°C. 35 ciclos de de
desnaturalizacién durante 45 segundos a 94°C. Alineamiento durante 45
segundos a 60°C y extension durante 45 segundos a 72°C. Se llevé a cabo una
extension final durante 3 minutos a 72°C. Los productos obtenidos se visualizaron
en un gel de electroforesis en agarosa al 1% tefiido con 0.5 pg/ml, bromuro de

Etidio en un transluminador de luz ultravioleta marca UVP ™,

Secuenciacion: Se realizaron dialisis de los productos de PCR con el fin
de eliminar cualquier residuo que pudiera afectar la secuenciacién del material
genético. Para esto, se usaron filtros de membrana MF-Millpore ™ los cuales se
colocaron en una caja Petri con agua destilada. Se agregaron 15 pl de cada
producto de PCR durante 15 minutos. Una vez transcurridos, se pipetearon en

un tubo eppendorf de 0.6 pl.

Los productos de PCR dializados, fueron enviados a la empresa Eurofin

Genomics (E.U.).

Analisis de secuencias: Los archivos de secuencia se compararon con
los cromatogramas y se empalmaron las dos cadenas secuenciadas de cada

muestra minimizando posibles errores. Las secuencias obtenidas se compararon

27



con la base de datos gendmicos Nucleotide BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) considerando los porcentajes de

identidad superiores al 97% (Su et al., 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio, se identificaron molecularmente aislados
bacterianos obtenidos de aves decomisadas, rescatadas y declaradas en riesgo
(condor de California) en el estado de Baja California. Se obtuvieron 36 aislados
correspondientes a 16 especies de bacterias en 21 aves de 9 especies
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diferentes. De las aves muestreadas, 5 fueron loros (Amazona finschi)
decomisados por personal de PROFEPA debido al trafico ilegal. Otro grupo de
aves fueron rescatadas en diferentes partes de la ciudad de Mexicali Baja
California, 1 &guila pescadora (Pandion haliaetus), 1 chotacabras (Chordeiles
acutipennis), 1 buho llanero (Athene cunicularia), 1 halcon Harrys (Parabuteo
unicinctus), 1 halcén cola roja (Buteo jamaicensis) y 2 lechuzas campanario (Tyto
alba). Finalmente, se obtuvieron muestras de 9 condores de California
(Gymnogyps californianus) correspondientes al Programa Binacional para la

Recuperacion y Conservacion del Céndor de California (Cuadro 2).

El género Staphylococcus spp. fue identificado en el 27.78% (10) de los
aislados, correspondiendo 2 aislados a loros (Amazona finschi) y 8 a condores
de California (Gymnogyps californianus). De acuerdo con Andreasen (2003),
Staphylococcus spp. es comunmente aislado de heces de aves silvestres. Este
género ha sido aislado en humanos, cabras, ovejas y antilopes tanto sanos como
enfermos (Adegoke, 1986). Vargas y colaboradores (2008) reportaron la
presencia cepas de S. aureus en glotis y cloaca de loros, ave capi-capi y pavo
real. Aflos atras, Bangert et al. (1988) aislaron S. epidermidis de heces de aves

psitacidas.

Tabla 2. Diversidad de especies de bacterias en la microbiota de vias
respiratorias altas y cloaca de aves decomisadas, en riesgo y rescatadas en Baja

California.
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Por otro lado, Hermans y colaboradores, reportaron en el 2000, el hallazgo
de 13 cepas de Staphylococcus aureus en cadaveres de aves psitacidas y

concluyen que, a pesar de ser un agente patégeno para las aves, no se presenta

Género Numero de aislados Especies de aves

Staphylococcus 10 (27.78%) Loro (2), Condor (8)

SEZF():Herichia spp. 10 (27.78%) Loro (5), Halcén Harrys (1), Condor (4)

Macrococcus sp. 1 (2.78%) Chotacabras (1)

Hafnia sp. 1 (2.78%) Halcon Harrys (1)

Proteus sp. 4 (11.11% Buho Llanero (1), Condor (3)

Lysinibacillus sp. 1 (2.78%) Coéndor (1)

Enterococcus spp. 5 (13.89%) Aguila pescadora (1), Céndor (2), Buho Llanero
(1), Halcon cola roja (1)

Vagococcus sp. 1 (2.78%) Lechuza campanario (1)

Enterobacter spp. 1 (2.78%) Condor (1)

Arthrobacter sp. 1 (2.78%) Condor (1)

Psychrobacter sp. 1 (2.78%) Lechuza campanario (1)

frecuentemente como patdgeno en ellas. Aislados de Staphylococcus sciuri se
presentan frecuentemente como bacterias comensales asociadas a animales. Al
igual que S. aureus, S. sciuri es un patdégeno infrecuente para las aves
(Nemeghaire et al., 2014). Adegoke reporté en 1986, que el 64.7% de aislados
de aves, humanos, cabras, perros, entre otros animales, eran identificadas como
S. sciuri y que algunos fueron aislados de vias respiratorias altas, lo que
concuerda con nuestro estudio, pero difiere en la frecuencia de aparicion en
muestras cloacales, las cuales fueron menos que en muestras de vias
respiratorias altas. La literatura citada respalda la informacion obtenida en

nuestro estudio y concuerda que el género Staphylococcus spp. se encuentra en
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abundancia y es parte de la microbiota de aves silvestres, reconociendo asi, su

potencial zoonotico.

Se identifico también Escherichia spp. en 27.78% (10) de los aislados, de
los cuales 5 se encontraron en loros (Amazona finschi), 1 en Halcon Harrys
(Parabuteo unicinctus) y 4 en condor de California (Gymnogyps californianus).
Escherichia spp. se ha posicionado como el género de especies bacterianas
facultativas mas abundantes de la microbiota intestinal de humanos y animales
(Gopee et al., 2000), lo que concuerda con nuestro estudio, ya que tuvo una alta
frecuencia de aparicion en las muestras de diferentes especies de aves (Cuadro

2).
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Figura 2. Géneros bacterianos identificados molecularmente en aves
provenientes de 3 origenes diferentes. En riesgo; céndor de California
(Gymnogyps californianus). Rescatadas: Buho llanero (Athene cunicularia),
Aguila pescadora (Pandion haliaetus), Chotacabras (Chordeiles acutipennis),
Halcén cola roja (Buteo jamaicensis), Halcén Harrys (Parabuteo unicinctus) y

Lechuza campanario (Tyto alba). Decomisadas: Loro (Amazona finschi).

Se ha reportado Escherichia coli en numerosos estudios. Shobrak y Abo-

Amer reportaron en el 2014 aislados positivos en cloaca de E. coli y E. vulneris
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en aves silvestres migratorias (50%) y no migratorias (72%) de las cuales, todas
demostraron resistencia a algun tipo de antibiotico. Otra especie del género que
se ha encontrado en aves es E. alberttii (Oaks et al., 2010) y fue establecida como
posible causa de muerte en Pardillos Sizerin (Carduelis Flammea) en Alaska y
Escocia. Esta especie, estd asociada a procesos diarréicos en humanos.
Ademas, se ha encontrado en aves paserinas y en mas abundancia, en
psitacidas en Rio de Janeiro, decomisadas por trafico ilegal (Rey-Matias et al.,
2016). Se ha observado que la prevalencia de Escherichia spp. es mas alta en
aves carnivoras u omnivoras que en aves granivoras (Steele et al., 2005). Debido
a la poca diversidad de especies de aves, nuestro estudio presenta igual

porcentaje de aislados en aves carnivoras y herbivoras.

E. fergusonii, bacteria oportunista, ha sido descrita por Shah vy
colaboradores en el 2022. En este estudio, se identificO esta especie bacteriana
en saliva, sangre y heces de aves migratorias de familias como Anatidae,
Columbidae, Motacillidae y Rallidae. La frecuencia de aislados de E. fergusonii
(69%) fue mayor que E. coli (31%). La importancia del estudio de los patdgenos
emergentes para aves reside en su potencial zoondético y también en la
resistencia a los antibiéticos que presentan. Debido a esto, muchos de los

estudios enfocan su investigacion en este aspecto.

El género Proteus spp. fue identificado en 4 (11.11%) aislados de cloaca
de 3 condores de California (Gymnogyps californianus) y un 1 Buho Llanero
(Athene cunicularia). Este género se conoce como patdgenos oportunistas en

humanos, pero también, se ha postulado que, Proteus mirabilis es parte de la
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flora intestinal normal de una gran mayoria de ellos (Drzewiecka, 2016; (Rozalski
y Stgczek, 2016). Se conoce que este género es un potencial patdgeno para aves
silvestres inmunosuprimidas (Godoy y Cubas, 2009). Olinda y colaboradores
(2012) reportaron el hallazgo de Proteus spp. y Proteus vulgaris en exudados de
infeccion respiratoria y pododermatisis en aves cautivas del género Agapornis y
un pinglino de Magallanes (Spheniscus magellanicus). También se ha
encontrado en Celulitis en pollos de engorda (Silva-Sanches et al., 2020). Abo-
Amer y Shobrak reportaron 4 aislados de cloaca, resistentes a distintos
antibiéticos en pollos domésticos. Nuestro estudio mostré6 que Proteus sp. se
encuentra en muestras cloacales de aves que no mostraron signos clinicos, por

lo tanto, podria considerarse, microbiota normal de estas aves silvestres.

Otro género identificado con frecuencia en el presente estudio fue,
Enterococcus spp. aislada de un aguila pescadora (Pandion haliaetus), un buho
llanero (Athene cunicularia), un Halcén cola roja (Buteo jamaicensis) y 2 condores
de California (Gymnogyps californianus). Enterococcus son bacterias
comensales y patégenos oportunistas en animales y humanos. Enterococcus
spp. es capaz de desarrollar infecciones nosocomiales y adquiridas en la
comunidad en humanos. Se presentan como infecciones en el tracto urinario y
en regiones intraabdominales y pélvicas (Islam et al., 2021; Soulliard et al., 2022).
Santos y colaboradores (2013) reportaron la presencia de este género en 138
aislados de aves silvestres del Orden Passeriformes, Galliformes vy
Charadriiformes. Las especies bacterianas encontradas fueron E. faecium, E.

durans, E. hirae y E. faecalis. Esta ultima también reportada por Stepien-Pysniak
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y colaboradores (2018) en 25 aves silvestres con altos indices de resistencia a

diversos antibioticos.

Algunos otros géneros bacterianos se aislaron solamente una vez (Cuadro
2) como Macrococcus spp, de Chotacabras (Chordeiles acutipennis). Este
género esta estrechamente relacionado con Staphylococcus spp. y ambos son
descritos como comensales de animales y en algunos casos, patdgenos
oportunistas, aunque Macrococcus spp, ha sido descrito frecuentemente como
avirulento en animales hospederos (Jost, et al., 2021; Mazar et al., 2018).
Macrococcus caseolyticus ha sido reportado en huevos de Ganso careto (Anser
albifrons) (Hansen et al., 2015) y pollos de engorda en China (Li et al., 2018), M.
canis en piel de caninos, pero también como patdégeno de numerosas infecciones
(Jost, et al., 2021). Se aisl6 Hafnia spp. en un Halcon Harrys de muestra cloacal.
Este bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, pertenece a la microbiota
comensal del intestino de muchos animales. Se ha identificado a Hafnia alvei
como parte de la degradacion y deterioro de productos alimentarios como lacteos

y carnes (Carrizosa et al., 2017).

En este estudio, se identificé en una muestra de vias respiratorias altas de
condor de California (Gymnogyps californianus), el género Arthrobacter, al cual
pertenecen bacterias aerobias obligadas comunmente encontradas en la tierra,
en plantas y sedimentos de aguas residuales (Gobetti y Rizello, 2014). Ha sido
descrita pobremente en temas humanos y Veterinaria. Recientemente fue
reportado por Longying et al., (2022) en humedales ubicados en China. También

ha sido descrita en la industria del alimento, como en leche, huevos y la quesos
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madurados. Especificamente, Arthrobacter gandavensis, es asociado con
animales y fue propuesto por primera vez en el 2003 por Storms y colaboradores
aislado de leche de vacas con mastitis y de su Utero. Hasta 1996, Funke y
colaboradores fueron de los primeros en describir este género como de
importancia clinica. Se ha reportado en la orina y sangre de humano, peces y
focas (Hou et al., 1998; Wauters et al., 2000; Osorio et al., 1999; Collins et al.,
2002). Recientemente, Abolnik y colaboradores (2021) reportaron en Sudafrica,
la presencia de Arthrobacter gandavensis en avestruces de produccion de
aislados de traquea, lo que concuerda con lo presentado en este estudio. Sin
embargo, no existen muchos estudios relacionados a la presencia de

Arthrobacter spp en especies de aves silvestres.

Vagococcus sp, se encontré en un solo aislado de coana en una Lechuza
de campanario (Tyto alba). Este género ha sido descrito ampliamente como flora
normal de intestino de aves, peces, y mamiferos. Giannattasio-Ferraz y
colaboradores (2021), describieron la presencia de este género en vacas sanas.
Ge y colaboradores (2020) reportaron Vagococcus sSpp en gorriones de
Taczanowski (Montifringilla taczanowskii) pero a diferencia de nuestro estudio,

estos fueron en muestras cloacales.

Algunos otros géneros encontrados una sola vez en muestras de coana
fueron Psychrobacter pulmonis en Lechuza campanario (Tyto alba) vy
Enterobacter Ludwigii en Condor de California (Gymnogyos californianus) (Figura
3). El geénero Psychrobacter spp, son bacterias psicrofilas obligadas o

facultativas, comunmente asociadas a la Antartica y areas marinas (Juni y Heym,
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1986; Bowman et al., 1997), ha sido aislado en Pinguinos Juanito (Pygoscelin
papua) (Kampfer et al., 2020) y Cigueia blanca (Ciconia ciconia) (Kampfer et al.,
2015). También, se pudo aislar Lysinibacillus sp de cloaca de un céndor de
California. Existe poca informacioén sobre este género, pero ha sido aislado en

heridas en humanos.

Psychrobacter spp han sido reportados por Kumari y colaboradores
(2021), en casos de meningitis por Psychrobacter piechaudii, siendo la primera
vez que se aisla esta especie en humanos. Por dltimo, en este estudio
reportamos el hallazgo del género Enterobacter sp en coana de un Céndor de
California. Este género puede provocar enfermedades como bacteremias,
infecciones del tracto respiratorio bajo, piel y tejidos blandos. Son patégenos
comunes en infecciones nosocomiales en humanos (Nazarowec-White and
Farber, 1997). Grimont y Grimont (2006) describen al género como patégenos
oportunistas, que forman parte de la microbiota normal de muchos animales y
humanos. Se ha reportado una prevalencia del 48.57% en muestras cloacales en

pinzones de Darwin (Geospiza spp) (Lopez-Fiallos, 2021).

Se obtuvieron 18 aislados de coana y 18 de cloaca (Figura 3). De las
muestras de cloaca, el género con mayor abundancia relativa fue Escherichia sp.
con 27.77% (5). De acuerdo con la literatura revisada, Escherichia coli es una de
las especies bacterianas mas abundantes en la flora intestinal de las aves
silvestres, similar a los resultados obtenidos en el presente estudio. Resultados
similares fueron reportados por Vargas y colaboradores en el 2010, quenes

determinaron una prevalencia de 55.6% de E.coli en 30 aves silvestres. Se debe
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destacar que los tamafos de muestra son diferentes pero que las muestras
igualmente son de cloaca. Ademas, todas las aves de su estudio estan en

cautiverio a diferencia de las del presente.

El género mas aislado de muestras de coana fue Staphylococcus sp con
un 33.33% (6), lo que concuerda con la presencia de este género en vias
respiratorias altas, pero difiere en la prevalencia de Vargas et al. (2010), la cual
fue de 14.81% para ellos. Seguido, encontramos Escherichia spp. A diferencia
de Vargas y colaboradores (2010) que obtuvieron un 18.51%, y de nuestro
estudio, los resultados fueron 27.77%. Una de las mayores discrepancias entre
estos dos estudios es la deteccion de Klebsiella pneumonae, la cual no fue
detectada en la presente investigacion, pero presenta un gran riesgo zoonatico.
Esto puede deberse a la utilizacién de diferentes técnicas de cultivo, el tamafio
de muestra y las aves incluidas en el estudio. En otro estudio, Kursa y
colaboradores (2021), reportaron la microbiota de tracto respiratorio de pavos,

donde identificaron Enterococcus (38.78+35.1%), Lactobacillus (12.48+13.21%),
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Figura 3. Abundancia relativa de especies bacterianas en coana o cloaca

en las aves muestreadas.

Escherichia-Shigella (12.04+11.72%), Pseudomonas spp. (1.27+£3.44%) y
Enterobacteriaceae sin clasificar (0.93£2.5%). Se encuentran similitudes entre
las bacterias encontradas en este estudio y el realizado en pavos. En este estudio
se encontraron en coana Enterococcus spp (13.89%), Arthrobacter spp (2.78%),
Psychrobacter (2.78%) y Vagococcus spp (2.78%), ademas de las antes
mencionadas, lo que muestra similitudes entre las bacterias reportadas en

estudios previos.
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Es bien sabido que, la microbiota dependera de la alimentacion. En las
aves silvestres, las preferencias ambientales, fisiologia y su historia de vida como
su comportamiento migratorio, apareamiento, comportamiento, dieta, longevidad
varian ampliamente entre ellas y entre las aves domeésticas. Esto afecta
directamente su microbiota. Para ejemplificar lo anterior, tenemos las aves
migratorias, cuya microbiota puede ser mas variada que la de aves residentes
debido a los cambios y estrés por el cual pasan estas aves. También, los
diferentes tipos de dieta pueden tener diferentes requisitos digestivos y
comunidades microbianas especializadas que ayuden con la degradacion (Grond
et al., 2018). La estabilidad de la microbiota del tracto respiratorio, tiene un papel
importante en la prevencion de la colonizacién de patégenos. Las infecciones
bacterianas suelen llevar a una patologia secundaria como viral o bacteriana, lo

que lleva a una mayor morbilidad y mortalidad en las especies (Kleven, 1998).

Se hizo una comparacion entre los géneros bacterianos identificados en
los condores de California y otras especies (Figura 4), encontrando que algunos
géneros solo se encontraron en condor de California. El género identificado con
mayor frecuencia fue Staphylococcus spp. con 40%. Algunos otros géneros
identificados con relativa frecuencia fueron Escherichia spp (20%), Proteus spp
(15%) y Enterococcus spp (10%) y Lysinibacillus spp. Algunos otros géneros

fueron aislados solamente una vez y solo en condor de
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Figura 4. Comparacion de géneros bacterianos entre condores de California y

Chart Title

B Staphylococcus B Escherichia @ Macrococcus W Hafnia
M Proteus B Lysinibacilus B Enterococcus M Vagococcus

| Enterobacter B Arthrobacter W Psychrobacter

otras especies.

California, como Lysinibacillus sp y Arthrobacter sp. En el 2018, Jacobs y
colaboradores, realizaron un estudio de la microbiota intestinal a a partir de heces

y cloaca de Cdondores de California (Gymnogyps californianus) donde se reporto
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la presencia de especies bacterianas tanto virulentas como patdgenas
oportunistas incluidos Clostriduim perfringens, Propionibacterium acnes, Shigella
flexneri, Deftia sp. y Fusobacterium mortiferum, las cuales presentaron mayor
prevalencia, lo que difiere de nuestro estudio. También fueron identificados los
géneros Staphylococcus spp, Enterococcus spp y Escherichia sp, lo que
concuerda con lo encontrado en nuestro estudio. La principal diferencia que se
presentan son que su estudio presentd mayor prevalencia en Clostrium spp, y
Shigella spp y que fue utilizada la secuenciacion metagendémica de ADN en
escopeta, lo que permite un mayor rango de identificacion. En otro estudio
realizado por Roggenbuck et al. (2014) en buitres, coincide con lo reportado por

Jacobs y colaboradores (2018).

Por otro lado, otros géneros reportados solamente en una especie de ave fueron
Lysinibacillus spp. En un estudio realizado por Hardy y colaboradores en el 2021,
se reporto la presencia de Lysinibacillus sphyericus y Lysinibacillus xylanylyticus
en aves paseriformes de vida silvestre. También reportaron, bacterias del género
Arthrobacter, y Enterobacter y, en mayor porcentaje, Bacillus spp. Macrococcus
spp, Hafnia spp, Vagococcus y Psycobacter pulmonis. Gao y colaboradores
reportaron (2021), la presencia de Pyscobacter, Enterococcus, Atrhobacter en

aves silvestres de un Santuario de animales en China.

CONCLUSION
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Las aves silvestres son de gran importancia ecolégica para los
ecosistemas donde viven, pero también tienen gran importancia econdmica y de
salud publica. La pérdida de habitat las obliga a buscar otras areas para
sobrevivir por lo que la interaccion humano-aves silvestres es cada vez mas
constante. Este estudio demuestra que existen bacterias con potencial zoonoético
en aves silvestres que mantienen contacto con humanos, ya sea personal que
trabaja con ellas directamente o poblacién en general. Si bien es cierto que las
especies bacterianas encontradas son en su mayoria patdgenos oportunistas, el
riesgo tanto para la salud de estas aves como para la poblacion existe, por lo que
el personal en contacto directo debe tomar las medidas de prevencion necesarias
Y, en su caso, el personal calificado tratar los animales enfermos para poderlos

regresar a la vida silvestre.
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