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RESUMEN

La informacidn sobre la microbiota normal es importante cuando se intenta rehabilitar
animales varados o en cautiverio, debido a que permite un mayor entendimiento del
papel de los microorganismos en los delfines con desordenes reproductivos y
respiratorios, permitiendo asi un manejo adecuado de estos delfines en cautiverio. En
México, existen dos tipos de instalaciones que contienen a los delfines en cautiverio, la
instalacion abierta la cual mantiene a los mamiferos marinos en su habitat natural
permitiendo el intercambio de agua del exterior, con lo cual se diferencia de las
instalaciones cerradas por que la calidad de agua es regulada por sistemas de filtracion.
El conocimiento de la microbiota normal en ambos tipos de instalacion permitird un
mayor entendimiento de los microorganismos relacionados con estos delfines y las
instalaciones que los contienen, permitiendo asi un adecuado manejo de estos cetaceos
en cautiverio. El objetivo de este trabajo fue determinar las bacterias aerobias y
levaduras presentes en el tracto respiratorio y el area genital del delfin tonina (T.
truncatus) clinicamente sanos, mantenidos en instalaciones cerradas y abiertas en
diferente época del afio. Se obtuvieron en total de los cuatro muestreos en diferente
época del afio 212 muestras bacterioldgicas del tracto respiratorio y el area genital de 29
delfines T. truncatus, 18 de ellos mantenidos en instalaciones abiertas localizadas en el
estado de Quintana Roo, los otros 11 delfines mantenidos en instalaciones cerradas
localizados dentro del Distrito Federal y en Ixtapa, Guerrero. Por medio del sistema API
20, se realizd la identificacion de 170 bacterias y 19 levaduras del tracto respiratorio y
189 bacterias y una levadura del area genital. Los resultados muestran que existe
evidencia estadistica para afirmar que hay una mayor diversidad de especies bacterianas
y de levaduras tanto en el tracto respiratorio como en el area genital de los delfines que
se encuentran en instalaciones abiertas en comparaciéon con los que se encuentran en
instalaciones cerradas. La presencia en el aislamiento varia entre cada especie
bacteriana y de levaduras, asi como su presentacion en el tracto respiratorio y en el area
genital. Entre los aislamientos que se realizaron en cada uno de los 4 muestreos no hubo
diferencia estadistica entre ellos. El crecimiento microbiano ocurri6 sin la presencia de
un proceso inflamatorio (87%), esto sugiere que los microorganismos aislados en este
trabajo son parte de la microbiota normal permanente o transitoria.

Palabras clave: Tursiops truncatus, microbiota normal, bacterias y levaduras.



ABSTRACT

There is a dearth of information regarding microbiological aspects of bottlenose
dolphins and other cetacean species in the refereed literature. Most of this information
describes pathogenic bacteria associated with stranded dolphins and there are a few
reports describing normal microbiota in cetaceans. Knowledge of normal microbiota is
important in rehabilitation cases of stranded dolphins and in dolphins held in captivity.
In Mexico two types of marine parks exist, opened and closed facilities, the former uses
water for the natural environment while the last ones assure water quality by filtration.
This information enhances the understanding of the bacterial role in respiratory and
reproductive disorders, and the relationship of these microorganisms with humans. The
aim of this study was to determine the bacteria and yeast associated with the respiratory
tract and genital area of clinically healthy bottlenose dolphins, housed in closed and
opened facilities, at different times of the year. Twenty nine clinically healthy
bottlenose dolphins from eight different facilities in Mexico were sampled. A total of
212 samples were cultured to determine the species of the aerobic and microaerophilic
bacteria and yeast. One hundred and seventy bacterial isolates and 19 yeast isolates
were obtained from the respiratory tract; 189 bacterial isolates and one yeast isolates
were obtained from the genital area. These isolates were identified by microbiological
and biochemical methods, using the API 20 system. Our results showed a greater
diversity of bacterial species in opened facilities when compared with closed facilities
(p<0.05). Additionally, a higher number of bacterial and yeast isolates were obtained
from opened facilities (p<0.05). Results showed the presence of several microorganisms
that can be considered as part of the normal microbiota of healthy animals because most
of them were isolated in absence of any apparent clinical disease or any evident
inflammatory process (87%). These microorganisms can become opportunistic
pathogens when dolphins are immunosuppressed. This knowledge may contribute in the
understanding of the role of the bacteria in stranded dolphins, as well as some of their
reproductive and respiratory disorders.

Key words: Tursiops truncatus, blow-hole, aerobic bacterial, respiratory tract, genital
area.



I. INTRODUCCION

1.1 DELFIN TONINA (Tursiops truncatus)
1.1.1 Clasificacién taxondmica

El delfin tonina (Tursiops truncatus) esta clasificado dentro del grupo de los
cetaceos, el cual incluye a las ballenas, delfines y marsopas, con aproximadamente 80
especies. Este grupo esté dividido en dos grandes subgrupos, Mysticeti y Odontoceti, el
primer grupo estd conformado por las ballenas, las cuales presentan barbas en lugar de
dientes, entre otras diversas caracteristicas; en el suborden de los odontocetos, se
encuentran clasificados las marsopas y delfines, donde forman parte los tursiones o
toninas, se caracterizan por presentar denticibn homogénea y un soélo orificio
respiratorio denominado espiraculo el cual se encuentra en posicion craneal (Folkens et
al., 2002). Este suborden esta dividido a su vez en 10 familias, 40 géneros y al menos 70
especies; donde se encuentra la familia Delphinidae, la cual esta conformada por 17
géneros y 32 especies, y a la que pertenece el T. truncatus (Folkens et al., 2002). En
Mexico, el orden Cetacea, se encuentra representado con 37 especies (cerca del 50% del
total mundial), los cuales el 78% son odontocetos y el 22% son misticetos (SEMARNAT,
2001y

Clasificacion taxondmica del delfin T. truncatus:

Reino: Animal

Filo: Cordados

Subfilo: Vertebrados

Clase: Mamiferos

Orden: Cetacea

Suborden: Odontoceti

Familia: Delphinidae

Género: Tursiops

Especie: truncatus

Nombre comun: Tonina, tursiones, delfin nariz de botella, delfin mular y bufeo.

Nombre cientifico:  Tursiops truncatus, del latin turbio que significa cara y truncare

“cortada” (Fernandez, 1991).



1.1.2 Distribucion geogréfica

El delfin T. truncatus tiene una amplia distribucion en aguas templadas y
tropicales de todo el mundo, con un intervalo de temperatura de 10 a 32°C (Folkens et al.,
2002). Se distribuye en el Océano Pacifico desde Japon, Australia, Chile, sur de los
Estados Unidos, Islas de Hawai, México y Sudamérica. En el Océano Atlantico habitan
desde el norte de Escocia y Noruega. En el Océano Indico hasta el sur de Africa. En el
Golfo de México, el Caribe y el mar mediterraneo. Presenta una subespecie Ilamada

gilli, la cual habita en el Océano Pacifico (Gorostieta, 2003).

1.1.3 Situacién legal en México

Los delfines T. truncatus participan en exhibiciones en acuarios, zooldgicos y
parques marinos alrededor del mundo desde 1938 en Florida, EU, cuando por primera
vez se mantuvo exitosamente un tonina en cautiverio. En México, se han exhibido a
partir del afio 1972 (Fernandez, 1991). La preocupacion por la conservacion de éstos y
otros cetaceos en México se puede ver reflejada en la Ley General de Vida Silvestre y

en las normas oficiales mexicanas (NOM):

Ley General de Vida Silvestre. En el Titulo VI Conservacion de la vida
silvestre, capitulo I. Especies y poblaciones en riesgo y prioritarias para la conservacion.
En el Articulo 60 Bis, se menciona que queda prohibido el aprovechamiento extractivo,
ya sea de subsistencia o comercial, de cualquier ejemplar de mamifero marino,
incluyendo al delfin T. truncatus como parte de la fauna silvestre en nuestro pais, pero
se pueden expedir permisos especiales ya sea para su investigacion cientifica u otros
propositos educativos. En el afio 2006 fue anexado en esta ley en el Articulo 55 bis del
Titulo V Disposiciones comunes para la conservacion y el aprovechamiento sustentable
de la vida silvestre, en el capitulo X Legal procedencia, donde mencionan que queda
prohibida la importacion, exportacion y reexportacion de ejemplares de cualquier
especie de mamifero marino y primate, asi como de sus partes y derivados, con
excepcion de aquellos destinados a la investigacion cientifica, previa autorizacion de la
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales SEMARNAT, la cual es el

conducto del Ejecutivo Federal por la cual se ejerce la aplicacion de este reglamento
(Fernandez, 1991; semarnat.gob.mx, 2006).



NOM-059-ECOL-2001. Proteccion ambiental de especies nativas de México de
flora y fauna silvestres, categorias de riesgo y especificaciones para su inclusion,
exclusion o cambio en la lista de especies en riesgo. Incluye al delfin T. truncatus en la
clasificacion de proteccidn especial, en la categoria Pr, que se refiere a aquellas especies
0 poblaciones que podrian llegar a encontrarse amenazadas por factores que inciden
negativamente en su viabilidad, por lo que se determina la necesidad de propiciar su
recuperacion y conservacion de esta especie o de las poblaciones de especies asociadas.
Su distribucion la menciona como: no endémica, con lo cual se refiere a aquélla cuyo
ambito de distribucion natural no se encuentra circunscrito Unicamente al territorio
nacional y las zonas donde la nacion ejerce su soberania y jurisdiccion

(http://semades.jalisco.gob.mx/site/nom059ecol2001.htm).

NOM-135-SEMARNAT-2004. Para tener una mejor regulaciéon de la captura
con fines de investigacion fue necesario que el gobierno mexicano realizara esta norma,
la cual especifica la captura, transporte, exhibicién, manejo y manutencion de

mamiferos marinos en cautiverio, principalmente en delfines (SEMARNAT, 2000).

NOM-ECOL-136-2002. Especifica las regulaciones existentes para los
mamiferos marinos en cautiverio (SEMARNAT, 2000).

NOM-EM-PESC-2001. Establece los lineamientos para la captura incidental de
organismos juveniles de atin y delfines (SEMARNAT, 2000). NOM 012-PESC-1993.
Establece las medidas para la proteccion del pez totoaba (Cynoscion macdonaldi) y la
vaquita marina (Phocoena sinus) en aguas de jurisdiccion Federal del Golfo de
California, donde especifica la veda total e indefinida de estas especies y otras, como el
delfin (T. truncatus), el delfin comin (Delphinus delphis), la ballena piloto
(Giobicephala macrorhynchus), la ballena de esperma (Physeter catodon), la ballena de
aleta (Balaenoptera physalus), la ballena azul (Balaenoptera musculus), la ballena gris
(Eschrichtius robustus), la ballena jorobada (Megaptera novaeangliae) y el lobo marino

(Zalophus californianus).



1.1.4 Anatomiay fisiologia del aparato respiratorio

En los delfines se pueden observar diversas adaptaciones anatomicas y
fisiologicas que les han permitido sobrevivir en el medio acuatico donde habitan,
teniendo la habilidad de alcanzar un periodo de apnea de aproximadamente 10 minutos
y alcanzar 150 m de profundidad en sélo algunos minutos, salir a la superficie a gran
velocidad y volverse a sumergir sin sufrir trastorno alguno, esto es debido a que
presentan una bradicardia en las inmersiones profundas, la cual le permite que el flujo
sanguineo se distribuya unicamente a 6rganos vitales, ademés de la redistribucion del
volumen sanguineo a través de los sistemas porta los cuales funcionan como reservorios
de sangre, asimismo se puede observar una alta cantidad de mioglobina en los
musculos, favoreciendo el trabajo muscular durante la inmersion con reducida
reoxigenacion, a la alta capacidad de los musculos para soportar elevadas
concentraciones de &cido lactico, presente durante la inmersién por oxigenacion
anaerobia; en el tracto respiratorio se puede observar la presencia de unos anillos
traqueales completos que impiden que la traquea se colapse (Gorostieta, 2003). Otras
adaptaciones de los delfines en el aparato respiratorio es el orificio respiratorio
localizado en una posicion alta en la cabeza llamada respiraculo o espiraculo, por medio
del cual respiran, teniendo la capacidad de abrirlo y cerrarlo voluntariamente, esta
formado por una membrana fibrosa y esta constituido por un tubo que es un sistema
intrincado de sacos ciegos, los cuales estan involucrados con la comunicacion y con la
ecolocacion, se continua con la laringe la cual presenta unos poderos musculos que se
abren y cierran para permitir la entrada de agua a los pulmones, los cuales se extienden
del espiraculo hasta la traquea, la laringe atraviesa verticalmente al eséfago, debido a
que este se bifurca. Por medio de este espiraculo, los cetaceos expulsan los gases
contenidos en el interior de sus pulmones, los cuales, al pasar a un medio mas frio, se
condensan formando el caracteristico chorro o surtidor, que resulta especialmente
visible en los grandes cetaceos (Gorostieta, 2003) (Fig. 1).

Los cartilagos epigloticos y aritenoides son elongados, forman un tubo
proyectado anterior y superiormente desde el paso de la faringe. La trdquea es corta,
fuerte y con anillos completos, los pulmones son elongados, no lobulados, situados
dorsalmente en el torax, tienen una pleura mas eléstica y gruesa, el parénquima
pulmonar estd reforzado con valvulas mioelasticas, esfinteres musculares y anillos

cartilaginosos cubiertos con una doble capa alveolar permitiendo un eficiente



intercambio de aire y dando una mayor resistencia para contrarrestar y soportar la

presion (Gorostieta, 2003).

Obturador nasal

Espiraculo

Saco
vestibular

Recorrido’ Traquea Musculo Paso
de aire de cierre de comida

Figura 1. Esquema del aparato respiratorio en el delfin (T. truncatus) (Fernandez, 1991;

Gorostieta, 2003).

En los bronquios se ve desde una estructura fibrosa hasta ramificaciones de
calibre relativamente pequefio a lo largo del arbol bronquial, en los bronquiolos se
encuentran una valvulas mioelasticas las cuales se abren y se cierran para capturar
oxigeno, la estructura especialmente eléstica del pulmoén y la extensa ramificacion
capilar arteriovenosa en torno a los alvéolos hacen que casi el 90% del oxigeno

inspirado llegue a oxigenar la sangre (Gorostieta, 2003).

1.1.5 Anatomiay fisiologia del tracto genital

La Unica diferencia visible entre ambos sexos es la distancia que hay entre el ano
y el pliegue genital, en la hembra el ano y el pliegue genital parecen estar unidos, en el
macho hay una mayor distancia entre estas dos estructuras (Fernandez, 1991). De igual
forma, las hembras son reconocibles exteriormente por la presencia de dos aberturas
longitudinales a ambos lados de la abertura genital, las cuales llevan dentro los pezones
y las glandulas mamarias (Fernandez, 1991). Los érganos reproductivos externos de la
hembra consiste en una vulva en forma de hendidura, con los labios mayor y menor;
presenta un clitoris el cual se proyecta posteriormente dentro de la hendidura genital con
un cuerpo cavernoso, los muasculos que se localizan ahi son el isquiocavernoso, esfinter

vaginal y retractor del clitoris (Fig. 2).



Existe un orificio vaginal, donde encontramos a la vagina, la cual se expande en
su diametro de 3 a 4 veces el tamafio del orificio. La superficie de la pared vaginal tiene
surcos longitudinales y pliegues circulares, siendo estos mas prominentes en la parte
anterior y los surcos mas prominentes en la parte posterior (Godinez, 1992). Existe un
pseudocervix que es un gran pliegue de 2 a 3 cm en la parte anterior de la vagina, su
abertura es aplanada y posee una cavidad o descanso espermatecal, formado por la
pared posterior del pseudocervix y la cara anterior del cervix verdadero, aqui se puede
mantener de 6 a 10 ml de semen en una hembra adulta. Todas estas caracteristicas
ayudan para prevenir el lavado de semen en la vagina por agua de mar después de la
copula (Godinez, 1992). El Utero es bicornio con cuerpo corto y cuernos uterinos largos
que pasan cranealmente por aproximadamente la mitad de su longitud antes de voltearse
lateralmente al cuerpo del Utero (Gadinez, 1992; Sentiel et al., 2001).

Los ovarios son esféricos y elongados en su forma y lisos en su superficie, los
ovarios inmaduros tienen una forma plana y elongada con ranuras en su superficie,
cuando los ovarios maduran tienen forma de racimo de uvas; se localizan
inmediatamente posterior y lateralmente a los rifiones, fijados por un amplio ligamento.
Cada ovario es cubierto parcialmente por un infundibulo grande y bien desarrollado,
que se contiene con el corto y robusto tubo uterino (Gadinez, 1992). El oviducto es fino y
largo, el utero es bicorne, con el cuerno izquierdo mas desarrollado que el derecho,
debido a que en la mayoria de los casos, es el unico funcional (Gadinez, 1992) (Fig. 3). La
madurez sexual en hembras T. truncatus en vida libre, fue estimada cerca de los 10 afios
de edad, en dos casos en delfines en cautiverio fue estimada del sexto al séptimo afio de
edad, por lo que se ha observado que el rango varia entre los 7 a los 10 afios (Robeck et
al., 2001). El ciclo estral ha sido denominado como poliestrico estacional y se menciona
que la mayor actividad del ciclo estral ocurre durante la primavera, pero también se ha
observado que puede ocurrir en cualquier mes del afio y varias veces durante ese mismo
afio, el ciclo estral puede durar de 21 a 42 dias (Robeck et al., 2001). Los periodos de
anestro pueden ocurrir sin estar asociados a lactacién o gestacion, existe un reporte de
un T. truncatus aduncus con un periodo de anestro de 27 meses, el cual ese fendmeno
no ha sido explicado (Robeck et al., 2001). La gestacion ha sido estimada a los 12 meses y
la lactacion puede llegar a los 2 afios y sobrepasando este tiempo en animales en vida
libre. De tal forma el intervalo entre partos puede alcanzar de los 3 a los 4 afios (Robeck
etal., 2001).
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Figura 2. Area genital externa de la hembra T. truncatus.
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Figura 3. Aparato reproductor de la hembra del delfin (T. truncatus) (Carwardine et al.,
1999).

El tracto genital del macho tiene diferencias importantes con la mayoria de los
mamiferos terrestres, los testiculos se encuentran fijos en la pared dorsal de la cavidad
abdominal lateral y caudalmente a los rifiones, son de forma cilindrica y elongados,
estan envueltos por la tunica vaginal y la tanica albuginea, que también cubre al
epididimo (Gadinez, 1992; Sentiel et al., 2001). Su volumen varia con la edad y la actividad
sexual. Existen numerosos y pequefios canales dando origen al conducto eferente que se
introduce en el epididimo, el cual posee una cabeza, cuerpo y cola; distalmente la cola
crece para convertirse en el conducto deferente. La glandula accesoria que poseen es la
prostatica que rodea el canal urogenital y esta protegida por una capa gruesa de musculo
(Gdédinez, 1992).



El pene es fibroelastico, contiene una gran cantidad de tejido fibroso duro, se
encuentra constituido por 3 capas, la capa exterior formada por una piel dura y gruesa;
la capa media formada por un tejido conjuntivo y la capa interna que contiene fibras
elasticas (Gaodinez, 1992; Sentiel et al., 2001). De la region pélvica el pene corre
anteriormente, con su parte distal proyectdndose dentro del saco peneal. La piel que
recubre el saco peneal se refleja hacia delante para cubrir el primer tercio anterior del
pene, esta parte distal es llamada cono terminal; cuando el pene esta erecto, el
recubrimiento invaginado del saco peneal es estirado hacia afuera para cubrir el tercio
medio del pene (Godinez, 1992). El pene relajado forma una curvatura en forma se “S”,
gue es mantenida por sus musculos retractores, que se originan en la parte rectal anterior
y se insertan en la porcién ventral del pene, sobresale al exterior en estado de ereccion
durante el acto sexual o después de la muerte comunicandose con el exterior por una
abertura. En el caso del macho los pliegues anales y genitales estan separados (Godinez,
1992) (Figura 4).
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Figura 4. Aparato reproductor del macho del delfin (T. truncatus) (Carwardine et al., 1999).

1.1.6 Enfermedades infecciosas

En los dltimos afios, se ha reconocido que las enfermedades bacterianas, la
infeccion por morvilivirus y las fitotoxinas, son la causa mayor de mortalidad en
poblaciones de mamiferos marinos silvestres (Dunn et al., 2001). Asi también, otras
bacterias patdgenas han infectado nuevos o previamente no reconocidos hospederos,

como por ejemplo, las enfermedades ocasionadas por especies de Mycobacterium, las



cuales presentan una alta morbilidad y mortalidad en poblaciones de mamiferos marinos
en cautiverio y en vida libre. De igual forma otra enfermedad conocida como brucelosis,
la cual se pensaba que solo infectaba mamiferos terrestres, ha sido documentada en
mamiferos marinos en diversas partes del mundo (Higgins, 2000; Dunn et al., 2001; Bourg et
al.., 2007). Diversos factores hacen dificil cuantificar el papel de las enfermedades

bacterianas en la morbilidad y mortalidad de los mamiferos marinos en vida silvestre.

1.16.1 Enfermedades bacterianas
Enfermedades respiratorias

Se ha observado que los cetaceos tienen una alta susceptibilidad a las
enfermedades respiratorias de origen bacteriano, mencionando a la neumonia como la
principal causa de muerte (Dunn et al., 2001). Una significante proporcion de cetaceos
diagnosticados con problemas en el tracto respiratorio han presentado abscesos
pulmonares, en los cuales frecuentemente han aislado a Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa, y menos frecuente a bacterias Gram negativas. Sin embargo,
también se ha visto que tanto en mamiferos marinos de vida libre como en cautiverio,
las enfermedades bacterianas son con frecuencia secuelas de un fuerte parasitismo (Dunn
et al., 2001). Existen reportes de microorganismos causantes de neumonia como
Aerobacter spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa; los signos que se presentan pueden

presentarse son: depresion, halitosis y disnea (Higgins, 2000; Medway, 1973; Medway, 1980).

Pasteurelosis

Enfermedad relacionada con los rumiantes y conejos, sin embargo se ha
presentado en delfines como una bronconeumonia hemorrédgica (Medway, 1973), la
mayoria de las veces se presenta como una septicemia aguda o subaguda,
frecuentemente ocurre la muerte sin la presencia de signos clinicos o a pocas horas de
presentar anorexia u otros signos de comportamiento como letargia y decremento en el
nado (Dunn et al., 2001). Otros autores han mencionado a Pasteurella multocida como
causante de enteritis, ocasionando la muerte del animal, debido a la presencia de
bacteremia y hemorragia intestinal. Mannheimia haemolytica se ha reportado como

causante de traqueitis hemorragica (Dunn et al., 2001).



Erisipela

Erysipelothrix rhusopathiae, bacilo pleomorfico Gram positivo, agente causal de
la enfermedad erisipela en cerdos y pavos, la cual se ha observado también en cetaceos
en cautiverio por la ingestion de pescado contaminado con este microorganismo. Se
tiene dos presentaciones de esta enfermedad; la primera es la septicémica, la cual
frecuentemente culmina con la muerte del animal, debido a que es subita y no presenta
signos especificos; la segunda es la forma dermatoldgica, caracterizada por placas en la
piel en forma de rombos grisiceos en el tronco dorsal, en el hocico y sobre el meldn,
ademas de presentar anorexia, debilidad y excremento de color negro. El
microorganismo puede ser aislado de los linfonodos, pulmoén e higado. En la forma
septicémica podemos observar a la necropsia, ascitis, petequias intestinales
multifocales, esquimosis, hemorragias, esplenomegalia y lesiones en piel (Medway, 1973;
Higgins, 2000).
Existen bacterinas, las cuales han tenido excelentes resultados en el control de la
enfermedad. La inmunizacion de los delfines con bacterinas activas e inactivas es
frecuentemente utilizada sin reacciones adversas, excepto en dos casos, donde se

utilizaron bacterinas activas y causaron la muerte de los animales (Allen et al., 1971).

Brucelosis

Esta enfermedad es ocasionada por distintas especies de Brucella, la cual es una
bacteria bacilo Gram negativa, usualmente asociada a rumiantes, cerdos y roedores. A
mitad de los afios noventa, fue aislada de cadaveres de diversos mamiferos marinos
como focas, delfines, marsopas y ballenas (Bourge et al., 2007). Ha sido encontrada en una
gran variedad de tejidos y se ha observado que ocasiona aborto y meningoencefalitis,
estas cepas aisladas son genéticamente distintas de las cepas de animales terrestres, por
lo que se han propuesto dos nuevas especies, Brucella pinnipediae y Brucella cetaceae
(Bourge et al., 2007). La evidencia seroldgica a la exposicion a Brucella spp., ha sido
documentada en varios cetaceos, incluyendo al T. truncatus, en el cual se ha aislado de
un aborto en cautiverio, en lesiones cutaneas, neumonia, en los ganglios linfaticos e
higado, ocasionando en éstos érganos una inflamacion granulomatosa multifocal (Dunn

et al., 2001; Higgins, 2000; Foster et al., 2002).



Vibriosis

Los vibrios son bacterias Gram negativas que existen en altas densidades en el
agua y en organismos marinos como los corales, peces, moluscos, hierba del mar,
esponjas, camarén y zooplancton, en ambientes como estuarios, costas, sedimentos y en
la acuacultura (Thompson et al., 2004). En los delfines T. truncatus se han descrito tanto en
individuos sanos como enfermos, en Hawai se han aislado rutinariamente de heces,
espiraculo y faringe a V. fluvialis, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus,
V. cholerae (sin antigeno O) y vibrios no clasificados (Schroeder et al., 1985; Beck y Rice,
2003). En otras especies de delfines, los vibrios se han asociado a hepatitis necrotica,
bronconeumonia focal aguda, y dermatitis activa en aletas, tejido subcutaneo y la punta
del rostro, V. alginolyticus causa estomatitis necrotica y V. parahaemolyticus se aisl6 de
un pulmén, la posible via de entrada por la cual los vibrios invaden el sistema vascular
es a través de la mucosa intestinal, el pulmon y las heridas orales (Schroeder et al., 1985;
Tangredi y Medway, 1980), estas mismas especies suelen asilarse comunmente como
contaminantes de heridas, ocasionando la muerte del animal debido a septicemia (Dunn et
al., 2001). Algunos investigadores sefialan que las personas que mantienen un contacto
estrecho con mamiferos marinos deben estar concientes del riesgo del potencial

zoonotico de estos microorganismos (Schroeder et al., 1985; Tangredi y Medway, 1980).

Nocardiosis

Las nocardias son bacterias filamentosas gram positivas, que se encuentran
generalmente en el ambiente, estiércol, agua y tierra, por lo que son facilmente
inhaladas o aspiradas (Dunn et al., 2001). En los cetaceos existen reportes de nocardias
patdgenas para estos animales, las cuales son: N. asteroides y N. brasiliensis. Las
formas de la enfermedad encontradas con mayor frecuencia son la pulmonar o
extrapulmonar, las cuales han sido descritas en nueves especies de cetaceos, las cuales
ocasionaron también lesiones cutineas. N. asteroides, ha sido asociada también con
necrosis y linfadenitis piogranulomatosa, pleuritis, encefalitis y mastitis. N.
paraguayensis, es el agente causal de micetoma, donde se pueden observar lesiones

ulcerativas en la cavidad oral (Fowler, 1993).



1.1.6.2 Enfermedades virales
Morbilivirus

A lo largo de la década pasada, el morbillivirus ha emergido como el patégeno
de mayor importancia en los cetaceos en vida libre, existen reportes acerca de su
evidencia seroldgica en numerosos cetaceos del Atlantico, lo cual se sugiere que puede
tener un alto impacto en estas especies. El delfin T. truncatus es una de las especies
afectadas por este virus, se ha observado que desarrollan una neumonia severa con
multiples focos de atelectasia y consolidacion de los pulmones, asi como edematizacion
de los ganglios linfaticos, en la mayoria de los animales afectados se ha presentado una

meningoencefalitis no supurativa (Fowler, 1993).

Papilomavirus

De la familia Papovaviridae, el género Papillomavirus ha sido implicado en la
aparicion de papilomas genitales, papilomas cutaneos y papilomas gastricos de varios
cetaceos, las lesiones consisten en ser areas delimitadas con hiperplasia epitelial,
distribuidas al azar. Las lesiones en la mucosa son generalmente de superficie irregular
y con variantes en el color. El tamafio es variable, desde unos pocos milimetros hasta

los 20 cm. No se conoce la forma de transmision (Kennedy, 2001).

Poxvirus

Este virus ha sido identificado morfolégicamente en lesiones de piel de
numerosas especies de mamiferos incluyendo al delfin T. truncatus. se manifiesta con
lesiones en forma de anillo o agujeros con puntilleo negro en la piel, aparecen aisladas
con un diametro de 0.5 a 3 cm, son de color gris con bordes oscuros, se observan en la
superficie dorsal y en la aleta caudal, pueden persistir por meses o0 afios sin signos de
enfermedad en el animal, aunque este virus no aparenta causar serios problemas en la
salud de los animales, el desarrollo de estas lesiones usualmente coinciden con periodos
de inmunodepresion y estrés en los delfines. Cuando las lesiones son supurativas, es
necesario administrar una terapia para infecciones secundarias con antibiéticos. Para el
diagndstico, se debe tomar una biopsia donde se incluya tejido normal y de la lesion, ya
que por lo general este virus se encuentra en la periferia de la lesion y ocasiona cuerpos

de inclusion intracitoplasmaticos (Kennedy, 2001).



Calicivirus

Existen reportes de 14 serotipos que se han aislado de mamiferos marinos,
incluyendo al delfin T. truncatus, la lesion méas consistente son las vesiculas en la piel,
las cuales han sido asociadas a lesiones y viejas cicatrices. Estas vesiculas pueden tener
de diametro de 1 mm a 3 cm, las lesiones en piel generalmente se resuelven sin ningdn
tratamiento. Este virus puede ser aislado de hisopos réctales o de la aspiracion del
liquido vesicular, colocado en frascos con solucion de fosfato con glicerol (pH 7.2) y
congelado. No existen reportes de efectos citopaticos, ni de casos de zoonosis, pero su

manejo debe ser con cuidado (Kennedy, 2001).

1.1.6.3 Enfermedades micoticas

Los hongos miceliados y levaduriformes son usualmente oportunistas o
invasores secundarios; estos microorganismos son un riesgo en la salud de los animales
que se encuentran inmunodeprimidos. Aspergillus fumigatus, Candida spp.,
Cryptococcus neoformans, Fusarium spp. y zigomicetos (Apophysomyces elegans,
Rhizomucor pusillus, Saksenaea vasiformis), son considerados patégenos oportunistas,
donde otros patdgenos endémicos como Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis
y Histoplasma capsulatum son capaces de infectar hospederos sanos (Reidarson et al.,
2001). Estos hongos logran ingresar al hospedero por inhalacion, trauma, o ingestion,
para después alojarse en los pulmones, en la piel o en el tracto gastrointestinal (Reidarson
et al., 2001). Debido a que los hongos son pobremente transmisibles entre los animales,
las micosis son frecuentemente endémicas y raramente provocan una epidemia (Reidarson
et al., 2001). Se han reportado en dos ocasiones como casos de zoonosis en los cuales en
uno de ellos se encontro implicado Blastomyces dermatitidis en delfines T. truncatus y

en el otro caso a Loboa loboi en el delfin del Amazonas (Reidarson et al., 2001).

Aspergilosis pulmonar

Aspergillus fumigatus, es la infeccion micética reportada con mayor frecuencia
en cualquier mamifero marino (Medway, 1973; Reidarson et al. 1998). En algunos delfines
este microorganismo ha ocasionado neumonia necrozante y encefalitis (Domingo et al.,
1992). Se caracteriza por afectar el sistema respiratorio inferior, manifestaindose en
nodulos pulmonares que se observan en las placas radiograficas (Medway, 1973).
Reidarson menciona que la broncoscopia facilita un diagnéstico temprano y definitivo,

asi como un tratamiento oportuno; a diferencia de la inmunodifusion serolégica en agar,



la cual identifica anticuerpos especificos circulantes de Aspergillus fumigatus, pero sélo

son evidentes cuando la infeccidn es activa (Reidarson et al., 1998).

Candidiasis cutanea

Esta enfermedad es ocasionada por la levadura Candida albicans, se manifiesta
principalmente alrededor de las heridas, asociada en las uniones mucocutaneas, el
espiraculo y la vagina; en adicion a los signos cutaneos, frecuentemente también se
muestra en el esdfago y en el &rea géstrica, con signos como la regurgitacion, el vomito
y sacudimiento de la cabeza (Medway, 1980). La lesion patognomdnica es la ulceracion
del eséfago. De igual forma puede realizar una invasion sistémica hacia cualquier
organo, los rifiones, el sistema nervioso central, las valvulas del corazon son los sitios
mas comunes (Reidarson et al., 2001). La enfermedad clinica se asocia después del
tratamiento con antibidticos y del agua, cuando el animal esta inmunodeprimido o la
conjuncién de todas las anteriores. Los factores predisponentes son la contaminacion
fecal y desechos organicos del alimento (Medway, 1980). C. albicans, es un
microorganismo considerado como patdgeno oportunista, es parte de la microbiota
normal de las mucosas, donde reside como comensal. Se ha podido aislar en delfines T.
truncatus en vida libre en Florida, en una proporcion de 4 a 54%, lo cual también es
comparable con lo observado en diversos cetaceos que viven en acuarios (Reidarson et al.,

2001).

Lobomicosis

Loboa loboi, enfermedad fungal que se presenta como una dermatitis crénica
granulomatosa, se ha observado en humanos, en el T. truncatus y Sotelia guianensis; la
transmision es por contacto directo y las lesiones pueden localizarse en cualquier parte
del cuerpo del animal, las lesiones histolégicas muestran una acantosis caracterizada por
la proliferacion de células escamosas (Sweeney y Ridway, 1975). Este microorganismo no
ha podido ser aislado y su diseminacion sistémica tampoco ha sido demostrada

(Reidarson et al., 2001).

1.1.6.4 Enfermedades parasitarias
Diversos parasitos se han encontrado en mamiferos marinos, algunos como
hallazgos a la necropsia en animales encallados, debido a lo extenso en este tema sélo se

mencionaran los parasitos encontrados en el delfin T. truncatus.



Protozoarios:

Ciliados

Kyaroikeus cetarius

Fue el primero parésito descrito en el espirdculo del delfin T. truncatus, donde se
encuentra comdnmente en casi el 50% en animales de vida libre, aunque de igual forma
ha sido mencionado en otros delfines, se ha observado en piel y linfonodos (Dailey, 2001).
Las infecciones suelen ser en el tracto respiratorio superior y se han visto en conjuncion
con Nasitrema spp. (Sweeney et al., 2003).

Chilodonella spp.

Encontrado en la mucosa del espirdculo y en la piel lesionada. Estos ciliados son
considerados patdgenos oportunistas, aunque se desconoce su patogenicidad (Dailey,
2001).

Apicomplejos.

Cystoisospora delphini,

Coccidea descrita como causante de enteritis en mamiferos marinos (Dailey, 2001).

Helmintos:

Anisakis spp.

Nematodos de éste género se pueden encontrar en el estdmago, su diagndstico es por
inspeccion fecal, las infecciones no son muy severas y el tratamiento es con
antihelminticos. Cuando los animales son capturados tienen que ser tratados contra
estos nematodos, debido que es frecuente encontrar a los delfines de vida libre con este
parasito, cuando los delfines estan en cautiverio y son alimentados con pescado
congelado el desarrollo de parasitismo gastrointestinal es raro (Sweeney y Ridway, 1975).
Campula rochebruni

Trematodo encontrado en el estdmago, adherido a la mucosa del conducto hepatico y
pancreético, causando obstruccién. El diagndstico se hace por la determinacion de la
presencia de huevos en las heces (Sweeney y Ridway, 1975).

Nasitrema spp.

Es el trematodo que se encuentra con mayor frecuencia en el cerebro de los pequefios
odontocetos, primariamente ocasiona infeccion parasitaria en los senos paranasales,
ocasiona inflamacion, mal olor, predispone a infecciones bacterianas que afectan el

tracto respiratorio; en algunas ocasiones, las formas adultas de Nasitrema migran a



través de las paredes de los senos nasales, hacia el cerebro, ahi causan encefalitis y
necrosis cerebral, los signos que presentan son perdida del equilibrio, signos
generalizados del sistema nervioso central y sacudimiento de la cabeza (Sweeney y
Ridway, 1975; Dailey, 2001). Por ello se ha pensado que Nasitrema juega un papel en el
varamiento de odontocetos (Fowler, 1993). Aunque no se ha resuelto el ciclo vital, se
sospecha que las formas larvarias se encuentran en los peces, los cuales realizan el papel

de hospederos intermediarios (Fowler, 1993).

1.2  MICROBIOTA NORMAL
1.2.1 Definicién

La microbiota normal es el término que describe a bacterias, virus, protozoarios
y hongos que habitan en diferentes regiones anatdmicas y que mantiene una estrecha
relacién con la homeostasis de los animales y del humano. Estos microorganismos estan
adaptados para vivir en el hospedero sin causar dafio o enfermedad (Ingraham e Ingraham,
2000; Sorum y Sunde, 2001; Tlaskalova et al., 2004). Asimismo, la microbiota normal puede ser
transitoria 0 permanente. La microbiota transitoria es aquella que se encuentra en
periodos cortos y esta constituida por microorganismos provenientes del ambiente; y la
microbiota que persiste por un largo periodo de tiempo es llamada permanente y es
similar entre individuos de la misma especie (Ingraham e Ingraham, 2000; Hernandez et al.,
2004).

Los microorganismos estan presentes en el ambiente y se encuentran en
continuo contacto con los animales y humanos; esta interaccion comienza desde el
nacimiento y durante el transcurso de la vida del animal, por ingestion o inhalacion de
microorganismos, cada region anatomica crea un ambiente selectivo donde unos
microorganismos son favorecidos méas que otros (Tlaskalova et al., 2004). De tal forma los
microorganismos presentes en superficies internas y externas como la cavidad oral,
tracto gastrointestinal, respiratorio, genitourinario, mucosa conjuntival y la piel en
animales sanos son referidos como microbiota normal (Sorum y Sunde, 2001; Ingraham e
Ingraham, 2000; Tlaskalova et al., 2004). Algunos de estos microorganismos no son patdgenos
en la region anatdmica donde habitan, pero pueden llegar a ser patdgenos en regiones

distintas (Levinson y Jawetz, 2000).



1.2.2 Composiciony funcién

La microbiota normal se establece por la interaccion del hospedero con el
ambiente, va a estar determinada por factores tales como edad, raza, hormonales, dieta,
estrés, comportamiento sexual, medicacion, estacion del afio, localizacion geogréfica,
alojamiento, densidad de poblacion, contacto con otros animales o procedimientos de
limpieza (Sorum y Sunde, 2000; Trujillo, 1992). La composicion de la microbiota normal esta
integrada por bacterias, hongos, virus y protozoarios, los cuales van a formar parte de
un mecanismo natural complejo en la superficie de las mucosas y la piel, que
interacttan en la resistencia contra microorganismos patdégenos debido a la produccion
de sustancias y péptidos antimicrobiales, competencia por nutrimentos y la produccion
de enzimas extracelulares las cuales son inhibitorias o interfieren con el ataque de los
patdgenos oportunistas (Sorum y Sunde, 2000; Levinson y Jawetz, 2000; Tlaskalova et al., 2004).
Ademas, la microbiota normal se encarga de la digestion de sustratos metabolizables,
produccion de vitaminas, estimulacién del sistema inmune, desarrollo de las células de
la mucosa. En la mucosa del intestino se menciona que interviene en el desarrollo y
expansion del tejido linfoide, el mantenimiento y regulacion de la respuesta inmune y la

regulacion del transito intestinal (Kelly y Conway, 2005).

1.2.3 Interaccion con el sistema inmunolégico

Se ha observado que la respuesta del sistema inmunoldgico presenta cierta
tolerancia hacia la microbiota normal, esta respuesta consiste en tres fases: (1) deteccion
del microorganismo, (2) la traduccion del reconocimiento del microorganismo a una
apropiada sefializacion y (3) la induccion de una respuesta efectora apropiada (Kelly y
Conway, 2005), esta cadena es desarrollada principalmente por diversas familias de
receptores y sistemas de sefiales de transduccion envueltas en el reconocimiento de
moléculas conservadas de los microorganismos, algunos de estos receptores son los de
tipo toll-like (TLR) y los tipo Nodl y Nod2 (en su traduccion al inglés nucleotide-
binding oligomerisation domain proteins), similares a estos hay factores del hospedero
que antagonizan la funcion de estos receptores (tollip, SIGIRR, ST2 y proteinas Nod),
los cuales proveen de un importante discernimiento dentro de los mecanismos de la
supresion de la respuesta inmune requerida para mantener un estado de baja respuesta
en relacion a la microbiota normal (Kelly y Conway, 2005; Portnoy, 2005). Sin embargo
recientemente se ha sugerido una funcion sinérgica de moléculas efectoras derivadas del

hospedero y los microorganismos, que antagonizan y modulan la sefializacion mediada



por los TLR, mediando asi la transduccion y a las fases efectoras (Kelly y Conway, 2005).
Otros autores comentan que los TLR pueden ser capaces de reconocer y discriminar
entre microorganismos patdgenos y comensales, esto se ha observado porque a pesar de
una continua exposicién a una gran cantidad de microorganismos comensales, las
celulas epiteliales no responden hacia una respuesta inflamatoria, manteniendo asi una
baja respuesta inmune (Kelly y Conway, 2005).

Asimismo, estd situacion no es benéfica para el hospedero cuando las
caracteristicas del microorganismo promueven la enfermedad, ya que representa un
posible factor de virulencia porque puede no ser reconocido por el sistema
inmunoldgico (Kelly y Conway, 2005). Esto se ha observado cuando los comensales
atraviesan la mucosa e infectan las valvulas del corazén y dan como origen una
endocarditis infecciosa, el repertorio de la respuesta inmune contra los patdgenos

enddgenos es programado para una tolerancia sistémica (Herzenberg, 2000).

La coexistencia de los microbiota normal es usualmente beneficiosa para el
hospedero, la interaccién constante entre ambos va a tener un papel importante en la

coevolucion para una supervivencia conjunta (Steiner et al., 2000).

1.2.4 Relacion con estrés y enfermedad

En el afio de 1936, Hans Selye publicé las tres etapas del Sindrome producido
por diversos agentes nocivos, (1) alarma y adaptacion, (2) eventos hormonales y (3)
resistencia, agotamiento y muerte; donde los sintomas son independientes de la
naturaleza del agente nocivo o del tipo de farmaco utilizado. Moberg en los afios
ochenta definio las tres etapas del estrés, (1) reconocimiento del estimulo estresante, (2)
la respuesta del cuerpo hacia el estimulo y (3) las consecuencias resultantes del cuerpo.
Se ha mencionado que la periédica activacion de la respuesta hacia el estrés es benéfica
para mantener la salud, de igual forma sefiala que si esta respuesta es incontrolada,
excesiva y prolongada, el resultado es hacia una etapa de diestres, que no siempre

resulta perjudicial para el individuo (Aubin y Dierauf, 2001).

Cuando los factores que ocasionan estrés en el animal son severos o persistentes
y el animal no llega a adaptarse a ellos, se genera un desequilibrio perjudicial en el
animal cuyas consecuencias pueden manifestarse a nivel inmune, psiquico, metabdlico y

reproductivo. Si el resultado culmina en una alteracion en el funcionamiento del sistema



inmune, entonces el animal es vulnerable a enfermedades infecciosas y puede
desarrollar una condicion patologica. Los mamiferos marinos tanto en cautiverio como
en vida libre estan sujetos a una serie de eventos que pueden ocasionarles estrés, como
por ejemplo: el ambiente social, la predacién, la competencia por el alimento, el
parasitismo, la captura, la transportacion, el aislamiento, la sobrepoblacion,
instalaciones inadecuadas y ruidos excesivos.

Se han llevado a cabo diversos estudios en los delfines T. truncatus para
determinar los indicadores del estrés: neutrofilia, eosinopenia, linfopenia, leucocitosis,
hiperglicemia, incremento de cortisol y aldosterona en el suero, incremento en la
sedimentacion de eritrocitos, hipoferremia, incremento en la osmolaridad de la orina y
cambios en la microflora normal del tracto respiratorio (Aubin y Dierauf, 2001). En este
ultimo punto, se ha observado que cuando se presentan alteraciones en las condiciones
ambientales, fisioldgicas, nutricionales o inmunoldgicas, algunos de los miembros de la
microbiota normal pueden volverse oportunistas y causar enfermedad. Esta condicion se
puede presentar especialmente en individuos inmunodeprimidos; asimismo, se ha
observado también que puede presentarse cuando se administra tratamiento médico con
antimicrobianos de amplio espectro (Tlaskalova et al., 2004).

El cloro y otros componentes antimicrobianos afadidos al agua, mas el
tratamiento médico con antimicrobianos, pueden afectar la microbiota normal causando
la diseminacion de los patogenos, los cuales tendran una ventaja en la competencia para
establecer infecciones en animales inmunodeprimidos (Buck, 1980). Ciertas bacterias que
son parte de la microbiota normal son poco dafinas y suelen ser benéficas bajo ciertas
circunstancias, pero pueden causar inflamacion local o sistémica si se pierde la
integridad de la superficie del hospedero (Hornef et al., 2002). La interaccion del hospedero
y de los microorganismos es una linea fragil que puede fluctuarse provocando la muerte
del hospedero, la eliminacion del microorganismo, estados de latencia de este mismo, la
colonizacién o al comensalismo, en estas Ultimas situaciones se puede revertir al
desarrollo de la enfermedad. De tal manera la virulencia es una variable dependiente a
la susceptibilidad del hospedero, al contexto y naturaleza de la interaccion hospedero-

microorganismo (Casedevall y Pirofski, 2001).



1.2.5 Importancia en mamiferos marinos

La informacion sobre la microbiota normal es importante cuando se intenta
rehabilitar animales varados o en cautiverio, debido a que permite un mayor
entendimiento del papel de las bacterias en los delfines con desordenes fisioldgicos, asi
como para evaluar el estado de salud en mamiferos marinos de vida libre, y en forma
especifica para definir los métodos de evaluacién y prevencion de diferentes
enfermedades infecciosas de delfines en cautiverio y evaluar el riesgo de transmision
hacia los humanos; esto Ultimo ha sido poco entendido debido a la escasez de
informacién de los microorganismos que se encuentran asociados con estas especies y
por lo cual debe cobrar una mayor importancia debido al auge que se ha presentado en
los ultimos afios con el estrecho contacto de los delfines con los humanos, por ejemplo
en la delfinoterapia y el nado con delfines, esto debido a que la mayoria de las personas
que asisten a estas terapias son de la tercera edad, nifios y mujeres embarazadas, los
cuales tienen un mayor riesgo de estar inmunodeprimidos. De igual forma puede ser de
utilidad para mejorar o implementar medidas de bioseguridad que permita un mejor

manejo de estos animales en cautiverio.



1.3 JUSTIFICACION

En México existen dos tipos de instalaciones que contienen a los delfines en
cautiverio, en base a la NOM 135 SEMARNAT 2004, se define a la instalacion abierta
como aquella que mantiene a los mamiferos marinos en su habitat natural, la cual recibe
intercambio de agua del exterior, con lo cual se diferencia de las instalaciones cerradas
por que la calidad de agua es regulada por sistemas de filtracion. Aln cuando existen
algunos informes de bacterias patogenas en el T. truncatus, el conocimiento acerca de
su microbiota en el tracto respiratorio y genital es limitado y por lo tanto se desconoce
su posible patogenicidad y potencial zoondtico (Buck, 1980). ElI conocimiento de la
microbiota normal del tracto respiratorio y el area genital en diferente época de afio en
ambos tipos de instalacién permitira un mayor entendimiento de los microorganismos
relacionados con estos delfines y de las instalaciones que los contienen, asi como
aquella potencialmente patdgena para los delfines y para el personal que labora con
ellos, lo que permitird un mejor manejo de esta especie y de las instalaciones que los

contienen.



14 HIPOTESIS
La variabilidad de especies bacterianas y de levaduras, serd mayor en el tracto

respiratorio y en el area genital en los delfines que se encuentran en instalaciones

abiertas en comparacion con los que se encuentran en instalaciones cerradas.

15 OBJETIVOS

151 Objetivo General

Determinar en diferente época del afio a las bacterias aerobias y levaduras presentes en

el tracto respiratorio y el area genital del delfin tonina (Tursiops truncatus) clinicamente

sanos, mantenidos en instalaciones cerradas y abiertas.

152 Objetivos Especificos

1. Aislamiento e identificacion de género y especie de bacterias aerobias y de
levaduras a partir de muestras obtenidas del tracto respiratorio y el area genital de
delfines tonina (T. truncatus), clinicamente sanos.

2. Comparacion entre las especies bacterianas y de levaduras obtenidas a partir del
tracto respiratorio y el area genital de delfines tonina (T. truncatus), mantenidos en
instalaciones cerradas comparadas contra las obtenidas de los delfines mantenidos

en instalaciones abiertas.



1. MATERIALY METODOS
2.1 INSTALACIONES
En este trabajo, se realizaron los muestreos de delfines provenientes de 8 instalaciones
diferentes, 5 de ellas tienen la infraestructura de instalaciones cerradas y 3 de instalaciones
abiertas, con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-135-SEMARNAT-2004, este tipo de

instalaciones se encuentran definidas como:

Instalacion abierta: infraestructura necesaria para el confinamiento de especies de
mamiferos marinos en su medio natural, el cual recibe intercambio de agua del exterior ya sea
por flujo de mareas u otras fuentes (www.semarnat.gob.mx). Este tipo de infraestructura se
encuentra en la empresa Grupo Via Delphi (Delphinus Costa Maya en Mahahual, Delphinus

Riviera Maya en Xcaret y Mundo delfines en Xel-Ha).

Instalacion cerrada: infraestructura necesaria para el confinamiento de especies de
mamiferos marinos, con calidad de agua regulada por sistemas de filtracion
(www.semarnat.gob.mx). Este tipo de infraestructura se encuentra en las empresas: CONVIMAR,
(Atlantis, Aragon y Ferias I11), Delfiniti de México y Six Flags de México. Estas instalaciones
cuentan con un sistema de filtro cerrado de arena, el cual permite el reciclamiento y el llenado
de la misma. Realizan la determinacién de la calidad del agua en las albercas, con base en una
inspeccion diaria de valores como pH, salinidad y temperatura, ademas de un analisis
microbiol6gico (potabilidad) cada mes, lo anterior con el fin de verificar que coincida con lo
estipulado en la NOM-135-SEMARNAT-2004, donde se menciona que se deben cumplir con

las siguientes condiciones:

e Potencial de Hidrogeno (pH) entre 6 y 8 unidades.
e Temperatura de 14° a 27° C.
e Salinidad de 18 a 36 partes por mil.

En cada una de las instalaciones mencionadas anteriormente se realizd la obtencion de
muestras de agua para la realizacion de un estudio bacteriolégico general, lo anterior con el

fin de comparar los aislamientos obtenidos de las muestras de los delfines con los del agua.



2.2 DELFINES

Se obtuvieron en cuatro ocasiones muestras del tracto respiratorio y el area genital de
29 delfines (Tursiops truncatus) clinicamente sanos, 11 delfines de ellos se encuentran en las
5 diferentes instalaciones cerradas, las cuales se localizan en la Ciudad de México y en Ixtapa,
Guerrero. De las instalaciones abiertas se muestrearon a 18 delfines, que se encuentran
distribuidos en 3 diferentes instalaciones en Quintana Roo.

Las caracteristicas de los delfines muestreados en cada tipo de instalacién fueron:
Instalaciones cerradas:
Juveniles menores de 10 afos de edad hembras 1 machos 2

Adultos mayores de 10 afios de edad hembras 4 machos 4

Instalaciones abiertas:
Juveniles menores de 10 afios de edad hembras 6 machos 3
Adultos mayores de 10 afios de edad hembras 5 machos 4
Cada empresa realiza de manera periodica examenes fisicos a sus delfines, asi como

andlisis de sangre, analisis bacterioldgicos, coproparasitoscopicos, generales de orina,
citologias respiratorias, evaluacion de la dieta, entre otros, para monitorear a los delfines y asi
conocer su estado de salud. Para este trabajo era importante que los delfines de este estudio no
se encontraran cursando algin problema infeccioso y no estuvieran bajo tratamiento
antimicrobiano, por lo que antes de realizar el muestreo se consulté con el MVZ responsable
de cada delfin, tomando en cuenta el expediente clinico de cada animal, se observé
especificamente que no se encontraran cursando con alguna patologia clinica, o cursando
algun problema infeccioso y por consiguiente un tratamiento con antimicrobianos en por lo
menos tres semanas antes del muestreo, ademas de lo anterior, se prosiguié a realizar un
examen fisico, se tomaron muestras de sangre con tubos con EDTA para la realizaciéon de
hemogramas, se tomaron muestras citolégicas del tracto respiratorio y del area genital.
Posteriormente se realizaron los muestreos bacteriologicos. EI manejo de los delfines se
realizé por condicionamiento operante por lo que no fue necesario la contencion quimica y
tuvo una duracién de aproximadamente de 10 minutos maximo por delfin, con el fin de evitar
el minimo estrés y alguna alteracion de sus parametros fisioldgicos.

El periodo para la obtencion de las muestras de cada delfin se realiz6 en cuatro ocasiones,

con el fin de realizar uno por cada estacion del afio.



1.- Agosto y Septiembre del 2006. Verano
2.- Noviembre y Diciembre 2006.  Otofio

3.- Enero, Febrero y Marzo del 2007. Invierno
4.- Abril y Mayo del 2007. Primavera

2.2.1 Muestreo del area genital

Material por delfin:

Gasas estériles

2 hisopos estériles (Copan, Italia)

2 transportes AMIES con carbdn activado (Copan, Italia)
Procedimiento:

Para la obtencion de la muestra vaginal o prepucial, los delfines estan entrenados para
ir hacia donde esté el entrenador y colocarse en una posicion dorso ventral en la superficie del
agua, el entrenador lo sujetd de la parte dorso ventral y expuso el area genital del delfin fuera
del agua. La periferia del area genital se limpié con gasas estériles, la hendidura genital se
separd con los dedos (se recomienda el uso de guantes estériles) y se procedi6 a introducir un
hisopo estéril (Copan, Italia) en la vagina o en su caso en el prepucio, con movimientos
circulares, se tomaron dos muestras por delfin. Cada hisopo se coloc6 en un medio de
transporte AMIES con carbon activado (Copan, Italia), cuidando la identificacién de cada

muestra.

2.2.2 Muestreo del tracto respiratorio
Material por delfin:
Gasas estériles
2 bolsas estériles (Ziplock, Tailandia)
2 hisopos estériles (Copan, Italia)
2 transportes AMIES con carbon activado (Copan, Italia)
Procedimiento:
Con gasas estériles se limpio la piel de la periferia del espiraculo, se colocé una bolsa
estéril (Ziplock, Tailandia) de boca ancha a unos 2 cm de distancia del espiraculo y mediante

una fuerte espiracion por el delfin se obtuvo una secrecion profunda del tracto respiratorio. De



la bolsa se tomaron dos muestras con hisopos estériles (Copan, Italia) y se colocaron en medio
de transporte AMIES con carbon activado (Copan, Italia).

Las muestras del tracto respiratorio y del area genital se transportaron a temperatura de
4°C y fueron llevadas al laboratorio del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de

México, donde fueron procesadas en un maximo de 24 horas.

2.3 ANALISIS MICROBIOLOGICO

Cada muestra fue cultivada en agar sangre, agar chocolate, agar MacConkey y agar
Columbia (Oxoid, Inglaterra). Los cultivos fueron incubados bajo condiciones de aerobiosis y
microaerobiosis de 24 a 48 h a 37° C. Después de la incubacion, cada colonia diferente fue
subcultivada en agar sangre para su aislamiento en cultivo puro para realizar posteriormente
su caracterizacion. Cada cultivo puro fue descrito macroscopicamente (morfologia de la
colonia, hemdlisis y produccién de pigmentos) y microscopicamente (reaccion de Gram,
forma y agrupacion bacteriana), en base a esta descripcion se decidié que tipo de galeria del
sistema APl 20 (Biomérieux, Francia) se utilizaria para la identificacion de bacterias o de
levaduras, este sistema consiste en una serie de pruebas bioquimicas estandarizadas para
determinar género y especie, que incluye diversas pruebas de asimilacion de carbohidratos y
pruebas enzimaticas.
De acuerdo a las caracteristicas de las bacterias y levaduras se utilizaron:

1. API 20 NE para bacilos gram negativos no enterobacterias

2. API 20 E para enterobacterias

3. API 20 STAPH para estafilococos

4. API 20 STREPT para estreptococos

5. API CAux para levaduras

Posteriormente todos los aislamientos fueron almacenados a -80° C, en caldo nutritivo

infusion cerebro corazon con 50% de glicerol (Sigma, USA).

2.4  ACTIVIDADES Y MUESTREOS COMPLEMENTARIOS
B Examen fisico
B Hemograma

Material por delfin:



Torundas con alcohol etilico al 96%

Tubos con 3ml de EDTA (Vacutainer, USA).

Agujas mariposas de 21 a 25G 3/4 X 12" (Vacutainer, USA)
Portaobjetos 25x75

Procedimiento:

El area ventral de la aleta caudal fue limpiada con torundas con alcohol,
posteriormente se realiz6 la venopuncion para la obtencion de la muestra sanguinea, se
depositaron aproximadamente 3ml de sangre en un tubo con EDTA. A cada muestra se le
realizaron 2 frotis sanguineos en un portaobjetos, los cuales se fijaron al aire para su posterior
tincion y observacion. Las muestras sanguineas se transportaron a temperatura de 4°C en un

maximo de 24 horas para la realizacion de hemogramas (Figura 5).

Figura 5. Toma de muestra de sangre.

= Citologia del area genital
Material por delfin:
Gasas estériles
2 hisopos estériles
2 portaobjetos 25x75
Procedimiento:
Se expuso el area genital del delfin fuera del agua, con una gasa estéril se elimin6 el

exceso de agua y posteriormente se procedio a introducir un hisopo estéril en la vagina o en su



caso en el prepucio, con movimientos circulares, se tomé una muestra por delfin. Con cada
hisopo se realiz6 un frotis girando el hisopo en la superficie del portaobjetos en una forma
linear y girando las caras del hisopo, inmediatamente después se fij6 al aire y se rotulé con el

nombre y area muestreada.

m Citologia del tracto respiratorio
Material por delfin:
1 portaobjetos 25x75
Procedimiento:

Se tom6 un portaobjetos y se colocd a una distancia de 10 a 15 cm del orificio del
espiraculo, mediante una fuerte expiracion del animal se obtuvo la muestra; inmediatamente
se fijo al aire y se identifico con el nombre y area muestreada.

Las muestras citologicas y de sangre previamente identificadas con el nombre del delfin
fueron llevadas al laboratorio del Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México, donde las muestras
de sangre fueron procesadas en un maximo de 24 horas. Las citologias fueron tefiidas con la

tincion de Diff Quick (Satin Set, Baxter, EUA) para su posterior examinacion.

m  Calidad del agua
Bacterioldgico general.
Material por contenedor:
1 frasco estéril con tapon esmerilado con capacidad de 125 ml.
Procedimiento:

El procedimiento sanitario para el muestro del agua se realiz6 con base en las
especificaciones de la Norma NOM-230-SSA1-2002. Se tomaron 100ml sumergiendo el
frasco con la boca hacia abajo de 15 a 30cm de profundidad. Las muestras se transportaron a
temperatura de 4°C y fueron llevadas al laboratorio del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Autonoma de México, donde fueron procesadas en un maximo de 24 horas.

Posteriormente se tomaron 30ul de agua del frasco, y se depositaron en agar sangre y agar

MacConkey donde fueron cultivados por las técnicas convencionales. Los cultivos fueron



incubados bajo condiciones de aerobiosis de 24 a 48 h a 37° C y posteriormente se continud

con el procedimiento del analisis bacterioldgico mencionado anteriormente.

2.5 ANALISIS ESTADISTICO
Se realiz6 un andlisis de la varianza GLM (SAS Version 9.0); el andlisis estadistico

incluyd solo a las especies bacterianas y de levaduras que tuvieran un nimero mayor de 5

aislamientos, analizando los siguientes efectos:

1. Tipo de instalacion (abierta y cerrada). Se realiz6 la comparacion entre el nimero de
aislamientos realizados en ambos tipos de instalacion. Individualmente se compar6 a los
aislamientos realizados en cada uno de los 8 parques marinos que colaboraron con el
trabajo, 5 parques con la infraestructura de instalaciones cerradas, de las cuales una de
ellas con agua proveniente del mar y los otros 3 parques del tipo de instalaciones abiertas.

2. Muestreos. Se realizd la comparacion del nimero de aislamientos de cada uno de los 4
muestreos efectuados en las diferentes épocas del afio, ademas de su interaccion con
respecto al tipo de instalacion (abierta o cerrada).

3. Areas muestreadas. Se comparé el ndmero de aislamientos realizados en cada area
muestreada (Respiratorio y A. Genital).

4. Especies (bacterianas y de levaduras): Se realizd la comparacion entre el nimero de
aislamientos de cada especie bacteriana y de levaduras que se obtuvieron, su interaccion
con el tipo de instalacion y el area donde se realizo la toma de muestra (Respiratorio y A.
Genital).

I. RESULTADOS
3.1 RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

En los cuatro periodos de muestreo se colectaron un total de 212 muestras
microbioldgicas, 107 del tracto respiratorio, 59 de la mucosa vaginal y 46 de la prepucial. De
las instalaciones abiertas se obtuvo un mayor nimero de muestras tanto del tracto respiratorio
como del area genital, debido a que en el segundo y tercer periodo no fue posible obtener
algunas muestras de los delfines que se encontraban en las instalaciones cerradas. En el cuarto
periodo en 10 de 27 muestras del area genital de ambos tipos de instalaciones no hubo

crecimiento microbiano (cuadro 1). En total se obtuvieron 359 aislamientos bacterianos y 20



de levaduras, de las cuales la mayoria se aislaron de las muestras provenientes de los delfines

de las instalaciones abiertas (cuadro 2).

Cuadro 1. Distribucion del total de las muestras con respecto al tipo de instalacion, los cuatro

muestreos y area muestreada.

MUESTREO Respiratorio Mucosa vaginal | Mucosa prepucial
1A IC 1A IC 1A IC TOTAL
PRIMER 18* 11 11* 5 7 6 58
SEGUNDO 18* 6 11 2 ™ 4* 48
TERCERO 18 7 11 4 7 3* 50
CUARTO 18 11* 10 5** 6 *** [ aakekad 56
TOTAL 72 35 43 16 27 19 212

IA = Instalaciones abiertas
IC = Instalaciones cerradas
* No se obtuvo aislamiento de una muestra.
il No se obtuvo aislamiento de 2 muestras.

*k*k

*kkk

No se obtuvo aislamiento de 3 muestras.
No se obtuvo aislamiento de 5 muestras.

Cuadro 2. Distribucién del nimero de aislamientos por tipo de muestra y por tipo de

instalacion.
Muestra Bacterias Levaduras Totales
1A IC 1A IC
Tracto 117 53 15 4 189
Respiratorio
Mucosa 83 33 1 117
Vaginal
Mucosa 50 23 73
Prepucial
Totales 250 109 16 4 379

IA = Instalaciones abiertas
IC = Instalaciones cerradas




De las muestras del tracto respiratorio se obtuvieron 170 aislamientos bacterianos y 19
de levaduras, en el cuadro 3 se indica a cada una de las especies que se obtuvieron en cada
muestreo por tipo de instalacion, las bacterias que comparten los delfines en ambos tipos de
instalaciones son: Staphylococcus aureus (23%), Vibrio alginolyticus (8%) y Micrococcus
spp. (6%), teniendo estas dos ultimas una mayor presencia durante el afio en las instalaciones
abiertas, se puede observar también el aislamiento en ambas instalaciones de Escherichia coli
(5%), Proteus vulgaris (5%), Pseudomonas aeruginosa (4%), Aeromonas hydrophila (3%) y
diversas especies del género Staphylococcus coagulasa negativas, entre otras. En cuanto a la
presencia de levaduras, en las instalaciones abiertas se presentd una mayor cantidad y
diversidad de especies en el primer muestreo, que correspondio a la época de verano y a la
temporada de lluvias, Candida tropicalis presentd el mayor porcentaje de aislamiento en
ambas instalaciones, seguida de Candida parapsilosis, Candida norvegensis, Cryptococcus
laurentii (estas 3 ultimas presentes solo en instalaciones abiertas) y Candida albicans, la cual
solo se aislé en una ocasion en las instalaciones cerradas. Del total de estos aislamientos
corresponden a 50 especies bacterianas diferentes y 5 de levaduras, en el cuadro 5 se observa
su distribucion entre los tipos de instalaciones y se observa que comparten 14 especies

bacterianas y 2 de levaduras.



Cuadro 3. Especies bacterianas y de levaduras aisladas del tracto respiratorio por cada por

tipo de instalacion en cada uno de los 4 muestreos realizados (I, Verano, Il, Otofio, IlI,

Invierno, IV, Primavera).

MICROORGANISMOS I. ABIERTAS | I. CERRADAS
Total % 1. % 1.
MUESTREQOS LIV {1V N(%) | Abiertas | Cerradas
NUmero de aislamientos
GRUPO totales 32[25(31]29 19| 7 |14]13| 170
Staphylococcus aureus 2 10 6 5|4 3 5 4139(23 20 30
Staphylococcus xylosus 1 6(4) 3 4
Staphylococcus epidermidis 1 2 1 1 5(@3) 3 2
Staphylococcus
Staphylococcus hominis 1 1 21 4 1 6
Staphylococcus lugdunensis | 1 1 2(1) 1 2
Staphylococcus sciuri 1 1(1) 1 0
Staphylococcus capitis 1 1(1) 1 0
Staphylococcus auricularis | 1 1() 1 0
Staphylococcus lentus 1 1(1) 1 0
Staphylococcus warneri 1 1(1) 1 0
Staphylococcus
saprophyticus 1 1(1) 0 2
Staphylococcus simulans 1(1) 0 2
Staphylococcus spp. 4(2) 0 8
Micrococcus spp. 5 2 10 (6) 7 4
Otros cocos Micrococcus luteans 2(1) 2 0
Gram (+) Micrococcus lylae 3 3(2) 3 0
Streptococcus mitis 1 1(1) 1 0
Aerococcus viridans 1 1(1) 0 2
Gemella haemolysans 1 1(1) 1 0
Enterococcus faecalis 1 1(1) 1 0
Enterococcus durans 1 1(1) 1 0
Enterococcus amnigenus 1 1(1) 1 0
Kocuria varians 1 2 (1) 2 0
Enterobacterias Escherlchl_a CO-|I- 1 3|1 8(5) 6 2
Proteus mirabilis 1 1(1) 1 0
Proteus vulgaris 1 1 1 1)1 1 1 1 8 (5) 3 8




Continuacién cuadro 3.......

MICROORGANISMOS I. ABIERTAS | |. CERRADAS
Total % 1. % 1.
MUESTREQOS LI v LI IV] N(%) | Abiertas | Cerradas
Ndmero de aislamientos
GRUPO totales 32125]31]29[19|7 |14|13] 170
Vibrio alginolyticus 2 2 5 1]1 2 13 (8) 9 6
Vibrio vulnificus 1 1 2(1) 2 0
Vibrio parahaemolyticus 1 1() 1 0
. Pseudomonas aeruginosa 1 1 2 1 1 6 (4) 4 2
(?ri%kz?) Pseudomonas putida 1 1(1) 0 2
no Pseudomonas luteola 2 1 1] 4 3 2
fermentadores | Pseudomonas alcaligenes 2 1 32 3 0
Pseudomonas stutzeri 1 1(1) 1 0
Aeromonas hydrophila 1 1 1 5(3) 3 2
Aeromonas sobria 1 1 3(2) 3 0
A. salmonicida masoucida 1 1(1) 0 2
Shewanella putrefaciens 2 1 2 5(3) 4 0
Plesiomonas shigelloides 1 1 2(1) 1 2
Photobacterium damselae 1 1(1) 1 0
Burkholderia cepacia 1 1(1) 1 0
Achromobacter
xylosoxidans 1 1(1) 1 0
Sphingomonas paucimobilis | 1 1(1) 1 0
Pasteurella pneumotropica 1 1(1) 1 0
Brevundimonas diminuta 1 1(1) 1 0
Acinetobacter johnsonii 0 3 32 0 6
Acinetobacter calcoaceticus | 0 1 1(1) 0 2
Oligella urethralis 1(1) 0 2
Pasteurella multocida 1(1) 0 2
Levaduras Cand?da albi(.:ans. 1 1
Candida tropicalis 3 1 2 3|1 1 1 12
Candida parapsilosis 1 2 1 4
Candida norvegensis 1 1
Cryptococcus laurentii 1 1

Con respecto a las muestras obtenidas del area genital, se obtuvieron de la mucosa

prepucial 73 aislamientos bacterianos y de la mucosa vaginal 116 aislamientos bacterianos y

uno de levadura. En el cuadro 4, se menciona a cada una de las especies que se aislaron

durante los 4 muestreos en cada tipo de instalacion, las cuales corresponden a 53 diferentes

especies bacterianas y 1 de levadura, de éstas 18 especies bacterianas son las que comparten

los dos tipos de instalaciones en el area genital (Cuadro 5): Staphylococcus epidermidis




(14%), Staphylococcus aureus (10%), Micrococcus spp. (8%), Escherichia coli (5%) y Vibrio

alginolyticus (5%).

Cuadro 4. Especies bacterianas y de levaduras aisladas del area genital por cada por tipo de

instalacion en cada uno de los 4 muestreos realizados (I, Verano, Il, Otofio, Il Invierno, IV,

Primavera).

.
CERRADAS

MICROORGANISMOS |I. ABIERTAS
Total % 1. % 1.
MUESTREOS LI IV LT[ IV] N(%) | Abiertas | Cerradas
GRUPO NUmero de aislamientos 41[30[36|26 |24]13]12| 7 189 133 56
Staphylococcus | Staphylococcus aureus 5 3 4 21 1 1 1]18(0) 11 7
Staphylococcus
epidermidis 4 9 9 2 1 2 |27(14) 18 5
Staphylococcus
haemolyticus 1 4 11 7(4) 4 4
Staphylococcus xylosus 1 2 2 1 6 (3) 4 2
Staphylococcus warneri 1 2 3 6 (3) 5 0
Staphylococcus hominis 4 2 6 (3) 5 0
Staphylococcus sciuri 2 2(1) 2 0
Staphylococcus lentus 1 1(1) 1 0
Staphylococcus
intermedius 1 1(2) 1 0
Staphylococcus spp. 1(1) 0 2
Micrococcus spp. 5 2 2 2 15 (8) 8 7
Micrococcus luteans 3 1 1 7(4) 4 4
Micrococcus lylae 3 5(@3) 4 0
Gemella haemolysans 2 2(1) 2 0
Gemella morbillorum 1 1(1) 0 2
Otros cocos | Gardnerella vaginalis 1] 1) 0 2
Gram (+) Kocuria varians 1 1(1) 1 0
Kocuria kristinae 1 1(1) 1 0
Aerococcus urinae 1 1(1) 1 0
Aerococcus viridans 1 1(1) 0 2
Streptococcus mitis 1 1(1) 1 0
Streptococcus dysgalactiae
ssp equisimilis 2 2(1) 0 4
Streptococcus grupo L 2 2(1) 0 4
Enterobacterias Escher!ch!a coli _ 2 212 1 1] 9(5 4 7
Escherichia vulneris 1(1) 1 0
Proteus vulgaris 1 1(1) 0 2




Continuacién cuadro 4

l.
CERRADAS

MICROORAGNISMOS |I. ABIERTAS
Total % 1. % 1.
MUESTREQOS LIV i1 jHjIv] N (%) | Abiertas| Cerradas
GRUPO NUmero de aislamientos 41[30[36|26 |24]13]12| 7 189 133 56
Vibrio alginolyticus 31 3 1 1 9 (5) 6 2
Vibrio cholerae 1 1 1 3(2) 1 4
Vibrio parahaemolyticus 1 2(1) 1 2
Vibrio vulnificus 11 2() 0 4
Aeromonas hydrophila 1 1 2 4(2) 2 4
Aeromonas sobria 1 2 3(2) 0 5
Aeromonas salmonicida
masoucida 11 1(1) 0 2
Pseudomonas aeruginosa | 1 1 1 3(2) 2 2
Pseudomonas luteola 1 1 2(1) 2 0
Bacilos Pseudomonas alcaligenes 1 1 2 1 5(@3) 3 2
Gram () Pseudomonas putida 1 1(1) 1 0
f nto d Pseudomonas
ermentadores oryzihabitans 1 1 2(1) 1 2
Pseudomonas fluorescens 2 2(1) 2 0
Pseudomonas stutzeri 1 1 2(1) 2 0
Burkholderia cepacia 1 1(1) 0 2
Shewanella putrefaciens 1 1 1 3(2) 1 4
Photobacterium damselae | 1 2 1 1 1 6 (3) 2 5
Acinetobacter
calcoaceticus 1 1 2(1) 1 2
Acinetobacter iwoffii 1 1(1) 0 2
Plesiomonas shigelloides 1 1 2(1) 1 2
Bacillus brevis 1 1(2) 1 0
Chryseobacterium
indologenes 1 1(1) 1 0
Brevundimonas vesicularis 1(1) 1 0
Empedobacter brevis 1(1) 1 0
Pasteurella spp. 1 1(1) 0 2
Pantoea spp. 1(2) 0 2
Ochrobactrum anthropi 1(1) 0 2
Levaduras Candida parapsilosis 1

En el cuadro 5, se indica el total de especies de bacterias y de levaduras que se

obtuvieron por delfin en cada tipo de instalacion durante los 4 muestreos, asimismo se

observan cuantas especies son las que comparten y cuales no entre los dos tipos de

instalaciones.




En las muestras provenientes de las instalaciones abiertas se tiene un mayor niumero de
diversidad de especies aisladas, en comparacion con las muestras de las instalaciones

cerradas, tanto en tracto respiratorio como en el area genital.

Cuadro 5. Total de especies aisladas del tracto respiratorio y el area genital en cada tipo de

instalacion.
Respiratorio Area Genital
IA IC 1A IC
Total de especies 45 26 39 33
aisladas
Especies que 16 16 18 18

comparten entre
las instalaciones
Especies no 29 10 21 15
compartidas

IA = Instalaciones abiertas

IC = Instalaciones cerradas

3.2 RESULTADOS ESTADISTICOS

Se obtuvieron durante los cuatro periodos de muestreo 19 especies bacterianas y una
de levadura con un aislamiento mayor a 5 veces, con lo cual se realizé un disefio para el
analisis estadistico. En los efectos que fueron analizados se observaron los siguientes
resultados:

1. Tipo de instalacion (abierta y cerrada). En la comparacion de los aislamientos entre
ambos tipos de instalacion se encontré un efecto con una p<.04, en los aislamientos de las
instalaciones abiertas se encontrd una proporcion de 7% a diferencia de las instalaciones
cerradas que presentaron 4%. Por lo que se mostré que hay un mayor aislamiento en las
instalaciones abiertas que en las cerradas.

Individualmente se observaron las proporciones de los aislamientos realizados en cada uno de

los 8 parques marinos, donde se obtuvo un rango de 2 a 6% (Cuadro 6).



Cuadro 6. Proporcion de aislamiento por tipo de instalacion en los 8 parques marinos.

Parque Tipo de Proporcion Error

Marino Instalacion
1 0 2% 0.02
2 0 6% 0.02
3 0 4% 0.01
4 0 3% 0.01
5 0 4% 0.01
6 1 7% 0.01
7 1 7% 0.01
8 1 7% 0.01

0= Instalacion cerrada

1= Instalacion abierta

2. Muestreos. No se observo diferencia en los aislamientos de cada muestreo, p<.36, de
igual forma no mostro efecto en los aislamientos en cada tipo de instalacion en las
diferentes épocas del afio. En el muestreo 2 y 4 se obtuvo una proporcién de 5%, a
diferencia del muestreo 1 y 3 con una diferencia del 6%.

3. Areas muestreadas. No mostré efecto en los aislamientos por cada area muestreada
(Respiratorio y A. Genital), p<.75.

4. Especies (bacterianas y de levaduras): Se observd un efecto en el nimero de
aislamientos de cada especie bacteriana y de levaduras que se obtuvieron, p<.0001, su
interaccion con el tipo de instalacion p<.043y el area donde se realiz6 la toma de muestra
(Respiratorio y A. Genital) p<.0001, y la interaccion de estos tres efectos, p<.0061.

A) Interaccién entre la proporcion del aislamiento de cada una de las 20 especies.

En relacion al numero de aislamientos de cada especie se observo que hubo diferencia

estadistica mostrando a Staphylococcus aureus con una proporcion mayor a todas (24%),

seguida de Staphylococcus epidermidis (12%) y Micrococcus spp. (11%), la que obtuvo

menor proporcién fue Pseudomonas luteola (2%). En el cuadro 7 se puede ver el

comportamiento de las proporciones de cada una de las 20 especies analizadas.



Analizando por cada grupo, es visible que el género que se aislé con mayor presencia
fue Staphylococcus spp., el grupo con mayor diversidad de especies fueron los bacilos Gram
(-) no fermentadores y el grupo de las enterobacterias tuvieron un menor aislamiento con

respecto a los otros cuatro grupos.

Cuadro 7. Distribucion de los porcentajes de aislamiento de las 19 especies bacterianas y una

de levadura.
Grupo 20 Especies (Bacterias y Porcentaje | Error
levaduras)

(1) Staphylococcus aureus 24% 0.015
(2) Staphylococcus epidermidis 12% 0.015
(3) Staphylococcus xylosus 4% 0.015

Staphylococcus
(4) Staphylococcus hominis 4% 0.015
(5) Staphylococcus haemolyticus 4% 0.015
(6) Staphylococcus warneri 2% 0.015
Otros cocos (7) Micrococcus spp. 11% 0.015
Gram (+) (8) Micrococcus luteans 3% 0.015
(9) Micrococcus lylae 3% 0.015
Enterobacterias | (10) Escherichia coli 7% 0.015
(11) Proteus vulgaris 4% 0.015
(12) Vibrio alginolyticus 8% 0.015
(13) Aeromonas hydrophila 4% 0.015

Bacilos -
(14) Aeromonas sobria 3% 0.015
Gram (-) _
(15) Pseudomonas alcaligenes 3% 0.015
no

(16) Pseudomonas luteola 2% 0.015

fermentadores
(17) Pseudomonas aeruginosa 4% 0.015
(18) Shewanella putrefaciens 3% 0.015
(19) Photobacterium damselae 3% 0.015
Levaduras (20) Candida tropicalis 5% 0.015

B) Interaccion tipo de instalacion y de las 20 especies aisladas. En los resultados
estadisticos de esta interaccion podemos mencionar (Figura 6) que la especie que se aislé con
mayor proporcién en ambos tipos de instalacion fue Staphylococcus aureus con una

proporcion en las I. Abiertas de (25%) y en las cerradas de (23%).



En las I. Abiertas se encontré con mayor nimero de aislamientos de S. epidermidis (20%),
Micrococcus spp. (13%), V. alginolyticus (12%), P. alcaligenes (5%), E. coli (8%), P.
aeruginosa (5%), S. putrefaciens (4%) y C. tropicalis (6%), en comparacion con las I.
Cerradas.

En las I. Cerradas no se obtuvo el aislamiento de 2 especies que si se aislaron en las I.

Abiertas: S. warneri y M. lylae.

Tipo de instalaciéoén *Especie
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Figura 6. Distribucion de las proporciones estadisticas del aislamiento de las 20
especies bacterianas y una de levadura con respecto al tipo de instalacion. 0=
Instalaciones Cerradas, 1= Instalaciones Abiertas. ((1) S. aureus, (2) S. epidermidis,
(3) S. xylosus, (4) S. hominis, (5) S. haemolyticus, (6) S. warneri, (7) Micrococcus
spp., (8) M. luteans, (9) M. lylae, (10) E. coli, (11) P. vulgaris, (12) V. alginolyticus,
(13) A. hydrophila, (14) A. sobria, (15) P. alcaligenes, (16) P. luteola, (17) P.
aeruginosa, (18) S. putrefaciens, (19) P. damselae, (20) C. tropicalis).

C) Interaccion area y especies.- En las proporciones de los aislamientos de las 20 especies
aisladas con respecto a las muestras obtenidas del tracto respiratorio y el area genital, se
pueden mencionar algunas de las relaciones y diferencias (Figura 7):

S. aureus tiene un mayor nimero de aislamientos en el tracto respiratorio que en el area
genital (34%); a lo contrario, S. epidermidis (21%) fue la que se aisl6 mayormente en el area
genital.

En las muestras del &rea genital no se aislaron microorganismos que si se hallaron en el tracto

respiratorio como C. tropicalis con una proporcion de (10%) y P. vulgaris (7%). En las



muestras del area genital tuvieron mayores aislamientos de P. damselae (6%), E. coli (8%) y
Micrococcus spp. (12%), en comparacion con las del tracto respiratorio.

En las muestras del tracto respiratorio se realizaron mayores aislamientos de V. alginolyticus
(9%), P. aeruginosa (5%) y P. vulgaris (7%) en comparacion con las muestras del area

genital.
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Figura 7. Distribucion de las proporciones del aislamiento de las 19 especies bacterianas y
una de levadura con respecto al area muestreada (respiratorio y area genital). ((1) S. aureus,
(2) S. epidermidis, (3) S. xylosus, (4) S. hominis, (5) S. haemolyticus, (6) S. warneri, (7)
Micrococcus spp., (8) M. luteans, (9) M. lylae, (10) E. coli, (11) P. vulgaris, (12) V.
alginolyticus, (13) A. hydrophila, (14) A. sobria, (15) P. alcaligenes, (16) P. luteola, (17) P.
aeruginosa, (18) S. putrefaciens, (19) P. damselae, (20) C. tropicalis).

D) Tipo de instalacion, area y especies.- Realizando la comparacién de la proporcion en
estos 3 efectos, es posible tener un panorama mas amplio del comportamiento de estos
microorganismos en el tracto respiratorio y el &rea genital de los delfines en cada tipo de
instalacion (Figura 8), de lo cual se puede mencionar:

Tracto respiratorio:

En las muestras de ambas instalaciones la especie que predominG fue S. aureus en las
instalaciones cerradas (36%) y en las I. Abiertas (32%).

En las muestras de las instalaciones abiertas, después de S. aureus, las especies que
predominaron fueron V. alginolyticus (14%) y C. tropicalis (12%). En las muestras de este
tipo de instalacion solo se aislé a S. warneri (1%), M. luteans (3%), M. lylae (4%), A. sobria

(4%), P. alcaligenes (4%), S. putrefaciens (7%) y P. damselae (1%), ademas de tener un



mayor numero de aislamientos de E. coli (10%), A. hydrophila (5%) y P. aeruginosa (7%) en
comparacion con los aislamientos de las instalaciones cerradas.
En las muestras de las instalaciones cerradas, las especies que presentaron una proporcion

mayor de aislamientos fueron S. aureus (36%), P. vulgaris (9%) y Micrococcus spp. (7%).
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Figura 8. Distribucion de las proporciones estadisticas del aislamiento de las 19 especies
bacterianas y una de levadura en las muestras del tracto respiratorio en cada tipo de
instalacion (abierta y cerrada). Respiratorio 0= Instalacion cerrada, Respiratorio 1=
instalaciones abiertas. ((1) S. aureus, (2) S. epidermidis, (3) S. xylosus, (4) S. hominis, (5) S.
haemolyticus, (6) S. warneri, (7) Micrococcus spp., (8) M. luteans, (9) M. lylae, (10) E. coli,
(11) P. vulgaris, (12) V. alginolyticus, (13) A. hydrophila, (14) A. sobria, (15) P. alcaligenes,
(16) P. luteola, (17) P. aeruginosa, (18) S. putrefaciens, (19) P. damselae, (20) C. tropicalis).
Area genital:

En las muestras de las instalaciones abiertas la bacteria que predominé fue S. epidermidis
(35%), contrariamente a las instalaciones cerradas la cual fue S. aureus (9%). Se observo
ademas la presencia de especies que no se aislaron en las instalaciones cerradas como: S.
hominis (10%), S. warneri (8%), M. lylae (7%) y P. luteola (3%), de igual forma se
observaron especies que no crecieron en las instalaciones abiertas pero que si se observaron
en las instalaciones cerradas como P. vulgaris (2%) y A. sobria (7%). En las muestras de

ambos tipos de instalacion no se observo el crecimiento de C. tropicalis.
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Figura 9. Distribucion del porcentaje de aislamiento de las 20 especies bacterianas y de
levaduras en las muestras del area genital en cada tipo de instalacion (abierta y cerrada).
Genital 0= muestras del area genital de las instalaciones cerradas, Genital 1= muestras del
area genital de las instalaciones abiertas. ((1) S. aureus, (2) S. epidermidis, (3) S. xylosus, (4)
S. hominis, (5) S. haemolyticus, (6) S. warneri, (7) Micrococcus spp., (8) M. luteans, (9) M.
lylae, (10) E. coli, (11) P. vulgaris, (12) V. alginolyticus, (13) A. hydrophila, (14) A. sobria,
(15) P. alcaligenes, (16) P. luteola, (17) P. aeruginosa, (18) S. putrefaciens, (19) P.
damselae, (20) C. tropicalis).

3.3 RESULTADOS DE LOS MUESTREOS COMPLEMENTARIOS

3.3.1 Citologias

Citologias del tracto respiratorio: Se obtuvieron 101 citologias del tracto respiratorio, las
cuales se examinaron de acuerdo a Sweeney et al., 2003, el cual menciona que si al observar
una citologia del tracto respiratorio en un campo de 40x se llegard a encontrar mas de cinco
células inflamatorias, es considerado que el individuo puede estar cursando por un proceso
inflamatorio local, bajo estos parametros, se obtuvieron durante los cuatro muestreos 13
citologias las cuales fueron consideradas bajo un proceso inflamatorio local (Cuadro 9), de las
cuales, en el cuadro 10 se puede observar su relacion con los aislamientos bacterianos y de
levaduras que se le realizaron al individuo, asi como la presencia u ausencia de de parasitos y
hongos miceliados. De estas 13 citologias, 10 de ellas pertenecian a delfines que se
encontraban en instalaciones abiertas, también se puede observar que en 5 de 13 individuos la

bacteria que se aislé con mayor frecuencia fue Staphylococcus aureus, y en 3 de 5 individuos



estuvo asociada con otras bacterias como: Escherichia coli, Aeromonas hydrophila,
Plesiomonas shigelloides, Staphylococcus haemolyticus, Kocuria varians y Proteus vulgaris.
Otros hallazgos observados en las citologias del tracto respiratorio fue la presencia en 30
ocasiones del parésito Kyaroikeus cetarius, el cual sélo se presentd en los delfines que se
encuentran en instalaciones abiertas y en las instalaciones cerradas con agua de mar (Figura
6).

Citologias del area genital:

De la mucosa prepucial: Fueron evaluadas 38 citologias, de las cuales todas presentaban
células de descamacion y muy pocas tenian presencia de bacterias o de células inflamatorias
(Cuadro 8).

De la mucosa vaginal: Fueron evaluadas 52 citologias, de las cuales ninguna presento células
de inflamacion, y muy pocas presentaron bacterias (Cuadro 8).

Cuadro 8. Resultados de las citologias del tracto respiratorio, mucosa prepucial y vaginal

durante los 4 muestreos, la presencia de células inflamatorias, bacterias, parasitos, levaduras y

miceliados.
Muestras y Sin Presencia | Presenci | Presenci | Presencia | Presencia
numero de | Citologias | presencia de 5> ade ade de de
muestreo examinada | de células células Bacteria | Parasito | Levadura | Miceliado
S inflamatoria | inflamatoria S S s S
S S
Respiratori
0
1 27 26 1 8 5 4 0
2 23 16 7 21 9 13 1
3 23 20 3 13 8 4 1
4 28 26 2 10 7 3 1
Prepuciales
1 10 9 1 - - -
2 9 8 - 4 - 1 -
3 9 8 - - - - -
4 10 9 - 5 1 - -
Vaginales
1 11 11 - 2 - - -
2 12 12 - 2 - - -
3 14 14 - - - - -
4 15 15 - - - - -




-

-
(C) D)

Figura 10. Tincion Diff Quick, 100x. (A) Tracto respiratorio. Células inflamatorias, detritus

celular y bacterias. (B) Mucosa vaginal. Célula basal (C) Tracto respiratorio. Kyaroikeus

cetarius. (D) Tracto respiratorio. Pseudomicelio.

3.3.2 Hemogramas

Se realizaron 89 hemogramas durante los cuatro muestreos, los parametro normales se
basaron en el libro Handbook of marine mammals medicine (Bossart et al., 2001). En 86
hemogramas no se observaron alteraciones de los parametros normales, en 3 se encontraron
alteraciones en el conteo celular, de los cuales coinciden con los individuos que presentaron

un proceso de inflamacion local en las citologias del tracto respiratorio (Cuadro 9).



Cuadro 9. Delfines que presentaron un proceso inflamatorio local en las citologias del tracto
respiratorio, su relacién con las bacterias y levaduras aisladas, presencia o ausencia de otros

microorganismos y alteraciones en el hemograma.

INDIVIDUO PRESENCIA DE: Alteraciones
Aislamiento de: enel
MUESTREO 1 | Bacteriasy Levaduras Levaduras Miceliados  Paréasitos | hemograma
c7 Escherichia coli
Staphylococcus aureus S/A
Aeromonas hydrophila
Plesiomonas shigelloides
MUESTREO 2
Leucocitosis
C4 Staphylococcus xylosus * y neutrofilia
A 16 Staphylococcus aureus * * SIA
A18 Candida parapsilosis * SIA
Al4 Staphylococcus aureus * SIA
A8 Staphylococs:us aureus * Eosinofilia
Kocuria varians
A5 Staphylococcus aureus * SIA
A2 Pseudomonas luteola * * S/A
Streptococcus mitis
MUESTREO 3
A2 Aeromonas sobria * SIA
A 16 Staphylococcus aureus * SIA
A18 Staphylococcus aureus * SIA
MUESTREO 4
Staphylococcus
A4 haemolyticus
Staphylococcus aureus SIA
Proteus vulgaris
Monacitosis
C4 Staphylococcus spp. y eosinofilia

S/A = Sin alteraciones.

*  =Presencia de.

3.3.3 Andlisis del agua

La mayoria de las muestras obtenidas del agua de cada instalacion no presentaron crecimiento
microbiano (cuadro 10), algunos de los aislamientos mencionados coinciden con los
realizados en los delfines de esas mismas instalaciones, como se puede ver en la instalacion
1A, con Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas alcaligenes y Photobacterium damselae,
las cuales se aislaron en los delfines de esas instalaciones, y esas mismas especies también

estan dentro de las 20 especies que se aislaron mas de 5 veces (cuadro 10).



Cuadro 10. Aislamientos realizados de las muestras de agua de las instalaciones que
presentaron crecimiento de bacterias, durante los 4 muestreos.
Instalaciones 2C 4C 5CM 1A 2A 3A

Microorganismos

Pseudomonas putida *

Micrococcus spp. **

Aeromonas hydrophila faied

Photobacterium il
damselae

Staphylococcus *x ey

epidermidis

Escherichia coli *

Pseudomonas il

alcaligenes

Sphingomonas *

paucimobilis

Pseudomonas luteola ol

* = Presencia del microorganismo en las muestras de agua de las instalaciones.

** = Presencia del microorganismo en las instalaciones y en los delfines.

IV. DISCUSION

En la literatura existe poca informacion sobre aspectos microbiol6gicos asociados con 1os
delfines tonina (T. truncatus) y de otros cetaceos, dentro de la informacion existente se
encuentra la relacionada a bacterias patdgenas en cetaceos varados y en menos proporcién de
la microbiota normal asociada (Buck, 1980; Buck et al., 2006). El conocimiento de la microbiota
normal presente en delfines en cautiverio permitira tener un mayor entendimiento del papel de
las bacterias en los desérdenes reproductivos y respiratorios de delfines encallados, asi como
un manejo adecuado de éstos en cautiverio.

Los resultados estadisticos demostraron que existe una mayor diversidad de especies
bacterianas y de levaduras en el tracto respiratorio y en el area genital de los delfines que se
encuentran en instalaciones abiertas en comparacion con los que se encuentran en
instalaciones cerradas. Estos resultados sugieren que hay diferencia en el nimero de

aislamientos de cada especie bacteriana y de levaduras en los distintos tipos de instalaciones.



De tal forma, encontramos que en las muestras de ambos tipos de instalaciones
Staphylococcus aureus fue la bacteria que se aisl6 con mayor proporcion en el tracto
respiratorio durante los 4 periodos de muestreo, ocupando el segundo lugar en el area genital
después de S. epidermidis. Con anterioridad nuestro grupo de investigacion observo también
que el genero Staphylococcus predominaba en el tracto respiratorio y en el area genital de esta
misma especie de delfines (Avalos et al., 2005). A diferencia de nuestro trabajo, Buck (2006),
aislo del tracto respiratorio de delfines en vida libre una mayor proporcion de especies de
Vibrio, en lugar de especies de Staphylococcus, nosotros lo atribuimos a lo observado por
Murray (1976), el cual menciona que Staphylococcus aureus es comun aislarlo en delfines en
cautiverio en Florida, sefialando que el aislamiento de esta bacteria se realizd en una
proporcion de 1:7 inmediatamente después de la captura y que esta proporcion aumentaba 2:7
después de la 4ta y 6ta semana en cautiverio. Este aumento de proporciones no se atribuyo al
contacto con los humanos, porque este mismo autor realizé un estudio de las cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de delfines en cautiverio y los del personal del acuario y
mostraron diferencia genética entre ambas, sugiriendo que provenian de distintos origenes
(Murray et al., 1976). En este trabajo, los delfines de los cuales se tomaron las muestras tienen
mas de un afio en cautiverio, por lo que es posible que Staphylococcus aureus se haya aislado
en mayor proporcion a diferencia de los reportados en vida libre. Diversos autores han
mencionado que S. aureus forma parte de la microbiota normal de estos individuos en vida
libre (Murray et al., 1976; Buck et al., 2006; Back, 1984), sin embargo debe considerarse también que
ha sido reportado en ballenas y delfines como agente causal de meningoencefalitis y
bronconeumonia (Back, 1984). Por lo que se puede sugerir que S. aureus forma parte de la
microbiota normal pero puede llegar a ser patdégeno oportunista cuando el delfin esta
inmunodeprimido. Otras bacterias de este mismo género denominadas Staphylococcus
coagulasa negativa (CNS) y las especies de Micrococcus spp., fueron aisladas en varias
ocasiones en tracto respiratorio y en el area genital. Los estafilococos en general son los
mayores componentes de la microbiota normal del ecosistema cutaneo, incluyendo piel y
mucosas de animales y del humano; en el ecosistema cutaneo generalmente tienen una
relacion benigna con su hospedero y funcionan como comensales (Barrow y Felthman, 1995; Kloos
y Bannerman, 1994). Estan incluidos como patdgenos primarios: S. aureus y S. saprophyticus; y
como patdgenos oportunistas S. epidermidis y S. haemolyticus (Barrow y Felthman 1995; Von Eiff,

2002). El grupo Staphylococcus coagulasa negativa (CNS) ha cobrado una mayor importancia



en los ultimos afios, debido al crecimiento como patdgenos oportunistas implicados en
implantes quirdrgicos y terapias inmunosupresivas y como patégenos nosocomiales en
infecciones sistémicas, en este sentido S. lugdunensis es mas patdgeno que otras especies de
estafilococos (Von Eiff, 2002; Kloos y Bannerman, 1994). En el laboratorio clinico, uno de los
problemas es el poder distinguir si son clinicamente significativos y diferenciar las cepas
patdgenas de las contaminantes. Otra consideracion importante es que los CNS
frecuentemente son fuente de intercambio de genes de resistencia antimicrobiana entre
especies que incluyen S. aureus o S. intermedius (Sorum y Sunde, 2001). Los CNS y los
Micrococcus spp. no han sido reportados como causantes de enfermedad en delfines T.
truncatus, por lo que se puede sugerir que estos microorganismo son parte de la microbiota
normal en tracto respiratorio y area genital de estos cetaceos, porque se hallaron con alta
proporcién en estas zonas anatomicas y son parte de la microbiota normal de piel y otras
mucosas en otros mamiferos (Sorum y Sunde, 2001).

Otros cocos Gram positivos se aislaron con menor proporcion del tracto respiratorio y
el area genital, algunos de ellos forman parte del género Streptococcus spp., en el area genital
se aislo a Streptococcus mitis y Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis, y del tracto
respiratorio a Streptococcus mitis, aunque no se obtuvo un gran numero de estos aislamientos,
se encontraron en ambos tipos de instalaciones, de lo cual se puede mencionar que
Streptococcus spp. ha sido implicado como causante de una significante mortalidad y
morbilidad entre los mamiferos marinos, diversas especies han sido reportadas en el T.
truncatus, como S. zooepidemicus y diversos - hemoliticos, los aislamientos se han realizado
a partir de abscesos en piel, bronconeumonia, pielonefritis, miocarditis, metritis, septicemia y
osteomelitis (Evans et al., 2006); Evans (2006), menciond que aunque esto quizds no sea un
problema en animales en vida libre se debe tener cuidado en poblaciones en cautiverio
mantenidos en areas confinadas, debido a que un animal infectado puede transmitir
directamente la bacteria a otros mamiferos marinos o peces (Evans et al., 2006), Sin embargo se
menciona que estas bacterias pueden ser consideradas como parte de la microflora normal en
algunas especies de mamiferos marinos (Jonson S, et. al 2006; Evans et al., 2006). Una de las
especies de este género que se aislo con mayor proporcion fue Streptococcus dysgalactiae el
cual se encuentra en el epitelio y mucosas como comensales de muchos mamiferos y aves, asi
también es considerado patdgeno oportunista en animales domésticos. La subespecie

equisimilis causa enfermedad en una amplia variedad de especies animales incluyendo al



humano, en el delfin T. truncatus no hay ningun reporte de que ocasione algun proceso
infeccioso, por lo que se podria considerar parte de la microbiota normal transitoria debido a

que no se aisld en la mayoria de los delfines.

Por otra parte, a partir de las muestras del tracto respiratorio y area genital de los
delfines en ambos tipos de instalaciones, se obtuvo un alto porcentaje de bacilos Gram
negativos no enterobacterias. La importancia de este tipo de microorganismos en los
mamiferos marinos ha sido descrita previamente (Kawashma et al., 2004; Buck et al., 2006), en el
presente estudio éste fue uno de los grupos en los que se identificaron gran diversidad de
especies, muchas de las cuales son ubicuas en ambientes acuaticos donde viven estos delfines
por lo que se pueden considerar como contaminantes, sin embargo, en algunas condiciones se
pueden adaptar a las condiciones del hospedero para formar parte de la microbiota normal de
estos individuos, entre éstas se puede mencionar a los géneros: Vibrio spp, Pseudomonas spp.,
Aeromonas spp., Acinetobacter spp., Oligella spp. y Pasteurella spp. (Buck et al., 2006), €s
importante sefialar que las neumonias asociadas a infecciones bacterianas secundarias o
primarias, se han reportado con relativa frecuencia en cetaceos en vida libre, especialmente en
los de talla pequeria, y han ocasionado la muerte del animal cuando se encuentran asociadas a
bacterias Gram negativas: Edwarsiella spp., Klebsiella spp., Salmonella spp., Vibrio spp.,
Aeromonas spp., Pseudomonas spp. y Pasteurella spp. (Kawashma et al., 2004). Estas ultimas
cuatro se aislaron en este trabajo en delfines clinicamente sanos por lo que se puede
considerar que forman parte de la microbiota normal, pero pueden convertirse en patdgenos
oportunistas cuando el delfin se encuentra inmunodeprimido.

Buck (2006), identifico al género Vibrio spp., como el mas frecuente en tracto
respiratorio y heces de delfines en vida libre (Buck et al., 2006), en este trabajo la especie V.
alginolyticus fue una de las bacterias con mayor nimero de aislamientos tanto del &rea genital
como del tracto respiratorio, esta relacion la podemos atribuir a que los vibrios tienen como
habitat normal el agua salobre y dulce donde se encuentran en altas densidades, también se
pueden hallar en organismos marinos y en ambientes como estuarios, costas, sedimentos y en
la acuacultura (Thompson et al., 2004), en los delfines T. truncatus se han descrito tanto en
individuos sanos como enfermos, en Hawai se han aislado rutinariamente de heces, espiraculo
y faringe a V. fluvialis, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. cholerae (sin
antigeno O) y vibrios no clasificados (Schroeder et al., 1985; Beck y Rice, 2003). En otras especies

de delfines, los vibrios se han asociado a hepatitis necrotica, bronconeumonia focal aguda, y



dermatitis activa en aletas, tejido subcutaneo y la punta del rostro, V. alginolyticus causa
estomatitis necrotica y V. parahaemolyticus se aislé de un pulmon, la posible via de entrada
por la cual los vibrios invaden el sistema vascular es a través de la mucosa intestinal, el
pulmoén y las heridas orales (Schroeder et al., 1985; Tangredi y Medway, 1980). En este estudio,
aunque en forma general no se observo diferencia estadistica entre los aislamientos realizados
entre los muestreos en cada época del afio, se puede mencionar que los vibrios se presentaron
en mayor proporcién en la época de verano e invierno, lo cual coincide con lo descrito por
Tangredi y Medway, los cuales mencionan que los vibrios hal6filos se presentan durante el
invierno en el sedimento y durante el verano cuando la temperatura del agua incrementa
(Tangredi y Medway, 1980), este evento se ha observado que coincide con otros estudios en las
fechas de varamiento de delfines (Tangredi y Medway, 1980) y en enfermedades diarreicas en los
humanos por la relacion del consumo de comida proveniente del mar, por lo general en
individuos inmunodeprimidos y con altos niveles de hierro en el suero, en los humanos
inmunodeprimidos también se ha reportado a V. vulnificus como un agente etioldgico
importante en las infecciones por herida y septicemia (Oliver et al., 1982; Thompson et al., 2004),
otra de las especies mayormente aisladas en este trabajo V. alginolyticus, ha sido reportado
esporadicamente en infecciones humanas (Kawashma et al., 2004; Thompson et al., 2004). Esto
implica que s6lo una minoria de cepas de vibrios son patdgenas y algunas se pueden
considerar como patdgenos oportunistas para los humanos y animales (Thompson et al., 2004).

En este trabajo, en el &rea genital se aislé un porcentaje bajo de V. cholerae (2%), el
cual es el agente causal del colera en humanos, una enfermedad severa que ocurre
principalmente en paises en vias de desarrollo como resultado del deficiente saneamiento en
el suministro del agua (Thompson et al., 2004; Oliver et al., 1982, Schmidt et al., 1979), esto coincide
con el estudio de Faruque, quien realiz6 desafios con esta bacteria en humanos, y concluy6
que la concentracion de V. cholerae toxigenico usualmente detectado en las superficies del
agua es mucho menor que la requerida para inducir infeccion y causar una enfermedad clinica
en humanos (Faruque et al., 2006), por lo que se puede sugerir que a pesar de haber sido
identificada en este trabajo, no es un factor de riesgo para los humanos, ya que es una bacteria
que se encuentra normalmente en el medio acuatico. Algunos investigadores sefialan que las
personas que mantienen un contacto estrecho con mamiferos marinos deben estar concientes
del riesgo del potencial zoonético de estos microorganismos (Schroeder et al., 1985; Tangredi y

Medway, 1980).



Otro microorganismo aislado en este trabajo y el cual se habia clasificado como un
nuevo patdgeno de las especies del género Vibrio, asociado a Ulceras en distintos peces, fue
reclasificado como Photobacterium damselae, el cual es habitante de estuarios y del mar, la
patogenicidad de esta especie ha sido reconocida en una gran variedad de peces, siendo uno
de los principales problemas en la acuacultura, de igual forma se ha reportado en infecciones
de heridas y enfermedades fatales en humanos, en una gran variedad de mamiferos marinos y
en tiburones, lo cual se ha registrado exponencialmente en los Gltimos tiempos, se considera
gue un gran nimero de peces son portadores asintomaticos, aunque también puede ser aislado
normalmente de crustaceos (Botella et al., 2002; Vaseeharan et al., 2007), por 1o que su presencia en
este trabajo se puede inferir a que es un microorganismo ubicuo del ambiente marino, el cual
puede entrar en contacto con los peces que se dan de alimento a los delfines o que estan
dentro del entorno natural de las instalaciones abiertas, ya que en estas ultimas fue donde se
encontré en mayor numero, al igual se encontr6 en los aislamientos que se realizaron en el
agua de estas instalaciones, es importante sefialar que en el delfin T. truncatus no ha sido
reportado como causante de enfermedad en el tracto respiratorio y en el &rea genital que fue
donde se aisl6 en mayor nimero.

Otro género que se aislé ampliamente fue Pseudomonas spp., el cual es un extenso
grupo de microorganismos que incluye patdgenos para animales y plantas (Gyles et al., 2004), de
los cuales en este trabajo se encontré una mayor diversidad de especies y un mayor nimero de
aislamientos en las instalaciones abiertas, esto lo atribuimos al estrecho contacto con un
ambiente natural donde hay plantas y tierra, el cual es el habitat normal de este
microorganismo, a diferencia de las instalaciones cerradas donde no existe dicho entorno y
puede ser un factor importante la cloracion del agua, aunque de igual forma hubo aislamientos
de algunas especies de este género, quizas porque cuando el delfin nace adquiere parte de la
microbiota normal de su madre y del ambiente donde vive, con lo cual pudo haber estado en
contacto con este microorganismo, también se encontro en los aislamientos que se realizaron
en el agua de estas instalaciones. La especie que se aisl6 mayormente en tracto respiratorio y
area genital en ambos tipos de instalaciones fue P. aeruginosa, el cual es un microorganismo
ubicuo en la mayoria de los ambientes naturales incluyendo el agua, plantas, tierra y aguas
residuales, es un patdgeno oportunista y generalmente requiere de una alteracion en las
defensas inmunoldgicas del hospedero para establecer infeccion, se ha visto que ocasiona

neumonia, bacteremia e infecciones en el tracto urinario y heridas quirtrgicas en humanos y



otros animales, otitis en perros y dermatitis en borregos (Gyles et al., 2004). En diversos
mamiferos marinos Pseudomonas aeruginosa es conocida como un patégeno oportunista y
aparentemente es comun encontrarlo (Back, 1984).

Otra especie similar en un 70 % a Pseudomonas y que se aisl6 mayormente en el
tracto respiratorio de los delfines en las instalaciones abiertas fue Shewanella putrefaciens, es
una bacteria bacilo Gram negativa, de distribucion mundial, particularmente en ambientes
marinos, recientemente se le ha asociado a infecciones en humanos, los signos clinicos y la
epidemiologia son similares a las infecciones por Aeromonas spp. y vibrios hal6filos (Holt et
al., 2005), en el delfin T. truncatus no se ha asociado como causante de enfermedad, y en las
muestras del tracto respiratorio de los delfines en las instalaciones cerradas no se obtuvo
aislamiento, sin embargo si se obtuvieron 2 aislamientos del &rea genital, por lo que se puede
sugerir que forma parte de la microbiota normal transitoria del tracto respiratorio de los
delfines en instalaciones abiertas o como contaminante debido al protocolo de muestreo
utilizado en este trabajo.

De igual forma, otro microorganismo ubicuo del ambiente es Aeromonas spp., el cual
comprende un grupo de microorganismos con una amplia distribucién en el ambiente acuético
(Hatha et al., 2005), en diversos estudios han cobrado mayor interés las especies moviles, debido
a que se han reportado como patdgenos de varios animales y en los humanos (Hatha et al., 2005).
En el intestino de los peces se alberga una gran cantidad de estos microorganismos, siendo el
principal A. hydrophila, seguido de A. caviae y A. sobria. De estas 3 especies A. hydrophila
fue la que se encontré con mayor nimero de aislamientos en ambos tipos de instalacién tanto
en el tracto respiratorio como en el area genital, este microorganismo ha sido implicado en
etiologias de una gran variedad de enfermedades en los peces (Loghothetis y Austin, 1996; Hatha et
al., 2005). En el delfin T. truncatus existe un reporte donde se le asoci6 a dermatitis ulcerativa,
neumonia y septicemia (Cusick y Bullock, 1973), su presencia en los delfines de este trabajo
puede estar influenciada a que los peces son parte principal de su alimentacion y al medio
acuético en el que viven, ya que también se realizd el aislamiento en el agua de algunas
instalaciones.

Un hallazgo importante de las especies que se aislaron con menor proporcion pero que
comparten ambos tipos de instalaciones, en tracto respiratorio y area genital se pueden
mencionar a Acinetobacter calcoaceticus, Burkholderia cepacia, Plesiomonas shigelloides,

los cuales no han sido documentados con anterioridad en delfines T. truncatus.



Las especies de Acinetobacter son bacilos aerobios Gram negativos, que pueden
causar infeccion y pueden sobrevivir por periodos prolongados en el ambiente y en las manos
del humano, su capacidad de infectar individuos sanos y su propension de desarrollar
resistencia antimicrobiana ha causado la preocupacion entre la comunidad de las
enfermedades infecciosas (Sunenshine et al., 2007).

Por otra parte, el complejo de Burkolderia cepacia pertenece a un grupo que
comprende 9 especies, las cuales son Gram negativas, rutinariamente aisladas del ambiente,
no forman parte de la microflora normal en humanos, ni animales (Baldwin et al., 2007), por lo
que se pueden considerar como contaminante del medio ambiente debido al protocolo de
muestreo. A su vez Plesiomonas shigelloides se aislé con bajo porcentaje en la mucosa
vaginal y en tracto respiratorio en los dos tipos de instalacion, esta bacteria es ubicua y
pertenece al grupo de las enterobacterias, es encontrada en agua fresca o agua de mar,
particularmente en clima calido a tropical, recientemente ha sido implicada en enfermedades
diarreicas en humanos, debido al consumo de alimento mal cocido, en enfermedad
extraintestinal se presenta so6lo en individuos inmunodeprimidos y existe un reporte en la cual
se aislo del area genital ocasionando salpingitis, ha sido aislada de otros individuos como
peces, anfibios y mariscos; en delfines no ha sido reportada en ninguna implicacion de
enfermedad (Roth, 2002), por lo que se podria considerar parte de la microbiota normal
transitoria en tracto respiratorio y de la mucosa vaginal en delfines en instalaciones cerradas y
abiertas.

Otro de los grupos que se aislaron en este trabajo son los pertenecientes a la familia de
las enterobacterias, las cuales al compararla con los deméas grupos tuvo una baja presencia, sin
embargo hubo 2 especies que se encontraron dentro de las 20 especies aisladas mas de 5
veces, entre ellas estan Escherichia coli y Proteus vulgaris, estas 2 se han mencionado con
anterioridad asociadas a bronconeumonias por multiples agentes en el delfin T. truncatus
(Medway y Schryver, 1973), de lo cual se puede mencionar también que el género Proteus spp.
estd ampliamente distribuido en el ambiente y es parte de la microflora normal del tracto
gastrointestinal en humanos, otra de las especies de este género que se aisld en este trabajo y
que también estd implicado en lesiones en el higado y pulmén de un delfin T. truncatus es
Proteus mirabilis (Parson y Jefferson, 2000), Sin embargo estas especies aisladas en la mucosa

vaginal y prepucial no son considerados potencialmente patdgenos.



Por su parte, Escherichia coli se ha asociado también a procesos de neumonia en estos
delfines y otros mamiferos marinos (Medway y Schryver, 1973; De Guise et al., 1995), sin embargo la
presencia de estas enterobacterias se puede atribuir a que estas bacterias pueden ser parte de la
microbiota del tracto gastrointestinal de estos delfines y debido a que son evacuadas hacia el
agua, via heces de los mismos delfines, este puede ser un medio por el cual entren en contacto
con el tracto respiratorio y el area genital, sin embargo se han aislado de delfines clinicamente
sanos por lo que se podria sugerir que forman parte de la microbiota normal, en algunos como
transitoria y en otros quizas como permanente, para lo cual se necesitarian méas estudios al
respecto, estas enterobacterias se observaron con una mayor proporcion en las instalaciones
abiertas en comparacion con las cerradas, esto lo atribuimos a la cloracion del agua en estas
ultimas instalaciones.

En lo que respecta al aislamiento de levaduras, se puede mencionar que sélo se aisld
una levadura de la mucosa vaginal, lo cual lo podemos atribuir a contaminacion de la muestra
debido al protocolo de muestreo, ya fuera con la piel del delfin o con el agua donde habitan, y
debido a la baja presencia en esta area, no se puede sugerir que formen parte de la microbiota
normal de la mucosa vaginal, sin embargo se sugiere hacer mas estudios al respecto ya que
este tipo de levaduras suelen encontrarse como parte de la microbiota normal de la mucosa
vaginal en el humano (Fidel y Sobel, 1996).

Con respecto a las muestras del tracto respiratorio se obtuvieron 5 especies de
levaduras, algunas de ellas no reportadas con anterioridad en estos mamiferos marinos. De las
especies que se aislaron con mayor proporcién fue Candida tropicalis y Candida
parapsilosis, y con menos proporcion a Candida albicans, Candida norvegensis y
Cryptococcus laurentii. Esto coincide con los resultados del trabajo de Buck (2006), donde C.
tropicalis se aislé con mayor porcentaje en tracto respiratorio y en las muestras anales; cabe
sefialar que en varios mamiferos marinos incluyendo al T. truncatus, diversas especies de
Candida han sido implicadas en trastornos de piel, del tracto respiratorio y digestivo,
ocasionando una micosis sistémica y la muerte (Buck, 1980; Dun y Back, 1982).

La presencia de estas levaduras en las muestras del tracto respiratorio en este trabajo,
se explica debido a que algunas de estas son comensales del tracto intestinal de estos
mamiferos marinos (Buck, 1980; Back, 1984), y son excretadas al agua donde los delfines
habitan, y pueden entrar en contacto con el tracto respiratorio, tanto en los delfines en

instalaciones abiertas como en las instalaciones cerradas, debido a que los métodos de



tratamiento fallan en erradicar las levaduras en los sistemas de recirculacion del agua y
ademés C. albicans no es particularmente sensible a los bajos niveles de cloracion, ni
combinando UV con cloro (Dun y Buck, 1982), esto ha propuesto también, que las infecciones
de Candida puede ser transmitida de un cetaceo a otro por el agua como via de transmision,
aunque la densidad de estas levaduras sea baja (menos de 60 cel/L) (Dun y Buck, 1982). La
especie que se ha reportado frecuentemente como patdgeno oportunista en estos animales ha
sido C. albicans, la cual puede o no aparece en pequefias cantidades en el tracto
gastrointestinal de cetaceos en cautiverio clinicamente sanos (Buck, 1980; Dun y Buck , 1982), por
lo que algunos autores mencionan que las bajas densidades de esta levadura en el agua,
sugieren que el microorganismo puede ser un patégeno oportunista en cetaceos, enfatizando la
importancia de erradicarlo de la fuente, lo que es el tracto digestivo (Dun y Buck, 1982). Es
también importante indicar que los delfines de algunos parques incluidos en este estudio
comparten instalaciones con algunos pinnipedos, los cuales pueden ser portadores y
responsables de introducir C. albicans en el agua (Buck, 1980). La presencia de diversas
especies de levaduras en este trabajo, han sido reportadas previamente en tierra y agua de mar,
son comunes en el humano, en mamiferos terrestres y marinos (Buck, 1980; Back, 1984), algunas
de ellas pueden ser parte de la microbiota normal en estos delfines y pueden llegar a ser

patdgenos oportunistas cuando el individuo se encuentra inmunodeprimido.

Las infecciones bacterianas han sido relacionadas directamente con la muerte de
diversos mamiferos marinos (Parsons y Jefferson 2000), las cuales pueden ser secundarias a
infecciones virales, parasitarias o0 a traumas. Poco se conoce sobre la microbiota normal en la
mucosa vaginal y del prepucio de estos delfines, asi como también de la presencia de
infecciones y enfermedades de transmision sexual. En otros mamiferos, los agentes
bacterianos y virales son la causa mas comdn de endometritis, reabsorcion fetal, abortos y
mortalidad en crias (Howard et al., 1993), sin embargo en mamiferos marinos la informacién es
escasa con respecto al tema y no hay asociacion entre bacterias o0 agentes virales en
desordenes reproductivos en el T. truncatus, existe un reporte en cautiverio donde menciona a
Brucella spp., la cual ocasion6 aborto (Higgings, 2000), y otro donde se observaron calculos de
estruvita en la vagina los cuales pueden ser atribuidos a infecciones bacterianas, remanentes
fetales y fluido seminal coagulado (McFee y Osborne 2004). La microbiota normal en la mucosa
vaginal es considerada en otros mamiferos, porque pueden convertirse en patdgenos

oportunistas durante la prefiez, debido a que durante esta etapa la microbiota vaginal puede



ascender dentro del Utero resultando en una placentitis, septicemia fetal, neumonia fetal o ser

la causa de muerte neonatal (Howard et al., 1993).

El ambiente marino contiene una gran cantidad de bacterias, la mayoria de las cuales
son ubicuas e inocuas. La gran diversidad de microorganismos aislados en este trabajo sugiere
que los mamiferos marinos albergan microbiota normal que bajo ciertas condiciones
ocasionan problemas de salud al hospedero, un ambiente en calidad deficiente puede permitir
o desencadenar la fisiologia del estrés incluyendo la inmunodepresién, por lo cual habra un
incremento en la susceptibilidad hacia bacterias del ambiente que en otra circunstancia son
inocuas. En cetdceos en cautiverio, se debe tener precaucién cuando se utilizan
indiscriminadamente antimicrobianos de amplio espectro, debido a que podrian ocurrir
severas alteraciones en la homeostasis, por que se elimina gran parte de la microbiota normal
que sirve como proteccion de las mucosas, permitiendo la colonizacion de microorganismos
oportunistas que invaden el epitelio y provocan una variedad de infecciones clinicas que
pueden culminar en la muerte del individuo (Ruiz et al., 2002; Frasca et al., 1996).

El ambiente en las instalaciones cerradas se caracteriza por realizar tratamientos
antimicrobianos al agua, como la cloracidn, lo cual puede proveer las condiciones apropiadas
para microorganismos resistentes, incluyendo levaduras, que pueden convertirse en patégenos
oportunistas en animales susceptibles o establecerse en otros como portadores sanos (Buck,
1980). Adicionalmente, se debe tener en cuenta que los cetaceos en vida libre también son
potencialmente vulnerables a la resistencia antimicrobiana y a una amplia gama de patégenos
del ser humano y del ganado, anteriormente se ha detectado resistencia antimicrobiana en
mamiferos marinos en vida libre, lo cual sugiere que esta resistencia podria atribuirse al
contacto directo con el afluente de las aguas residuales (Thompson, 2007). En vida libre, las
infecciones dejan a los animales débiles y reducen su habilidad para evitar las redes de pescas
(Parsons y Jefferson, 2000). Diversos agentes que se han visto que poseen un potencial de
enfermedad para animales terrestres y humanos han sido aislados de mamiferos marinos: B.
mallei, Salmonella spp., Neisseria mucosa, Clostridium chauvoei y Leptospira interrogans

(Smith, 1978), ninguna de estas especies se aislo en el presente trabajo.

Las bacterias y levaduras identificadas en los delfines de este trabajo son comparables

con la microbiota normal de tracto respiratorio, vagina y prepucio de otros mamiferos



terrestres (Baba et al., 1983; Howard et al., 1993) y marinos, (Jhonson et al., 2006; Hernandez et al., 2004)
de igual forma son similares a las bacterias aisladas en un estudio realizado a partir de 245
muestras del tracto respiratorio de delfines T. truncatus en vida libre (Buck et al., 2006). El
crecimiento bacteriano y de levaduras en este trabajo ocurrio sin la presencia de un proceso
inflamatorio (87%), esto se observo con la realizacion de las citologias y de los hemogramas,
los cuales sirvieron para confirmar que los delfines estaban clinicamente sanos, en 16
citologias del tracto respiratorio mostraron resultados que podian asociarse a un proceso
inflamatorio local y 3 de estos delfines presentaron alteraciones en el hemograma, en dos de
ellos no asociados a infeccion bacteriana, ya que mostraron eosinofilia, la cual esta
relacionada con la presencia de parasitos, esto sugiere que la mayoria de los microorganismos
aislados en este trabajo son parte de la microbiota normal transitoria o permanente de delfines
Tursiops truncatus en cautiverio. Es importante sefialar que hubo un mayor ndmero de
individuos de las instalaciones abiertas con un posible proceso de inflamacion local en las
citologias del tracto respiratorio, esta situacion se observo acentuada después de la época de
lluvia, lo cual se asocia a un posible mayor flujo de agua en esta época que ocasiona un
intercambio de microorganismos del mar a las instalaciones. Otro de los hallazgos que se
pudieron observan en las citologias del tracto respiratorio entre los delfines de ambos tipos de
instalacion es que el parésito Kyaroikeus cetarius se presentd sélo en los delfines de las

instalaciones abiertas y en la instalacion cerrada con agua de mar.

Es importante sefialar que este trabajo es el primero en su tipo que se realiza en México y
de los primeros en el mundo, por lo que la informacién obtenida es de gran valor tanto a nivel
de de informacion basica del delfin T. truncatus, como de informacion en el area clinica.
Hasta el momento no existen reportes publicados acerca de la microbiota normal en el area

genital y el prepucio en estos delfines.



V. CONCLUSIONES

1. Existe una mayor cantidad y diversidad de especies bacterianas y de levaduras tanto en el
tracto respiratorio como en el area genital de los delfines que se encuentran en
instalaciones abiertas en comparacion con los que se encuentran en instalaciones cerradas.

2. Se observo diferencia en tipo y numero de aislamientos de cada uno de los 8 parques
marinos.

3. No se observo diferencia en tipo y numero de aislamientos entre los muestreos en los
diferentes tipos de instalacion.

4. En las muestras de ambos tipos de instalaciones, Staphylococcus aureus fue la bacteria que
se aislé con mayor proporcion en el tracto respiratorio durante los 4 periodos de muestreo,
ocupando el segundo lugar en el area genital después de Staphylococcus epidermidis.

5. En forma general el género que se aislé con mayor presencia fue Staphylococcus, el grupo
con mayor diversidad de especies fueron los bacilos gram (-) no fermentadores y el grupo
de las enterobacterias presenté un menor aislamiento con respecto a los otros grupos.

6. EI crecimiento bacteriano y de levaduras ocurrié sin la presencia de un proceso
inflamatorio (87%), lo que indica que los delfines estaban clinicamente sanos, esto sugiere
que los microorganismos aislados en este trabajo son parte de la microbiota normal
permanente o transitoria de delfines Tursiops truncatus en cautiverio.

7. La microbiota normal permanente que es similar entre los individuos de la misma especie
en ambos tipos de instalacion en el tracto respiratorio fue: S. aureus (23%), V.
alginolyticus (8%) y Micrococcus spp. (6%), teniendo estas dos Ultimas una mayor
presencia durante el afio en las instalaciones abiertas, se puede observar también el
aislamiento en ambas instalaciones de E. coli (5%), P. vulgaris (5%), P. aeruginosa (4%),
A. hydrophila (3%) y diversas especies del género Staphylococcus coagulasa negativas,
entre otras.

8. En el area genital las especies bacterianas que compartieron los dos tipos de instalaciones
fueron: S. epidermidis (14%), S. aureus (10%), Micrococcus spp. (8%), E. coli (5%) y V.
alginolyticus (5%).
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Anexo 1. Aislamientos realizados en tracto respiratorio y area genital de cada uno de los
delfines provenientes de instalaciones cerradas, durante los 4 muestreos.

AISLAMIENTOS DEL TRACTO RESPIRATORIO

HEMBRAS
DELFIN 1 2 3 4
C1 Micrococcus spp. SIM Staphylococcus aureus S/C*
Cc2 Acinetobacter SIM Vibrio alginolyticus Staphylococcus
johnsonii Oligella urethralis hominis
Aeromonas salmonicida
masoucida
C3 Candida tropicalis SIM Staphylococcus aureus Staphylococcus
Vibrio alginolyticus Pasteurella multocida lugdunensis
Acinetobacter Candida tropicalis
johnsonii Micrococcus
spp.
C4 Staphylococcus spp. Staphylococcus SIM Staphylococcus spp.
xylosus
C5 Proteus vulgaris Staphylococcus Proteus vulgaris Proteus vulgaris
hominis
Proteus vulgaris

S/M=SIN TOMA DE MUESTRA
S/C=SIN CRECIMIENTO




MACHOS

DELFIN 1 2 3 4
C6 Staphylococcus aureus SIM Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus
Acinetobacter Pseudomonas Pseudomonas luteola
calcoaceticus aeruginosa
Vibrio alginolyticus
c7 Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus SIM Staphylococcus
Aeromonas hydrophila hominis
Escherichia coli
Plesiomonas
shigelloides
C8 Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus SIM Staphylococcus aureus
Pseudomonas putida Candida tropicalis
C9 Acinetobacter SIM Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus
johnsonii Staphylococcus xylosus | Staphylococcus
Staphylococcus aureus haemolyticus
C10 Staphylococcus spp. Staphylococcus aureus S/M Staphylococcus spp.
Staphylococcus
simulans
C11 Aerococcus viridans Staphylococcus Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus

saprophyticus
Candida albicans

Staphylococcus
epidermidis

S/M=SIN TOMA DE MUESTRA




AISLAMIENTOS DEL AREA GENITAL

HEMBRAS
DELFIN 1 2 3 4

C1 Micrococcus spp SIM Photobacterium SIC
Photobacterium damselae
damselae

Cc2 Shewanella SIM Micrococcus spp. Aeromonas
putrefaciens Pseudomonas salmonicida
Burkholderia cepacia alcaligenes masoucida

C3 Acinetobacter iwoffii SIM Vibrio vulnificus S/C
Micrococcus luteans Vibrio alginolyticus
Micrococcus spp.

C4 Pasteurella spp. Aeromonas hydrophila SIM Vibrio vulnificus
Gemella morbillorum Ochrobactrum Staphylococcus
Proteus vulgaris anthropi epidermidis
Streptococcus Gardnerella vaginalis
dysgalactiae ssp Escherichia coli
equisimilis

C5 Streptococcus Aeromonas hydrophila | Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus
dysgalactiae ssp. Streptococcus grupo L Staphylococcus
equisimilis xylosus
Aerococcus viridans Shewanella
Plesiomonas putrefaciens
shigelloides Vibrio

parahaemolyticus

S/M= SIN TOMA DE MUESTRA
S/C=SIN CRECIMIENTO

MACHOS
DELFIN 1 2 3 4
C6 Pseudomonas SIM Staphylococcus S/IC
aeruginosa haemolyticus
Cc7 Escherichia coli Escherichia coli SIM SIC
Streptococcus grupo L
Pantoea spp.
Aeromonas sobria
Vibrio cholerae
C8 Aeromonas sobria Aeromonas sobria SIM S/C
Staphylococcus aureus
Cc9 Staphylococcus aureus S/M S/IC S/IC
Micrococcus spp.
Acinetobacter
calcoaceticus
Cc10 Escherichia coli Staphylococcus SIM Staphylococcus
Staphylococcus spp. haemolyticus epidermidis
Photobacterium
damselae
Ci11 Vibrio cholerae S/IC Staphylococcus S/IC

Pseudomonas
oryzihabitans

epidermidis
Micrococcus luteus

S/M= SIN TOMA DE MUESTRA
S/C=SIN CRECIMIENTO




Anexo 2. Aislamientos realizados en tracto respiratorio y area genital de cada uno de los

delfines provenientes de instalaciones abiertas, durante los 4 muestreos.

AISLAMIENTOS DEL TRACTO RESPIRATORIO

HEMBRAS
DELFIN 1 2 3 4
Al Candida tropicalis Vibrio alginolyticus Candida tropicalis Micrococcus luteans
Enterococcus durans Staphylococcus aureus | Micrococcus spp Aeromonas hydrophila
Gemella haemolysans Enterococcus faecalis
A2 Pseudomonas luteola Pseudomonas luteola Aeromonas sobria Aeromonas sébria
Aeromonas sobria Streptococcus mitis Staphylococcus
epidermidis
A3 Staphylococcus xilosus | Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus | Micrococcus spp.
Shewanella
putrefaciens
Vibrio vulnificus
A4 Proteus vulgaris Staphylococcus aureus | Proteus vulgaris Staphylococcus
Proteus vulgaris Staphylococcus aureus | haemolyticus
Micrococcus spp. Staphylococcus aureus
Proteus vulgaris
A5 Candida parapsilosis Staphylococcus aureus | Staphylococcus Candida parapsilosis
Pseudomonas luteola epidermidis
Micrococcus spp.
A6 Escherichia coli Escherichia coli Aeromonas hydrophila | Escherichia coli
Shewanella Staphylococcus aureus | Micrococcus lylae
putrefaciens
A7 Staphylococcus Staphylococcus Vibrio alginolyticus Staphylococcus aureus
xylosus xylosus Plesiomonas Aeromonas hydrophila
Sphingomonas Shewanella shigelloides
paucimobilis putrefaciens
Escherichia coli
Pasteurella
pneumotropica
Staphylococcus aureus
A8 Pseudomonas Staphylococcus aureus | Vibrio alginolyticus Staphylococcus
alcaligenes Kocuria varians haemolyticus
Staphylococcus Staphylococcus
auricularis hominis
Vibrio alginolyticus
A9 Staphylococcus Aeromonas hydrophila | Vibrio vulnificus Shewanella
xylosus Staphylococcus aureus | putrefaciens
Vibrio Micrococcus lylae Micrococcus luteans
parahaemolyticus
Achromobacter
xylosoxidans
A10 Staphylococcus aureus | Escherichia coli Vibrio alginolyticus Staphylococcus aureus
Candida tropicalis Micrococcus lylae Candida tropicalis
Vibrio alginolyticus
All Staphylococcus lentus | Staphylococcus Pseudomonas Enterobacter
Micrococcus spp. epidermidis alcaligenes amnigenus

Staphylococcus
warneri




MACHOS

DELFIN 1 2 3 4
Al12 Candida norvegensis Candida tropicalis Candida tropicalis Candida tropicalis
Pseudomonas Pseudomonas stutzeri Staphylococcus aureus
alcaligenes
Photobacterium
damselae
Al3 SIC Vibrio alginolyticus Vibrio alginolyticus Staphylococcus
Candida parapsilosis haemolyticus
Al4 Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus | Vibrio alginolyticus Staphylococcus aureus
Micrococcus spp.
Shewanella
putrefaciens
Al5 Micrococcus spp. SIC Staphylococcus Escherichia coli
epidermidis Vibrio alginolyticus
Burkholderia cepacia Kocuria varians
Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa
Proteus mirabilis
Al6 Cryptococcus laurentii | Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus | Candida tropicalis
Staphylococcus
lugdunensis
Al7 Pseudomonas Pseudomonas Staphylococcus sciuri Brevundimonas
aeruginosa aeruginosa Staphylococcus aureus | diminuta
Micrococcus spp. Staphylococcus aureus | Pseudomonas
aeruginosa
Al8 Candida tropicalis Candida parapsilosis Staphylococcus aureus | Escherichia coli

Staphylococcus capitis

S/C=SIN CRECIMIENTO




AISLAMIENTOS DEL AREA GENITAL

HEMBRAS
DELFIN 1 2 3 4
Al Staphylococcus sciuri Staphylococcus Bacillus brevis Micrococcus luteans
Staphylococcus lentus | epidermidis Micrococcus lylae
Staphylococcus Pseudomonas luteola
hominis
A2 S/IC Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
epidermidis epidermidis haemolyticus
Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus
A3 Staphylococcus aureus | Staphylococcus Micrococcus spp. Micrococcus spp.
Micrococcus spp. epidermidis Aeromonas hydrophila
Pseudomonas
fluorescens
A4 Staphylococcus Staphylococcus Pseudomonas Staphylococcus
warneri epidermidis fluorescens haemolyticus
Micrococcus spp. Staphylococcus aureus | Micrococcus lylae
Kocuria Kristinae
Gemella haemolysans Photobacterium Staphylococcus aureus | Staphylococcus
A5 Staphylococcus aureus | damselae haemolyticus
Streptococcus mitis Candida parapsilosis Staphylococcus
xylosus
Staphylococcus
warneri
A6 Vibrio alginolyticus S/C Micrococcus luteans Staphylococcus
Micrococcus spp. Shewanella epidermidis
putrefaciens Escherichia coli
A7 Aeromonas hydrophila | Escherichia coli Staphylococcus Pseudomonas
Escherichia vulneris epidermidis alcaligenes
Micrococcus spp. Vibrio alginolyticus Staphylococcus
Staphylococcus sciuri Pseudomonas luteola epidermidis
Gemella haemolysans
A8 Staphylococcus Staphylococcus Pseudomonas stutzeri Brevundimonas
xylosus intermedius Staphylococcus vesicularis
Pseudomonas Pseudomonas stutzeri epidermidis Staphylococcus
oryzihabitans Micrococcus lylae warneri
A9 Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus SIM
hominis hominis haemolyticus
Staphylococcus Plesiomonas
xylosus shigelloides
Al10 Escherichia coli 1 Escherichia coli Staphylococcus Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus | epidermidis Staphylococcus
Micrococcus luteans Staphylococcus aureus | warneri
All Staphylococcus aureus | Staphylococcus Staphylococcus Micrococcus lylae

Acinetobacter
calcoaceticus

epidermidis
Photobacterium
damselae

epidermidis

Staphylococcus
haemolyticus

S/C=SIN CRECIMIENTO
S/M= SIN TOMA DE MUESTRA




MACHOS

DELFIN 1 2 3 4
Al12 Staphylococcus Staphylococcus Micrococcus spp SIM
epidermidis epidermidis Pseudomonas putida
Micrococcus luteans Pseudomonas
alcaligenes
Al3 Staphylococcus Staphylococcus Vibrio alginolyticus Staphylococcus
epidermidis epidermidis Staphylococcus xylosus
Photobacterium Vibrio alginolyticus epidermidis Vibrio alginolyticus
damselae Staphylococcus Micrococcus lylae Empedobacter brevis
Staphylococcus warneri
hominis
Al4 Staphylococcus Staphylococcus Chryseobacterium S/IC
epidermidis hominis indologenes
Vibrio alginolyticus
Aerococcus urinae
Al5 Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus S/IC
epidermidis epidermidis epidermidis
Micrococcus spp. Micrococcus spp. Kocuria varians
Pseudomonas
alcaligenes
Al6 Pseudomonas Micrococcus spp. Pseudomonas SIC
aeruginosa Staphylococcus aeruginosa
Micrococcus luteans xylosus Staphylococcus
epidermidis
Al7 Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus | Micrococcus spp.
Staphylococcus Staphylococcus Vibrio
epidermidis epidermidis parahaemolyticus
Pseudomonas
alcaligenes
Al8 Vibrio alginolyticus Staphylococcus Vibrio alginolyticus Escherichia coli

Staphylococcus
hominis
Vibrio cholerae

warneri

S/M= SIN TOMA DE MUESTRA
S/C=SIN CRECIMIENTO
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