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Resumen

PEREZ OLMEDO DANIEL. DIVERSIDAD BIOLOGICA Y EVIDENCIA MEDIANTE PCR
DE DNA del complejo Mycobacterium avium (MAC) y Chlamydia psittaci EN AVES DE
VIDA LIBRE DE DOS UMA’S DE LA MIXTECA POBLANA, MEXICO (Evidencia mediante
PCR de DNA del complejo Mycobacterium avium (MAC) y Chlamydia psittaci en aves de
vida libre de dos UMA’s de la mixteca poblana, México) (bajo la direccién de: BIOL. FAHD
HENRRY CARMONA TORRES y MVZ. EDGAR ALFONSECA SILVA).

El complejo Mycobacterium avium (MAC) y Chlamydia psittaci comprenden a bacterias
intracelulares de importancia veterinaria, pues no solo generan pérdidas economicas,
ademas se asocian a enfermedades en humanos. Estas bacterias se pueden encontrar en
una gran cantidad de especies de aves, ya sean domésticas o de vida libre. México es un
pais con gran diversidad y transito de aves de vida libre, de ahi la importancia de conocer
el comportamiento de estos organismos en las comunidades silvestres. El presente
trabajo se enfoco en la busqueda de evidencia mediante PCR de DNA especifico para
dichas bacterias en las UMA'S “Rancho Yeguas” y “Rancho El Salado” en la Mixteca
Poblana. Se obtuvieron muestras de 136 ejemplares de 48 especies diferentes entre
ambas UMA's, resultando seis ensayos positivos a M. avium subsp paratuberculosis en la
UMA “Rancho Yeguas”, por otro lado no se encontraron evidencias de estos organismos
en la UMA Rancho “El Salado” ni se evidencid Chlamydia psittaci en ninguna de las
UMA’s La metodologia de muestreo fue efectiva al igual que el manejo de las muestras
en el laboratorio. Ambos lugares de muestreo registraron una riqueza de especies alta
pero presentaron diferentes impactos humanos siendo la UMA “Rancho El Salado” la que
presenta mayor perturbacion.

El muestreo se llevo a cabo durante el periodo de agosto 2013 a febrero 2014 como parte
de las actividades de la asignatura practica de Fauna Silvestre de la FMVZ-UNAM vy el
anadlisis de las muestras en el laboratorio se realiz6 con financiamiento del proyecto
UNAM PAPIT IN-220615.






1 Introduccion

1.1 Bacterias Intracelulares

Las bacterias intracelulares son organismos que necesitan de un medio rico en
metabolitos para llevar a cabo una o varias de sus funciones; este medio puede
ser encontrado en el interior de las células (0,2). También presentan algunas
caracteristicas con relacion al hospedador, como son: incubaciones largas,
infecciones cronicas, evasion del sistema inmune, baja produccién de toxinas y
capacidad para estimular fagocitosis en células huésped (2). Se ha visto que la
enfermedad en el organismo infectado por este tipo de agentes, generalmente es
producto de una respuesta de hipersensibilidad tipo IV, seguida de una reaccion

granulomatosa (1).

En aves podemos encontrar dos tipos de bacterias intracelulares: facultativas y
obligadas. Las primeras pueden desarrollarse en otros medios ademas del
intracelular, y suelen tener a los macréfagos como células blanco, este grupo
comprende géneros como: Mycobacterium, Brucella y Corynebacterium (1). Para
el segundo tipo, encontramos organismos que son dependientes en su totalidad,
de un medio intracelular para llevar a cabo alguna parte de su ciclo vital; ejemplo
de ellas son los géneros Chlamydia y Rikettsia. Estas bacterias buscan células de
rapido crecimiento y que sean capaces de fagocitar, ya sea de manera normal o

bajo algun estimulo, por ejemplo las células endoteliales (1,2).

1.2 Complejo Mycobacterium avium

El complejo Mycobacterium avium esta formado por bacterias que poseen acidos
micolicos en su pared, lo cual las convierte en bacterias acido-alcohol resistente
(Ziehl-Neelsen positivo). Son dependientes de una molécula quelante de hierro
conocida como micobactina. Estas bacterias pertenecen al orden Actinomicetales

y son consideradas bacterias aerobias obligadas (3).



1.2.1 Bacterias acido alcohol resistente

Este grupo de bacterias se caracteriza por ser citoquimicamente Gram positivas y
contener una gran cantidad de lipidos en su pared celular. El acido micoélico que
presentan esta covalentemente unido por medio de un polisacarido al
peptidoglucano (3). Ademas, contienen otros complejos lipidicos en una delgada
membrana cerosa, localizada fuera de la pared de peptidoglucano como se puede
ver en la Figura 1. La presencia de los acidos micdlicos no permite la tincion por
técnicas clasicas, por lo cual se usa el colorante Fucsina fenicada de Ziehl-
Neelsen en caliente; después son resistentes a la decoloracion con alcohol acido,
y este fendbmeno se produce porque el colorante es mas soluble en los lipidos de
la bacteria, que en las sustancias decolorantes (1). Se considera como positivo
aquellas bacterias que se observan al microscopio con un color rojo (1), en la
Figura 2 se puede apreciar el proceso y resultados de la tincién de Ziehl-Neelsen.
Las micobacterias son nombradas como fuertemente acido-alcohol resistente asi
como nocardias Yy corinebacterias consideradas débilmente acido-alcohol

resistentes, en relacion a la intensidad de color que presentan (3,4).
1.2.2 Micobacterias

El género Mpycobacterium contiene un numero de patdogenos estrictos vy
oportunistas, muchos de ellos producen zoonosis de gran importancia como M.
bovis (4, 5). También existen micobacterias que no representan un peligro a la
salud y se consideran de vida libre siendo éstas las mas abundantes (5). Es
trascendental mencionar, dos rasgos importantes para diferenciar los grupos de
micobacterias patdégenas y vida libre (5). El primero es la velocidad de crecimiento,
mientras que el segundo se refiere a la identificacion a nivel de especie, que dio
lugar a la creacién de los complejos de especies (5). Las micobacterias patégenas
crecen lentamente y sus colonias no son visibles hasta que los cultivos incuban
durante un minimo de tres semanas (6), en cambio las bacterias de vida libre
tienen un crecimiento en pocos dias, asi que, la diferencia se define en un plazo
de 7 dias, donde la mayor parte de las especies patdgenas se encuentran en el

grupo de crecimiento lento, ademas las colonias de dichas bacterias se pueden



distinguir por su forma en medios que contengan huevo, por la influencia de la
adicion de glicerol y piruvato sodico en el medio de cultivo, y por la produccién de
pigmento (5). En la actualidad se trabaja con técnicas moleculares altamente
sensibles y relativamente rapidas para la deteccion de los diferentes biotipos;
ejemplo de estas técnicas es la reaccion de la cadena de polimerasa (PCR por sus

siglas en inglés) (1,6); la cual abordaremos posteriormente.
1.2.3 Integrantes del Complejo Mycobacterium avium

El Complejo Mycobacterium avium (MAC, por sus siglas en inglés) comprende 28
serovariedades de las especies M. avium avium, M. avium intracellulare, y tres
serovariedades de la especie M. scrofulaceum (7). Sin embargo, en la literatura se
hace referencia al MAC tanto por las especies mencionadas como por ciertas
serovariedades, que han sido estudiadas debido a su impacto en la salud humana
y animal. De modo que, cuando hablamos de MAC, generalmente nos referimos a:
M. avium avium, M. avium paratuberculosis, M. avium silvaticum, M. avium
intracellulare, M. scrofulaceum (8), donde algunos autores incluyen a M. xenopi en

este grupo.

MAC presenta diferentes tipos de colonias: pueden presentarse colonias lisas,
opacas y de tipo domo, también colonias, transparentes y aplanadas, asi como
colonias rugosas (7). Siendo los primeros dos tipos los mas usuales (8). Son
bacilos rectos, cortos de 1 a 10 um por 0.2 - 0.6 um, aerobios, de lento
crecimiento, dependientes de micobactina (1). Ciertos autores como Charlotte
McCarthys, revelan que el crecimiento de estos microorganismos es complejo, de
hecho, estudios parciales de cultivos sincronizados, reportan que la aparicion de
colonias opacas o transparentes, ocurren en diferentes estadios del desarrollo de

las colonias de dichas bacterias (7).

1.2.4 Mycobacterium avium subsp paratuberculosis.

Mycobacterium avium subsp paratuberculosis es el agente etiologico de una

enfermedad cronica en rumiantes, cérvidos, conejos, zorros, camélidos y otros



animales de vida libre, conocida como paratuberculosis que se caracteriza por
provocar enteritis cronica y donde se puede complicar al grado de causar
emaciacion y muerte de los animales infectados. Ademas de ser una zoonosis que
se asocia a la enfermedad de Crohn en humanos (1). Recientemente se ha
empezado a estudiar la presencia de esta bacteria en animales no rumiantes y se

reportan casos en aves de vida libre (9).

En un inicio esta bacteria fue denominada como Mycobacterium enteritidis
chronicae pseudotuberculosis bovis, sin embargo no tardd mucho tiempo en
cambiar a Mycobacterium johnei para después definirse como Mycobacterium
paratuberculosis (5). Tras estudios bioquimicos, inmunoldgicos y genéticos, se
encontré gran parecido a las micobacterias aviares por lo que en la actualidad se
le denomina Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (en adelante
MAP) (5, 8).

Pertenecen al orden Actinomycetales, suborden Corynebacteriales. Originalmente
este suborden se generd por las caracteristicas morfolégicas, actualmente se
integra por bacterias que presentan las caracteristicas del taxdén superior y que
son ricos en Guanina y Citosina (51%-61%). MAP se encuentra en el género
Mycobacterium, y destaca, su gran contenido de acidos micélicos en la pared
celular (1, 8). Posee un crecimiento 4 veces mayor que M. tuberculosis y 20 veces
menor que E. coli, ademas es una bacteria dependiente de micobactina (8), que
permite el crecimiento en medios pobres en hierro, y si bien este requerimiento no
esta demostrado de manera absoluta, se ha visto que en conjunto con la velocidad
de crecimiento, se considera la principal caracteristica de identificacion de la

subespecie (8).

1.2.5 Transmision

Si bien la paratuberculosis se presenta comunmente en rumiantes, encontramos
que MAC ocasiona una enfermedad en aves conocida como micobacteriosis aviar
(10), de hecho las aves, en conjunto con los cerdos, hurones y conejos; son
animales considerados altamente susceptibles (11, 12), mientras que a los ovinos,



bovinos y caprinos se les considera: moderadamente susceptibles, susceptibles y
moderadamente resistentes respectivamente (Figura 3). La tuberculosis aviar es
una enfermedad cosmopolita, donde todas las aves son susceptibles a infectarse,
ya sean de vida libre, producciones o bien animales de compafia. Esta
enfermedad suele pasar desapercibida en animales de vida libre, se evidencia en
la necropsia y se localiza con mayor frecuencia en lugares donde se encuentran
muchos individuos reunidos. En aves de corral, se asocia a producciones con alta
concentracion de individuos y pertenecientes a climas frios. Como se puede ver en
la Figura 4, las grullas son las aves de vida libre mas susceptibles, seguidas por
palomas, codornices, rapaces, anatidos y cuervos. Siendo los pavos, los pajaros y

los zopilotes los que poseen las frecuencias relativas mas bajas, en vida libre (11).

Esta enfermedad se contagia por ingestion de heces o la inhalacién de aerosoles,
siendo la ruta digestiva la mas comun. Los organismos pertenecientes a MAC,
tiene la habilidad de persistir en el ambiente por varios anos, especialmente en el

suelo y en la basura (12), inclusive se puede hallar en agua potable (13).
1.2.6 Inmunopatogenia de MAC.

La respuesta celular es mas importante que la respuesta humoral, en la
prevencion y control de las infecciones por micobacterias. La naturaleza parasita
intracelular de estos organismos, ha permitido que sobrevivan a pesar de las
respuestas del hospedador. Una vez fagocitadas las bacterias por los macrofagos,
estas bacterias son capaces de inhibir la maduracién del fagolisosoma. A lo cual,
el sistema inmune del hospedador ejecuta una respuesta por parte de las distintas
subpoblaciones de linfocitos CD4 y CD8 (1). Los cuales interactian con los
macrofagos infectados por medio de citocinas y receptores de membrana. El papel
del factor de necrosis tumoral (TNF por sus siglas en ingles) y la interleucina 2 (IL-
2) son sustancias que activan a los macréfagos y en consecuencia, se presenta
una reaccion inmunoldgica eficiente. Paralelamente, los linfocitos T CD4 liberan
interferon gamma (IFN-y), que también activa a los macréfagos (12). Las células
Natural Killer juegan un papel importante pues tienen accion citotoxica y al igual

que los linfocitos T produce IFN-y. Finalmente los linfocitos T pueden estimular a



las células B quienes empiezan un proceso de produccion de anticuerpos, que si
bien no se han encontrado que sean muy efectivos contra la infeccion de
micobacterias, si se presentan como una respuesta a la infecciéon crénica y en

cantidades considerables (1,12).

En aves silvestres no hay signos especificos que identifiquen la tuberculosis aviar,
el avance de la enfermedad y los signos se observan generalmente en aves
adultas, ya que es una enfermedad de caracter cronico. Los ejemplares
infectados, se encuentran emaciados, débiles, letargicos y se aprecian musculos
deteriorados. El avance de la enfermedad es parecido a envenenamiento u otra
condicion de debilitamiento. También se pueden presentar diarrea, cojera

unilateral, pérdida de peso, disnea y otros signos no patognoménicos (11,12).

Por otro lado a la necropsia, se pueden encontrar nédulos sélidos y suaves de
color amarillo blanquecino o nddulos grises de 1 milimetro a varios centimetros
(11). El higado es el 6érgano que mas contiene nddulos, sin embargo también se
pueden encontrar en pulmén, bazo, ovarios, testiculos, médula ésea, sacos
aéreos, e intestino (11,12). Las lesiones en dérganos internos son similares a las
presentes en aspergilosis por lo que es necesario hacer pruebas de laboratorio
para determinar el origen. Mientras que la localizacion de las primeras lesiones es
indicador de la ruta de entrada del agente, es decir, lesiones en el intestino
sugieren una ingestioén de la bacteria probablemente contenida en comida o agua,

y lesiones en pulmones y sacos aéreos sugieren inhalacion del agente (11).

1.2.7 Diagnéstico

Pese a que existen evidencias a la necropsia, la prueba definitiva es el
aislamiento, y observacion del organismo. También existen otras pruebas de
laboratorio, que complementan el diagndstico (11). Las muestras utilizadas son
organos y en el caso de animales vivos, se ocupan muestras de cloaca o traquea.

A continuacién se muestran las técnicas mas comunes en el diagnéstico de MAC.



1.2.7.1 Diagnéstico Histopatoloégico

Para ello se toman muestras de tejidos del ave como son: el bazo, el higado y la
meédula ésea, siempre y cuando se identifiquen nddulos granulomatosos de color
amarillento o blanquecino (11). Esta prueba es meramente sugestiva y se puede

confirmar con una tincién de Ziehl-Neelsen.

1.2.7.2 Aislamiento e Identificacion.

Es considerada la prueba confirmatoria para la presencia de la bacteria, se realiza
en medios de cultivos especializados, como medio con sustituto de yema de
huevo tipo Dorset o Herrold, aunque existen otros medios, la temperatura de
incubacion es de 37 °C a 40 °C y se debe cultivar de 4 a 8 semanas.
Posteriormente se muestran colonias con caracteristicas propias del organismo y
se realiza una tincién Ziehl-Neelsen para comprobar la morfologia y afinidad

tintorial de la bacteria (12).

1.2.7.3 Prueba de tuberculina y hemoaglutinacion.

La prueba de tuberculina es poco usada en animales de vida libre, los ejemplares
son inoculados de manera intradérmica con 0.05 mL a 0.1 mL de PPD aviar
(derivado protéico purificado, por sus siglas en inglés a una concentracién de 2000
IU) y la lectura se realiza a partir de 48 horas y hasta 72 horas post-inoculacion.
Se considera positivo si se observa un edema o un nddulo firme, de
aproximadamente de 5 mm de diametro, justo en el lugar de la aplicacion; en el
caso de las aves de produccion se hace en alguna de las barbas de la caruncula,
en animales silvestres puede hacerse en el lomo o en los pliegues alares. En aves
de produccion, suele hacerse una prueba de hemoaglutinacion que lleva unos
minutos, como una prueba complementaria a aquellos animales positivos a la
prueba de tuberculina y dificilmente se practican estas pruebas en animales de
vida libre (12).

1.2.7.4 ELISA
La prueba de ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay), se ocupa cuando
el animal presenta algun signo clinico relacionado a la enfermedad, tiene una

especificidad cercana al 90%, sin embargo no es muy sensible, alrededor del 50%,



por lo cual puede arrojar una cantidad considerable de falsos negativos. (1) Esta
prueba consiste en determinar la concentracion antigeno-anticuerpo, mediante el
uso de uno de ellos en fase sodlida y otro en solucion utilizando suero para el

analisis (12).

1.2.7.5 PCR

La reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), es un
método complementario que permite la identificaciéon de la bacteria mediante el
uso de iniciadores especificos a una region del ADN, posee la ventaja de obtener
resultados con una concentracion pequeina de bacterias, y una gran diversidad de
tipos de muestras (1). También sirve para diferenciar los tipos de micobacterias
presentes en el complejo. Asi mismo, se ha ocupado PCR en tiempo real, para la
deteccion de animales infectados (12). Por la baja concentracion de micobacterias
que necesitan esta prueba y debido a que la toma de muestra es rapida y poco
invasiva se considera una gran herramienta en el diagnéstico de MAC en aves de
vida libre (11).

1.2.8 Control

Siendo que los signos de tuberculosis aviar son evidenciados hasta la necropsia,
no se considera un riesgo importante en las poblaciones silvestres y rara vez llega
a causar la muerte de los individuos. No existe un control de la enfermedad en
animales de vida libre a diferencia de animales cautivos, donde puede ser causa
de muerte reportandose, hasta el 30% de mortalidad de parvadas capturadas de
animales silvestres. También se ha reportado este fendmeno en patos, perdices y
faisanes asi como en gallinas de postura y carne (11). Como medidas de control
de la enfermedad en animales de corral, se recomienda hacer un diagnostico
frente al hallazgo de animales enfermos o a la necropsia, ademas se propone
separar las poblaciones sanas de las enfermas, hacer pruebas de tuberculina,
desinfectar equipo, finalmente hervir y desinfectar el agua (14). En el caso de
animales silvestres cautivos, también deben separarse las poblaciones, tratar el
agua y de ser posible, hacer prueba de tuberculina, remover plantas, sustratos o
algun otro elemento dentro de los albergues de los animales (11).



1.2.9 Zoonosis

Se han reportado casos de zoonosis por MAC en humanos, los cuales resultan ser
altamente resistentes a presentar la enfermedad (11). Sin embargo, dentro del
complejo MAC se encuentra Mycobacterium avium subsp paratuberculosis, que es
el agente causal de la paratuberculosis en rumiantes y otros mamiferos no
rumiantes (1). En dichos animales se caracteriza por provocar una enteritis
cronica. Ademas de ser una enfermedad emergente con una prevalencia que esta
en aumento (1). La transmision entre especies se considera principalmente oro-
fecal y por contaminacién de agua (15). También han encontrado evidencias de
esta bacteria en pacientes con la enfermedad de Crohn, tanto en tejidos como en
sangre, sin embargo no se ha establecido una relacion etiologica hasta el

momento (16).

1.3 Chlamydia psittaci.

La clasificacion de Chlamydia psittaci ha sido muy controvertida (1,17), se le
considera una bacteria Gram negativa que en su membrana externa esta
constituida por COMP (Chlamydia outer membrane complex, por sus siglas en
inglés) que esta compuesta por MOMP (Major outer membrane protein, por sus
siglas en inglés) y otras pequefias proteinas como se puede apreciar en la Figura
5. MOMP se conforma por proteinas ricas en cisteina lo que mantiene la integridad
y la rigidez de la bacteria, ademas de generar una importante respuesta inmune

en el huésped (18).

Es una bacteria pequefa (0.3 um a 1 um, segun el estadio en el ciclo de vida) (1),
y con un genoma muy pequefio de 1.04 a 1.23 Mb (18). Posiblemente y debido a
su naturaleza como parasito intracelular obligado durante tanto tiempo, se
perdieron genes considerados esenciales como FtsZ o genes encargados de
ciertas rutas metabdlicas como son, la biosintesis de aminoacidos y la
fermentacién anaerdbica (19). Ademas, presenta dos estadios en su desarrollo: los

cuerpos elementales y los cuerpos reticulares (1,17). Actualmente el género
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Chlamydia es el unico miembro de la familia Chlamydiaceae y uno de los 6

integrantes del orden de los Chlamidiales (17).
1.3.1 Generalidades de la familia Chlamydiae

Anteriormente las bacterias de esta familia estaban divididas en dos géneros: el
género Chlamydia que comprendia a las especies, C. trachomatis, C. muridarum,
y C. suis y por otro lado el género Chlamydophila que comprendia a las especies:
C psittaci, C. pneumaniae y C. pecorum, caracterizadas por presentar eventos
zoonoticos (20). Posteriormente se encontraron tres nuevas especies, C. abortus,
C. felis y C. caviae. Actualmente, segun Bergey’'s Manual, y tras multiples cambios
en la taxonomia, se considera que tanto Chlamydia como organismos
“clamidiales” se encuentran en el mismo género (21), debido a que los genomas
de estas bacterias son sumamente similares al igual que los factores fenotipicos
que no permiten una diferenciacion importante (22), de modo que las nueve

especies mencionadas anteriormente pertenecen a este taxén.

Las caracteristicas morfolégicas en las clamidias son variables y dependen del
estadio del ciclo biolégico en el que se encuentren (1), dicho ciclo se considera
bifasico y es exclusivo de estas bacterias. Los cuerpos elementales son la forma
infecciosa de la bacteria (17), que esta adaptada a la vida extracelular, ya que se
encuentra metabdlicamente inactiva. Presenta un tamafo de 0.3 pm, con una
pared rigida donde las proteinas de MOMP se encuentran dispuestas de
trinbmeros que forman figuras hexagonales (1). Por otro lado, el cuerpo reticulado
es la forma replicativa y metabdlicamente activa, presenta un tamano entre 0.5 pm
y 1 ym, su pared celular es fragil y no presenta subunidades ya que las proteinas

de MOMP forman mondémeros (17).
El ciclo biolégico presenta tres fases:

1.-Penetracion del cuerpo elemental: consiste en la adhesion de la bacteria a la
célula huésped, para posteriormente ser fagocitada. No se conocen bien los
receptores de membrana en ambas células, sin embargo, se ha visto que C.
psittaci y algunos patotipos de C. frachomatis como LGV (linfogranuloma venéreo)

tienen mayor afinidad a macréfagos, en cambio C. pneumoniae y patotipos como
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tracoma de C. trachomatis prefieren células epiteliales (17).

2.-Multiplicaciéon del cuerpo reticular: Una vez dentro del fagosoma empieza la
diferenciacién del cuerpo elemental al cuerpo reticular (1, 18). Este cambio permite
generar poros en la membrana de la bacteria, con un tamafo adecuado para el
paso de ATP y nutrientes (17). Los cuerpos reticulares se dividen por fision binaria
llegando a formar de 100 a 1000 células hijas. Al final de esta etapa comienza una
reorganizacion de los cuerpos reticulares a cuerpos elementales, cambiando la

disposicion de MOMP en la membrana y reduciendo de tamafio (1, 17).

3.-Liberacion de los cuerpos elementales: se desconoce mucho del mecanismo de
liberacion de los cuerpos elementales, generalmente se detectan tras la lisis de la
célula afectada (1, 18), aunque también se ha encontrado evidencia de
mecanismos similares a la exocitosis en C. pecorum (17). Ademas, se ha visto que
en condiciones in vitro algunos factores como IFN-y y ciertos antibidticos beta-
lactdmicos, asi como la ausencia de factores nutricionales como el triptéfano
inducen la aparicion de unos cuerpos reticulares anormales conocidos como
formas aberrantes. Estas formas se consideran como una forma latente y se han
asociados con procesos cronicos. Las bacterias en mencién han resultado
sensibles a tetraciclinas, doxiciclina y a macrélidos como la eritromicina. Caso

contrario con los beta-lactamicos en donde se presenta resistencia (17).
1.3.2 Transmision

Chlamydia psittaci es una bacteria que afecta a 460 especies de aves de 30
ordenes distintos (20), sin embargo, la mayoria de los aislamientos se han dado
en 6 grupos de aves (Figura 6). Los psitacidos domésticos presentan las
frecuencias mas altas en cuanto a la presencia del organismo, pero cuando nos
referimos a animales de vida libre encontramos que, en Estados Unidos, las aves
mas afectadas son palomas, garzas y aves acuaticas (como son gansos y patos),
ocasionalmente, llegan a afectar a gaviotas, aves costeras, pajaros y rapaces (11).
También se ha llegado a encontrar en mamiferos, tortugas, otros reptiles y anfibios
(20).

La infeccion generalmente ocurre tras la inhalacion de particulas en el aire, ya sea
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de heces fecales o exudados respiratorios provenientes de un animal infectado. La
eliminacion de la bacteria por heces fecales es intermitente, y puede ser activada
por estrés, algunos ejemplos son: nutricién deficiente, postura de huevo, manejos
o trasportes prolongados, hacinamiento, entre otras. Debido a las caracteristicas
de los cuerpos elementales, la bacteria es bastante resistente a la deshidratacion;
lo cual hace que pueda permanecer en troncos, ramas u otro objeto que funcionen
de percha (11), también se ha visto que ha sobrevivido por 30 dias en sustratos

que sirvan de cama para los animales (23).
1.3.3 Inmunopatogenia de C. psittaci

Las bacterias que pertenecen a este género, cuentan con una gran cantidad de
factores de virulencia. El primero en mencién es la presencia de lipopolisacaridos,
que se encuentran en la membrana externa de todas las bacterias Gram
negativas, dichas moléculas propician la activacion del complemento. También
presenta las proteinas de membrana MOMP que representan el 60% del peso
seco de la membrana. Cuando la bacteria se encuentra en estadio de cuerpo
elemental, la forma trimérica de MOMP funciona como una adhesina, lo cual
facilita la penetracion a la célula. Al sufrir su reconfiguracion como MOMP
monomeérico, en su forma de cuerpo reticular, MOMP funciona como una porina

facilitando la entrada de nutrientes y de ATP (17).

Ademas, estas bacterias presentan un sistema de secrecién tipo Ill, donde
intervienen proteinas que generan una estructura similar a una jeringa, capaz de
traspasar membranas y liberar proteinas que tienen efecto directamente en el
citoplasma; algunas de ellas como la proteina de invasion o Inc B, que en caso de
C. psittaci podria tener un papel importante en evitar la formacion del
fagolisosoma.

Por otro lado existe otra proteina liberada por el sistema de secrecién tipo lll,
llamada CPFA (Chlamydial proteasa-like activity factor por sus siglas en inglés)
que degrada los factores de transcripcidén para la expresion del MCHI y MCHII de
la célula huésped (17, 24). La respuesta inmune es de tipo celular, con la

activacion de los linfocitos T CD4, que secretan citosinas permitiendo que en la
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inflamacion, se activen macrofagos y se produzcan anticuerpos por parte de los
linfocitos B. También se ha visto que dentro de las proteinas del sistema de
secrecion tipo |l se encuentra una sustancia denominada CrpA que ha generado
respuesta por parte de los linfocitos CD8 en ratones infectados (17).

Los signos de la infeccidn en aves de vida libre se pueden presentar de forma
aguda, subaguda o croénica; teniendo efectos severos sobre el organismo
afectado. Las aves se muestran débiles, letargicas, inapetentes y con exudado
purulento en narinas y ojos. Posteriormente pueden presentar diarrea, que puede
acompafarse con sangre, disnea, shock y muerte (11, 23).

Las lesiones mas comunes son la esplenomegalia, hepatomegalia (dos o tres
veces su tamafo normal), enteritis, pericarditis, aerosaculitis y pulmones

congestionados que se describen con apariencia mas oscura a lo normal (11, 23).
1.3.4 Diagnéstico

Como sucede en muchas de las enfermedades en aves de vida libre, la prueba
definitiva es el aislamiento bacteriolégico a partir de tejidos infectados, la
descripcion de las lesiones no se considera de gran importancia, pues hay
enfermedades como colera aviar, malaria aviar y aspergilosis que generan signos

similares a clamidiasis (11).

A continuacion se muestran las técnicas mas comunes en el diagnostico de

clamidiasis.

1.3.4.1 Cultivo.

Pocos laboratorios llevan a cabo este tipo de diagnédstico, debido a la complejidad
de la técnica, y a los equipos con los que se debe de contar, que deben cumplir
con las especificaciones de un laboratorio de contenciéon biolégica tipo 3 (1, 11,
17). La muestra ya sea del tejido o bien de alguna secrecion, preferentemente de
traquea, coana y ocasionalmente cloaca, debera utilizar un medio adecuado como
SPG (sucrosa/phosfato/glutamato por sus siglas en inglés) suplementado con
antibiéticos como gentamicina o estreptomicina, y antimicéticos como la
anfotericina B (1, 17). Ademas la muestra debera transportarse a una temperatura
ideal de 4°C.
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Una vez recibidas las muestras, se disponen a homogeneizar y a inocular en
embriones de pollo o cultivo de lineas celulares; donde las mas utilizadas son
McCoy, células HelLa 229, células L-292, Células VERO, células BHK-21 y células
“Bufalo Green Monkey” (17).

El cultivo en lineas celulares generalmente se realiza en monocapas, sobre
frascos de fondo plano y en placas de microtitulacion de 24 a 96 pozos. Tras una
incubacion a 37°C por 3 o0 4 dias, las muestras son fijjadas en metanol, o en
acetona para la confirmaciéon de C. psittaci, mediante la tincion de May Grinwald-
Giemsa, donde las inclusiones se observan fuertemente basdfilas en un contraste
con un citoplasma aciddfilo; o también se puede ocupar inmunoflorescencia, en

donde incluso se pueden detectar diferentes serovariedades (17).

1.3.4.2 Microscopia basada en tincién.

Es un método que utiliza las tinciones especificas para el género Chlamydia con
base en las muestras de exudados o tejidos afectados (17). En primera instancia
estan las tinciones de Giménez o la modificada de Ziehl-Neelsen donde se utiliza
como principal reactivo la fucsina y como contraste verde malaquita o azul de
metileno (1).

Al microscopio observamos organismos similares a los cocos que se agrupan y se
perciben de color rojo sobre un fondo verde. Es necesario complementar estas
técnicas pues los resultados desde el punto de vista morfolégico pueden coincidir
con Coaxiella spp y Brucella spp (17).

Otra técnica, que si bien no es especifica de Chlamydia spp, pero si proporciona
informacion acerca de la morfologia de la inclusién, es la tincibn de May-
Grunwald-Giemsa (17), que utiliza una solucién de trabajo de Giemsa que esta
constituida por: azul de metileno, Azure A, Azure B como tincion basica y eosina
como tincion acida. Estas sustancias permiten la coloracion de la célula y su
diferenciacién de los cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos tefidos baséfilos
tipicos de estas bacterias, pudiéndolos observar de un color rojo purpura (1).

Los métodos basados en tincidon presentan una baja sensibilidad ya que solo
pueden detectar a las bacterias cuando se encuentran dentro de la célula lo cual

genera una gran cantidad de falsos positivos cuando la concentracion del agente
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es baja. Sin embargo, de ser positivo a estos ensayos se puede establecer un

diagnostico presuntivo (17).

1.3.4.3 Técnicas de deteccion de antigenos.

Una de las técnicas utilizadas en el diagnéstico de C. psittaci es la
inmunoflorescencia directa (1, 17, 19, 25), en donde se utilizan anticuerpos
marcados con algun agente fluorescente. Como ejemplos encontramos: la
fluresceina y a la rodamina. Las inmunoglobulinas reaccionan con el antigeno
presente en el tejido afectado, que bajo el lente de un microscopio de
fluorescencia, se observan los sitios activos debido a la reacciéon antigeno
anticuerpo (1).

Otra técnica ampliamente ocupada es ELISA, que puede contener anticuerpos
monoclonales o policlonales frente a los antigenos de C. psittaci. Existen muchos
tipos de ELISA comerciales, pues esta técnica ha resultado ser mas eficiente que
la inmunofluorescencia (17). Suele utilizarse la técnica de ELISA competitiva con
anticuerpos monoclonales para MOMP, esta variable busca encontrar anticuerpos
en los tejidos, consiste en tener el antigeno fijado a la placa, después se introduce
la muestra posteriormente se agrega un anticuerpo en contra del antigeno de
interés que esta marcado con una enzima. La prueba se considera positiva si se
presenta ausencia de color ya que tras los lavados se pierde el anticuerpo
marcado pues esos antigenos estan reaccionando con los anticuerpos presentes
en el tejido. La cuantificacion de la reaccion se lleva a cabo con un lector de

densidad o6ptica (1).

1.3.4.4 PCR.

La reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), es un
método complementario que permite la identificacion de la bacteria mediante el
uso de iniciadores especificos a una region del ADN, para el caso de esta bacteria
se ha ocupado al gen Omp-A que contiene la informacién para la sintesis de la
proteina MOMP (17, 26). Estas muestras han resultado ser positivas rapidamente.

Sin embargo no se encuentran de forma comercial (17).
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1.3.5 Control.

Cuando se hacen estudios de este agente en comunidades silvestres y no hay
evidencia de la enfermedad y sin embargo se encuentra la bacteria no se lleva a
cabo el sacrificio de todos los animales infectados, esto se debe a la gran gama de
huéspedes (23, 27). Aquellos animales que no presentan signos de la enfermedad
pero son positivos al agente se les da un tratamiento con tetraciclinas (27). En
cambio en un brote de Chlamydia psittaci se propone que, las aves de vida libre
que se consideran enfermas, deben ser capturadas y sacrificadas procurando
hacer una toma de tejidos para su posterior examinacion. El material tanto
biolégico como el que se use para la necropsia se incinera y la actividad humana
en estas zonas tendra que ser restringida y con constante desinfeccién de las
areas donde se encontrd el ejemplar o algun material biolégico procedente de él,
esto se refiere a: perchas, recintos, transportadoras entre otros, con la idea de

evitar la diseminacion de la enfermedad en otras aves (11, 23, 27).

En el caso de animales importados, ya sean aves de producciéon o animales de
compafia, se recomienda un periodo de cuarentena de al menos 30 dias con una
revision veterinaria. De igual modo se debe realizar el manejo a ejemplares
sospechosos y de las instalaciones, esto se refiere a diagndstico por serologia
genética y aislamiento, o si la situacion lo exige, el sacrificio y obtencién de tejidos

de los ejemplares (23).
1.3.6 Zoonosis.

Para el caso de la infeccion por C. psittaci, el hombre se considera un huésped
accidental y las personas con mayor riesgo son aquellas que, de algun modo
tienen contacto directo con aves, como son: trabajadores de zooldgico,
trabajadores en criaderos y personas que tengan aves psitacidas como animales
de compaifia (11, 23, 27). La transmision interhumana es rara y sélo se ha
observado en enfermeras que cuidan a personas con clamidiosis (27). El infectado
contrae la enfermedad de manera aerégena en contacto con ambientes
contaminados, los casos son raros y generalmente estan relacionados con aves

psitacidas y palomas. El tiempo de incubacion en el humano es de 5 a 14 dias,
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aunque se conocen periodos mas largos (23, 27, 28) y las infecciones pueden
presentarse de forma latente, pasando por una gama de signos y sintomas hasta
una enfermedad sistémica grave con neumonia intersticial y encefalitis (28). La
infeccion cursa con dolor de cabeza, escalofrios, mialgia con o sin signos
pulmonares, y raramente se considera fatal (23, 27, 28). Salvo por
contraindicaciones, la doxiciclina, tetraciclina y azitromicina, (este ultimo
recomendado en mujeres embarazadas y nifios), suelen ser los antibiéticos de

eleccion con una terapéutica de 14 dias (23, 27, 28).

1.4 Reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés)

como herramienta diagnéstica.

La reaccion fue descrita en 1971 cuando Gobind Khorana explica la replicacion de
un fragmento de ADN usando iniciadores*. Pero fue en 1983 cuando Kary Mullis y
colaboradores de Cetus Corporation la llevaron a cabo. Al fabricar oligonucleétidos
Mullis y su equipo, usaron dos iniciadores que se alineaban con cada hebra de
ADN vy adicionaron polimerasa 1 de E. coli y nucleétidos de trifosfato. Obtuvieron
como resultado la replicaciéon exponencial del fragmento de ADN flanqueado por
los iniciadores, lo cual fue publicado en 1987 (37). Para 1993 Mullis recibe el

“Premio Nobel de Quimica” por el desarrollo de la PCR (1).

La PCR se basa en la replicacién de material genético, en la que actuan varias
proteinas para sintetizar nuevas hebras de ADN a partir de otras que funcionan

como molde.

*Fragmento de ADN de 15 a 30 nucleétidos que delimita la region a amplificar y proporciona el

extremo 3’ para iniciar el proceso.
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La proteina mas importante son las denominadas ADN polimerasa que se
encargan de agregar nucleotidos especificos durante la sintesis de nuevas
cadenas de ADN. De modo que lo que sucede de manera normal en una célula se
puede simular en un tubo (29), donde se amplifica directamente los fragmentos
especificos de ADN a partir de una pequefia muestra (1). Lo dicho anteriormente
se logra mezclando ADN, ADN polimerasa, iniciadores, desoxinucleotidos
(dNTP’s) cloruro de magnesio como factor necesario para que trabaje la
polimerasa y una soluciéon amortiguadora que mantenga un pH adecuado (1, 29).
Al final se obtiene una cadena complementaria al molde, que contiene los

iniciadores a los extremos de la copia (29).

Antes de poder trabajar la PCR es necesario llevar a cabo la extraccion del ADN.
Para ello existen distintos protocolos para eliminar a los inhibidores potenciales y
obtener una concentracion y calidad adecuada de ADN (30). En general, los
protocolos tradicionales consisten en cinco etapas: 1) Homogenizacion del tejido o
muestra. Consiste en romper mecanica o quimicamente, las uniones entre las
células. 2) Lisis celular. Para ello se utilizan soluciones basicas y detergente que
permitan disolver la pared y membranas celulares, asi como inhibir a las enzimas
degradantes del ADN (ADNasas 0 nucleasas). 3) Separacion de proteinas y
lipidos. En este paso se hace uso de solventes organicos y ciclos de
centrifugacion, como resultado se obtienen dos fases: la fase acuosa que contiene
al ADN disuelto ademas de otras moléculas hidrofilicas, y la fase organica que
contiene a las proteinas y lipidos. 4) Precipitacion: posteriormente se adiciona
etanol y soluciones con alta concentracion de iones de sodio y amonio, que se
unen a los fosfatos permitiendo que el ADN se pliegue y se haga insoluble, tras
una centrifugacion, un lavado y la evaporacion al medio ambiente del etanol se
obtiene el ADN en el fondo del tubo. 5) Resuspension del ADN. Se hidrata el ADN
para mantenerlo en solucion. Actualmente existen una gran cantidad de kits de
extracciones de ADN comerciales, que facilitan el proceso y cuentan con sus
propios protocolos (30). Tras la extraccion, generalmente la PCR inicia con la
desnaturalizacion de la doble hélice de ADN, mediante el calentamiento de la

muestra de 94°C a 96°C (1, 29), esta temperatura ocasiona que los puentes de
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hidrogeno se rompan y que cada hebra quede como un molde (29). Después, en
sitios especificos de las cadenas de ADN, se alinean los iniciadores
complementarios delimitando la region que se va a amplificar, para ello se requiere
de una temperatura dentro de un rango de 40 °C a 60 °C (1, 29). Finalmente, se
sintetiza una nueva cadena en sentido 5" - 3" para lo que se incrementa la
temperatura a 72 °C (1, 29), esto permite que la ADN polimerasa se una a los
iniciadores y comience la replicacion (29). Estas tres etapas: Desnaturalizacion,
Alineacion y Extension del ADN se repiten sucesivamente en un equipo llamado
termociclador, que permite la amplificacion de manera exponencial en cada ciclo,
dando origen a millones de copias del fragmento seleccionado (1, 29). Al principio
se lleva a cabo una desnaturalizacion inicial y al término se lleva a cabo una
extension final ambas con una duraciéon de 5 minutos, aunque puede variar segun
el protocolo. Con esto se logra que la polimerasa termine de sintetizar aquellos

fragmentos que quedaron incompletos (29).

Para poder observar los resultados de la PCR, es necesario hacer una
electroforesis. Esta técnica permite separar el ADN en funcion de su tamano*, para

visualizarlo mediante una tincion (31).

La electroforesis utiliza como principio el hecho de que la mayoria de las
moléculas se encuentran cargadas eléctricamente, por lo que tienen la capacidad
de migrar en un campo eléctrico (1). Para el ADN se ocupa la electroforesis en
agarosa (1, 31), que permite separar los fragmentos de ADN por tamarnio, ya que el
ADN se tifie y migra del catodo (con carga negativa) al anodo (con carga positiva)

utilizando una solucion como conductora (31).

*Hay cuatro parametros a tomar en cuenta en la electroforesis que intervienen en la velocidad de la
migracién y son: tamafio molecular, conformacién de la molécula, corriente aplicada y tamafio del

poro del gel (1).
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Para poder ver los diferentes pesos del ADN, se debe de ocupar un agente
intercalante, siendo el bromuro de etidio el mas comun que bajo la luz ultravioleta
emite una luz rojo-anaranjada y permite aclarar los fragmentos de ADN que se ven

como franjas en el gel (31).

La PCR es considerada la técnica mas importante en la biologia molecular, porque
se ha logrado simplificar muchas técnicas moleculares y permite abordar nuevas
lineas de investigacidon en ramas de la ciencia como: biotecnologia, ecologia,
evolucion, biologia de la conservacion, entre otras (32, 33). Se pueden detectar
microorganismos como virus y bacterias a nivel cualitativo (presencia o ausencia)
y cuantitativo (pe. Carga viral) y funciona como un gran apoyo al diagndstico (32).

Ademas permite el manejo de muestras potencialmente infecciosas (34).

Al tratarse de animales de vida libre, este método tiene la ventaja de ser practico y
poco invasivo ya que se puede obtener de muestras de heces fecales o algun tipo
de exudado o raspado siendo muy util para el diagnéstico de virus y bacterias

intracelulares (34).

1.5 Avifauna en la Mixteca poblana.

En México la avifauna ocupa el décimo primer lugar en el ambito mundial, con el
81% de los drdenes, 51 % de las familias y el 27% de los géneros del mundo.
Gran parte del territorio nacional es refugio para muchas especies migratorias y
hogar para especies residentes, esto se debe en gran medida a que presenta una
gran variedad de climas, relieves y vegetacion, con ello se genera una importante

variedad de nichos ecoldgicos (35).

El estado de Puebla cuenta con 33,902 km? donde se tienen reportados 16 tipos
de vegetacion natural y dos inducida, el Valle de Tehuacan-Cuicatlan ubicado
entre Puebla y Oaxaca en la Mixteca Poblana, es una de las zonas aridas mas

importantes del pais ya que presenta un 30% de endemismos a nivel de especie.
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Se estim6 que en la selva tropical caducifolia o bosque tropical caducifolio o selva
baja caducifolia se encuentran alrededor de 6,000 especies de plantas
fanerégamas, de las que el 40% son endémicas a México. Con respecto a la fauna
se encuentran el 19.6% de los vertebrados endémicos a Mesoameérica, situandolo
en el 4to lugar de diversidad, y el 16.9% de las especies que lo habitan son

exclusivas de este tipo de vegetacion (35).

Puebla es el séptimo lugar en diversidad de vertebrados endémicos de
Mesoamérica presentes en el pais (35). Dentro del estado de Puebla se presenta
una extension de la zona arida y semiarida de México, esta ultima relativamente

pequefia pero muy importante por su gran riqueza biolégica (36).

Muchos de los trabajos realizados en cuanto a la diversidad de animales se han
llevado a cabo en la zona de Tehuacan-Cuicatlan. En el Valle de Tehuacén se han
reconocido 29 asociaciones vegetales diferentes en las que habitan mas de 145
especies de aves, la cual sélo puede ser comparada con las reportadas para la
Estacion de Biologia Chamela o Sierra de Huautla, ambas dominadas por selvas

bajas caducifolias (37).

Desde el punto de vista ornitolégico la selva baja caducifolia ha sido considerada
importante para la diversidad biolégica* mundial, por su riqueza especifica y gran

abundancia, asi como su alta concentracién de endemismo (37).

*La diversidad biologica se define como la variabilidad entre organismos vivientes de todas las
fuentes. El término comprende diferentes escalas bioldgicas, desde la variabilidad en el contenido
genético de los individuos y las poblaciones, el conjunto de las especies que integran los grupos
funcionales y comunidades completas, hasta el conjunto de las comunidades de un paisaje o
region. La diversidad alfa es la riqueza de las especies en una comunidad particular a la que
consideramos homogénea, la diversidad beta es el grado de cambio o reemplazo en la
composicion de especies entre diferentes comunidades en un paisaje, y la diversidad gamma es la
riqgueza de especies del conjunto de comunidades que integran un paisaje, resultante tanto de las

diversidad alfa como de las diversidades beta (38).
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La avifauna de las selvas bajas representa el 33% de las especies terrestres de
México y alrededor del 19% de especies endémicas para el territorio nacional (39).
La influencia del aislamiento geografico y la diversidad de flora generada por la
Sierra Madre Occidental y el eje Neovolcanico transversal han tenido efecto sobre
la avifauna del oeste de México de hecho la region de la sierra Mixteca es
considerada a nivel mundial, como un sitio que presenta una gran cantidad de
riqueza y abundancia de estos vertebrados, y se ha relacionado con los eventos
climaticos y orogeograficos que resultan de los eventos geologicos que formaron
esta region, ejemplo de ellos es el choque de las placas neoartica y neotropical.
Asi se consideran dos grandes grupos de aves que pasan por esta region y que
posteriormente se concentran en los paises del sur. Uno de estos grupos se
localiza en el Sureste de México hasta el sur de Panama y el otro al oeste del
Itsmo de Tehuantepec (39) de modo que al pasar por la Sierra Madre y debido al
estrechamiento continental se forma un “embudo” que obliga a que las

comunidades se concentren en esta region.

1.6 Unidad de Manejo para la conservacion y el aprovechamiento de la vida

silvestre (UMA) y la Mixteca Poblana.

Aparecieron en la legislacién ambiental a partir de 1998 teniendo como principal
objetivo la conservacion y el aprovechamiento sustentable de especies,
principalmente de vida silvestre, buscando promover esquemas alternativos de

produccion adecuada al cuidado del ambiente (40).

En lo que a las unidades de Manejo para la conservacion y el aprovechamiento de
la vida silvestre (UMA’s) se refiere, son areas sujetas a un manejo ecoldgico
productivo que propicia el aprovechamiento de las poblaciones y ejemplares de
especies silvestres (40, 41). Estos predios o instalaciones, cuentan con registro en
la SEMARNAT, y contemplan como tarea la restauracién, proteccion,
mantenimiento, recuperacion, repoblacién, reintroduccion, investigacion, rescate,
resguardo, rehabilitacion, exhibicion, educacion ambiental y aprovechamiento
sustentable. En el 2013 se contaba con el registro de 12 060 UMA"s con un total
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de 38.1 millones de hectareas (41).

Para el caso de Puebla para el 2010 se tenia registradas 87 UMA’s de vida libre
donde més de 50 de ellas tenian como principal actividad el aprovechamiento de

fauna nativa (42).

En particular en la Mixteca Poblana considerada un area de alta marginidad, se
encontraban para el 2011, 72 UMA’s en 35 de los 47 municipios de esta region,
con un total de 82,522 hectareas, que como principal actividad proveen caza

cinegética de venado cola blanca (43).

1.7 Antecedentes.

A nivel mundial MAP ha sido reportado principalmente en rumiantes domeésticos y
silvestres, cérvidos, carnivoros y primates. También se han reportado 114
especies de aves con lesiones tuberculosas en el 2004, entre las que destacan

psitacidos, rapaces y gallinaceas (11, 44).

En cuanto a Passeriformes se han encontrado reportes de infecciones sin
presentar signos clinicos, las especies involucradas fueron tres del género Corvus
(C. frugilegus, C. monedula, C. corone) y también se reportan casos de aves de
vida libre de Eslovaquia en Charadriformes y Cuculiformes, y un caso confirmado
de Mycobacterium avium sub paratuberculosis en un paseriforme de la especie
diamante moteado (Emblema guttata) procedente de Australia en 2004, quien
presentdé diarrea y signologia respiratoria; a la necropsia se pudo observar
esplenomegalia y hepatomegalia, en este Ultimo ademas se observaron lesiones
granulomatosas principalmente compuestas por linfocitos y células mononucleares
(45).

Los reportes de la Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE por su acrénimo
original) para el afio 2012 mencionan que en México el complejo MAP se

encuentra presente, tanto en animales domésticos como en silvestres (28).
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Arrona-Rivera, et al (2013) y su equipo reportaron evidencia de lesiones
tuberculosas en aves acuaticas migratorias en Tlaxcala y Estado de México (10).

En contraste con lo anterior Chlamydia psittaci se ha hallado y aislado en toda
clase de vertebrados terrestres (1, 11, 25); se han obtenido aislamiento en abortos
de cabras y cerdos, neumonia en gatos y caballos, encefalitis en perros, incluso se
han aislado en tortugas con inflamacién sistémica y en serpientes con inflamacion

granulomatosa, asi como en ranas e inclusive en algunos aracnidos (11).

La primera lista de aves, tanto domésticas como mascotas y de vida silvestre, que
resultaron susceptibles a las clamidias fue publicada por Mayer en 1952 y enlist6 a
70 especies de 10 ordenes (25). A partir de entonces ese numero ha aumentado
hasta llegar a un total de 467 especies reportadas por Kaleta y Taday en el 2013
(25). En donde encontramos géneros de los 6rdenes Psitaciformes, Passeriformes,
Cuculiformes, Columbiformes y otros 26 mas (11, 25).

La transmisién de esta bacteria por animales silvestres a poblaciones de animales
domésticos o poblaciones humanas, no es un riesgo de especial importancia. Sin
embargo, los nuevos hechos epidemiolégicos muestran que las relaciones entre

patégeno y los diferentes huéspedes influyen en el control del agente (23).

En el reporte de la OIE del 2012 se considera a C. psittaci como exdética en México
(28). No obstante se han encontrado evidencias en aves de compafiia, zooldgico y
de corral. En el 2006 se logré aislar la bacteria en 28 aves procedentes de
distintas colecciones, asi mismo se encontraron anticuerpos en una poblacién
humana de alto riesgo (trabajadores de zooldgicos, duefios de aves, entre otros)
con una frecuencia de 16/25 personas muestreadas (46). Cabe agregar que hasta

el momento no se han concretado estudios en aves de vida libre en México.

Las muestras para este estudio fueron obtenidas de dos unidades de manejo para
la vida silvestre de nombre “Rancho Yeguas” en la comunidad de Santo domingo
Tonahuixtla del municipio San Jerénimo Xayacatlan y “Rancho El Salado” en la
comunidad del mismo nombre del municipio de Jolalpan. Ambas unidades

ubicadas en Mixteca Poblana, México. Para la captura de las aves, se ocuparon
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métodos humanitarios y no extractivos, siempre con fines de docencia. Se llevo a

cabo durante el periodo de agosto 2013 a enero 2014.

Los microorganismos motivo del estudio son Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis 'y Chlamydia psittaci. Ambos son parasitos intracelulares de
importancia veterinaria, debido a que generan pérdidas econdémicas, afectan a un

alto rango de especies y se relacionan con enfermedades en humanos.

Actualmente en el estudio de la salud, ha cobrado gran interés el comportamiento
de las enfermedades en los ecosistemas, y se ha empezado a considerar a la
ecologia de enfermedades como un factor que puede afectar la salud en corto y

mediano plazo (46).

Este trabajo busca generar informacién que pueda ser de utilidad en el estudio
posterior de estos agentes en la Mixteca Poblana y propiciar un interés en estos

sitios de gran extension y diversidad que existen en tierras mexicanas.

1.8 Hipotesis

Mediante la captura y toma de muestra en cloaca y coana de aves de las
UMA'’'S “Rancho El Salado” y “Rancho Yeguas” y el uso de la técnica de PCR,
es posible encontrar evidencia de ADN de Chlamydia psittaci y bacterias del
Complejo Mycobacterium avium en aves de vida libre de la Mixteca Poblana,

México.

1.9 Objetivo General.
Encontrar evidencia de ADN de Chlamydia psittaci y bacterias del Complejo

Mycobacteriun avium en aves silvestres capturadas en las UMA’s: Rancho El

Salado y Rancho Yeguas en la Mixteca Poblana, México, mediante la técnica

molecular de PCR.
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1.9.1 Objetivos Especificos.

-Capturar aves de vida libre en las UMA’s: Rancho El Salado y Rancho Yeguas,
identificarlas y determinar la intensidad de captura y evaluar diversidad (diversidad
alfa, beta, gama y comportamiento alimenticio) durante los meses de agosto 2013
a febrero 2014.

-Realizar la extraccion de ADN total de las muestras de coana y cloaca y
evidenciar la presencia de bacterias del Complejo Mycobacterium avium y

Chlamydia psittaci mediante la técnica de PCR.

-Analizar los datos obtenidos de diversidad y frecuencias de ensayos positivos.

2. Material y métodos.

Los datos obtenidos fueron resultado de una de las actividades realizadas en la
materia “Practica de Fauna Silvestre” como parte del programa de licenciatura de
la FMVZ-UNAM 2006 en el periodo académico 2014-1. Esta actividad consistié en
colocar redes ornitolégicas como método de captura directa, el equipo de trabajo
identifico, midio, determind el sexo de los ejemplares y se formé un inventario de

captura. Cabe agregar que se apoy6 con capturas manuales de oportunidad.

2.1 Captura de ejemplares.

El proceso de captura de los ejemplares se llevd a cabo en dos Unidades de
Manejo para la Vida silvestre (UMA en la region de la Mixteca poblana, México. La
primera UMA de nombre “Rancho Yeguas” (N 18° 08' 39.4” O 97° 52' 55.7”) se
encuentra a ocho kildmetros de la comunidad “Santo Domingo Tonahuixtla” en el
municipio de San Jeronimo Xayacatlan, ubicada en el extremo sur del estado y
cercano a la frontera con Oaxaca (Figura 7). La segunda UMA en la que se trabajé
lleva por nombre “Rancho EI Salado” (N 18° 20' 24.9” O 98° 57' 16.7") se
encuentra a un kilbmetro de la comunidad del mismo nombre perteneciente al
municipio de Jolalpan, ubicada en el extremo suroeste del estado en la frontera

con Morelos y Guerrero (Figura 8). La vegetacion de ambas localidades se
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considera selva baja caducifolia, con lluvias durante los meses de agosto a
noviembre, con una temperatura que va de 5 °C a 38 °C con un promedio de
24 °C. En ambas UMA’s se encuentran regiones semi-conservadas y perturbadas,
sin embargo, se puede observar una mayor actividad humana en la UMA Rancho
El Saldado, siendo més usada por la poblacién, con areas destinadas al pastoreo,
y debido a la proximidad con la comunidad, se realizan actividades ecoturisticas y

de turismo cientifico en mayor frecuencia que la UMA Rancho Yeguas.

Se efectuaron seis salidas de cuatro dias para cada una de las UMA’s, siendo del
mes de agosto del 2013 al mes de enero del 2014. En cada ocasion se eligieron
cuatro puntos diferentes donde se colocé una red ornitolégica, siendo cuatro redes
por salida por localidad, con un total de 24 puntos de muestreo para cada UMA.
Los puntos de captura cumplieron caracteristicas de cobertura vegetal en donde
se permitié el transito de las aves procurando modificar la vegetacion lo menos
posible, para no causar un impacto a largo plazo. La primera salida sirvid para
identificar las zonas y para iniciar el analisis de diversidad de especies; las
muestras fueron tomadas a partir de la segunda salida de campo.

Las redes utilizadas fueron de tipo japonés de 2.10 m de ancho; tres de 12 m de
largo y una de 10 m de largo. Se instalaron mediante el uso de piolas o de postes
colapsables (Figura 9). La apertura se hizo en las primeras horas del dia y hacia
las Ultimas horas de la tarde, el cierre se efectué cuando la radiacion solar era mas
fuerte, en presencia de lluvia, y al final de la jornada. Se tomaron los tiempos de
apertura, de cierre, y datos de captura como son: fecha de captura, hora, nimero
de red y orientacion de la trayectoria del ave. Cabe mencionar que, en caso de
captura, se protegié a los animales de la radiacion solar y se hacian visitas a las
redes cada hora.

2.2 Identificacion de los ejemplares.

Los animales capturados fueron identificados con el uso de las siguientes guias

ilustradas: Aves de la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan de Maria del
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Coro y Alfonso V, Banuet y Aves de México, guia de campo de Roger T. Peterson
(47). Ademas se tomaron datos morfométricos, se determind el sexo y fueron
marcados mediante cortes de las plumas timoneras mediales para posteriormente
ser liberados. Cabe mencionar que el marcaje mediante el corte de las plumas no
es usado comunmente y no se encontrd en la literatura consultada, sin embargo
representa una alternativa al anillaje, es menos invasivo que aplicar un chip de
identificacion ya que el o los cortes se limitan Unicamente a las barbas de la
pluma y no llegan al raquis como se ejemplifica en la Figura 10. A cada ejemplar
se le asign6 un nimero de catdlogo en donde se identificé la localidad de captura
(TO para “Rancho Yeguas y SA para “El Salado”) el numero 13 o 14
representando el afio de captura, las letras AV para indicar que se trataba de un
ave y el numero de captura (Figura 10), posteriormente se generd un inventario

con los datos.

Con esta informacion se generaron gréficas de esfuerzo de captura donde se
evalu6 que tan cerca se encuentra nuestro muestreo en relacion con la riqueza del
sitio, donde se ocupan los dias de muestreo en relacién con la cantidad de
especies registradas y las acumuladas hasta el ultimo dia de trabajo de la red (48).
Los datos del presente trabajo sélo corresponden a los animales capturados de

forma directa, no se incluyen: avistamientos, capturas fotograficas ni rastros.

2.3 Intensidad de captura y evaluacién de diversidad.
2.3.1 Intensidad de captura.

La intensidad de captura o capturas por unidad de esfuerzo, se refiere a la
cantidad de organismos capturados en determinado tiempo por el método de
captura que se ocupe (48). Para este estudio se referira a la cantidad promedio de
animales capturados por el trabajo promedio de las redes. Se tomaron los datos
de numero de capturas por red y el tiempo que estuvo abierta para después

procesarlos.
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2.3.2 Diversidad Alfa.

Para determinar la diversidad alfa utilizamos el indice de biodiversidad Simpson vy
el indice de Shannon (49). El indice de diversidad Simpson se basa en la
dominancia, toma en cuenta la representatividad de las especies con mayor valor
de importancia sin evaluar la contribucion del resto de las especies. Manifiesta la
probabilidad de que dos individuos tomados al azar de una muestra sean de la
misma especie; esta fuertemente influido por la importancia de la especie mas

dominante. Los valores varian de 0 a 1; donde 0O es la dominancia absoluta (49).

El indice de diversidad de Shannon se basa en el concepto de equidad, expresa la
uniformidad de los valores de importancia a través de todas las especies de la
muestra, mide el grado promedio de incertidumbre en predecir a que especie
pertenece a un individuo escogido al azar. Asume que los individuos son
seleccionados al azar y que todas las especies estan representadas en la muestra.
Adquiere valores entre 0, cuando hay una sola especie; y el logaritmo de “s”
(riqueza), cuando todas las especies estan representadas por el mismo nimero de
individuos (50).

También se utilizé el esfuerzo de captura con relacion a la riqueza de la diversidad
alfa. Esto es la frecuencia acumulada de los registros de especies nuevas
encontradas por dia de captura, durante el periodo de muestreo. El
comportamiento es curvo y se considera que se llegd al maximo esfuerzo de
captura cuando se llega a la asintota. Dicho resultado nos permite conocer la

composicién de especies del area estudiada (49).

2.3.3 Diversidad Beta.

Para determinar la diversidad beta se ocuparon el indice de similitud de Jaccard,
el cual se basa en la similitud y expresa el grado en el que dos muestras son
semejantes por las especies presentes en ellas, por lo que, en términos
algebraicos, se considera una medida inversa de la diversidad beta, que se refiere
al cambio de especies entre dos muestras. El intervalo de los valores para este

indice va de 0, cuando no hay especies compartidas entre ambos sitios; hasta 1
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cuando los dos sitios tienen la misma composicion de especies (49).

La similitud de porcentajes oscila de 0, cuando las comunidades no tienen
especies en comun; a 100 cuando la abundancia relativa de las especies de
ambas comunidades es idéntica. Para obtenerla se utiliza el porcentaje menor de

las comunidades para cada especie (50).

2.3.4 Diversidad Gamma.

Se define como la riqueza de especies de un grupo de habitat que resulta como
consecuencia de la diversidad alfa de las comunidades individuales y el grado de
diferenciacion entre ellas o diversidad beta (49).

Con los datos obtenidos se decidié clasificar a los animales por su tipo de
alimentacion en: insectivoros, granivoros, nectarivoros, forrajero-carnivoro,
omnivoros. Por estado de residencia se clasificaron en: residentes, residentes

transitorios y migratorios (37).

2.4 Toma de muestra

Con hisopos de algodén o de rayon segun el tamafio del ejemplar se tomaron 128
muestras de coana y 126 muestras de cloaca, las muestras se depositaron en
tubos de plastico cénicos de 1.5 ml donde se mezclaron vigorosamente con 200 pl
de solucion de lisis (solucion de acetato de sodio, EDTA y SDS). Posteriormente
se identificaron con las dos primeras letras del nombre de la localidad, seguido de
un 13 o 14 que representa el afio de captura, después el nimero del animal
capturado y finalmente se utilizaron las letras “co” para coana y “cl” para cloaca. A
continuacion se cerraron y transportaron, en un termo con hielo, para que al final

de la jornada se almacenaran en un contenedor con nitrégeno liquido (30).
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2.5 Procesamiento de las muestras.
2.5.1 Extraccion de ADN.

Para la extraccion del ADN se ocupd el “Protocolo de Extraccion del ADN
Gendmico Micobacteriano” (CTAB-CLOROFORMO) del Laboratorio de
Investigacion en Brucelosis y Tuberculosis de la FMVZ-UNAM, todas las muestras
fueron inactivadas por calor antes de realizar la extraccion. Al terminar se midio la
concentracion y pureza de cada muestra por duplicado en Nanodrop
(spectrophotometer nd-1000), se eligieron 82 muestras para amplificar ADN de
MAP (40 para la UMA Rancho Yeguas y 42 para la UMA El Salado) y 30 para
amplificar ADN de C. psittaci (15 para cada UMA) priorizando aquellas con
concentracion optima (>4.9 ng / pl) y pureza éptima (1.8 - 2.1 A= 260 nm / 280 nm)
(30).

2.5.2 Procesamiento de la muestra.

La amplificacion de ADN bacteriano se realiz6 por PCR con las siguientes
condiciones: 19 pl de master mix (Taq polymerase Invitrogen blue), 0.1 a 0.5 uM
de cada iniciador: para MAP forward (5 -TGATCTGGACAATGACGGTTACGGA-3)
y reverse (5-CGCGGCACGGCTCTTGTT-3') esperando un amplicén de 563 pb.
Para Chlamydia psittaci forward (5-TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGT-3") vy
reverse (5'-CTCAATGCCAAGGCATCCACCAAT-3") maslul de ADN de la muestra

esperando un amplicon de 650 pb.

Protocolo para MAP: Activacion de la enzima 94°C por 2 minutos;
desnaturalizacion 95°C por 30 segundos, alineacion 63°C por 30 segundos,
extension 72°C por 30 segundos 35 ciclos; extension final 72°C 5 minutos seguido

de una temperatura de conservacion de 4°C (33).

Protocolo para Chlamydia psittaci: Activacion de la enzima 94°C por 2 minutos;

desnaturalizacion 95°C por 30 segundos, alineacion 52°C por 40 segundos,
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extension 72°C por 30 segundos 35 ciclos; extension final 72°C por 5 minutos
seguido de una temperatura de conservacion de 4°C (26).

Posterior a la amplificacion, se realizo la electroforesis de las muestras en geles
de agarosa al 2% en TAE. En cada pocillo se depositaron 5 ul de la reaccion, se
utilizé marcador de peso molecular de 100 pb (Gene Ruler 100 pb DNA Ladder,
Termo Scientific). Las constantes de la electroforesis: 80 voltios, 40 minutos con
miliamperaje variable. Se utilizé6 TAE como buffer y SYBR-green (SYBR safe DNA
gel stain. Invitrogen, Thermo Fhiser Scientific) para la tincion (33). Los resultados
de los geles se evaluaron en el fotodocumentador “El Logic 200 de Kodak”. Con
base en los resultados, se obtuvieron las frecuencias de animales positivos a PCR
coanay PCR cloaca.

Como controles positivos se utiliz6 ADN de Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis y de Chlamydia psittaci respectivamente, ademas de una

reaccion sin templete como control negativo.

4. Resultados.

4.1 Resultados de captura y biodiversidad.

Se colocaron cuatro redes en un punto de muestreo diferente por salida, siendo un
total de 24 puntos de muestreo para cada UMA visitada. Para las redes de
“‘Rancho Yeguas” la altura del suelo al primer cabo promedio fue de 1.19 m con
una minima de 0.7 y una maxima de 1.72 m. Para las redes de “Rancho El Salado”
la altura del suelo al primer cabo promedio fue de 2.20 m con una minima de 1.1y

una maxima de 8.62 m (Figura 11).

En “Rancho Yeguas” se capturaron 83 ejemplares de 35 especies diferentes con
un promedio de horas red-abierta de 19 horas 47 minutos y un promedio de 3.15
animales capturados por red; ademas se atraparon tres ejemplares de forma
manual. Se decidi6 relacionar los dos datos anteriores obteniendo una frecuencia

de captura de 6 horas 17 minutos (Figura 12). Se calcul6 un indice de diversidad
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de Shannon de 3.29 y un indice de biodiversidad Simpson de 0.95 para este sitio
de muestreo. La especie mas abundante fue Icterus pustulatus con ocho capturas.

El esfuerzo de captura para dicha UMA se puede apreciar en la Figura 13.

En “Rancho El Salado” se capturaron 51 ejemplares de 27 especies diferentes con
un promedio de apertura de red de 18 horas 24 minutos y un promedio de 2.2
capturas por red; ademas se capturaron dos ejemplares de forma manual. La
frecuencia de captura fue de 8.24 horas por captura (Figura 14). El resultado del
calculo del indice de diversidad de Shannon fue de 3.03, y el resultado del indice
de diversidad Simpson de 0.93. La especie mas abundante fue Turdus
rufopalliatus con ocho capturas. El esfuerzo de captura para dicha UMA se puede

apreciar en la Figura 15.

Entre ambas UMA’s se registré un total de 48 especies de aves, con un total de
134 organismos, en las dos localidades se comparten 14 especies que

representan el 79.04% de similitud, con un indice de Jaccard de 0.29.

De las aves registradas, 26 especies se consideran insectivoras, 12 especies se
consideran omnivoras, 8 granivoras, una nectarivora y una forrajera. Con respecto
a la permanencia 32 se consideran migratorias, seis residentes transitorios y
nueve residentes (Figura 16). En la Figura 17 se puede apreciar el porcentaje de
comportamiento de alimentacion para cada una de las UMA’s. Del total de
animales capturados se registraron 8 ordenes con 18 familias, como se puede

observar en la Figura 17.

4.2 Resultados de la toma de muestra y la PCR.

La extraccion de ADN se realizd con el Protocolo de “Extraccion del ADN
Genomico Micobacteriano” del Laboratorio de Investigacion en Brucelosis y
Tuberculosis de la FMVZ-UNAM. El 82.5% de las muestras resultaron optimas en
concentracion siendo iguales o mayores a 5 ng / pl, el 57.31% de las muestras
resultaron en valores Optimos de pureza (34), dentro de un rango de 1.5 - 2.1 A=
260 nm /280 nm, mientras que el 39.02% se encuentra menor a 1.5 A= 260 nm /
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280 nm (Figura 18). No se registr6 una diferencia importante en la calidad de las
muestras entre ambas UMA’S.

De la UMA Rancho Yeguas se utilizaron 66 muestras tanto para coana como para
cloaca. De la UMA EIl Salado se utilizaron 46 muestras de coana y 45 muestras de
cloaca, la muestra SA1307cl no se pudo lograr pues se liberd accidentalmente al
ejemplar antes de la toma de muestra. Se perdieron 11 muestras por explosion de
los tubos, como resultado del choque térmico, al sacar los tubos del tanque de
nitrogeno liquido y colocarlos en una hielera. Para evitar mas pérdidas se decidio

utilizar hielo seco en lugar de hielo normal.

Para la amplificacion de ADN de MAP se procesaron 40 muestra procedentes de
la UMA Rancho Yeguas y 42 muestras procedentes de la UMA El Salado. Para la
UMA Rancho Yeguas no se registré ningun resultado positivo. Para la UMA El
Salado se obtuvieron 6 muestras positivas: SA1337co, Piranga ludoviciana,
SA1318co, Tyrannus verticalis, SA1329co, Tyrannus crasirrostris, SA1316co,
Icterus pustulatus, SA1336co, Piranga ludoviciana, SA1221cl, Columbina inca. Los
resultados se muestran en las Figuras 19 y 20. La especificidad de este protocolo
se evalué enfrentando los iniciadores a ADN de los siguientes microorganismos:
MAP, Chlamydia psittaci, Nocardia asteroides, Corynebacterium
pseudotuberculosis, Staphylococcus aureus y agua como control negativo (Figura
21). Obteniéndose reaccion positiva solo para ADN de MAP. La sensibilidad de los
iniciadores se obtuvo mediante diluciones decuples del ADN de MAP (control
positivo). Se inicié con una concentracién de 51 ng / pl y se observé amplificacion
hasta 5.1 X 10 ng / pl (Figura 22).

Para Chlamydia psittaci, se utilizaron diferentes pares de iniciadores, los primeros
con un tamafio de amplicon esperado de 600pb de 5'-
TGGTATTCTTGCCGATGAC-3° R 5'-GATCGTAACTGCTTAATAAACCG-3" (51),
los segundos con un amplicon de 260 pb F 5TAGGCCTCGCCCTGTCTTA3'R
5" CCCAGGTTCTGATAGCGGTTTA3" (disefio del portal NCBI/Primer-BLAST),
con estos dos pares de iniciadores no se logré la amplificacion del ADN de

Chlamydia psittaci (control positivo). El siguiente juego de iniciadores: F 5'-
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TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGT-3' R 5'-
CTCAATGCCAAGGCATCCACCAAT-3" amplificé la banda esperada de 450 pb
pero también amplificaba una banda de 100 pb. Finalmente los iniciadores
donados por el Dr. Gary Garcia del Depto. de Produccion Animal Aves FMVZ-
UNAM:

F5 -GCIYTITGGGARTGYGGITGYGCIAC-3

R-TTAGAAICKGAATTGIGCRTTIAYGTGIGCIGC-3'

Los cuales amplificaron un fragmento de 650 pb especifico del ADN del control

positivo (Figura 23).

Se procesaron 30 muestras 15 para cada UMA y no se registrd ningun positivo. No
se pudieron llevar a cabo prueba de sensibilidad ni especificidad debido a que se
consumio toda la cantidad de iniciadores donados.

5. Discusion.

5.1 Captura y Diversidad.

Debido a la altura de las redes se puede decir que, la captura se trabajé en los
estratos de arbusto y arbol para ambas UMA’s, por lo cual los animales
capturados suelen habitar dichos lugares, ello discrimina del analisis a aquellas
especies que habitan en el suelo y en la copa.

Los indices Shannon y Simpson para la UMA Rancho Yeguas, nos hablan de un
area con diversidad moderada con una riqueza de especies considerable y sin una
dominancia clara por alguna especie (Tabla 1). La grafica de esfuerzo de captura
(Figura 13) presenta un patron lineal recto que sigue aumentando conforme pasan
los dias de captura, lo cual nos dice que, con el esfuerzo de captura, no se llego a

un nivel de rigueza de especies estable.
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La diversidad alfa para “Rancho El Salado” en la temporada de estudio y con el
muestreo realizado nos indica que tiene una biodiversidad alta ya que el indice
Shannon tuvo un valor mayor a tres, mientras que el indice de diversidad Simpson
nos revela que no existe una dominancia definida por alguna especie, por lo cual
esta UMA tiene una alta riqueza de especies pero una baja abundancia. Con base
en la gréfica de esfuerzo de captura (Figura 13), no sélo podemos percatarnos que
tiene un patréon de escalera, si no que sigue creciendo; lo cual nos dice que con él
esfuerzo de captura realizado no fue posible llegar a una riqueza de especies que

permita indicarnos la riqueza total en la localidad.

El indice Jaccard nos menciona que menos de un tercio de las especies
capturadas son compartidas por las areas de estudio. Mientras que la similitud de
porcentaje es de 79.04% por lo que se puede decir que ambas UMAS presentan
diferencias en su composicion (49, 50) a pesar de contar con caracteristicas
ecosistémicas muy parecidas. Podemos suponer que esta diferencia en los sitios
de muestreo y durante el periodo de muestreo, puede deberse a su situacion
geografica, ya que Rancho Yeguas se encuentra cercano a la costa del Pacifico

mientras que Rancho El Salado se encuentra mas cercano al eje Neovolcanico.

La diversidad Gamma registr6 un total de 48 especies, comparado con 145
especies registradas en la Reserva de Tehuacan-Cuicatlan (37), para llegar a un
valor cercano tendriamos que incrementar nuestro esfuerzo de captura asi como
el periodo de muestreo. Es importante considerar que la Reserva de Tehuacan-
Cuicatlan presenta una mayor diversidad de vegetaciéon ademas de la selva baja
caducifolia, en donde encontraron especies particulares para dichas coberturas

vegetales.

Podemos ver que ambas UMA’s son similares en comportamiento alimenticio y
estado de permanencia, que se puede observar en la biodiversidad gamma en
donde el 55.56% de las especies capturadas son insectivoras y el 68.9% de las
especies son migratorias, con lo cual podemos decir que ambos sitios de
muestreo, durante la temporada del trabajo (agosto 2013 a febrero 2014),

representan un gran recurso de proteina animal para las aves que se encuentran
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migrando.

5.2 Toma de Muestras y PCR.

El método de toma de muestra y transporte fue adecuado para el estudio, pues
mas del 80% de las muestras mostraron una concentracion correcta de ADN (30).
En este sentido tomar la muestra y someterla directamente a una solucion de lisis
permite una buena concentracion de ADN. La pureza fue Optima en mas de la
mitad de las muestras, sin embargo, el 39% de los ensayos tuvieron un valor
menor a 1.5 A= 260 nm /280 nm, lo cual indica una contaminacion por proteinas
gue se puede deber a la naturaleza de la muestra, debido a que el mismo material
obtenido en captura fue el que se proceso, con ello se encuentran sustancias que
alteran la calidad de la muestra como son: enzimas digestivas y adnasas, ademas
de contener ADN del ave muestreada y del material ingerido, asi como cualquier
organismo que estuviera en el ave al momento de la toma de muestra. Aunado a
esto, el 7% de las muestras obtuvieron un valor entre 1.8 y 2.2 A= 260 nm / 280
nm considerado como 6ptima, la mayoria de las muestras son menores a este
rango lo cual indica que hay presencia de fenol u otros compuestos aromaticos
(32), esto demuestra que hizo falta mayor dominio de la técnica de extraccion por
parte del manipulador, y debido a que las capturas fueron Unicas, no fue posible

repetir el muestreo.

La especificidad de los oligos de MAP se considera buena pues no hubo reaccion
a otro ADN bacteriano. La sensibilidad que se registré tuvo valores 5.1 X 10° ng /
pl. Lo cual nos dice que, de haber una concentracibn menor en las muestras,
serian considerados falsos negativos (32). Por otro lado, los ensayos
considerados positivos resultan ser las muestras con mejor concentracién de ADN
y mejor pureza, y cumplen con el objetivo de encontrar evidencia de la presencia

de esta bacteria en el estudio.
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5.3 Relacion de las capturas con la PCR

Podemos observar en los animales positivos que dos de ellos son de la misma
especie (Piranga ludoviciana) y que fueron capturados el mismo dia y en la misma
red, lo cual puede sugerir que pertenecen a la misma poblacion. Por su parte
tenemos dos ejemplares capturados en la misma red, pero de diferente especie
(Turdus rufopalliatus y Columbina inca), ambas fueron especies abundantes en la
UMA “Rancho EL Salado” durante la temporada de captura y presentan ambitos
hogarefios similares (37). Una de las razones que puede explicar la ausencia de
evidencia en “Rancho Yeguas”, considerando que las muestras fueron sometidas
a la misma técnica de muestreo, extraccion y protocolo de la PCR; puede
explicarse al considerar que existe menos intervencion humana, ya que la
comunidad se encuentra lejos de la UMA y no es tan frecuentada por los
pobladores. También tiene menor actividad turistica y hay un aprovechamiento de
la tierra menos intenso. Lo cual concuerda con lo mencionado por Ostfeld Dobson
y Foufopoulos 2001, donde mencionan que: “as actividades humanas facilitan el
incremento de la prevalencia de enfermedades, donde la degradacion del habitat
es considerada el factor mas importante” (54).

Con respecto a los resultados de Chlamydia psittaci, no pueden validarse debido a
que no se efectuaron pruebas de sensibilidad y especificidad para los ultimos

oligos que fueron los Unicos que reaccionaron con el control positivo.

6. Conclusiones.

La Sierra Mixteca, representa un area de gran importancia en temas de diversidad
y conservacion. La informacion que se posee con relacién al comportamiento de

los agentes infecciosos en estos territorios es casi nula, por ello la importancia de
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generar estudios, ya que representa un recurso muy importante en la subsistencia
y sobretodo la proliferacion de muchos agentes infecciosos. Con este estudio, y a
pesar de sus muchas limitantes, se puede observar que hay evidencia al menos
para MAP, siendo este un agente de gran importancia para la salud de humanos y
animales, y que representa fuertes pérdidas economicas. Nuestra hipétesis es
verdadera para el agente MAP ya que con la técnica de muestreo en cloaca y
coana, y el posterior procesamiento con la técnica de PCR fue posible encontrar

secuencias de ADN reportadas como especificas para este agente.

Cabe agregar que la técnica de captura de los animales es efectiva en estudios en
esta region. Ademas la técnica de muestreo, en donde directamente se aplica
solucién de lisis a la muestra recién obtenida, demostrd tener calidad para poder

trabajar la muestra y obtener resultados favorables.

Es importante recordar que este estudio, surge del trabajo de la materia Practica
Fauna Silvestre de la FMVZ-UNAM, con lo que hay que plantearse la importancia
de estas materias practicas, no sélo en su objetivo de formacion sino también
como fuente de datos para la generacién de estudios. Por otro lado, el apoyo de
las diferentes personas y departamentos permitié que este trabajo se enriqueciera,
generando apertura al didlogo y una transformaciéon del paradigma unidireccional
gue a veces se percibe en la academia. En este caso se demostré una alternativa
en la generacion de conocimiento frente a un escenario muy limitado en sentido
econdémico pero no asi en la calidad de las personas que participaron, la

transmision de conocimiento y el apoyo incondicional.
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Figuras

Figura 1. Estructura de la pared de BAAR. Recuperado de :
http.//slideplayer.es/slide/1101241/UNIVERSIDAD CENTROOCCIDENTAL
LISANDRO ALVARADO DECANATO DE CIENCIAS DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE MEDICINA PREVENTIVA 'Y SOCIAL SECCION DE
MICROBIOLOGIA ENFERMERIA.
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Figura 2. Procedimiento de la Tincién Ziehl-Neelsen (Laboratorio de
microbiologia, Micromed), recuperado de
http://campus.usal.es/~micromed/Practicas_odontologia/unidades/labv/LabMicro

/evaluacion.html) i
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Figura 3. Susceptibilidad relativa a Mycobacterium avium para varios
grupos de animales. (Field Manual of Wildlife Diseases 1999).
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Figura 4. Ocurrencia relativa de tuberculosis aviar en aves.
(Field Manual of Wildlife Diseases 1999).
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Figura 5.Estructura de la pared celular de Chlamydia spp. Recuperado de
http://euarch.blogspot.mx/2007/08/chlamydia_31.html
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Figura 6. Ocurrencia relativa de clamidiosis en aves.
(Field Manual of Wildlife Diseases 1999).
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Figura 7. Localizacion de la UMA “Rancho EL Salado”. Recuperado de
https://www.google.com.co/maps/place/Puebla,+M%C3%A9xico/@19.3468669, -
99.0217648,8z/data=!3m114b1!4m5!3m4!1s0x85cf8cb0ddc0a765:0xe25cae5bd60
220ad!8m2!3d19.041289414d-98.2062013
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Figura 8. Localizacion de la UMA “Rancho Yeguas” Recuperado de
https://www.google.com.co/maps/place/Puebla,+M%C3%A9xico/@19.3468665, -
99.0217648,8z/data=!13m1!4b1!4m5!3m4!1s0x85cf8cb0ddc0a765:0xe25cae5bd60
220ad!8m2!3d19.0412894!4d-98.2062013
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Figura 9. Esquema de una red de tipo japonés con los tipos de instalacién
ocupadas en el estudio. La red se puede colocar sostenida de la rama de un
arbol por medio de una piola para después sujetarla de algun objeto en el suelo
(roca, raiz, etc), si no se posee una rama adecuada puede ocuparse un poste.
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Figura 10. Ejemplo de un corte de plumas con el método ocupado en el
estudio.
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Figura 11. Fotografia donde se aprecia las modificaciones que se hicieron en
la vegetacion para la instalacion de las redes. Se puede observar una

condicién idonea de cobertura vegetal.

Figura 12.

Tabla de Resultados de Diversidad alfa de “Rancho Yeguas”

Altura promedio red

1.19 m (min 0.7 m,
max 1.72 m)

Numero de capturas

83 ejemplares

Numero de especies 35 especies
registradas
Promedio de red abierta 19 h 47 min

Promedio captura/red

3.17 capturas por red

Frecuencia de captura

6 h 17 min

Captura manual 2 capturas
Shannon 3.29

Simpson 0.95

Especie mas abundante Icterus pustulatus
Dias de trabajo 21




Figura 13.
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Grafica de esfuerzo de captura de la UMA “Rancho Yeguas”. En el

eje de las X tenemos los dias transcurridos, mientras en el eje de la Y tenemos las
especies acumuladas.
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Figura 14. Tabla de Resultados de Diversidad alfa de la UMA “Rancho El
Salado”.
Altura promedio red 2.20 m (min 0.7 m,
max 1.72 m
Numero de capturas 51 ejemplares
Numero de especies 27 especies

registradas

Promedio de red abierta 18 h 24 min

Promedio captura/red 2.2 capturas por red
Frecuencia de captura 6 h 17 min
Captura manual 1

Shannon 3.03
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Simpson 0.93
Especie mas abundante Turdus rufopalliatus
Dias de trabajo 24

Figura 15. Grafica de esfuerzo de captura de la UMA “Rancho El Salado”. En
el eje de las X tenemos los dias transcurridos, mientras en el eje de la Y tenemos
las especies acumuladas.
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Figura 16. Tabla de Diversidad Alfa, Gama y estado de permanencia de las especies
encontradas en la UMA’s “Rancho El Salado” (Sal) y “Rancho Yeguas” (Tona)

Estado de
Alfa Sal AlfaTona GAMMA Pertenencia

Aimophila mystacalis 0 Endémico
Aimophila humeralis 1 B Endémico
Campostoma imber-
be 0 gua bel mx
Catharus guttatus 2 _ eu gua bel mx
Columbina Inca 4 B cu gua bel mx
Cynanthus latirostris 0 B semiendémico
Empidonax minimus 2 B A cu gua bel mx
Empidonax oberhol- --
sefri 0 Semiendémico
Empidonax occiden- --
talis 1 1 2 eu mx
Empidonax wrightii 1 Semiendémico
Icterus parisorum 1 B eu mx
Icterus pustulatus 3 B gua bel mx
Icterus wagleri 0 gua bel mx
Lepidocolaptes sou- n-
leyetii 1 gua bel mx
Leptotila rufaxilla 0 B gua bel mx
Melanerpes chryso- n-
genys 3 Endémico
lius 3 Endémico
Melanotis caerules- --
cens 0 Endémico
Micrathene whitneyi 1 _— eu mx
Momotus mexicanus 2 B2 Endémico
Morococcyx eryth-
ropygus 0 1 gua bel mx
Myiarchus cineras-
cens 0 4 eu gua bel mx
Myiarchus tyrannulus 1 1 eu gua bel mx
Oporornis tolmiei 0 eu gua bel mx
Passerina ciris 0 eu gua bel mx
Passerina cyanea 0 B cu gua bel mx
Passerina leclancherii 1 B Endémico
Passerina versicolor 0 eu mx
Phainopepla nitens 0 B eu mx
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Figura 16. Tabla de Diversidad Alfa, Gama y estado de permanencia de las especies
encontradas en la UMA’s “Rancho El Salado” (Sal) y “Rancho Yeguas” (Tona) cont

Picoides scalaris
Piranga flava
Piranga ludoviciana
Polioptila caerulea
Trogon elegans
Turdus rufopalliatus
Tyrannus crassirostris
Tyrannus melancho-
licus

Tyrannus verticalis
Vermivora celata
Vermivora peregrina
Vermivora ruficapilla
Vermivora virginiae
Total Resultado

Alfa Sal

ROoOF,NDNEO

N
SrProoRrP

Estado de
Alfa Tona GAMMA Pertenencia

eu mx
IR R eu gua bel mx
eu gua bel mx
N PR eu gua bel mx
IR PR gua bel mx
_ Endémico
Semiendémico

ICIN R eu gua bel mx
AT I eu gua bel mx
I R R eu gua bel mx
IC T R eu mx
IR I semiendémico
66| 112 |

*mx= México, eu=Estados Unidos, gua =Guatemal, bel= Belice
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Figura 17 Tabla de 6rdenes y familias capturadas en el estudio.

"Rancho

Familia Yeguas" "Rancho El Salado"

Apodiformes -
Trochilidae 1
Columbiformes -
Columbidae 1 1
Coraciformes .
Momotidae 1 1
Cuculiformes .
Cuculidae 1
Cardinalidae 1 1
Emberizidae 1 1
Furnariidae 1
Icteridae 1 1
Laniidae 1
1
Passeriformes | 2=/ (k= 1
Philogonatidae 1
Poliptilidae 1
Thraupidae 1
Troglodytidae 1
Turdidae 1 1
Tyrannidae 1
Piciformes -
Picidae 1 1
Strigiformes
i 1 1
Trogoniformes .
Trogonidae 1 1
Total de Familias 18 12
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Figura 17 Grafica de la diversidad con relacién al comportamiento
alimenticio de las especies encontradas en ambas UMAS.

Comportamiento alimenticio
por Especies de ambas UMAS

M Insectivoro

M Granivoro
Omnivoro
Herbivoro
Nectarivoro

Figura 18. Frecuencia de ensayos con valores éptimos registrados por el
Nanodrop

>0.8 ug / pl entre 1.5y 2 entre 1.8y 2.2
A=260nm/280nm A=260nm/280nm

0.82520325 0.57317073 0.07723577
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Figura 19. Tabla de resultados positivos por PCR a MAP de la UMA “EI

Salado”
Numerode especie nombre comun Red Fecha hora
catalogo
SA1337Co Piranga ludoviciana Tangara aliblanca migratoria Sa221013-4 24/10/13 18:51:00
SA1318Co Tyrannus verticalis Tirano pélido $a011013-1 02/10/13 09:32:00
SA1329Co Tyrannus crasirrostris Madrugador piquigrueso Sa011013-2 04/10/13 09:15:00
SA1316Co Icterus pustulatus Calandria de fuego Sa120913-2 00/01/00 14:30:00
SA1336Co Piranga ludoviciana Tangara aliblanca migratoria Sa221013-4 24/10/13 10:45:00
SA1321CI Columbina inca Cocolita Sa011013-1 02/10/13 17:30:00
Numero de ng / ul A=260nm/280nm A=260nm/280nm
catalogo
SA1337Co 641 1.68 1.68
SA1318Co 42.4 1.77 1.7
SA329Co 62.5 1.7 1.63
SA1316Co 86.8 1.68 1.6
SA1336Co 1483 1.87 1.88
SA1321Cl 105 1.59 1.63
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Figura 20. Gel de agarosa al 2%, se puede apreciar los resultados positivos
para MAP. En pocillo 1 y 9 presentan el marcador de peso molecular, el pocillo 2
presenta el control positivo, los pocillos 3 5, 6, 7, 10 y 13 se consideran
reacciones positivas, el control negativo se encuentra en el pocillo 16. El amplicén
esperado es de 563 pb.
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Figura 21. Especificidad de los iniciadores para MAP. Pocillo 1 marcador de
peso molecular, 2 ADN MAP, 3 ADN Chlamydia psittaci, 4 ADN Nocardia
asteroides, 5 ADN Corynebacterium pseudotuberculosis, 6 ADN Staphylococcus
aureus, 7 agua.
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Figura 22 Sensibilidad de los iniciadores para MAP. La concentracion inicial de
ADN de MAP fue de 51.6 ng/ul, se realizaron diluciones decuples seriadas, la
tltima banda de amplificacion se registré en 5.16 x 10 ng/ul.
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Figura 23 Gel de agarosa al 2% , pocillo 1 marcador de peso, 2 ADN de
Chlamydia psittaci (control positivo), 3 al 7 muestra negativas, 8 control
negativo. Iniciadores donados por el Dr. Gary Garcia.
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