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RESUMEN
JUAREZ ROJAS EDSON PAUL Aislamiento e identificacion de bacterias del
género Lactobacillus de lavados de ingluvis de psitacidos de compaiiia (bajo la

direccion de: Dra. Odette Urquiza Bravo y Dr. Gary Garcia Espinosa).

Las enfermedades del tracto gastrointestinal son consideradas importantes en la
clinica de aves de compafia debido a las malas condiciones de cautiverio y las
inadecuadas dietas por parte de propietarios. El uso de varias y diferentes
especies de bacterias del género Lactobacillus como probidtico en las dietas de
algunos animales domésticos (cerdos, bovinos, perros, peces, etc.) e incluso el
humano ha generado informacion nueva acerca de los efectos positivos de
Lactobacillus en los organismos de las especies que se les administra como
probiético. Existen trabajos de investigacion de bacterias probiéticas en aves
domésticas y un poco menos en aves de compafiia, pero son pocos los estudios
realizados del efecto probidtico de los lactobacilos en psitacidos de compafia y
cautiverio por lo que se desconoce cuales son las especies que son habitantes
comunes de los psitacidos. Por lo cual, se cultivaron muestras de lavados con
solucion salina fisioldgica de ingluvis de psitacidos del Hospital de Aves de Ornato,
Compaifiia y Silvestres del Departamento de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia-UNAM para conocer si
existe la presencia de bacterias del género Lactobacillus como parte de la
microbiota de los psitacidos por medio de aislamientos en medios selectivos; del
cual en el presente estudio se aislaron e identificaron ocho diferentes especies de

lactobacilos presentes en los psitacidos hospitalizados usados para este estudio.



INTRODUCCION
Los psitacidos son aves que se encuentran en todo el mundo. Son animales muy
populares como mascotas por su nhaturaleza sociable, inteligencia, colores
brillantes y la capacidad para imitar sonidos. El orden Psittaciformes incluye a las
familias Psittaccidea (guacamayas, loros y pericos), Cacatuidea (Ninfas, cacatlias
blancas, negras, rosadas o grises), Stringopoidea (Kaka, Kakapu y Kea),
Psittaculidae (Loris, conuros y periquitos). No obstante, en la mayoria de las zonas
de donde son originarias estas especies de aves el tréfico ilegal de animales y la
deforestacion afectan de manera directa y alarmante su poblacion y ecosistema,
provocando que sean animales en peligro de extincion (Akhter et al., 2010).
Mientras que las aves que son capturadas o algunas otras que nacieron en
cautiverio tienen otros riesgos a la salud, debido a las condiciones en cautiverio en
que viven los Psittaciformes, como lo son: las dietas inadecuadas, las infecciones
bacterianas y la falta de capacitacion de los propietarios en proporcionar
alimentacion y manejos adecuados. Los loros son a menudo afectados por varias
enfermedades bacterianas que con frecuencia se ven relacionadas a un
desequilibrio de la microbiota nativa o con agentes patdgenos del ambiente en
respuesta a estrés e inmunodepresion, ejemplo de ello son los casos de enteritis
bacterianas asociadas a Escherichia coli, Klebsiella sp, Salmonella sp, Pasteurella

sp, Pseudomonas sp, Aeromonas sp y Citrobacter sp (Akhter et al., 2010).

Los tratamientos que se llevan a cabo para el control de las enteritis bacterianas
son mediante el uso de antibioticos, pero el uso indiscriminado de ellos uno de los

factores mas importante para favorecer la aparicion, seleccion y diseminacion de



microorganismos resistentes a los antibacterianos tanto en la medicina veterinaria
como en la medicina humana (Witte, 1998). Actualmente se acepta que el
principal factor de riesgo para el incremento de la resistencia a antimicrobianos en
las bacterias patdégenas es el aumento en el uso de antibidticos, esta situacion se
aplica al uso de antibidticos para la terapia y profilaxis de enfermedades

infecciosas (Van-den-Bogaard, 2000).

La resistencia a los antibiéticos afecta a las bacterias patdgenas y a las bacterias
de la microbiota endogena de los individuos expuestos (animales y humanos). Por
otro lado, algunos antibiéticos han sido utilizados en la dieta de aves de corral
como promotores de crecimiento; por lo tanto, la seleccion para bacterias
resistentes a antibidticos en las aves de corral es alta y en consecuencia su flora
fecal contiene una proporcion relativamente alta de éstas bacterias (Hudson et
al., 2000), en el caso de las aves de compafiia y ornato se han identificado
patdgenos como S. entérica serovar Typhimurium DT104 resistente a multiples
farmacos usados en psitacidos de compafiia (Hudson et al., 2000; Van-den-
Bogaard, 1999). En 1995, en Dinamarca, fue encontrada una prevalencia de
enterococos aislados de cerdos y gallinas resistentes a la vancomicina (21 y 56%),
eritromicina (91 y 59 %) y al quinupristin/dalfopristin (53 y 37%) debido al uso de
estos antibidticos como promotores de crecimiento. En cambio, en Finlandia,
donde la tilosina no es usada como promotor de crecimiento y soOlo para usos
veterinarios, la prevalencia de la resistencia de los enterococos a eritromicina es

menor, 18 y 19% respectivamente (Van-den-Bogaard, 2000).



Los animales vertebrados mantienen una asociacidon compleja e intima con una
comunidad diversa de microorganismos que residen en su tracto gastrointestinal
(Ley et al., 2008). Investigaciones recientes revelan que los microorganismos
tienen un papel importante en muchos aspectos de la fisiologia de un animal,
incluyendo el desarrollo adecuado de la morfologia intestinal y la funcion digestiva,
asi como la funcion inmune (Leser, 2009). Aunque se conoce el papel de la
diversidad microbiolégica, asi como su importancia en la fisiologia de los
mamiferos, el rol biolégico de los microorganismos intestinales en las aves sigue
siendo ampliamente desconocido, debido a que las aves presentan dietas
extremadamente complejas y Unicas, rasgos fisioldégicos y estrategias de
desarrollo, ademas de que la capacidad de vuelo ha sido una fuerte presion
selectiva sobre muchos aspectos de su fisiologia, tal vez cambiando la naturaleza
de su fauna intestinal (Kohl, 2012). Muchos estudios sobre la funcion de la
comunidad microbiana se han llevado a cabo en especies de aves domésticas, lo
que permite inferir el papel biolégico de los microorganismos en las aves
silvestres; tomados en conjunto, los resultados sugieren que la microbiota
intestinal es un componente esencial en la salud, los microorganismos proveen
varias funciones necesarias para el hospedero, incluyendo la ayuda en la digestion
de alimentos, sintesis de vitaminas, proteccion en contra de agentes patdégenos y

desarrollo del sistema inmune (Ruiz-Rodriguez et al., 2009).

Comprendiendo la participacion de la microbiota en la evolucion de las aves, su
desarrollo puede ser influenciado por la genética de las aves y las diferentes

variantes del medio ambiente, sin embargo, las aves a diferencia de los



mamiferos, nacen a partir de huevos, tienen un primer contacto con los
microorganismos que habitan los cascarones, estos sirven como primer inéculo
para el desarrollo de la microbiota nativa, ademas, de que el comportamiento de
alimentacion y anidacion de los padres pueden modificarla entre los individuos de

una misma especie (Ruiz-Rodriguez et al., 2009).

Las bacterias Gram negativas se han asociado con infecciones tanto primarias
como secundarias del sistema gastrointestinal aviar, una vez presentados los
signos clinicos gastrointestinales, como son: anorexia, diarrea, regurgitacion o
vomito, y de que las bacterias penetren la mucosa del tracto gastrointestinal, la
probabilidad de presentarse una enfermedad sistémicas y la muerte es mas alta
(Fudge, 2001; Evans et al., 2014). La microbiota nativa de las aves psitacidas
estd compuesta predominantemente de bacterias Gram positivas, aunque algunas
bacterias Gram negativas pueden aislarse de aves clinicamente sanas (Bowman,
1980; Flammer, 1988; Bangert et al., 1988). Los organismos Gram positivos
comunmente aislados de las aves psithcidas son especies de Bacillus,
Corynebacterium, Staphylococcus, Streptococcus y Lactobacillus, las bacterias del
género Lactobacillus son bacterias no patodgenas, las bacterias patdgenas de
importancia clinica aisladas del tracto gastrointestinal de las aves son
principalmente Gram negativas, los cuales comunmente aislados de las aves
psitacidas incluyen especies de Escherichia coli, Enterobacter, Pseudomonas,

Pasteurella y Klebsiella (Evans et al., 2014).

Las bacterias Gram positivas productoras de acido lactico, se encuentran entre los

microorganismos mas frecuentemente usados como probidticos, las bacterias mas
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usadas son las pertenecientes al género Lactobacillus sp y se utilizan
ampliamente en productos lacteos fermentados, alimentos, y productos carnicos
(Stern et al., 2006; Cleveland, 2001). El género Lactobacillus es un grupo de
bacterias acido lacticas que comprenden un gran numero de cocobacilos y bacilos.
Actualmente, se conocen mas de 50 especies presentes en la leche, productos
lacteos, otros alimentos y bebidas fermentadas, vegetales y aguas residuales
(Lawson et al., 2001). Los Lactobacillus también son encontrados en el tracto
intestinal y las membranas mucosas del hombre y varios animales (Hammes,

2006).

La Organizacion Mundial de la Salud define a los probidticos como
microorganismos Vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas
confiere un beneficio de salud al hospedero (FAO/OMS, 2001). Los probiéticos son
microorganismos Vvivos de origen no patégeno y no toxico, que, administrados a
través de la via oral son favorables para la salud del hospedero (Guillot, 2001).
Los probidticos han sido usados en tratamiento y prevencion de las diarreas
infecciosas agudas en infantes y nifios (Van-Niel et al., 2002). La administracion
oral de lactobacilos como profilactico reduce significativamente el riesgo de diarrea
por gastroenteritis por rotavirus nosocomial (Szajewska et al., 2001). Hasta 2010
ninguna terapia de antibiéticos mostro la eficacia en reducir la tasa de morbilidad
por Escherichia coli entero hemorragica (ECEH) e infecciones con Citrobacter
rodentium en ratones, como lo hicieron tratamientos previos con probioticos
(Lactobacillus), que atenuaron infecciones con C. rodentium en ratones adultos

(Gereau et al., 2010; Jhonson-Henry et al., 2005; Chen et al., 2005). Gilliland y
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Spect et al., (1977), notificaron que la accién antibacterial producida por
Lactobacillus es probablemente debido a la combinacion de varios factores
incluidos &cidos, peréxido de hidrégeno y otras sustancias inhibitorias (Gilliland,

1977).

En pollos de engorda, las especies de probidticos més usadas pertenecen a los
géneros de Lactobacillus sp, Streptococcus sp, Bacillus sp, Bifidobacterium sp,
Enterococcus sp, Aspergillus sp, Candida sp y Saccharomyces sp, que tienen
efectos benéficos como moduladores de la microbiota intestinal y la inhibicion de
patégenos, pero también como inmunomoduladores (Mounzouris et al., 2007;
Higgins et al., 2008). Existen enzimas producidas por estos géneros que son
activas solamente en contra de otras bacterias acido lacticas, y que tienen
actividad en contra de otras bacterias Gram positivas y contra otras bacterias
Gram negativas (Eijsink et al., 1998), Stern (2006) demostr6 un significativo
decremento de Campylobacter jejuni en muestras de intestino de aves de corral
después del tratamiento con cultivos de Lactobacillus acidophilus y Streptococcus

faecium (Stern et al., 2006).

En la avicultura intensiva se han utilizado como probidticos las especies de
Lactobacillus acidophilus, L. fermentum, L. buchneri, L. rumis, L. delbrueckii, L.
coryniformis y L. viridescens; que fueron aisladas originalmente del tracto digestivo
de aves domésticas (Belkacem et al., 2009). Durante la primera década del uso
de probiédticos dentro de la avicultura, toda la informacion se centr6 en la avicultura
comercial, la industria avicola siempre ha enfrentado retos como el hacer frente a

los trastornos gastrointestinales, la necesidad de maximizar la conversion
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alimenticia y las tasas de crecimiento, dificultades y gastos del uso de tratamientos

con antimicrobianos (Smith, 2014).

En la década de 1950 se describi6 la flora bacteriana nativa de pollos y pavos,
estableciendo varias especies de lactobacilos y cocos anaerdbicos como flora
nativa predominante (Smith, 2014; Harrison, 1950; Shapiro et al., 1949).
Ademas, Nurmi y Rantala (1973), demostraron que existe una resistencia a la
colonizacion por Salmonella posterior a la dosificacion del contenido intestinal de
aves adultas y sanas a pollitos recién eclosionados (Nurmi, 1973). Los
Lactobacillus (L. acidophilus, L. fermentum y L. salivarius) y ciertos cocos Gram
positivos son los microorganismos que participan en la protecciéon de polluelos
(Lan et al., 2003). Fuller, en 1974, notificd la relacion entre los lactobacilos y el
ingluvis de las aves, proporcionando informacion sobre la variabilidad de los
resultados observados cuando se administran lactobacilos y otras bacterias
benéficas a las aves de corral, ademas de descubrir que los lactobacilos deben
unirse a las células de la mucosa intestinal para conferir sus efectos benéficos
(Fuller, 1974). A finales de los afios sesenta y setenta, la industria de las aves de
compafiia en Estados Unidos de Norteamérica se expandia, debido a la
importacion y a la cria en cautividad doméstica. En los afios setenta, los
avicultores comenzaron a usar probidticos desarrollados para aves de corral o
suplementos de especies de Lactobacillus de mamiferos, pero estos productos
fueron etiquetados como suplementos nutricionales y su eficacia en aves
psitacidas fue desconocida (Fuller, 1974). En 2003, un estudio informé una mejora

significativa en las tasas de crecimiento, informando de la reduccion de bacterias
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Gram negativas y el aumento en el numero total de especies de Lactobacillus en
polluelos de Ninfas (Nymphicus hollandicus) que recibieron Lactobacillus salivarius

aislado de células epiteliales de cultivos de ninfas adultas (Tully et al., 1998).

JUSTIFICACION

Existen trabajos de investigacion de bacterias utilizadas como probidticas en aves
domésticas y un poco menos en aves de compafia, pero no hay un amplio
conocimiento de la presencia de bacterias del género Lactobacillus en otras
especies de aves psitacidas hospitalizadas, los cuales podrian ser utiles como
tratamientos preventivos y novedosos para reducir trastornos entéricos y

respiratorios.

OBJETIVOS

Determinar la presencia de bacterias del género Lactobacillus a partir de muestras
de lavados de ingluvis de psitacidos hospitalizados mediante sistemas

miniaturizados de fermentacion.
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MATERIAL Y METODOS

Selecciéon de individuos. Se utilizaron nueve aves psitacidas del Hospital de
Aves de Ornato, Compafia y Silvestres del Departamento de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (HAOCS-
FMVZ). En dicho Hospital ingresan normalmente a consulta psitacidos, de los
cuales se seleccionaron aves sin tratamiento médico de antibidticos y sélo con
manejo de dieta balanceada basada en 70% frutas de temporada picadas, 10%
croguetas comerciales para loros (libre de probidticos como aditivos) y 20%

mezcla de semillas (alpiste, mijo rojo, mijo blanco, niger y semillas de girasol).

Toma de muestras. Las aves tuvieron un ayuno de 8 horas para la recoleccion
de la muestra de ingluvis (Enkerlier-Hjoeflich et al., 1999). El manejo y sujecién

se llevo a cabo por el personal médico del HAOCS-FMVZ.

Por cada ave se us06 una jeringa desechable y estéril la cual fue llenada con 10 ml
de solucién salina fisiologica (SSF) estérii a una temperatura de 30°C.
Posteriormente, a la jeringa se le retiré la aguja y se conecté a la sonda de metal
para alimentacion forzada, previamente desinfectada con solucién de clorhexidina
por 15 minutos y a una temperatura de 30°C. Una vez seca y desinfectada la
sonda se realizdé el sondeo identificando la comisura izquierda del pico para
introducir con una direccion hacia el lado derecho del ave y empujando la punta
redonda de la sonda hasta el fondo de la cavidad orofaringea. Después de
verificar que la sonda estuviera en ingluvis se administré la SSF, se masajed

exteriormente para después succionar la muestra y verter el contenido de la
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jeringa en un tubo estéril de 15 ml con tapa, previamente identificado con los datos

de cada ave.

Aislamiento e identificacion de los microorganismos. Cada muestra fue
homogenizada en un Vortex* antes de sembrarse en el agar MRS** (medio con
peptona y dextrosa, polisorbato 80, acetato, magnesio y manganeso, mas 1% de
agar), posteriormente se usé un asa bacteriolégica para sembrar por estria
continua sobre toda la superficie en agar MRS. Las cajas de Petri se colocaron en
un contenedor con generadores de ambientes de anaerobiosis *** y se incubaron
a una temperatura entre 37 a 40°C durante 48 horas. Del crecimiento bacteriano
observado posterior a la incubacion, las colonias sospechosas se tifieron con
Tincion de Gram y se sembraron en cultivo puro a 37°C en anaerobiosis en el agar
MRS, posteriormente, las bacterias tefiidas Gram positivas se les realizé pruebas

de oxidasa, catalasa y KOH al 3%.

Las colonias que resultaron negativas a las pruebas de oxidasa, catalasa y KOH al
3% se les realizd un nuevo cultivo puro en agar MRS para identificar por medio del
sistema APl 50 CHL****(micro pruebas estandarizadas de fermentacién de
carbohidratos). Los resultados se basaron en el cambio de color debido a la
capacidad de las bacterias de fermentar el carbohidrato en cada camara,

obteniéndose un cadigo y perfil numérico por cada muestra analizada (FIGURA 1).

La lectura de las muestras se realizé utilizando la base de datos del fabricante
para obtener el género y la especie del microorganismo (FIGURA 2). Se llevo a

cabo un control de las pruebas API 50 CH con una colonia de Lactobacillus casei
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del Departamento de Medicina Veterinaria y Zootecnia de Aves previamente

identificada por el método de identificacion BBL Crystal ID.

* Vortex-Genie2 Scientific Industris Inc. SKU: SI-0236 Manufactured in the United States
** Difco ™ Lactobacilli MRSAgar 500g Ref: 288210., CP:38800 Le Pont de Claix, France.
*»**Bd GasPak ™ EZ Anaerobe Container System Ref:260678 CP: 21152 Maryland, USA.
**+x hioMerieux® S.A. APIR50 CH Ref: 50300., CP:69280 Marcy |I'Eyoile, France.
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RESULTADOS
Aislamientos e identificacion de bacterias. Para la realizacién del estudio sélo
nueve aves fueron seleccionadas, estas llegaron a consulta y permanecieron
hospitalizadas en el HAOCS de la FMVZ, aves que cubrian las necesidades para
la toma de muestras de ingluvis, cada una de las nueve aves pertenece a una
especie diferente (Ara macao, Ara ararauna, Amazona autumnalis, A. viridigenalis,
Aratinga mitrata, Pionus senilis, Psittacus erithacus, Eolophus roseicapilla y
Cacatua alba). De las nueve aves muestreadas para el proyecto, todas las
muestras tuvieron un crecimiento en el agar MRS, el niamero de diferentes
colonias que crecid a partir de cada muestra no fue el mismo, pero hubo un
crecimiento en total de dieciocho colonias en las nueve muestras sembradas, las
colonias se caracterizaban por ser de forma circular de un tamafo variable entre 1
a 5 mm de didmetro, colonias de forma convexa y lisas, ademas de presentar un
color blanco. En el CUADRO 1 se describen mas ampliamente las colonias, asi
como también se enumeran las diferentes colonias que crecieron en el agar
selectivo, también se describe el género y especie de las dieciocho colonias de

bacterias resultado de los Kits APl 50CHL (bioMerieux® S.A.).

La presencia de Lactobacillus en todas las muestras del contenido de ingluvis fue
positiva, presentandose al menos una especie por muestra y el mayor de los
casos hubo hasta cuatro especies diferentes por muestra, Lactobacillus paracasei
paracasei y L. salivarius fueron las bacterias con una mayor frecuencia de
aislamiento en el muestreo de las aves, mientras que solo se aislé una vez cada

una de las siguientes especies L. fermentum, L. buchneri, L. pentosus, y L.
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plantarum, en el CUADRO 2 se indica la frecuencia en que fueron aislados y en

gue aves se aislaron.

Ademas de las especies de Lactobacillus aisladas e identificadas en el
estudio, también se aislaron dos bacterias con caracteristicas similares a los
lactobacilos, pero identificadas como bacterias de diferente género, estas
bacterias pertenecen al grupo de bacterias &cido-lacticas: Weissella confusa que
se aisl6 a partir de las muestras de las aves Ara ararauna y Psittacus erithachus,
mientras que en la muestra de Ara macao se aisldé una especie de Leuconostoc
mesenteroides mesenteroides, en el CUADRO 3 se describe informacion acerca

de estas dos especies.
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DISCUSION

En este trabajo se llevd el aislamiento e identificacion de diferentes
especies bacterianas del género Lactobacillus a partir de las muestras obtenidas
de los psitacidos hospitalizados bajo el resguardo del Hospital de Aves, el
crecimiento en todas las muestras fue positivo, en cada muestra crecieron minimo
una colonia de Lactobacillus, a las cuales se les realiz6 la identificacion de cada
muestra de crecimiento bacteriano. Los resultados fueron diez diferentes especies
de bacterias acido-lacticas de las cuales ocho pertenecen a bacterias del género
Lactobacillus (L. salivarius, L. paracasei paracasei, L. fermentum, L. acidophilus, L.
buchneri, L. plantarum, L. brevis y L. pentosus), ademas de otras dos especies
que no eran lactobacilos (Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides

mesenteroides), pero si bacterias con caracteristicas de acido lacticas.

No hay reportes de psitacidos en la literatura del aislamiento de las mismas
especies de lactobacilos identificados en este estudio, sin embargo, hay mencion
de otras especies de Lactobacillus aisladas en psitacidos, en 1988 se informoé el
aislamiento en mayor frecuencia de bacterias del género Lactobacillus en una
coleccibn de sesenta aves, entre colecciones privadas y aves de tiendas de
mascotas (Bangert et al., 1988), mientras que en estudios realizados en
periquitos silvestres (Forpus passerinus) se aislaron cinco colonias de
Lactobacillus delbrueckii de muestras de ingluvis (Pacheco et al., 2004). En 2001
se aisldé una nueva especie de lactobacilo (Lactobacillus Psittaci) a partir de una

muestra postmortem de pulmén derecho de una guacamaya Jacinto
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(Anodorhynchus hyacinthinus) encontrada muerta en su recinto (Lawson et al.,
2001)

En otras aves, animales e incluso en la especie humana, han sido aisladas
especies de lactobacilos similares a las identificadas en este proyecto.
Lactobacillus salivarius es una de las especies mas frecuentemente aislada en
este estudio, aislada en cuatro de las nueve especies de psitacidos que estuvieron
en el hospital (Eolophus roseicapilla, Amazona viridigenalis, Amazona autumnalis,
Ara macao), esta especie ha sido estudiada en la evaluacion de la microbiota del
tracto digestivo en las aves domésticas, Kurzak et al., (1998), evaluaron el
contenido intestinal y de ingluvis de patos de diferentes edades, identificando ocho
diferentes especies de lactobacilos, dentro de las cuales demostré que bacterias
como L. salivarius y L. acidophilus forman parte de la microbiota tanto de
psitacidos, como de patos (Kurzak et al., 1998). En gallinas se han identificado a
partir de heces y lavados de tracto gastrointestinal tres especies de lactobacilos (L.
plantarum, L. salivarius y L. buchneri) como parte de la microbiota (Stern, et al.,
2006; Dumonceaux et al., 2006; Ibourahema, et al., 2008), estas especies son
similares a las especies identificadas en este trabajo a partir de los lavados de los
ingluvis en Pionus senilis y Amazona viridigenalis,

La muestra de Amazona viridigenalis es la muestra con una mayor cantidad
de diferentes especies identificadas (Lactobacillus salivarius, L. fermentum, L.
acidophilus y L. buchneri), especies las cuales también han sido reportas en otras
aves domeésticas como gallinas y pollos de 3 semanas de edad (Jin et al.,1998),
mientras que en el presente estudio se aislaron del ingluvis de Amazona

viridigenalis, Aratinga mitrata, Cacatua alba y Psittacus erithacus. En pollos
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también se ha aislado L. salivarius, L. rhamnosus y L. acidophilus, especies que
se aislaron en los ingluvis de nuestros psitacidos y que son bacterias que tienen

propiedades y la capacidad de usarse como probidticos (Ashraf et al., 2009).

En la especie humana, han sido aisladas especies de Lactobacillus
similares a las identificadas en este proyecto, como las colonias de L. paracasei
ssp aisladas de humanos adultos entre 60 a 90 afios, en las cuales mediante un
ensayo demostraron tener un efecto antimicrobiano en contra de microorganismos
potencialmente patégenos como C. albicans, E. coli, S. aureus, C. perfringens y S.
mutans (Verdenelli et al., 2009). L. paracasei ssp, no sélo ha demostrado tener
un efecto bactericida en humanos, muestras de L. paracasei ssp, L. acidophilus y
L. plantarum a partir de leche de burra y muestras de perros demostraron su
actividad en contra de bacterias Gram negativas (Salmonella sp, Escherichia coli,
y Citrobacter sp, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeuroginosa) y de algunas
bacterias Gram positivas (Enterococcus sp, Staphylococcus, Listeria,
Corynebacterium y Bacillus), demostrando que la actividad de Lactobacillus
plantarum fue superior a la de L. acidophilus (Kim et al., 2016, Ashokkumar et
al., 2011). Otras especies similares a las aisladas en este estudio son las
muestras de Lactobacillus pentosus, L. plantarum y L. paracasei ssp que fueron
aislados como flora normal de anguilas (Anguilla japdnica) por medio del sistema
APl 50 CHL (BIOMERIUX), demostrando tener una actividad probiotica y
bactericida en contra de otras bacterias como Vibrio anguillarum, V. alginolyticus,
V. parahaemolyticus, V. harveyi, Escherichia coli, Edwardsiella tarda vy

Streptococcus iniae (Lee et al., 2015). al no poder colonizar de una misma forma
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los lactobacilos aislados de mamiferos que son suministrados como suplemento
en las aves domésticas y de compaiiia, el presente estudio amplia la informacién
de nuevas especies de Lactobacillus (L. salivarius, L. paracasei paracasei, L.
fermentum, L. acidophilus, L. buchneri, L. plantarum, L. brevis y L. pentosus)
aisladas especificamente de psitacidos que pueden ser estudiadas de manera in
vitro 0 in vivo para conocer algunos de los efectos sobre los organismos de los
hospederos y de ser posible tener la capacidad de ser usadas como probidticos

especificos para psitacidos de compainiia y cautiverio.
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CONCLUSIONES
En la presente tesis se aislaron e identificaron ocho diferentes bacterias del
género Lactobacillus: Lactobacillus salivarius, L. paracasei paracasei, L.
fermentum, L. acidophilus, L. buchneri, L. plantarum, L. brevis y L. pentosus a
partir de muestras de lavados de ingluvis de psitdcidos, de las cuales no hay
alguna notificacion o mencion en la literatura de estas especies de p

sitdcidos e incluso en otras especies de psitacidos.

Ademas de estas las especies de Lactobacillus también se aislaron una especie
de Weissella confusa y otra especie de Leuconostoc mesenteroides
mesenteroides bacterias acido lacticas que también se han aislado en muestras
de humanos, otros mamiferos, peces y algunas aves domeésticas (patos y pollos

de engorda) con fines para el uso como probiéticos.

Perspectivas a futuro

A partir de la identificacion de las bacterias aisladas en el presente estudio se
podria realizar el desarrollo de investigaciones para conocer el efecto de los
Lactobacillus aislados en el organismo de los psitacidos para posteriormente saber
si es posible el desarrollo de suplementos alimenticios, en lo que se refiere al tipo
de formulacion-presentacion del producto, la dosis de inoculacion. Ademas del
desarrollo de cultivos especificos de las especies con mejores efectos para las
aves psitacidas. Asi como profundizar en las investigaciones de otros efectos
benéficos de los lactobacilos como apoyo en el tratamiento de las aves que

reciben antibidticos orales o en el tratamiento de las aves inmunodeprimidas y la



24

inoculacion de las crias sin contacto parental, el alimentar a las aves con
Lactobacillus parece ser una profilaxis eficaz para restablecer la estabilidad de la
flora intestinal sin los efectos adversos frecuentemente observados con los
antibioticos, la informacion de estudios previos a la administracion de lactobacilos
a psitacidos excluye de signos clinicos asociados a un desbalance en la flora
intestinal como diarrea, vomitos, deshidratacion y apatia, lo que ayuda a concluir
qgue la suplementacion con Lactobacillus en dosis adecuada no provoca ningdn
dafio. Bacterias de especies similares a las aisladas e identificadas en este
estudio ya se han reportado con un uso como probiéticos en humanos, otros
mamiferos y peces, algunos de los efectos positivos como probidticos se

mencionan a continuacion en el CUADRO 4.

El conocimiento de la presencia de nuevas especies de lactobacilos, que no se
habian aislado anteriormente y que pueden ser parte de la microbiota nativa de
aves psitacidas, permitirda continuar realizando investigaciones para establecer
nuevas especies bacterianas con caracteristicas probitticas, como las bacterias
Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides mesenteroides que durante el
desarrollo del trabajo también fueron aislados e identificados a partir de los

lavados de ingluvis de las aves psitacidas.
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FIGURAS

FIGURA 1. A) Sistema de identificacion API 50 CHL (bioMerieux® S.A.) posterior a
la inoculacién de una muestra sospechosa a Lactobacillus antes de la incubacion.
B) Muestra de Amazona autumnalis posterior a la incubacion en el sistema APl 50
CHL (bioMerieux® S.A.), un resultado positivo corresponde a la acidificacion del
indicador de purpura de bromocresol cambiando a amarillo. En el caso de la
esculina (tubo numero 25) el cambio de color purpura es a negro en casos
positivos.
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FIGURA 2. Hoja de registro de la pagina apiweb™ para la identificacion de las
muestras sospechosas a lactobacilos. Resultado negativo (-) indica que al
carbohidrato dentro del tubo sistema API 50 CHL (bioMerieux? S.A.) no fue
acidificado, mientras que el resultado positivo (+) indica el cambio de color parpura
a amarillo y la presencia de fermentacion del carbohidrato de cada tubo. La
interpretacion de los resultados e identificacion de la muestra lo realiza el software

indicando la especie a la que corresponde cada  muestra.
.| .
yapiweb

AP1 50 CHL V5.1

REFEREMCIA FECHA
Muestra Amazonas autumnalis 11 Sep 2015
COMENTARIO

EXCELENTE IDENTIFICACION

Galeria AP 50 CHL V5.1

Perfil e e e R T
Nota

Taxon significative % 1D T Pruehas en contra

Lactobacillus salivarius 999 0.8 MEL 85%

Taxon siguients % 1D T Fruebas en contra

Leuconostoc lactis 0.1 0.48 MAN 5% SOR 0%
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CUADROS

CUADRO 1. Numero de colonias sospechosas a Lactobacillus obtenidas de cada
lavado de ingluvis de cada ave con identificacion del género y especie (método

API 50CHL) y la descripcion y caracteristicas de cada colonia.

Identifica Descripcién de las colonias. Géneroy | Crecimi
cion de especie | ento de
la (resultad | diferent
muestra. 0 API es
50CHL) | colonias
por
muestra
Ara Lactobac 1
macao olonias blancas, convexas. illus
salivariu
-3 mm S
acilos cortos Gram +
xidasa negativa
atalasa negativa
Ara Lactobac 2
araraun olonias blancas brillosas, convexas. illus
a paracase
mm [
paracase
acilos Gram + i
xidasa negativa
atalasa negativa
Lactobac
olonias blancas, convexas. illus
paracase
-3 mm [
paracase
acilos Gram + i
xidasa negativa
atalasa negativa
Amazon Lactobac 1
a olonias blancas, convexas illus
autumna salivariu
lis -3mm S

acilos cortos Gram +

xidasa negativa
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Amazon . Lactobac 4
a olonias blancas, convexas. illus

viridigen . fermentu

alis -5 mm m

acilos Gram +
xidasa negativa

atalasa negativa

. Lactobac
olonias blancas, convexas illus

. salivariu
-3 mm S

acilos cortos Gram +
xidasa negativa

atalasa negativa

. Lactobac
olonias blancas, planas. illus

. acidophil
-3 mm us

acilos Gram +
xidasa negativa

atalasa negativa

. Lactobac
olonias blancas, convexas brillosas. illus

. buchneri
-5 mm

acilos Gram +

xidasa negativa

atalasa negativa




Psittacu
S
erithacu
S
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Lactobac
olonias blancas brillosas, convexas. illus
paracase
mm i
paracase
acilos Gram + |
xidasa negativa
atalasa negativa
Lactobac
olonias blancas, convexas. illus
brevis

-5 mm
acilos Gram +
xidasa negativa

atalasa negativa




Cacatua
alba
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Lactobac
olonias blancas brillosas, convexas. illus
paracase
mm i
paracase
acilos Gram + I
xidasa negativa
atalasa negativa
Lactobac
olonias blancas, convexas. illus
brevis
-5 mm
acilos Gram +
xidasa negativa
atalasa negativa
Lactobac
olonias blancas, planas con borde ondulado. illus
pentosus

-5 mm
acilos cortos Gram +
xidasa negativa

atalasa negativa
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CUADRO 2 Frecuencia en que fueron aisladas cada especie de Lactobacillus, asi
como las especies de aves psitacidas de donde fue aislada cada bacteria a partir
de lavados de ingluvis.

—

—

—

Lactobacillus sp Numero de veces Especies de psitacidas donde se
gue fue aislado el aislaron.
microorganismo.

. salivarius 4 Eolophus roseicapilla, Amazona
viridigenalis, Amazona
autumnalis, Ara macao

. fermentum 1 Amazona viridigenalis.

. acidophilus 2 Aratinga mitrata, Amazona

viridigenalis.

. buchneri 1 Amazona viridigenalis.

. paracasei paracasei 6 Cacatua alba, Eolophus

roseicapilla, Psittacus erithacus,
Aratinga mitrata, Ara ararauna,

. brevis 2 Cacatua alba, Psittacus

erithacus,

. pentosus 1 Cacatua alba.

. plantarum 1 Pionus senilis.




38

CUADRO 3. Descripcion de otras especies de bacterias acido lacticas aisladas
del ingluvis de los psitacidos hospitalizados que no pertenecen al género
Lactobacillus sp que fueron aisladas en este estudio.

Género y especie  Muestras donde se Descripcion de las colonias.
aislo.
Weissella confusa Ara ararauna, .
Psittacus erithacus. olonias color mate, convexas.
®
-5 mm

acilos cortos Gram +
xidasa negativa

atalasa negativa

Leuconostoc Ara macao. 4
mesenteroides olonias no pigmentadas, planas
mesenteroides .

mm

acilos diploides Gram +

xidasa negativa

atalasa negativa

CUADRO 4. Mencién de algunos de los efectos de bacterias (aisladas en
mamiferos y aves domésticas) similares a las especies aisladas en este proyecto.

Lactobacillus sp Especies de Efectos reportados.
donde fueron
aislados.
L. paracasei paracasei Humanos. Reduccion de tiempo a la duracion del resfriado

comun en las personas que consumian los
probioticos, ademas de disminuir el uso de
antibioticos y cuidados en el grupo con
probiéticos (Jespersen et al., 2015).

L. fermentum Humanos. Reduccion en la incidencia de infecciones
gastrointestinales y respiratorias en nifios
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L. acidophilus

L. salivarius

Codornices
gallinas.

y

Gallinas de Guinea

Gallinas

Productos
comerciales
aves.

Humano.

de

(Maldonado et al., 2012).

Efecto potenciador de las células NK (y regulan
los activadores de CD4+ y CD8+, regulan a las
células T (Pérez-Cano et al., 2010, Maldonado
et al., 2012).

Mejor efecto bactericida en mastitis por
estafilococos versus el uso de antibibticos,
amoxicilina-acido clavulanico, amoxicilina,
cotrimoxazol, cloxalicina y eritromicina (Arroyo
et al., 2010).

En las aves de corral varias investigaciones han
enfatizado el potencial positivo de los
probidticos en el rendimiento o en los
pardmetros del estado inmunitario (Siriken et
al., 2003; Ribeiro et al., 2007).

Mejoras ligeramente significativas sobre los
perfiles de crecimiento, caracteristicas de la
canal y sobre la histomorfometria del intestino
versus el grupo bajo antibidticos (Vineetha et
al., 2016).

Disminucién del conteo de colonias de
Escherichia coli en heces de Ninfas (Nymphicus
hollandicus) recién nacidas (Tully et al., 1998).
Efecto bactericida en la evaluacion de bacterias
Gram negativas en las heces de Guacamayas
Spix (Cyanopsitta spixii)), Guacamayo aifiil
(Anodorhynchus leari) y guacamayas Jacinto
(Anodorhynchus hyacinthinus) (Wyss et al.,
2009).

Efecto potenciador sobre el sistema inmune,
teniendo un impacto en la inmunidad innata y
adquirida (Pérez-Cano et al., 2010, Maldonado
et al., 2012).

Mejor efecto bactericida en mastitis por
estafilococos versus el uso de antibibticos,
amoxicilina-acido clavulanico, amoxicilina,
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L. brevis

L. pentosus

L. plantarum

In vitro

Pollo de engorda.

In vitro

Gallinas de Guinea

cotrimoxazol, cloxalicina y eritromicina (Arroyo
et al., 2010).

Efecto bactericida sobre el crecimiento de
Salmonella y Escherichia coli (Estrada-
Maldonado et al., 2015).

Disminucién en el consumo de alimento y la
conversion alimenticia, hubo una disminucién de
las bacterias potencialmente patégenas,
Escherichia coli, y bacterias del género
Enterobacter (Altaher et al., 2015).

Efecto bactericida sobre el crecimiento de
Salmonella 'y Escherichia coli (Estrada-
Maldonado et al., 2015).

Mejoras ligeramente significativas sobre los
perfiles de crecimiento, caracteristicas de la
canal y sobre la histomorfometria del intestino
versus el grupo bajo antibidticos (Vineetha et
al., 2016).
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