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Resumen de la tesis que presenta Maressa Arely Polito Zamarron como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la vida con orientacidn en Biologia ambiental.

Deteccidon de patdgenos de importancia en pardela mexicana (Puffinus opisthomelas) anidante en Isla

Natividad
Resumen aprobado por:
Dra. Cecilia Soldatini Dra. Aines Del Carmen Castro Prieto
Directora de tesis Co-directora de tesis

Utilizando herramientas genéticas moleculares se determind la exposicion de Pardela mexicana (Puffinus
opisthomelas) anidante en Isla Natividad, Baja California Sur a patdgenos zoonéticos. Estos incrementan
el riesgo de extincidon por enfermedades infecciosas. Debido a la presencia de aves migratorias y otras
especies introducidas en la isla, las cuales actian como dispersoras y fuentes de patdgenos, existe una alta
probabilidad de exposicién de esta pardela a los patdgenos zoondticos. Se seleccionaron cinco patdgenos:
Chlamydophila psittaci, Mycobacterium avium, Salmonella spp., Toxoplasma gondii y Avipoxvirus sp. Su
prevalencia fue analizada en una muestra de 31 individuos de Pardela mexicana. Ademas, se determind la
prevalencia de los patdgenos en una muestra de siete individuos de Gaviota (Larus occidentalis) para
identificar los posibles de vectores de transmision. La presencia de patdgenos en ambas especies se
determind mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en muestras de sangre y cloacales. En
Pardela mexicana, se observd una prevalencia del 90% en sangre y 77% en muestras cloacales para M.
avium; no se observaron lesiones proliferativas que hicieran sospechar de la existencia de viruela aviar en
la poblacién; no se observo la presencia de salmonella; debido a dificultades técnicas los resultados para
C. Pistacci y T. gondii no fueron concluyentes para descartar su presencia. Los resultados muestran que
hay una baja exposicion de la Pardela mexicana a patégenos zoonéticos considerando la presencia de aves
migratorias y especies introducidas que co-habitan en la isla. Los resultados sugieren que uno de los
principales dispersores de enfermedades dentro de la poblacién de Pardela es la Gaviota pero los
mecanismos de transmision no son del todo claros. Los analisis estadisticos evidenciaron un efecto de la
infeccidn por M. avium sobre la condicién corporal de los individuos; que el sexo de los individuos tiene
un efecto sobre el tamafio estructural y que las hembras de mayor tamafo estructural son infectadas mas
facilmente.

Palabras clave: ave marina, infeccion, prevalencia.
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Abstract of the thesis presented by Maressa Arely Polito Zamarron as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree with orientation in Environmental Biology.

Pathogen surveillance in Black-vented shearwater nesting on Natividad Island

Abstract approved by:

Dra. Cecilia Soldatini Dra. Aines Del Carmen Castro Prieto
Thesis Director Thesis co-director

Using molecular genetic tools, the exposure of Mexican Shearwater (Puffinus opisthomelas) nesting on Isla
Natividad, Baja California Sur to zoonotic pathogens was determined. Pathogens increase the risk of
extinction due to infectious diseases. There is a high probability of exposure of Black vented shearwater
to zoonotic pathogens due the presence of migratory birds and some other introduced species in the
island, which act as dispersers and pathogen sources. A total of five pathogens, including Chlamydophila
psittaci, Mycobacterium avium, salmonella spp, Toxoplasma gondii y Avipoxvirus were chosen for this
study. The prevalence of each pathogen was analyzed in 31 Black vented shearwater individuals.
Additionally, the prevalence of the pathogens previously mentioned was determined in 7 Western Gull
(Larus occidentalis) individuals to identify possible sources of transmission vectors. The presence of each
pathogen was determined by the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique in blood and cloacal samples
of both species. A 90% prevalence of M. avium was observed in Black vented shearwater blood samples
and 77% for cloacal samples; no proliferative lesions that would suggest the presence of Avian pox in the
population were observed; the presence of salmonella in the population was not observed; as for C.
Pistacci and T. gondii the results were not conclusive to rule out the presence within the population, due
to technical difficulties. Generally, the results show there is a low exposure of the Black vented shearwater
to zoonotic pathogens, considering the presence of migratory birds and introduced species that co-inhabit
the island. The results also suggest that one of the primary diseases vector within the population of Black
vented shearwater at Natividad Island are the Western Gulls (Larus occidentalis), however, the
transmission mechanisms are not clear. Finally, the statistical analyzes made evident an effect of the
infection by M. avium on the body condition of the individuals; they also show that females with larger
structural sizes are more easily infected and that the sex of individuals has an effect on structural size.

Key words: seabird, infection, prevalence.
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Capitulo 1. Introduccion

Las evaluaciones de salud proporcionan informacion de linea base sobre una especie de interés y pueden
ser Utiles para establecer parametros de referencia, reconocer amenazas, hacer analisis de viabilidad de
la poblacién, determinar el estado de salud y hacer comparaciones futuras después de algun disturbio o

exposicidon a enfermedades (Deem et al., 2001; Padilla et al., 2003; Padilla et al., 2006).

En los ultimos afios se han elevado los casos de mortalidad en la fauna silvestre por epizootias, causando
declive en las poblaciones y pérdida de la diversidad (Newman et al., 2007). La exposicién a fuentes de
estrés ambiental como cambio de hdbitat, clima, escasez de recursos y actividades humanas, puede
disminuir la inmunocompetencia individual, es decir, la capacidad de contrarrestar y limitar una infeccion
y asi, facilitar la aparicion de sintomas clinicos (Beldomenico y Begon, 2009; Sebastiano et al., 2017). Esto
vincula el estrés ambiental con la aparicion de alteraciones fisioldgicas (enfermedad), ya que el aumento
de las especies de oxigeno reactivo (ROS) pueden conducir a un estado de desequilibrio en favor de las
moléculas oxidantes produciendo un dafio oxidativo a las células y favorecer la ocurrencia de enfermedad
(Sebastiano et al., 2017). El riesgo de extincién por enfermedades infecciosas y emergentes se incrementa
en especies de poblaciones amenazadas o en peligro de extincidn caracterizadas en su mayoria por
tamanfios de poblacidén bajos (histéricos o contemporaneos), diversidad genética reducida y distribuciéon
geografica limitada (Azipri et al., 2000). A diferencia de las poblaciones de aves continentales, las aves
marinas que habitan en islas pueden ser particularmente susceptibles a nuevas enfermedades debido a
que, por su distribucién geogréfica limitada, han estado expuestas a menos patégenos (v.g.
microorganismos capaces de producir enfermedad) (Padilla et al., 2006). La prevalencia (v.g. casos
positivos para una enfermedad) y la incidencia (v.g. nimero de casos nuevos de enfermedad) son medidas
de frecuencia de una enfermedad y deben tomarse en cuenta debido a que las aves son vulnerables a
adquirir infecciones por patdgenos en todas las etapas del ciclo de vida, pero la exposicidn a estos aumenta
por sexo, edad, época del afio, habitos gregarios y la capacidad del microorganismo de dafiar al hospedero
(v.g. virulencia) (Benskin et al., 2009). Uno de los principales mecanismos de dispersion de estos agentes
son las migraciones anuales de algunas aves. Ademas de esto, se sabe que las especies invasoras son
fuentes de patégenos, asi como impulsores de la disminucién y extincién de formas de vida silvestre
nativas de las islas (Hubalek, 2004; Jourdain et al., 2007; Deem et al., 2010; De Wit, 2017). Una herramienta
que beneficia la conservacidn de la biodiversidad de islas es la erradicacion de las especies invasoras, esto

reduce o elimina las enfermedades transmitidas por estos individuos (De Wit, 2017).



La Pardela mexicana (Puffinus opisthomelas) es un ave marina endémica de México, su poblacién se
encuentra en el Pacifico adyacente a Norte América. Mds del 95% de la poblacién anida en Isla Natividad
(Keitt et al., 2003; Keitt et al.2004). La presencia en la isla de algunas especies de aves migratorias, tales
como zarapito trinador (Numenius phaeopus), vuelvepiedras negro (Arenaria melanocephala), playero
Pihuiui (Tringa semipalmata), ostrero (Haematopus palliatus), charran elegante (Thalasseus elegans) y
pavito migratorio (Setophaga ruticilla), asi como la presencia de mamiferos tales como la ardilla antilope
(Ammospermophilus leucurus), ratéon ciervo (Peromyscus maniculatus) y gatos ferales (Felis catus)
(Berlanga et al., 2015), estos ultimos erradicados a finales de los 90, aumentan la probabilidad de que la
pardela mexicana contraiga enfermedades infecciosas que pueden afectarle negativamente (Keitt et al.,

2002; Keitt y Tershy, 2003).

El objetivo de este trabajo fue monitorear la presencia de patégenos cominmente encontrados en aves
marinas a los que podria haber sido expuesta potencialmente la Pardela mexicana por el contacto con
otras aves marinas migratorias y la presencia histérica de especies invasoras en la isla. Para la identificacion
de patdgenos especificos en la pardela mexicana en Isla Natividad se utilizaron herramientas genéticas
moleculares en muestras de sangre y cloacales colectadas durante la temporada de anidacién 2017.
Adicionalmente, se investigd la presencia de los patégenos seleccionados en la Gaviota occidental (Larus
occidentalis), un ave marina que cohabita con la Pardela mexicana en la Isla, con el objetivo de identificar
potenciales vectores de transmisidon de los patdgenos seleccionados. Se ha sugerido que las gaviotas
pueden ser una fuente de infeccién al adquirir patégenos de desechos humanos e infectar el ambiente

con sus heces o al entrar en contacto con otras aves.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Enfermedades emergentes

Las enfermedades emergentes son aquellas que han aparecido por primera vez en una poblacién o que
existieron con anterioridad pero que han aumentado su incidencia; son una amenaza para la fauna
silvestre, particularmente para poblaciones geograficamente aisladas o en peligro critico de extincién
(Robinson, 2010; Miller et al., 2014). La viruela aviar es un ejemplo de este tipo de enfermedades por lo
que fue seleccionada en este estudio para investigar la presencia del virus en la poblacidon de Pardela

mexicana de Isla Natividad.



1.1.2 Viruela aviar:

La viruela aviar es causada por virus del género Avipoxvirus de la familia Poxviridae. La particula del virus
es grande y ovalada, aproximadamente 150 a 250 nm por 265 a 350 nm (Thomas et al., 2008). Existen dos
formas de viruela aviar: cutdnea (proliferacidon discreta de lesiones en la piel) y humeda (involucra
membranas mucosas del sistema respiratorio). La forma cutdnea es mas cominmente reportada en aves
silvestres y se caracteriza por debilitamiento, alteraciones en la vista y respiracién, nédulos en las regiones
sin plumas e infecciones secundarias bacterianas o flngicas de las lesiones. La transmisidn del Avipoxvirus
puede ocurrir de diferentes maneras que incluyen pequeias abrasiones en la piel, infeccion por medio de
aparato bucal de artrépodos como mosquitos y acaros o por contacto entre aves infectadas durante vuelos

migratorios o con objetos contaminados (Thomas et al., 2008; Miller et al., 2014).

Estudios anteriores han reportado infecciones por poxvirus en 287 especies de aves pertenecientes a 70
familias y 20 6rdenes, donde se incluyen miembros del género Puffinus (Nuttall et al., 1985 Thomas et al.,
2008; Miller et al., 2014). Ademas, Van Riper et al., (2002) sefialan que las poblaciones que estan aisladas
en islas se ven mds afectadas puesto que las aves en continentes han tenido una mayor coevolucién con

los virus.

1.1.3 Enfermedades zoonéticas:

Las enfermedades zoondticas son aquellas que pueden ser transmitidas de animales a seres humanos
mediante contacto, consumo o inhalacion (Miller et al., 2014). Clamidiosis aviar, tuberculosis aviar,
toxoplasmosis y salmonelosis son ejemplos de enfermedades zoondticas comunes en aves por lo que
fueron seleccionadas en este estudio para investigar la presencia de los patdgenos correspondientes que

ocasionan cada una de estas enfermedades en la poblacion de Pardela mexicana de Isla Natividad.

1.1.4 Clamidiosis aviar:

La clamidiosis aviar es una enfermedad infecciosa causada por Chlamydophila psittaci, que se clasifica
como una bacteria intracelular Gram-negativa. C. psittaci posee dos formas morfoldgicas: cuerpo
elemental (EB) y cuerpo reticular (RB). El cuerpo elemental es la forma infecciosa del organismo, es
esférico y mide de 0.2-0.3 mm de didmetro. Durante esta fase se adhiere a la célula huésped y finalmente
entra en ella para convertirse en un cuerpo reticular, este es alargado, con un didmetro de 0.5-2.0 mm, se
divide por fisidon binaria y al madurar se convertird nuevamente en un cuerpo elemental, comenzando de

nuevo el ciclo infeccioso (Harkinezhad et al., 2009).



Chlamydophila psittaci puede infectar cerca de 465 especies de aves (Harkinezhad et al., 2009) (entre aves
silvestres y de granjas). La transmisién entre aves puede ocurrir por la cercania de un individuo infectado
a otro; normalmente el agente patdgeno es evacuado en excretas o en descargas nasales y esto es un foco
de infeccién para humanos y otras aves. Dependiendo de la cepa y del hospedero, C. psittaci puede causar
pericarditis, aerosaculitis, neumonia, adenitis nasal, peritonitis, hepatitis y esplenitis. La infeccion
generalizada resulta en fiebre, anorexia, letargo, diarrea, shock o muerte (Harkinezhad et al., 2009; Smith

etal.,, 2011).

C. psittaci es un patdgeno zoondtico y es un tema importante en salud publica puesto que los humanos
pueden ser contagiados por diferentes vias: mordidas, manejo de plumaje o tejidos infectados del ave,
inhalacién del patdgeno de secreciones respiratorias, orina y heces secas que se dispersan en el aire como

aerosol o particulas de polvo (Harkinezhad et al., 2009).

1.1.5 Tuberculosis aviar:

La tuberculosis aviar es una enfermedad causada por un bacilo Gram-positivo del género Mycobacterium.
La especie patdgena que causa la enfermedad en aves es Mycobacterium avium. Todas las especies de
aves son susceptibles a contraer la bacteria. En las aves silvestres la tuberculosis aviar se encuentra mas
frecuentemente en las especies que viven en estrecha relacidon con el ganado doméstico y carrofieros.
Puede ser transmitida por contacto directo con aves infectadas, ingesta de agua y comida contaminada o
por contacto con un ambiente contaminado. Ademads, la inhalacién de la bacteria puede producir

infecciones del tracto respiratorio (Friend, 2001; Thomas et al., 2008; Miller et al., 2014).

Las aves infectadas estaran débiles y tendran desgaste muscular, ademds pueden presentar diarrea,
anorexia, letargo, disnea, adelgazamiento, cojera y nédulos alrededor de ojos y en articulaciones de las

alas; algunas aves mueren sin presentar signos o lesiones externas (Thomas et al., 2008; Miller et al., 2014).

1.1.6 Toxoplasmosis:

La toxoplasmosis es una enfermedad ocasionada por Toxoplasma gondii, un protozoario parasito
distribuido mundialmente. Los miembros de la familia Felidae actian como su hospedero definitivo, sin
embargo, puede infectar a humanos y animales homeotermos, incluidas las aves. Al ser infectadas, los
signos clinicos que presentan las aves no son especificos, pero destacan algunos tales como: diarrea,
anorexia y dificultad respiratoria que pueden llevar a la muerte (Tenter et al., 2000; Work et al., 2002;

Deem et al., 2010; Elmore et al., 2010). Los gatos ingieren quistes de T. gondii contenidos en los tejidos de



huéspedes intermedios. Los quistes se desintegran dentro del estdmago y del intestino delgado. Después
de la multiplicacién y reproduccidn dentro de las paredes de los intestinos, los ooquistes se traspasan en
las heces y pueden sobrevivir en el medio ambiente durante varios meses. Son resistentes a
desinfectantes, congelamiento y desecacidn. En el ambiente externo, los ooquistes se vuelven infecciosos
y pueden ser ingeridos. Los quistes se forman en los tejidos de los huéspedes intermedios, principalmente
en el tejido muscular y nervioso y pueden persistir durante afios (Miller et al., 2014). Los humanos pueden
ser infectados por ingestion de quistes en carne o por inhalaciéon de ooquistes en el ambiente (Dubey,

2010).

Algunos estudios demuestran que, en islas del Pacifico, donde los gatos domésticos fueron introducidos,

las aves presentan infeccidn por T. gondii (Deem et al., 2010).

1.1.7 Salmonelosis:

La salmonelosis es causada por un bacilo Gram-negativo del género Salmonella, el cual se distribuye
mundialmente. En aves de vida silvestre, es la causa mds comun de muerte esporadica, particularmente

entre los juveniles (Thomas et al., 2008).

La localizacién de la infeccién hace que las manifestaciones clinicas varien, pero los sintomas generales
que presentan las aves enfermas son: inestabilidad, temblores, escalofrid, convulsiones, falta de
coordinacién, pérdida de apetito, aumento o disminucién de la sed, pérdida rapida de peso, respiracion
acelerada, heces acuosas amarillas, verdes o tefidas de sangre (Friend, 1999; Thomas et al., 2008; Miller

etal., 2014)

Las aves infectadas pueden arrojar la bacteria Salmonella en sus heces, contaminando pastos y aguas
superficiales, las largas distancias que recorren en sus movimientos anuales las hace dispersores eficaces

de la enfermedad (Thomas et al., 2008; Ramos et al., 2010)

Todas las especies de aves son susceptibles a la infeccidn por salmonelosis, pero los brotes se informan
con mayor frecuencia en asociacidn con aves paseriformes y aves acuaticas coloniales (Miller et al., 2014).
Ramos et al. (2010) enfatizan que estudios previos sobre aves marinas han encontrado resultados
negativos para salmonella, sugiriendo que éstas, adquieren la bacteria después de la exposicion a entornos

alterados por el ser humano, particularmente basura.



1.1.8 Gatos ferales en Isla Natividad

En Isla Natividad los gatos ferales cubrian gran parte de su dieta alimentdandose de Pardela mexicana, esto
representaba un gran riesgo para la poblacién de Pardela mexicana puesto que causaba efectos negativos
en la viabilidad de la poblacién, por esta razén y gracias a un programa de restauracion, fueron erradicados

en el 2000 (Keitt et al., 2002; Keitt y Tershy, 2003; Ramirez et al., 2009).

1.2 Justificacion

La concentracién de la poblacién anidante de Pardela mexicana en isla Natividad, la categoriza como
altamente vulnerable a perturbaciones ambientales y como tal, como especie en peligro de extincién
segln la NOM-059 (SEMARNAT, 2010). Al estar en contacto con aves migratorias y especies introducidas
en laisla, el riesgo de exposicidén a nuevos agentes infecciosos de la Pardela mexicana es elevado, por tal
motivo, es importante realizar monitoreos que descarten o confirmen la presencia de patdgenos
relevantes para la salud de la poblacidon que puedan potencialmente incrementar el riesgo de extincion

por enfermedades infecciosas de la especie.

1.3 Hipaétesis

Debido a la presencia de aves migratorias y otras especies introducidas en la Isla Natividad, las cuales
actuan como dispersoras y fuentes de patdgenos, existe una alta exposicién de la poblacion endémica de
Pardela mexicana a patdgenos que pueden causar enfermedades epizodticas, por lo tanto, la probabilidad
de detectar los patdgenos que pueden causar cada una de las enfermedades descritas previamente en las

muestras de sangre y cloacales de la Pardela mexicana es muy alta.



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la exposicidén a patdégenos que puedan incrementar el riesgo de extincion por enfermedad en
la poblacidn de Pardela mexicana anidante en Isla Natividad asi como investigar el papel de la Gaviota

occidental como fuente de dispersidn de patégenos zoonéticos en la Isla Natividad.

1.4.2. Objetivos especificos

Detectar la presencia de Chlamydophyla psittaci en Pardela mexicana mediante la técnica de genética

molecular de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Detectar la presencia de Mycobacterium avium en Pardela mexicana mediante la técnica de genética

molecular de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Detectar la presencia de Toxoplasma gondii en Pardela mexicana mediante la técnica de genética

molecular de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Detectar la presencia de Salmonella spp. en Pardela mexicana mediante la técnica de genética molecular

de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Detectar la presencia de Chlamydophyla psittaci en Gaviota occidentalmediante la técnica de genética

molecular de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Detectar la presencia de Mycobacterium avium en Gaviota occidental L. occidentalis mediante la técnica

de genética molecular de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Detectar la presencia de Toxoplasma gondii en Gaviota occidental L. occidentalis mediante la técnica de

genética molecular de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Detectar la presencia de Salmonella spp. en Gaviota occidental L. occidentalis mediante la técnica de

genética molecular de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Especies de interés y area de estudio
2.1.1 Especies de interés

La Pardela mexicana, Puffinus opisthomelas, Coues, 1864, es una especie endémica de México, es un ave
marina nocturnay de talla mediana que anida en madrigueras. Se alimenta de peces pelagicosy es gregaria
en las zonas de anidacion y alimentacion (Keitt et al., 2003; Velarde, 2008). Comunmente es depredada
por Gaviota occidental, Larus occidentalis, Cuervo, Corvus corax, y Halcdn peregrino, Falco peregrinus.
(Keitt et al.1998; Keitt et al., 2003). Actualmente se reconoce como especie “En peligro de extincién” en
la NOM-059 y como “casi amenazada” en el listado de la IUCN (SEMARNAT, 2010; BirdLife International,
2016). En Isla Natividad se reproduce el 95% de la poblacion mundial, el tamafio de la poblacién fue

estimado en 37,858 (+8,510 SD) en 2016, y 46,322 (+4931 SD) en 2017(Albores-Barajas et al., 2018).

La Gaviota occidental, Larus occidentalis, es un ave de talla grande ya que puede llegar a medir 64 cm de
longitud y pesar 1 kg. Es la Unica gaviota que anida a lo largo de la mayor parte de la costa del Pacifico y es
comun en todas las estaciones del afio. Es un ave oportunista que roba huevos o crias de otras aves
marinas pues sitla sus nidos alrededor de esas colonias. Su dieta consiste en peces, otras formas de vida

marina, huevos, carrofia y desechos de vertederos y muelles (Kaufman, 1996; Sibley, 2000).

2.1.2 Area de estudio

La Isla Natividad (27.5°N, 115.25° O) esta situada a 5 km al noroeste de Punta Eugenia, Baja California Sur,
Meéxico. Es una isla arida y con poca vegetacion. Tiene 6 km de largo, 2.5 km de ancho, un area de 8.65
km? y una elevacion maxima de 300 m. El drea de la isla es una zona nicleo de la Reserva de la Biosfera El
Vizcaino y es habitada por una sociedad cooperativa de produccién pesquera con concesiones desde hace
varias décadas. La poblacién total se conforma por 80 familias (SEMARNAP, 2000; Keitt et al., 2003;
Albores-Barajas et al., 2016). Gracias a un programa de restauracion, los gatos ferales, que representaban
un gran riesgo para la poblacién de Pardela mexicana, fueron erradicados del lugar en el afio 2000 (Keitt
et al., 2002; Keitt y Tershy, 2003). Después de documentar y comprobar el aumento de mortalidad en la
poblacién debido a infraestructura construida en la zona de la colonia, se actud para removerla (Albores-

Barajas et al., 2016). En la isla se esta tratando de encontrar una solucién para manejar los desechos



solidos, en 2017 iniciaron la colecta de plasticos y metales para reciclaje (SEMARNAP, 2000, Coop. Buzos

y Pescadores com. pers.).

2.2 Colecta de muestras de Pardela mexicana

a)

Captura de individuos: se capturaron 31 individuos adultos durante la fecha comprendida del 26
de marzo al 5 de abril de 2017, fueron extraidos de sus madrigueras de forma manual. Se anillaron
con anillo con cédigo individual alfanumérico para el reconocimiento posterior. Las actividades de
captura para anillamiento estan respaldadas por el permiso SGPA/DGVS/00321/16, 21 de enero
de 2016y su extensién SGPA/DGVS/003843/16, 22 abril 2016 y renovaciéon SGPA/DGVS/00404/17
del 20 de enero del 2017.

Medidas biométricas: se tomaron medidas de tarso (mm), longitud del culmen (mm), longitud
craneal (mm) (v.g. distancia del occipucio a la punta del pico) y profundidad de pico (mm) (v.g.
espesor vertical de las fosas nasales) utilizando un vernier, para la medida del ala (cm) se usé una
regla y se pesé utilizando una bdascula de resorte. Los instrumentos utilizados para las mediciones

son marca Pesola, con una precisidén de +/-0.3% de la carga.

Inspeccién visual de lesiones: se realizé de manera individual y se observaron las dreas sin plumas

(parpados, tarso, pico) buscando lesiones proliferativas en la piel (nédulos).

Muestras cloacales y de excretas: se tomaron de la cloaca con un hisopo de algoddn estéril, fueron

preservadas dentro de un microtubo con etanol al 70% y refrigeradas a una temperatura de -209C.

Muestras de sangre: se tomaron 100 pl de sangre, extraidas de la vena del tarso y en ocasiones de
la vena braquial. Para evitar la coagulacién, las agujas y puntas usadas para este proceso fueron
impregnadas con 1 ml de heparina, proveniente de Inhepar-PiSA, Guadalajara, México. Las
muestras se centrifugaron en un modelo LW Scientific ZipCombo durante 3 minutos a 12000 rpm
en un periodo no mayor a 1 hora después de la extraccidn y sucesivamente fueron congeladas y

almacenadas a -20 C en CICESE, Unidad La Paz durante 5 meses.



10

f) Las muestras sanguineas fueron enviadas al laboratorio del Dr. Adridan Munguia Vega, ubicado en

La Paz, Baja California para el sexado de los individuos.

2.3 Colecta de muestras de Gaviota occidental

a) Captura de individuos: Se capturaron siete individuos de gaviota occidental durante las fechas

comprendidas del 4 al 11 de abril de 2018.

b) Se tomaron muestras sanguineas y cloacales de los individuos de Gaviota siguiendo el mismo
procedimiento de los pasos cy d descritos anteriormente en los métodos. No se derermind el sexo

de estas muestras.

2.4 Analisis de muestras en laboratorio

2.4.1 Sexado

La determinacion del sexo de los individuos de Pardela mexicana se realizé en el laboratorio del Dr. Adrian
Munguia Vega, ubicado en La Paz, Baja California y se llevd a cabo mediante anadlisis de ADN de las

muestras de tejido sanguineo.

2.4.2 Extraccion de ADN de los controles positivos:

2.4.2.1 Salmonella

Un cultivo de Salmonella fue proporcionado por el departamento de Microbiologia de la Universidad
Auténoma de Ciudad Judrez (UACJ). La extraccidn de ADN de Salmonella se realizo siguiendo el protocolo
indicado en el kit comercial DNeasy Blood & Tissue, provisto por Gene Technology, ubicado en la ciudad
de Celaya, Guanajuato, México y con una fecha de expiracidon en noviembre de 2019. Una asada de la
colonia fue tomada del agar y se trasladé a un tubo con caldo nutritivo, compuesto por sales biliares

(citrato y desoxicolato de sodio) y tetrationato sddico. Se incubd a 37 °C por 24 horas. Posteriormente el
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caldo nutritivo se vertié a un microtubo, el cual fue centrifugado en un modelo Eppendorf 5417 R a 7500
rom durante 10 minutos. El pellet se resuspendié en 180 pL del buffer ATL y se afadieron 20 plL de
proteinasa K. Se incubd a 56 °C durante 2 horas con agitacion vortex ocasional. Después, se afiadieron 200
uL del buffer AL, se aplicd vértex. Se adicionaron 200 plL de etanol y se mezcld por vortex. El contenido del
microtubo se colocé en una columna y se centrifugd a 8000 rpm por 1 minuto. Se descartd el filtrado y la
columna se dispuso en un nuevo tubo. Se afiadieron 500 pL de buffer AW1 y se centrifugdé a 8000 rpm
durante 1 minuto. Se desechd el filtrado y la columna nuevamente se transporté a otra columna. Se
adicionaron 500 uL del buffer AW2 y se centrifugd a 13200 rpm por 3 minutos. La columna finalmente se
colocdé en un nuevo microtubo, se afiadieron 50 pL del buffer AE, se incubé a temperatura ambiente

durante un minuto, se centrifugd a 8000 rpm y la elucidn final se refrigeré a -20°C.

2.4.2.2 Mycobacterium

Una muestra de esputo con baciloscopia positiva fue proporcionada por el centro de Salud Hidalgo,
ubicado en Ciudad Judrez, Chihuahua. Para poder realizar la extraccion de ADN fue necesario el
rompimiento del moco. El proceso se realizdé en una campana de bioseguridad tipo Il. Al recipiente con la
muestra se le afiadieron 50 ml de eneacetil-cisteina (NALC). La mezcla se dejé reposar 15 minutos y
posteriormente se trasladd a un tubo falcdn para centrifugar a 3500 rpm durante 15 minutos. Después de
centrifugar la muestra se tomé 400 ul del pellet del tubo y se resuspendié en 180 uL del buffer de lisis
enzimatico. Se incubd por 40 minutos a 37 °C. Se afadieron 25 plL de proteinasa k y 200 ulL del buffer AL.
Se mezcld por vortex y se incubd a 56 °C por 30 minutos. Se agregaron 200 pL de etanol (96-100%) y se
mezcld por voértex. El contenido del tubo se vertié dentro de una columna y se centrifugd a 8000 rpm
durante 1 minuto. Se descartd el filtrado del tubo y la columna se colocé dentro de un nuevo tubo, se
afiadieron 500 pL del buffer AW1 y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto. Se descarté el filtrado del
tubo. La columna nuevamente fue colocada dentro de un tubo nuevo y se agregaron 500 pL del buffer
AW?2. Se centrifugd a 13200 rpm durante 3 minutos. Se descartd el filtrado del tubo y la columna fue
colocada dentro de un microtubo. Se afiadieron 50 pL del buffer AE. Se incubd 1 minuto a temperatura

ambiente y se centrifugd a 8000 rpm por un minuto. Se refrigerd a -20 °C.

2.4.2.3 Familia Chlamydiaceae

Una muestra de ADN de la familia Chlamydiaceae fue proporcionada por el departamento de

microbiologia de la UAC] y fue utilizada como control positivo para la realizacidn del experimento.
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2.4.3 Extraccion de ADN de tejido sanguineo

Para la extraccion de ADN de tejido sanguineo se utilizé el kit comercial DNeasy Blood & Tissue. Para el
proceso de extraccidn se utilizaron de 20-40 plL de sangre de Pardela mexicana, esto segun la cantidad de
muestra tomada de cada individuo. Posteriormente se colocaron 20 plL de proteinasa K dentro de un
microtubo y el volumen fue ajustado a 220 uL con PBS. Se agregaron 200 pL del buffer AL y se mezclé por
vortex para ser incubado a 56°C por 10 minutos. Se afiadieron 200 pL de etanol (96-100%) en la muestra
y se mezcld por vortex. Después, la mezcla se colocd dentro de una columna que a su vez fue colocada en
un tubo de 2 mly se centrifugd a 8000 rpm por un minuto y se deseché el filtrado. La columna fue colocada
dentro de un nuevo tubo de 2 ml y se procedié a anadir 500 pL del buffer AW1 para centrifugar a 8000
rpm por un minuto, nuevamente se descartd el filtrado. Por tercera vez la columna se colocé dentro de un
nuevo tubo de 2 mly se afiadieron 500 uL del buffer AW2, posteriormente fue centrifugado a 14000 rpm
por 3 minutos y se desech¢ el filtrado. La columna fue colocada en un microtubo y se agregaron 50 pL del
buffer AE directamente en la membrana. Se incubd a temperatura ambiente por 1 minuto y después se

centrifugd a 8000 rpm por 1 minuto. El producto final fue preservado a -20°C.

2.4.4 Extraccion de ADN de muestras cloacales:

Las muestras de heces se homogenizaron con el liquido de preservacion, por lo que fue necesario colocar
la muestra en bafo maria a una temperatura de 79°C para evaporar el etanol y poder mantener la mayor
cantidad de excreta en un menor volumen. Posterior a este manejo, se prosiguié con el protocolo descrito
en el Qlamp Fast DNA Stool mini kit provisto por Gene Technology, ubicado en la ciudad de Celaya,

Guanajuato, México y con una fecha de expiracién de noviembre de 2019.

Se toman 200 pL de la muestra y se vertieron dentro de un microtubo que se colocé en hielo. A la muestra
se le anadieron 1.4 ml del buffer ASL y se aplicé vértex continuamente por 1 minuto hasta que se
homogenizé. Posteriormente la suspension se calenté a 70 °C por 5 minutos y se aplicé vértex por 15
segundos. La muestra se centrifugdé a 13200 rpm durante 1 minuto para sedimentar las particulasy 1.2 ml
del sobrenadante fue colocado en un nuevo microtubo de 2 ml. El pellet fue descartado. Una tableta de
Inhibit EX fue afiadida a cada muestra y se aplicé vdrtex hasta que la tableta fue totalmente suspendida.
El siguiente paso fue incubar la suspensién por 1 minuto a temperatura ambiente para permitir que los

inhibidores fueran absorbidos en la matriz de Inhibit EX. La muestra fue centrifugada a 13200 rpm durante



13

3 minutos y el sobrenadante fue trasladado a un microtubo. Se descarté el pellet y se centrifugd
nuevamente a 13200 rpm por 3 minutos. Posteriormente 15 plL de proteinasa K fueron vertidos en un
nuevo microtubo. El sobrenadante, producto de la ultima centrifugacién, fue dispuesto en el tubo con
proteinasa K y se agregaron 200 pL del buffer AL, se aplicod vértex por 15 segundos. Se incubd a 70 °C por
10 minutos y después se afiadieron 200 pL de etanol (96-100) y se mezcld por vortex. La mezcla del paso
anterior fue trasladada a una columnay se centrifugo a 13200 rpm por 1 minuto. El filtrado fue descartado
y la columna se colocd en un nuevo microtubo. 500 uL del buffer AW1 fueron agregados a la columna y se
centrifugd a 13200 rpm. Nuevamente se desechd el filtrado y la columna se cambid a un nuevo microtubo.
Se vertieron 500 pL del buffer AW2 y se centrifugd a 13200 rpm por 1 minuto. Se descarto el filtrado. La
columna se colocé en un nuevo microtubo, se afiadieron 50 pL del buffer AE y se incubd a temperatura

ambiente. Finalmente fue centrifugado a 13200 rpm por un minuto. El producto final se preservé a -20°C.

2.4.5 Cuantificacion de ADN:

La cuantificaciéon de ADN se realizé en un espectrofotémetro UV de micro volumen Quawell Q3000. En la
superficie inferior del aparato se colocaron 2 pL de la solucidn blanco, se efectud el calculé de
concentracién y se limpid la superficie para posteriormente disponer 2 L de las muestras de sangre y
excretas para hacer las mediciones correspondientes. Los rangos de medicion de ADN fueron presentados

en la ventana de datos y copiados a un documento de Excel.

2.4.6 Ensayo de PCR

Para el aislamiento de los fragmentos de ADN de interés, se llevd a cabo una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) preparando una mezcla maestra con los siguientes reactivos y condiciones de
incubacion: 12.5 pL de una mezcla de Taq DNA polimerasa (50units/ml), dNTP’s (400uM) y MgCl2 (3mM),
3 uL de oligonucledtidos especificos para cada patégeno de interés (0.1-1.0uM), 3 puL de templado de ADN
(<250ng) y 3.5 pL de agua libre de nucleasas para alcanzar un volumen final de 25 uL. Para llevar a cabo
los ciclos de temperatura para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se utilizé un termociclador
MultiGene Optimax. Los oligonucledtidos especificos para cada patdgeno de interés se describen a

continuacion.
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2.4.6.1 Clamidiosis aviar
La deteccidén de C. psittaci se dio por la secuencia del gen ompA. Los oligonucledtidos usados fueron
CppsOMP1-F (5'- CACTAGTGGGAAGGTGCTTCA -3’) y CppsOMP1 — R (5'- CTG-CGC-GGA-TGC-TAA-TGG -
3') previamente descritos por Pantchev et al. (2009). El tamafio del amplicon esperado es de 76 pb. Las

condiciones de PCR se indican en la Tabla 1. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en un

gel de agarosa al 1.8 % por 60 minutos a 70 volts.

Tabla 1Condiciones de PCR para la deteccién de Chlamydophila psittaci

Programa PCR
°C Tiempo
Desnaturalizacion 95 10 min.
Inicial
Desnaturalizacion | 95 15s
45 | Alineamiento 60 1 min.
ciclos |"Extension 60 1 min.
Extension final 72 10 min.

2.4.6.2 Tuberculosis aviar

La deteccidon de M. avium se dio por la regién espaciadora entre 16S-23S del ARN. Los oligonucleétidos
usados fueron spl (5'-ACCTCCTTTCTAAGGAGCACC 3') y sp2 (5'-GATGCTCGCAACCACTATCCA3')
previamente descritos por Castro-Ramos et al. (2014). El tamafio del amplicon varia entre 200 y 35 pb,
dependiendo de la especie de micobacteria, (314 pb para M. terrae, 220 pb para M. intracellulare, 219 pb
para M. avium, 205 pb para M. xenopi, 200 pb para M. tuberculosis y M. bovis). Las condiciones de PCR se

especifican en la Tabla 2. Los productos de PCR se analizaron en gel de agarosa al 2% a 94 volts por 45 min.
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Tabla 2Condiciones de PCR para la deteccién de Mycobacterium avium

Programa PCR
oC Tiempo

Desnaturalizacion 94 5 min.

Inicial

Desnaturalizacion 94 1 min.

40 . . .

Ciclos Alineamiento 59 1 min.

Extension 72 1 min.

Extension final 72 5 min.

2.4.6.3 Toxoplasmosis

La deteccidén de T. gondii se dio por un fragmento del gen B1. Los oligonucledtidos usados fueron Tgl (5'-
AAAAATGTGGGAATGAAAGAG- 3') y Tg2 (5'-ACGAATCAACGGAACTGTAAT-3) previamente descritos por
Jalal et al. (2004). El tamafio del amplicon es de 469 pb. Las condiciones de PCR se indican en la tabla 4.

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.8 % por 60 minutos a 70 volts.

Tabla 3 Condiciones de PCR para la deteccion de Toxoplasma gondii

Programa PCR

oC Tiempo
Desnaturalizacion 95 10 min.
Inicial
Desnaturalizacion 94 1 min.

35 ciclos

Alineamiento 52 30s.
Extension 72 1 min.
Extension final 72 7 min.

2.4.6.4 Salmonelosis
La deteccién de Salmonella spp. se dio por la amplificacion del gen fimA. Los oligonucledtidos usados

fueron Fim1A, (5'-CCT TTC TCC ATC GTC CTG AA-3') y Fim2A, 5'-TGGTGTTATCTGCCTGACCA-3') descritos

anteriormente por Cohen et al. (1996). El tamafio del amplicon esperado es de 85 pb. Las condiciones de
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PCR se describen en la Tabla 5. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al

1.8 % por 60 minutos a 70 volts.

Tabla 4 Condiciones de PCR para la deteccion de Salmonella spp.

Programa PCR
oC Tiempo

Desnaturalizacion 94 1 min.
Inicial

Desnaturalizacion 94 1 min.

21
ciclos Alineamiento 58 30s.

Extension 72 1 min.
Extension final 72 5 min.

2.4.7 Secuenciacion Sanger

Para confirmar la naturaleza de los amplicones obtenidos de cada uno de los patégenos mencionados
previamente, dos muestras positivas para cada uno de los patégenos fueron enviadas al laboratorio Eton
Bioscience, en San Diego, California, para obtener la secuenciacion sanger. Las secuencias nucleotidicas
obtenidas fueron analizadas con el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Mega X) y
comparadas con las secuencias correspondientes de cada uno de los patégenos seleccionados disponibles

en la base de datos de nucledtidos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

2.4.8 Analisis estadisticos

Los datos fueron procesados en el software estadistico R versién 3.5.1. Se ejecuté la prueba de Shapiro-
Wilk para contrastar la normalidad de nuestro conjunto de datos. Se realizd un andlisis de componentes
principales (PCA) a las medidas biométricas (medida del ala, tarso, longitud del culmen, longitud craneal,
profundidad del pico. El primer componente (PCA1) nos informé sobre las medidas esqueléticas del
individuo. Posteriormente, se obtuvo la condicidn corporal (asi se obtuvo la masa corregida por tamario,
SMC) utilizando los residuales de los valores de PCA1 en la regresion con el peso del individuo (Albores-

Barajas et al., 2015).
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Los residuales de la regresiéon del factor 1 de la PCA contra el peso del individuo nos informé de la
condicién corporal de los individuos. Por lo tanto, ambos valores(PCA1 y SMC) fueron utilizados para las
comparaciones de individuos sanos e infectados. Esto nos permitié discriminar la importancia del factor
esquelético y de la cantidad de grasa acumulada y eventualmente justificar la asociacion del estatus de
animal infectado con la capacidad de almacenar reservas en forma de grasa. Se realizaron comparaciones
entre los datos obtenidos de PCA1 asi como condicién corporal (SMC) e infeccion por M. avium. También
se llevo a cabo un andlisis de varianza de dos factores (ANOVA) para analizar el efecto que tiene el sexo
sobre el tamafo estructural de Pardela mexicana y la probabilidad de infeccidon por M. avium y el efecto
de la infeccion por M. avium sobre la condicidn corporal. Se consideraron estadisticamente significativos

los valores de p inferiores a 0.05.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Sexado

Los analisis para determinar el sexo de los individuos a partir de las muestras de sangre nos indican que la
muestra poblacional de pardela mexicana se compone de 15 machos, 14 hembras y 2 individuos cuyo sexo

no pudo ser determinado.

3.2 Viruela aviar (inspeccion visual de lesiones)

No se observaron lesiones proliferativas o nddulos caracteristicos de viruela aviar durante la inspeccion
individual de cada individuo colectado, por lo tanto, no se procedié a detectar la presencia de poxvirus

mediante la técnica de PCR.

3.3 Ensayo de PCR en Pardela mexicana

3.3.1 C. psittaci (Clamidiosis aviar)

Los analisis de PCR mostraron una prevalencia de infeccion de C. psittaci arrojaron una prevalencia de 18%

en muestras cloacales y 9% en sangre (Figs. 1y 2).
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Figura 1 Amplificacidon de un fragmento (76 pb) del gen ompA en muestras cloacales de Pardela mexicana.
Carriles 1-15(muestras 1-15) y 19-30 (muestras 16-27); Carril 16, marcador de peso molecular de 50 pb; carril
17, control positivo; carril 18, control negativo
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Figura 2 Amplificacién de un fragmento (76 pb) del gen ompA en muestras de sangre de la Pardela mexicana.
Carriles 1-15 (muestras 1-15) y 19-25 (muestras 16-22); Carril 16, marcador de peso molecular de 50 pb; carril
17, control positivo; carril 18, control negativo.
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3.3.2 Salmonelosis

Los analisis de PCR para detectar la presencia del gen fimA en muestras de sangre y cloacales de Pardela

mexicana no mostraron fragmentos del amplicon esperado. (Fig. 3y 4).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

-

Figura 3 Amplificacion de un fragmento (85 pb) del gen fimA en muestras de sangre de la Pardela mexicana.
Carriles 1-15 (muestras 1-15), 19-25 (muestras 16-22); Carril 16, marcador de 50 pb; carril 17, control positivo;
carril 18, control negativo.
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Figura 4 Amplificacién de un fragmento (85 pb) del gen fimA en muestras cloacales de la Pardela mexicana. Carriles
1-15 (muestras 1-15) y 19-30 (muestras 16-27); Carril 16, marcador de peso molecular de 50 pb: carril 17, control
positivo; carril 18, control negativo.
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3.3.3 Tuberculosis aviar

Los analisis de PCR mostraron una prevalencia de infeccién por M. avium de 90% en muestras de sangre y

del 77% en muestras cloacales de pardela mexicana (Fig. 5-10).

Figura 5 Amplificacidn de un fragmento (219 pb) de la regién espaciadora entre 165-23S del ARN en muestras de
sangre de la Pardela mexicana. Carriles 1-5 (muestras 1-5) y 9-13 (muestras 6-10); Carril 6, marcador de peso
molecular de 50 pb; carril 7, control positivo; carril 8, control negativo.

Figura 6 Amplificacion de un fragmento (219 pb) de la regién espaciadora entre 165-23S del ARN en muestras de
sangre de la Pardela mexicana. Carriles 1-5 (muestras 11-15) y 9-13 (muestras 16-20); carril 6, marcador de peso
molecular, carril 7, control positivo; carril 8, control negativo.
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Figura 7 Amplificacion de un fragmento (219 pb) de la regidn espaciadora entre 165-23S del ARN en muestras de
sangre de la Pardela mexicana. Carriles 4 y 5 (Muestras 21 y 22); Carril 1, marcador de peso molecular de 50 pb;
carril 2, control positivo; carril 3, control negativo.

Figura 8 Amplificacion de un fragmento (219 pb) de la regidén espaciadora entre 16S-23S del ARN en muestras
cloacales de la Pardela mexicana. Carriles 1-5(muestras 1-5) y 9-13 (muestras 6-10); Carril 6, marcador de peso
molecular de 50 pb; carril 7, control positivo; carril 8, control negativo.
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Figura 9 Amplificacion de un fragmento de 219 pb de la region espaciadora entre 165-23S del ARN en muestras
cloacales de la Pardela mexicana. Carriles 1-5(muestras 1-5) y 9-13 (muestras 16-20); Carril 6, marcador de peso
molecular de 50 pb; carril 7, control positivo; carril 8, control negativo.
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Figura 10 Amplificaciéon de un fragmento (219 pb) de la region espaciadora entre 165-23S del ARN en muestras
cloacales de la Pardela mexicana. Carriles 1-5(muestras 21-25) y 9-10 (muestras 21-27); Carril 6, marcador de peso
molecular; carril 7, control positivo; carril 8, control negativo.
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3.3.4 Toxoplasmosis

Los analisis de PCR para detectar la presencia de T. gondii en las muestras de sangre y cloacales dePardela

mexicana no mostraron ningun fragmento del amplicon esperado (Fig. 11y 12).

Figura 11 Amplificacidn de un fragmento (469 pb) del gen B1 en muestras de sangre de la Paredela mexicana. Carriles
1-10 (muestras 1-10) y 13-24 (muestras 11-22); Carril 11, marcador de peso molecular; carril 12, control negativo.

Figura 12 Amplificacidn de un fragmento (469 pb) del gen B1 en muestras cloacales de la Paredela mexicana. Carriles
1-15(muestras 1-15) y 18-29 (muestras 16-27); Carril 11, marcador de peso molecular; carril 12, control negativo.
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3.4 Ensayo de PCR en Gaviota occidental

3.4.1 Clamidiosis aviar

Los analisis de PCR mostraron una prevalencia de infeccidon de C. psittaci de 57% en muestras cloacales y

27% en muestras de sangre (Fig. 13).

Figura 13 Amplificacién de un fragmento (76 pb) del gen ompA en muestras de sangre y cloacales de gaviota
occidental; Carriles 1-7(muestras de sangre) y 11-17 (muestras cloacales). Carril 8, marcador de peso molecular de
50 pb; carril 9, control positivo; carril 10, control negativo.

3.4.2 Salmonelosis

Los analisis de PCR para detectar la presencia del gen fimA en muestras de sangre y cloacales de pardela

mexicana no mostraron ningun fragmento del amplicon esperado (Fig. 14).
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Figura 14 Amplificacién de un fragmento (85 pb) del gen fimA en muestras de sangre y cloacales de gaviota
occidental; Carriles 1-7(muestras de sangre) y 11-17 (muestras cloacales). Carril 8, marcador de peso molecular de
50 pb; carril 9, control positivo; carril 10, control negativo.

3.4.3 Tuberculosis aviar

Los andlisis de PCR mostraron una prevalencia de infeccidn por M. avium de 42% en muestras de sangre y

del 85% en muestras cloacales de gaviota occidental (Fig. 15).

Figura 15 Amplificacion de un fragmento (219 pb) de la regidn espaciadora entre 165-23S del ARN en muestras de
sangre y cloacales de gaviota occidental; Carriles 1-7(muestras de sangre) y 11-17 (muestras cloacales). Carril 8,
marcador de peso molecular; carril9, control positivo; carril 10, control negativo.
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3.4.4 Toxoplasmosis

Los analisis de PCR para detectar la presencia de T. gondii en las muestras de sangre y cloacales de gaviota

occidental no mostraron ninguin fragmento del amplicon esperado (Fig. 16).

Figura 16 Amplificacidn de un fragmento (469 pb) del gen B1 en muestras de sangre y cloacales de gaviota occidental
(Larus occidentalis); Carriles 1-7(muestras de sangre) y 11-17 (muestras cloacales). Carril 8, marcador de peso
molecular; carril 9, control negativo.

3.5 Secuenciacion Sanger

La comparacién de las secuencias obtenidas de este estudio con la base de datos de NCBI confirma la
naturaleza de las secuencias correspondientes a Mycobacterium, sin embargo ninguna de las muestras
gue aparecen como positivas en la reaccion de PCR de C. psittaci arrojé coincidencias con cepas del

género.

3.6 Analisis estadisticos

Se comprobd la suposicién de normalidad de los datos al no rechazar la hipdtesis nula de distribucion.
(W=0.925, P=>0.05) (Figura 17).
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Figura 17 Prueba de normalidad del conjunto de datos. Se muestra distribucidon normal.

Al analizar las graficas de regresién de los valores del primer componente (PCA1) y las medidas

esqueléticas por sexo, se puede interpretar que los valores altos de PCA1, en ambos sexos, pertenecen a

individuos de un tamafio estructural mas pequefio (Figuras 18- 20).
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Figura 18 Valores de PCA1 en relacion con medidas del pico de hembra y macho Los valores altos de PCA1 se
adjudican a individuos con tamafio estructural mds pequefio.
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Figura 19 Valores de PCA1 en relacién con medidas de cabeza y pico de hembra y macho. Los valores altos de PCA1
se adjudican a individuos con tamafio estructural mas pequefio.
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Figura 20 Valores de PCA1 en relacion con medidas del ala de hembra y macho. Los valores altos de PCA1 se adjudican
a individuos con tamafio estructural mas pequefio.
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Al comparar el tamafio estructural, dado por los valores de PCA1, entre individuos sanos e infectados por
Mycobacterium se observd que las hembras de mayor tamano estructural contraen la infeccién mas
facilmente (Figura 21). Por otra parte, al considerar la condicidn corporal (v.g. masa relativa del individuo
corregida por tamafio) y comparando individuos sanos e infectados por M. avium, se observd que las

hembras y machos con mejor condicién corporal no estan infectados (Figura 22).
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Figura 21 Comparacion de los valores de PCA e infeccion por M. avium respecto al sexo. Se observan hembras de
mayor tamafio estructural infectadas.
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Figura 22 Comparacion de los valores de condicion corporal e infeccion por M. avium respecto al sexo. Se
observa que los individuos sanos son aquellos con mejor condicion corporal.

ANOVA de dos vias indicé que existe un efecto significativo de la infeccién por M. avium sobre la condicién
corporal de las aves (F1,24=5.538; P: <0.05), independientemente del sexo (F1,24 = 0.256 P: >0.05). Por otra
parte, también nos muestra que no existe ningun efecto de interaccidn entre el sexo e infecciéon por M.
avium sobre la condicién corporal de los individuos (F1, 24 = 0.097 P: >0.05). Ademas, con base en los
resultados, se puede apreciar que el sexo de los individuos tiene un efecto significativo sobre el tamanio
estructural (F1,24=6.030; P:<0.05) pero, como esperado, no hay efectos de la infeccidn por M. avium (F1, 24
= 0.408 P:>0.05) ni interaccién del sexo e infeccion (Fy, 24 = 0.00 P: >0.05) sobre el tamafio estructural de

Pardela mexicana.
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Capitulo 4. Discusion

La prevalencia de infeccién por Mycobacterium, que potencialmente causa tuberculosis dentro de la
poblacién de Pardela mexicana fue del 90% en muestras sanguineas y 77% en muestras cloacales. Se ha
reportado altas prevalencias por infeccién de Mycobacterium spp. en aves acudticas y terrestres en los
que el diagndstico se ha realizado mediante PCR (Gronesova et al., 2008). Sin embargo, las prevalencias
han sido notablemente menores (v.g. 0.7% a 17%) en estudios de salud de aves marinas y costeras donde
las muestras fueron procesadas principalmente por métodos de cultivo, microscopicos o histolégicos (Smit
et al., 1987; Siebert et al., 2012). Del Pilar Silva y colaboradores (2009) mencionan que por medio de la
técnica de PCR es posible detectar concentraciones bajas de Mycobacterium spp. durante las primeras
etapas de infeccién ya que las técnicas moleculares son muy sensibles para la deteccion de este grupo de
bacterias. Ademas, la mayor prevalencia en muestras sanguineas podria deberse a que, seglin se menciona
en diversos estudios, el microrganismo infeccioso entra al torrente sanguineo y sensibiliza a las células
efectoras mientras que la abundante flora microbiana del tracto gastrointestinal dificulta el aislamiento
de las micobacterias, haciendo mas efectiva la deteccién en sangre periférica que en otras muestras

(Schluger et al., 1994; Del Pilar Silva et al., 2009).

La inspeccidn visual de los individuos en nuestro estudio no arrojo evidencia de infeccién por Avipoxvirus
gue puede causar viruela aviar en la poblacién de Pardela mexicana. Estos resultados difieren con los
obtenidos en otros estudios realizados en islas del Pacifico. Van Riper y colaboradores (2002) reportaron
una prevalencia del 7.4% al 34.9% en 16 localidades de Hawai, ademas, la viruela aviar fue predominante
en especies nativas mas que en especies introducidas. Los patrones obtenidos de diferentes variables
estudiadas apoyan la hipdtesis de que el mosquito Culex quinquefasciatus es el vector que transmite la
viruela y su dindmica de poblacion esta fuertemente controlada por estacionalidad y patrones climaticos
altitudinales (zonas humedas, estacién himeda del afio y elevaciones medias del lugar (1200 m) (Van Riper
et al., 2002; Whiteman et al., 2005; Samuel et al., 2018). Isla Natividad es una zona desértica con vientos
predominantes y elevaciones maximas de 300 m (Keitt et al., 2003), esto podria ser una limitante para la

proliferacién del mosquito.

En este estudio, el nimero de casos positivos para infeccién causada por C. psittaci, que potencialmente
causa clamidiosis aviar fue de dos muestras en sangre y cinco en muestras cloacales. Estos datos coinciden
con lo mencionado por Harkinezhad et al. (2009) pues sefalan que C. psittaci puede sobrevivir en heces
hasta por 30 dias, mientras que Beeckman, y colaboradores (2010) proponen que C. psittaci utiliza

monocitos/macréfagos en sangre como vehiculo para expandirse a otros drganos, por lo que su presencia
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en sangre es detectable sélo por un periodo corto de la infeccidon. Brooks y colaboradores (2010)
mencionan que el microorganismo aparece en la sangre sélo en las primeras dos semanas de la
enfermedad y esto explicaria el hecho de no haber encontrado ambas muestras positivas para un mismo
individuo. Sin embargo, al recibir los resultados de la secuenciacidn para comprobar la naturaleza del
fragmento de ADN aislado, nos encontramos con que ninguna de las muestras que aparecen como
positivas en la reaccion de PCR arroja coincidencias con cepas de C. psittaci de la base de datos de NCBI,
por lo tanto, nuestros resultados fueron considerados falsos positivos. Los falsos positivos en ensayos de
PCR pueden deberse a la introduccion de ADN objetivo no deseado a través de reactivos, equipo, por
arrastre entre muestras y por fuga en los pocillos en geles de agarosa. Este tipo de contaminacién sélo
afecta a un ndmero limitado de muestras en el ensayo, como en el caso de nuestro estudio (Borst et al.,
2004). Otra forma de explicar los falsos positivos son bandas obtenidas por amplificacién de secuencias
similares encontradas en otras bacterias presentes en el individuo (Rolain et al., 2007). Sin embargo, los
falsos positivos podrian ser causa de una baja especificidad del oligonucleétido, dimeros de primers (los
oligonucledtidos interaccionan entre si), o incluso debe considerarse la posibilidad de que estuviesen

degradados, defectuosos o mal disefiados (Espinosa, 2007; Fonseca-Mendoza et al., 2010).

Al analizar nuestros datos, no se reportan casos positivos de infeccidn por Salmonella, que potencialmente
causa salmonelosis en la poblacién muestra de Pardela mexicana. La prevalencia de Salmonella spp. en
diversos estudios realizados en aves marinas varia del 1.1% hasta el 8.4% acrecentandose el porcentaje en
aquellas zonas de aguas residuales, sitios de contaminacién o de eliminacién de desechos. (Butterfield et
al., 1983; Steele et al.,, 2005; Ramos et al., 2010). Las especies de Salmonella son bacterias de facil
diseminacién y persistentes en los sitios de infeccién ya que puede sobrevivir en el suelo por periodos de
hasta un afo, lo que asegura su paso a un nuevo huésped susceptible (Winfield y Groisman, 2003; Lopez-
Martin et al., 2011). Por lo tanto, nuestros resultados negativos podrian significar: 1) que no hay infeccion
por Salmonella dentro de la poblaciéon de Pardela o 2) que la infeccidon no fue detectada debido a los
tiempos de recoleccidn de la muestra considerando la evolucién de la infeccion en el hospedero. En este
ultimo caso se ha reportado que las salmonelas al ser ingeridas, llegan al intestino delgado, desde ahi,
penetran al sistema linfatico y posteriormente llegan al torrente sanguineo, donde son transportadas a
diversos érganos. Las salmonelas pueden ser detectadas en sangre durante la primera y segunda semana
de infeccion, después de cuatro a cinco semanas la sangre vuelve a ser estéril (Davis et al., 1996; Brooks
et al., 2011). En heces, la deteccion se puede dar sélo dentro de las primeras 24 horas posteriores a la
infeccidn y después de 7 a 14 dias, cuando aparecen los signos clinicos; entre estos periodos las pruebas
apareceran como negativas. Ademas, cuando la enfermedad es crdnica, las aves secretan salmonelas en

las heces de manera intermitente (Altman et al., 1997; Tully et al., 2000).
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Para verificar la presencia o ausencia de infeccién por T. gondii que potencialmente causa toxoplasmosis
en la poblacion de Pardela mexicana, las muestras sanguineas y cloacales se corrieron con las condiciones
de PCR descritas por Jalal y colaboradores (2004) del cual obtuvimos nuestros oligonucledtidos. No fue
posible obtener un control positivo de T. gondii, por lo tanto, nuestros resultados no fueron concluyentes
para descartar la presencia o ausencia de T. gondii por medio de la técnica de PCR. Los controles positivos
contienen una muestra de ADN que ha amplificado el fragmento de interés adecuadamente bajo un
protocolo especifico de PCR, por lo tanto, aumentan la confianza para identificar resultados falsos
positivos o negativos, que pueden ser producto de sustancias inhibitorias de la reaccién, mal
funcionamiento de reactivos, contaminacién en la mezcla maestra, mal funcionamiento de la maquinaria

o el programa de PCR utilizado (Cone et al., 1992; Sdnchez y Cardona, Espinosa, 2007).

Los resultados positivos para infeccidon por Mycobacterium en muestras cloacales y sanguineas tanto de
Pardela mexicana como de gaviotas, sugieren que las gaviotas estan dispersando la infeccidon por
Mycobacterium, que podria ocasionar tuberculosis en la poblacién de Pardela mexicana al estar en
estrecha relacion con ellas (Keitt et al.1998; Keitt et al., 2003). Por sus habitos alimenticios, (v.g. consumo
de alimentos de industrias pesqueras, procesadoras, rellenos sanitarios y desperdicios), se ha reportado
qgue las gaviotas, principalmente del género Larus, pueden ser portadoras y dispersoras eficaces de
agentes patdégenos importantes (Lopez-Martin et al., 2011). Por lo tanto, se sugiere que en estudios
futuros se aumente el muestreo en Gaviota occidental y se tomen muestras del relleno sanitario de Isla

Natividad para esclarecer los mecanismos de transmision de las enfermedades.

Los individuos de Pardela mexicana con mejor condicién corporal no estdn infectados por Mycobacterium,
esto indica qué lo mas posible es que haya un efecto de la infeccidn por Mycobacterium sobre la condicion
corporal de los individuos. Anteriormente se ha descrito que los parasitos, al obtener sus recursos del
huésped, comprometen la condicidn corporal de individuo, puesto que reducen sus reservas de energia
(Schulte-Hostedde y Elsasser, 2011). Ademas, una mala condicién aumenta la probabilidad de infeccidn,
ya que un hospedero en malas condiciones se defendera pobremente de las infecciones, que podrian ser
de mayor intensidad, por lo tanto, las defensas del individuo se verian abrumadas y se promoveria el
deterioro de su estado, éste ciclo vicioso deja al hospedero en un estado de vulnerabilidad frente a la
comunidad de parasitos y al aumentar la probabilidad de una infeccién generalizada mas severa, podria
llevarle a la muerte (Beldomenico et al.,, 2008; Beldomenico y Begon, 2010). Ademas encontré que las
hembras de mayor tamafio estructural contraen la infeccién mas facilmente, este hecho puede ser
explicado por la exposicién a patégenos debido a competencia entre sexos sobre los recursos alimenticios,

puesto que en algunas aves marinas, se han reportado diferencias en la ecologia de la alimentacidn,
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ademas, el tamano corporal puede influir en la susceptibilidad a patdgenos puesto que individuos mas
grandes deben comer mas (Benskin et al., 2009). Ademas, se encontrd que el sexo de los individuos tiene
un efecto significativo sobre el tamafio estructural, anteriormente se ha reportado que solo en unas pocas
especies de procellariformes se ha detectado diferencias del tamafio corporal entre sexos, siendo las

hembras significativamente mas pequefias que los machos (Genovart et al., 2003).

El diagnodstico de infecciones en nuestro estudio se basé en el analisis molecular, sin embargo existen otros
métodos que pueden complementarlos o utilizarse por si solos. Entre ellos destacan el examen
microscopico, técnicas de cultivo en medios selectivos y pruebas inmunoldgicas (Ingraham y Ingraham,
1998; Koneman y Allen, 2008). En nuestro caso, la técnica molecular de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para el diagnéstico de infecciones fue elegida por las ventajas que ofrece, entre ellas
destacan el buen limite de sensibilidad (v.g. probabilidad de que el resultado de la prueba sea positivo en
un individuo infectado) y especificidad (probabilidad de que el resultado de la prueba sea negativo en un
individuo sano) (Segura-Egea, 2002), automatizacion del proceso, capacidad de procesar grandes
cantidades de muestra, asi como una mayor rapidez en el diagndstico. Sin embargo, el proceso también
conlleva algunas desventajas y limitaciones como las siguientes: el equipo y los reactivos son costosos, es
dificil optimizar las condiciones adecuadas de PCR y es necesario un proceso posterior a la PCR para

observar los productos (Palomino-Camargo y Gonzalez-Muiioz, 2014).

Uno de los factores a considerar en la investigacion es la obtencién de informacién de calidad y los
eventuales errores que puede haber en el proceso (Schlesselman, 1982; Manterola y Otzen, 2015. Por lo
tanto, hemos considerado algunos de los sesgos que pueden producirse en la etapa de recoleccidn y
transporte de la muestra, el cual es un paso critico y principal en la confirmacién de la presencia de un
agente infeccioso (Koneman vy Allen, 2008). La muestra debe recolectarse con un minimo de
contaminacion en los tejidos, drganos y secreciones adyacentes; los tiempos de recoleccién y transporte
de muestra prolongados asi como condiciones ambientales adversas deben evitarse, si se estima una
demora para el procesamiento, es preferible congelar a -70 °C, ademds, es importante establecer los
tiempos de recoleccion de muestra para proporcionar la mejor oportunidad de recuperar los agentes
causales, tomando en cuenta el ciclo de vida y evolucién de la infeccidn en el hospedero (Koneman y Allen,
2008). Al haber colectado las muestras en una Isla, el tiempo de transporte hasta el laboratorio y su
posterior procesamiento es largo y algunas veces no se cuenta con todo el equipo necesario. Ademas, al

trabajar con aves, no es posible conocer la etapa de evolucidn de la infeccidn en el individuo.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los resultados de este estudio demostraron que la poblacidon de Pardela mexicana anidante en Isla
Natividad esta siendo infectada por Mycobacterium y por lo tanto es altamente vulnerable a desarrollar
tuberculosis aviar. En cuanto a los demas patdgenos investigados, no hay evidencia dentro de la muestra
poblacional de infeccidn por los agentes que causan salmonelosis, viruela aviar y clamidiosis. En el caso de
T. gondii los resultados aparentemente negativos, no son concluyentes para descartar su presencia en la
poblacién de Pardela mexicana. Estos datos son contrarios a la hipdtesis planteada. Bajo la presencia de
aves migratorias y especies introducidas en Isla Natividad, esperdbamos observar una mayor prevalencia
de infeccidon por los patdgenos seleccionados en la poblacidn de Pardela mexicana, lo que sugiere que el
riesgo de extincidon por enfermedades zoondticas en la especie es relativamente bajo. Los resultados
también muestran que hay un efecto de la infeccidon por M. avium sobre la condicién corporal de las aves,
que las hembras de mayor tamafio estructural se infectan mas facilmente y que existe un efecto del sexo
del ave y su tamafio estructural. Ademas, sugieren que uno de los posibles dispersores de patégenos
zoondticos como Mycobacterium dentro de la poblacién de Pardela mexicana de Isla Natividad son las
gaviotas, puesto que, estas aves anidan en la misma drea y por medio de sus heces podrian estar

contaminando el ambiente propiciando asi la infeccidon de Pardela mexicana.

Se recomienda que en futuros trabajos se amplie el panorama de diagndstico de patégenos en la Pardela
mexicana mediante la utilizacién de métodos microscdpicos, histopatoldgicos y moleculares. Asi mismo,
se recomienda implementar estudios de inmunocompetencia de la Pardela mexicana para tener un
entendimiento mds completo de la ecologia de enfermedades en la especie que nos permita evaluar con
mayor certeza su riesgo de extincion relacionado a enfermedades infecciosas para ser considerado en los

planes de manejo y conservacion de la especie.

Finalmente, nuestros resultados son relevantes para el sector salud y seguridad de Isla Natividad. Se
sugiere que se evite el contacto entre los habitantes de la Isla y Pardela mexicana y Gaviota occidental
para prevenir contagio en la poblacién humana. Ademas, es importante que se tomen medidas en cuanto
al manejo y funcionamiento del relleno sanitario de la isla ya que éste podria ser un ambiente contaminado
que promueva la dispersion de la infeccion por Mycobacterium y potencialmente tuberculosis entre las

poblaciones de aves marinas y de personas que habitan en la isla.
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