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Microbiologia clinica en fauna salvaje
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os Centros de Recuperacién y Hospitales de

Fauna Salvaje son entidades, generalmente
promovidas por ONGs, que desempefian un
importante papel en el mantenimiento de la biodi-
versidad. Estos Centros reciben actualmente un
gran numero de pacientes de muy diversas espe-
cies, predominando en el interior de la Peninsula
Ibérica las pertenecientes a las rapaces. De esta
forma, en los ultimos anos hemos podido apren-
der mucho sobre las patologias, los métodos de
diagnéstico y tratamiento de las enfermedades de
la fauna salvaje. Para llegar a estos resultados es
necesario una aproximacién multidisciplinar a
nuestros estudios en los que se conjugan las apor-
taciones de los veterinarios, etélogos, anatomopa-
télogos y, por supuesto, microbiélogos.

Las dificultades que nos encontramos a la hora
de intervenir en la fauna salvaje, si las compramos
con la clinica humana, son variadas. En primer
lugar, el nimero de especies que se reciben es ele-
vado, presentando importantes diferencias fisiol6-
gicas, anatémicas y funcionales, lo que complica
el diagnéstico, la interpretacion de los resultados,
el tratamiento y la evolucién del paciente. En
segundo lugar, la mayoria de los animales salva-
jes, como mecanismo de supervivencia, no pre-
sentan signos clinicos hasta que estan gravemen-
te enfermos y, ademas, estos sintomas son muy
vagos y comunes a muchas enfermedades muy
diferentes. La ausencia de sintomas o su inespeci-
ficidad hacen el diagnéstico muy complicado. Una
ultima dificultad es la que supone el manejo del
paciente para el examen fisico, toma de muestras,
diagnéstico, tratamiento y rehabilitacién. La
mayoria de los pacientes, incluidos los que toleran
la presencia humana, no estan acostumbrados al
manejo, por lo que requieren medios especiales.

La ley 4/1989 de Conservacién de los Espacios
Naturales y de la Flora y Fauna Silvestres estable-
ce, en su articulo 26 (apartado 4), que quedan
prohibidos la captura, posesién, trafico y comercio
de ejemplares, vivos o muertos, de animales sil-
vestres, especialmente los incluidos en el Catalogo
Nacional de Especies Amenazadas. Debido a esta
ley, la Ginica fuente de muestras en fauna salvaje
son los Centros de Recuperacion y Hospitales de
Fauna Salvaje. A nuestro laboratorio llegan habi-
tualmente tres tipos de muestras microbiologicas.
En primer lugar, las que proceden de casos clini-

cos de animales atendidos en el Hospital. En
segundo lugar, los oOrganos procedentes de
necropsias de animales que llegan muertos al
Centro. Por ultimo, muestras procedentes de los
programas de cria que desarrollan las diferentes
Organizaciones. En este caso, son huevos aborta-
dos por motivos desconocidos y muestras para el
control de patogenos. En los tres tipos de mues-
tras destacan mayoritariamente los aislamientos
de Gram-negativas y, sobre todo, Enterobacteriaceae.
Las especies detectadas han sido muchas, por lo
que pasaremos a tratar de las mas representati-
vas.

Las cepas de E. coli patégenas en humanos y
que, a veces, se pueden asociar a animales son las
Enteropatogenas (EPEC), Enterotoxigénicas
(ETEC), Enteroinvasivas (EIEC), Enterohemo-
rragicas (EHEC), Enteroagregativas (EaggEC),
Uropatogénicas (UPEC) y las de Meningitis
Neonatal (NMEC). Algunas de éstas han sido ais-
ladas de animales salvajes, como es el caso de las
EHEC en ciervos de varios paises, o las UPEC, en
colibacilosis en avifauna salvaje (O2 K1 y O1 K1
coinciden en el antigeno somatico), lo cual es logi-
co, puesto que al ser eliminados por la orina, esta-
ran presentes en aguas y otros lugares relaciona-
dos con la contaminacién. Las cepas NMEC se
caracterizan por la posesion del antigeno capsular
K1, un polisacarido quimica y antigénicamente
idéntico al polisacarido B de Neisseria meningiti-
dis. Este polisacarido lo presentan algunos aisla-
dos en avifauna salvaje (O2 K1 y O1 K1, coinciden
en el antigeno capsular). Cuando E. coli actua
como parasito intestinal, tiene genes de virulencia
que le facilitan esa forma de vida, induciendo y
descubriendo las adhesinas correspondientes. Por
el contrario, cuando la infeccion es sistémica, caso
que nos encontramos con mas frecuencia en
fauna salvaje, E. coli induce la produccién de su
polisacarido capsular que, con su poder antifago-
citario, le mantiene mas protegido de la fagocitosis
en sangre o en los tejidos. De ahi la coincidencia
de la presencia del antigeno K1 en las cepas
NMEC y alguno de los aislados en avifauna salvaje.

A las cepas citadas como patdégenas en huma-
nos, hay que anadir el grupo de las denominadas
APEC (Avian Pathogenic E. coli), patogenas en aves
de consumo, en las que causan aerosaculitis, poli-
serositis y otras afecciones extraintestinales. Son
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cepas productoras de fimbrias F1 y de aerobacti-
na, sideréforo relacionado con la infecciéon sisté-
mica. En nuestras muestras procedentes de aves
salvajes nos hemos encontrado serotipos de APEC
ya descritos en aves de abasto y otros no tipables,
lo que implicaria su pertenencia a serotipos nue-
vos. En los casos clinicos de colibacilosis sistémi-
ca, las cepas aisladas eran productoras de aero-
bactina. En estos casos, ante el aislamiento de E.
coli en varios 6rganos, se plantea la comprobacion
de si las cepas aisladas son la misma y si se trata
de una cepa capaz de desencadenar una septice-
mia. Para comprobar los diagnésticos hemos
empleado la ribotipificacién con sonda usando
como enzimas Clal y Mlul. Tanto la Clal-ribotipifi-
cacion como la Miul-ribotipificacién resultaron
buenas herramientas para discriminar entre
cepas de E. coli en diferentes casos clinicos. Para
establecer el caracter invasivo, la duraciéon de la
enfermedad y las lesiones en los érganos recurri-
mos a un modelo animal en pollos de gallina.

La incidencia de Salmonella en fauna salvaje es
mas baja, si la comparamos con E. coli. El por-
centaje de aislamientos en rapaces de vida libre ha
sido inferior al 5% en los ultimos afos. En el caso
de rapaces algunos afos en cautividad hemos
obtenido numeros superiores, pero se trata de
casos de diseminacién de un brote. En aves no
rapaces de vida libre encontramos prevalencia
superior al 11%, y mayor al 7% en las cautivas,
aunque no se puede sacar ninguna conclusion de
estas cifras, por ser muestras con numeros muy
diferentes y coincidir también con algunos brotes.
Todos nuestros aislados han sido caracterizados
como Salmonella enterica subsp. enterica, aunque
pertenecientes a diferentes serotipos y fagotipos.
En general, el serotipo y el fagotipo siguen siendo
los marcadores epidemiolégicos eficaces en

Salmonella, aunque, cuando se trata de brotes
concretos, hemos tenido que recurrir a métodos
de tipificaciébn genéticos. En un brote de
Salmonella serotipo Havana, que afecté a varias
especies de animales residentes en el Hospital de
Fauna Salvaje de GREFA, recurrimos a AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism). En
brotes de Salmonella enterica serotipo Typhimurium
DT160 que aislamos asociados a mortandad de
gorriones hubo que recurrir a ribotipificacion,
[S200-tipificacion y electroforesis en campo pulsa-
do para resolverlos adecuadamente.

Entre otros casos, debidos a otras
Enterobacteriaceae, podemos citar algunos parti-
cularmente interesantes: En primer lugar, dos
casos de septicemia por Yersinia pseudotuberculo-
sis, un cernicalo comun y un pollo de buitre, que
seran las primeras descripciones de pseudotuber-
culosis en rapaces. En segundo lugar, varios
casos, no relacionados entre si, de rapaces y no
rapaces con septicemia por Serratia marcescens.
Y, por ultimo, diferentes casos clinicos con afec-
ciones renales fatales, producidas por Klebsiella
pneumoniae, en azor, ardilla, buho chico y gaviota
reidora.

Una segunda familia importante que se aisla en
fauna salvaje es Chlamydiaceae. Anteriormente
constaba de un tnico género, Chlamydia, que se
ha dividido en dos géneros, Chlamydia y
Chlamydophila. Se han afiadido dos nuevas espe-
cies, Chlamydia muridarum y Chlamydia suis que,
junto con Chlamydia trachomatis, constituyen el
género Chlamydia. El nuevo género, Chlamydophila,
incorpora las especies Chlamydia pecorum,
Chlamydia pneumoniae y Chlamydia psittaci, para
dar lugar a Chlamydophila pecorum, Chlamydophila
pneumoniae y Chlamydophila psittaci. Por tltimo,
aparecen tres nuevas especies derivadas de
Chlamydia psittaci: Chlamydophila abortus,
Chlamydophila caviae y Chlamydophila felis.

Chlamydophila psittaci se encuentra amplia-
mente distribuida en la naturaleza, pudiéndose
aislar a partir de un gran numero de animales.
Esta especie es especialmente contagiosa, agente
de la psitacosis u ornitosis caracteristica de las
aves. La informacion acerca de la prevalencia de la
infeccion por clamidia en aves salvajes es muy
reducida, existiendo muy pocas investigaciones a
este respecto, aunque parece que su incidencia,
especialmente en rapaces, es muy baja. Las aves
infectadas pueden liberar el agente infeccioso a
través de las heces, orina, exudados respiratorios
y oculares, produciéndose la dispersion del mismo
a través de las corrientes de aire. La ingestion de
la bacteria conlleva a la infecciéon de las células
epiteliales. También puede haber transmision ver-
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tical que produciria la infeccion del huevo. Sin
embargo, existen marcadas diferencias en la sus-
ceptibilidad del huésped dependiendo de la espe-
cie del mismo, asi como también de la edad del
individuo siendo los mas jévenes los que son mas
susceptibles a la bacteria, que puede desencade-
nar, en muchos casos, la muerte de los mismos.
Los signos clinicos mas caracteristicos son un
debilitamiento en el plumaje, hipotermia, letargia
disnea y deshidratacién. Existe también el estado
subclinico, caracteristico de las especies con una
reducida susceptibilidad o de aquellas infectadas
con una cepa de virulencia moderada, aparecien-
do diarrea y conjuntivitis principalmente. En el
estado asintomatico, el animal puede eliminar el
agente infeccioso a través de las materias fecales.
Por tanto, se ha de considerar la posible transmi-
sién del agente infeccioso en aves en cautividad,
ya que la existencia de una sola ave infectada por
esta bacteria es suficiente para que todas las
demas se encuentren expuestas al agente infec-
cioso, aunque esto no implique que desarrollen la
infeccion. Las infecciones con psitacosis, linfogra-
nuloma venéreo y tracoma constituyen la quinta
causa de las infecciones bacterianas asociadas a
laboratorio. El contacto y exposiciéon a aerosoles
infecciosos en el manejo, cuidado o necrépsias de
aves infectadas son la principal fuente de psitaco-
sis asociada a laboratorio. Las clamidias se pue-
den encontrar en tejidos, heces, secreciones nasa-
les y sangre de los animales infectados. Se reco-
miendan las precauciones propias de un Nivel 2
de Biopeligrosidad. Por esta razén, mientras no
dispongamos de los medios adecuados, nos esta-
mos limitando a la simple deteccion de la presen-
cia de estos microorganismos.

Uno de los métodos que nos permite un diag-
nostico rapido de Chlamydia en animales tanto
sintomaticos como asintomaticos es la realizacion
de un ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay)
automatico mediante el MiniVIDAS de Bio-
Mérieux. Actualmente estamos tratando de opti-
mizar un protocolo para la extraccién y deteccion
mediante PCR. Con las limitaciones anteriormen-
te expuestas, sin llegar a obtener resultados que
determinen el alcance global de estos microorga-
nismos, nuestros resultados apuntan a la presen-
cia de clamidia en poblaciones de aves salvajes en
la naturaleza, siendo causa directa de abortos e
inviabilidad de pollos.

Algunos paises emplean mas de la mitad de su
produccién de compuestos antimicrobianos en el
sector agroalimentario (ganaderia, pesca y pro-
ducciéon vegetal), usandose la mayor parte en el
ganado para estimular el crecimiento. La adminis-
tracién de antibiéticos a los animales puede pro-
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ducir la seleccion de bacterias resistentes a los
antibiéticos en la poblacién animal que después
puede extenderse a los humanos a través de la
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cadena alimentaria. Esta situaciéon ha llevado a
un serio aumento y diseminacién de bacterias
multirresistentes, no so6lo entre las patégenas,
sino también entre las bacterias comensales,
constituyendo un reservorio de genes de resisten-
cia para las patégenas. La fauna salvaje no se
encuentra aislada de la cadena alimentaria, por lo
que muchos de los fenémenos observables en
ganaderia y en clinica humana los estamos obser-
vando en estos animales. De forma rutinaria,
todos los aislamientos que proceden de casos cli-
nicos, son sometidos a antibiograma, no solo para
establecer los posibles tratamientos, sino también
para estudiar las resistencias en aquellos casos en
los que sus fenotipos nos indican que pueden ser
de interés. El estudio de cepas resistentes lo
hemos limitado, por razones practicas, a las
Enterobacteriaceae y entre los antibi6ticos, hemos
empezado centrandonos en el estudio de algunos
de los que se emplean en veterinaria y ganaderia,
B-lactamicos y quinolonas, aunque actualmente
estamos ampliando la investigacién a integrones
portadores de multirresistencia.

Las principales resistencias a quinolonas se
deben a mutaciones en la DNA-girasa y en la
topoisomerasa IV. Una vez constatado el fenotipo
de resistencia mediante antibiogramas por difu-
sién y determinacién de la CMI, detectamos el
genotipo de resistencia, buscando las mutaciones
en las subunidades de ambas enzimas. Para ello
amplificamos y secuenciamos las regiones deter-
minantes de la resistencia a quinolonas, buscan-
do mutaciones en los genes gyrA y gyrB. En la
topoisomerasa IV, buscamos las mutaciones en el
gen parCy en el parE. En la actualidad, tenemos
aislados, secuenciados y depositados en el Gene
Bank de la NCBI, 44 genes de resistencia de
Salmonella y E. coli, y hemos enviado para su
publicacién algunos trabajos. La principal muta-
cion de resistencia que hemos encontrado en E.
coli ha sido en gyrA, en la regién determinante de
resistencia a quinolonas (QRDR), que supone un
cambio de la serina en posicién 83 por una leuci-
na, como se detecta en clinica humana. Se trata
de un cambio tan pequeno, que no afecta a la acti-
vidad de la enzima, lo que nos explicaria su per-
sistencia en el medio ambiente.

La resistencia a f3-lactamicos en Enterobacte-
riaceae se debe principalmente a la produccién de
R-lactamasas, por lo que nos hemos centrado en
el aislamiento y caracterizacién de estas enzimas
en nuestros aislamientos. Entre las f3-lactamasas
detectadas a partir de cepas procedentes de fauna
salvaje, podemos dar algunos datos: El1 60% de los
aislados de E. coli con R-lactamasas, la enzima
detectada era AmpC y, en un caso, una cepa

hiperproductora. También detectamos AmpC en
Serratia marcescens, Enterobacter -cloacae,
Morganella morgani y Citrobacter freundii. Entre
las f3-lactamasas plasmidicas, destaca, no sélo en
E. coli, la presencia de TEM1, en algunos casos
simultaneamente con AmpC, e hiperproduccion
de TEM1 con resistencia a los inhibidores. En
Salmonella hemos detectado TEM1 y TEM?2.
Finalmente, en casi todas las cepas de Klebsiella
pneumoniae, hemos detectado f3-lactamasas cro-
mosomicas tipo SHV1.

Desde que se estudié el transposén Tn21,
muchos fenotipos de multirresistencia se han aso-
ciado a integrones. La evolucién y diseminacion de
las bacterias portadoras de estas estructuras, asi
como de los genes de resistencia es uno de los
aspectos importantes que estamos desarrollando.
En ese sentido, en nuestros estudios preliminares,
ya hemos podido constatar la existencia de inte-
grones de clase I en aislados de origen humano y
animal, no descritos en la bibliografia.

Finalmente, queremos destacar que estos tra-
bajos que venimos desarrollando, no son sola-
mente investigacién basica para incrementar
nuestro conocimiento microbiolégico. También
suponen un apoyo, aun no podemos valorar su
cuantia, al mejor conocimiento y a la conservacion
de nuestras especies salvajes. De hecho, la
demanda de analisis microbiolégico por parte de
los Centros de Recuperacion se ha incrementado
notablemente en los Ultimos afos, y cada vez son
mas las Organizaciones, procedentes de distintas
Comunidades Auténomas, que acuden a nosotros.
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