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RESUMEN

En los dltimos afios ha tomado gran interés la
comprension del impacto ecolégico que tienen
las aves en las rutas de diseminacion de genes de
resistencia. Existe amplia evidencia que sugiere que
las aves silvestres pueden portar bacterias resistentes
a los antibioticos y que la transmisién puede ocurrir a
partir de productos de desecho humano. El aumento
en la actividad humana ha acrecentado los indices
de contaminacién y el riesgo de transmision de
enfermedades. Es por ello que el objetivo de este
estudio fue determinar la presencia de bacterias
resistentes antibi6ticos en aves capturadas en la
Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn: campus Ciudad
Universitaria. Se realizé un muestreo durante el periodo
noviembre 2017 - abril 2018. Una vez capturadas las
aves se realizd un hisopado cloacal para el aislamiento
de bacterias en medios selectivos y su posterior
identificacién por medio de MALDI-TOF. Para evaluar
los patrones de resistencia, se realizaron antibiogramas
por el método Kirby Bauer. Un total de 27 aves de 3
ordenes fueron capturadas: Passeriformes, Piciformes
y Columbiformes, sobresaliendo las especies de:
Columba livia (Paloma doméstica), Melanerpes aurifrons
(Carpintero Cheje), Catharus guttatus (Zorzal cola canela)
y Passer domesticus (Gorribn doméstico). Se obtuvieron
40 aislamientos de los cuales el 75% correspondieron a
cepas de la familia Enterobacteriaceae y 27.5% a bacterias
Gram positivas. Las bacterias mayormente encontradas
en las muestras analizadas fueron Escherichia coli
(n=17) y Enterobacter sp. (n=6), siendo E. coli la de mayor
resistencia a los antibioticos. Sélo una cepa Enterobacter
sp. proveniente de P. domesticus presentd resistencia a 3
de los 10 antibiéticos de prueba. La especie con mayor
aislamiento de bacterias resistentes a antibioticos fue
C. livia con un 33% del total de las bacterias resistentes,
seguida por C. guttatus con un 30% y M. aurifrons con
un 28.57%. Estos resultados sugieren que las aves
evaluadas son portadoras de bacterias resistentes
a antibidéticos que pueden participar en el flujo e
intercambio de genes de resistencia entre diferentes
especies.
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ABRSTACT

In recent years, the ecological impact of wild birds in
dissemination routes of resistance genes has taken
great interest. There is evidence to suggest that wild
birds can carry antibiotic-resistant bacteria and that
transmission can occur from human waste products.
The increase in human activity has increased pollution
rates and the risk of disease transmission. Thus, the
objective of this study was to determine antibiotic-
resistant bacteria in birds captured at the Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn: campus Ciudad Universitaria.
Sampling was carried out during the period November
2017 - April 2018. Once the birds were captured, a
cloacal swab was performed for the isolation of bacteria
in selective media and their identification by MALDI-
TOF. To evaluate resistance patterns, antibiograms
were performed using the Kirby Bauer method. A total
of 27 birds of 3 orders were captured: Passeriformes,
Piciformes and Columbiformes, standing out the species
of: Columba livia (Domestic Dove), Melanerpes aurifrons
(Cheje Woodpecker), Catharus guttatus (Cinnamon-tailed
Thrush) and Passer domesticus (Domestic Sparrow). Forty
isolates were obtained, of which 75% corresponded to
strains of the Enterobacteriaceae family and 27.5% to
Gram-positive bacteria. The bacteria mostly found in
the analyzed samples were Escherichia coli (n=17) and
Enterobacter sp. (n=6) and the bacterial species with the
highest resistance to antibiotics was E. coli. Only one
Enterobacter sp. from P. domesticus showed resistance
to 3 antibiotics. The species with the highest isolation
of bacteria resistant to antibiotics was C. livia with 33%
of all resistant bacteria, followed by C. guttatus with 30%
and M. aurifrons with 28.57%. These results suggest
that the birds tested are carriers of antibiotic-resistant
bacteria that may participate in the flow and exchange
of resistance genes between different species.
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INTRODUCCION

a resistencia a los antibidéticos es un

problema mundial en la medicina humana

y veterinaria con un aumento de muertes y

costos para el tratamiento de enfermedades

infecciosas. El uso indiscriminado de diversos
antibiéticos se considera uno de los factores que
han influido en el incremento de la resistencia y
diseminacién de bacterias resistentes (Berrios, 2005).
La aparicién de bacterias multirresistentes ha sido
resultado del incremento de la poblacién acompafiada
de la contaminacién ambiental, acrecentando el
riesgo de transmision de enfermedades ya conocidas
y el surgimiento de nuevas (Grobbel et al. 2007;
Medina-Vogel, 2010). Algunos reportes indican
que las aves silvestres podrian ser un reservorio
importante de bacterias resistentes a los antibiéticos,
en particular las aves silvestres migratorias por
su capacidad de desplazamiento a larga distancia
(Tardén et al. 2021). Estudios llevados a cabo para
el monitoreo de la resistencia a antibidticos en aves
encontraron que el 30% de las bacterias aisladas
presentaron resistencia a antibidticos y la especie
mayormente encontrada fue Escherichia coli (Hasan
et al. 2012). Este estudio comprobd6 que el uso
indiscriminado de antimicrobianos en los alimentos
para aves domeésticas y el contacto entre aves de
corral, aves silvestres y humanos son factores
para la propagacién de genes de resistencia. Otras
investigaciones han encontrado a la bacteria E. coli
resistente a antibidticos en patos, gansos (Cole
et al. 2005; Middleton y Ambrose, 2005), gaviotas
(Camarda et al. 2006), palomas (Radimersky et al.
2010) y paseriformes (Nakamura et al. 1982). De igual
manera, muchos factores pueden contribuir para la
adquisicion de bacterias resistentes en aves silvestres,
sin embargo, las principales rutas de transmisién se
asocian a las actividades humanas especialmente el
contacto con sitios contaminados como agua, sueloy
basura (Cole et al. 2005). El monitoreo de los patrones
de resistencia a antibioticos en diferentes poblaciones
de animales nos permitira estudiar la dinamica de
transferencia de bacterias o genes de resistencia
de animales a humanos y viceversa. En las ultimas
décadas los problemas ambientales se han convertido
en una preocupacion con respecto a la expansién de
las actividades humanas en areas que comidnmente
no eran pobladas. Areas altamente concurridas como
parques, escuelas, plazas entre otras han tomado
importancia en el estudio del impacto que tienen
las actividades humanas en los ecosistemas. Es por
ello que en la presente investigacion se determiné
la presencia de bacterias resistentes a antibidticos
aisladas de aves de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn.

METODOLOGIA
ZONA DE ESTUDIO

El campus de Ciudad Universitaria de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledén (UANL) cuenta con una
superficie de 434 Ha y se localiza en el municipio de
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San Nicolas de los Garza, Nuevo Leodn. Alberga edificios
como rectoria, oficinas administrativas, facultades,
centros e institutos de investigacion, bibliotecas, un
centro de informatica, auditorios y centros deportivos.
Cada dia recibe en sus distintas instalaciones mas de
110,000 personas entre empleados, docentes, alumnos
y visitantes.

COLECTA Y ANALISIS DE MUESTRAS

Durante los meses de noviembre 2017 - abril del
2018 se realizaron capturas colocando dos redes de
niebla (6x3m) perpendiculares entre si, en zonas con
interaccién antropogénica (caminos, plazas, zonas de
descanso) en la Ciudad Universitaria (UANL), (ver Figura
2). Durante periodosde6ama 12pmyde4pma6 pm,
en un lapso total de 22 dias. Se identificaron las especies
de aves capturadas in situ y solo se tomaron en cuenta
especies que no se encuentren en alguna categoria de
riesgo de acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010
(Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
[SEMARNAT] 2010. Norma Oficial Mexicana) para evitar
la captura de especies migratorias y/o algun estatus de
conservacion. Una vez capturadas las aves se realiz6
un hisopado cloacal para el aislamiento de bacterias
en medios selectivos y su posterior identificacion por
medio de MALDI-TOF. Se colocaron en tubos con 9 mL
de agua peptonada bufferada a una temperatura de
15 °C. Las muestras obtenidas fueron trasladadas al
Laboratorio de Microbiologia General de la FCB-UANL,
para su posterior analisis.

AISLAMIENTO DE BACTERIAS

El tubo de agua peptonada bufferada se colocé en
incubacion durante 24 hr a temperatura de 35 + 2
°C. Pasado el tiempo de incubacién se procedio a
la evaluacién de la presencia de bacterias para su
aislamiento. Para el aislamiento de las bacterias
Gram negativas se tom6 una asada del tubo de agua
peptonada bufferada OXOIDTM y se colocé en agar
Mac Conkey OXOIDTM a 35 °C por 24 h. De la misma
manera para las bacterias del género Salmonella y
Shigella se tomé alicuotas de 1 mL del tubo de agua
peptonada bufferada que fueron colocados en tubos
con 9 mL de caldo tetrationato MerckTM para incubar
a 41 °C = 2 respectivamente. Cumplido el tiempo
de incubacién se tom6 una asada de cada uno de
los caldos para sembrar en medio XLD OXOIDTM
y Salmonella- Shigella OXOIDTM e incubar a 35 °C
+ 2 por 24 horas. Las bacterias presuntivas fueron
seleccionadas de acuerdo con sus caracteristicas
microscépicas y macroscépicas en cada uno de los
medios de cultivos utilizados para proceder a su
identificacion.

IDENTIFICACION DE BACTERIAS

Para la identificacion taxondmica se tomé una alicuota
de colonia aislada y fue distribuida en el pocillo
correspondiente de la placa MALDI, se mezcl6 con 1pL
de acido féormico para la extraccién de DNA, y se dejo
reposar hasta secar. Posteriormente la identificacion
se llevo a cabo por el equipo automatizado de
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espectrometria de masas MALDI-TOF (BD™ Bruker
MALDI Biotyper™) en el Laboratorio de Diagnostico
Microbiologico de Alta Especialidad en el Servicio de
Gastroenterologia, Hospital Universitario Dr. José
Eleuterio Gonzalez en Monterrey, Nuevo Leoén.

EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS DE CEPAS
AISLADAS

Una vez identificados los aislamientos se procedi6 a
la evaluacién de la susceptibilidad a los antibioticos
siguiendo los criterios establecidos por el Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI, 2017). Brevemente,
los aislados fueron activados en medio soya
tripticaseina. Una vez cumplido el tiempo de incubacion
los aislados fueron ajustados a la escala de Mac Farland
a 74.5% de transmitancia a 625 nm mediante un
espectrofotdmetro Thermo Scientific TM GENESYS TM
20. Por medio de hisopo estéril se sembro por extension
en cajas de agar Muller Hinton OXOID TM de 4 mm de
altura rotando 60° la caja para una siembra uniforme
pasados de 3 a 5 min para que toda humedad sea
absorbida se colocaron los discos sobre la superficie del
agar utilizando pinzas estériles y presionando un poco
para que quede bien adherido y ademas quedando
por lo menos una distancia de 25 mm entre cada disco
y no excediendo mas de 12 discos en una caja de 150
mm y no mas de 6 en una de 100 mm, los antibiéticos
utilizados fueron amoxicilina con acido clavulanico,
cefotaxima, cloranfenicol, trimetoprim/sulfametoxazol,
ciprofloxacina, imipenem, meropenem, ertapenem,
amikacina y gentamicina marca OXOID TM ya colocados
los antibidticos, las cajas se incubaron a 35°+ 2 °C por
24 horas y pasado este tiempo se midieron los halos de
inhibicién y se comparé con los estandares establecidos
por el CLSI.

Figura 1. Aves capturadas en zonas con actividad
antropogénica en Ciudad Universitaria de la UANL.
a) Zorzal cola canela (Catharus guttatus), b) Paloma

domestica (Columba livia), c) Carpintero Cheje
(Melanerpes aurifrons) y Gorrion domeéstico (Passer
domesticus).
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Tabla 1. Identificacién de cepas bacterianas por medio de espectrometria de masas MALDI-TOF de
muestras provenientes de cloacas de aves capturadas en Ciudad Universitaria de la UANL

Orden Género y especie

Total cepas aisladas

Especies bacterianas

Zorzal Cola Canela
(n=4)

Passeriformes

Gorrién domestico
(n=2)

Piciformes Carpintero cheje

(n=5)

Paloma doméstica
(16)

Columbiformes

ResuLTADOS

En nuestra investigacion fueron capturadas 27
aves de 3 6rdenes Passeriformes, Piciformes y
Columbiformes; sobresaliendo las especies: Columba
livia (Paloma doméstica) (n=16), Melanerpes aurifrons
(Carpintero cheje) (n=5), Catharus guttatus (n=4)
(Zorzal cola canela) y Passer domesticus (Gorrién
domeéstico) (n=2) (insertar fig. 1).

De las muestras analizadas, se obtuvieron
40 aislamientos de los cuales el 75% (n=30)
correspondieron a cepas pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae y 25% (n=10) a bacterias Gram
positivas. Las bacterias con mayor frecuencia en las
muestras analizadas fueron E. coli (n=17), seguida
por Enterobacter sp. (n=6), Klebsiella pneumoniae
(n=3), Citrobacter sp. (n=3) y Moellerella wisconsensis
(n=1) (Tabla 1).

De las 30 bacterias aisladas pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, el 40% (n=12) presentaron
resistencia al menos a uno de los antibiéticos,
siendo la Amoxicilina con acido clavulanico (n=8) el
antibidtico al cual presentaron mayor resistencia
las cepas aisladas. Se detectdé baja resistencia
al Trimetoprim/sulfametoxazol, Gentamicina,
Cloranfenicol, Cefotaxima y Ertapenem en solo el 3%
de los aislados (n=1).
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Enterobacter asburiae, Complejo E.cloacae

Enterobacter kobei Complejo E. cloacae
Enterobacter cloacae

Micrococcus luteus

Staphylococcus sp. Probable S. warneri

Enterococcus sp. Probable E. termitis

Enterobacter cloacae Complejo E. cloacae

No identificable
Citrobacter koseri

Moellerella wisconsensis

Escherichia coli (2)
Citrobacter braakii
Citrobacter freundii

Enterobacter sp. Complejo E. cloacae

Escherichia coli (2)
Enterococcus faecalis (3)
Enterobacter sp. Complejo E. cloacae

Enterococcus mundltii

Escherichia coli (12)

Pseudomonas putida (1)

Pseudomonas sp. Complejo P. putida (2)

Klebsiella pneumoniae (3)

Figura 2. Captura de Carpintero chepe en zonas con actividad
antropogénica en Ciudad Universitaria de la UANL.
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Figura 3. Halos de inhibicion
para determinacion de
susceptibilidad a los antibidticos
de cepas aisladas de aves

de ciudad Universitaria. A.
Citrobacter koseri sensible a
amoxicilina con acido clavulanico.
B. Enterobacter sp. resistente a
amoxicilina con acido clavulanico.

La especie bacteriana con mayor resistencia a
los antibioticos fueron las cepas de E. coli (n=6),
presentando resistencia a Amoxicilina con acido
clavulanico, Cloranfenicol, Amikacina y Gentamicina.
Solo una sola cepa Enterobacter sp. proveniente del
Gorrién domestico present6 un patron de resistencia
a 3 antibidticos (Amoxicilina con acido clavulanico,
Cefotaxima y Ertapenem). Las especies de aves con
mayor nimero de bacterias aisladas que presentaron
resistencia a los antibi6ticos fueron la Paloma
domeéstica, Zorzal cola canela y Carpintero cheje.

DiscusIiONES

La resistencia a los antibidticos es un problema
muy complejo que involucra especies bacterianas,
reservorios, mecanismos de resistencia y transferencia
de genes de resistencia. Las bacterias resistentes a
antibioticos pueden ser adquiridas por los humanos
a través de vias alternativas como la transmision de
persona a persona, exposicién ambiental y exposicién
directa a los animales (Guardabassi et al. 2004). Hoy en
dia crece la atencidn en estudiar estos mecanismos y el
impacto que estos tienen en la naturaleza.

A partir de los hisopados cloacales se identificaron
enterobacterias de E. coli, Enterobacter sp., K.
pneumoniae, Citrobacter sp. y M. wisconsensis. Estas
bacterias estdn presentes cominmente dentro de la
microbiota intestinal de las aves. Estudios realizados en
el tracto gastrointestinal de aves han determinado que
las bacterias mas comunes que se pueden encontrar
pertenecen al grupo de los lactobacilos, enterococos,
E. coli y clostridios. Estas especies que conforman
la microbiota del ave juegan un papel esencial en la
proteccion del intestino de los animales frente a la
colonizacion de patdgenos (Bailey et al. 2013). De la
misma manera la presencia de estas enterobacterias
ha sido reportada en otros estudios como el realizado
por Braconaro (2012) donde caracterizé la microbiota
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de Passeriformes evidenciando la presencia de E. coli,
Enterobacter sp., K. pneumoniae entre otras, que fueron
de las bacterias mayormente aisladas en este estudio.

En el caso de nuestro estudio se encontraron bacterias
que no se aislan frecuentemente de las microbiotas
de aves como Pseudomonas sp., Citrobacter braakii
y M. wisconsensis; las cuales son potencialmente
patégenas para el ser humano. La bacteria C. braakii
ha sido reportada por comprometer la salud de
pacientes inmunocomprometidos (Hirai et al. 2016).
Otro ejemplo es la cepa de M. wisconsensis encontrada
en el ave Zorzal cola canela, la cual se ha reportado
en pacientes enfermos provocando diarreas, ademas
puede encontrarse en suministros de aguas no
cloradas (Hickman et al. 1984). En nuestros resultados
este microorganismo no presentd resistencia a alguno
de los antibiéticos probados y esto concuerda con lo
reportado por Koneman (2008) que describe que esta
especie regularmente presenta sensibilidad a la mayoria
de los antibidticos.

7.14%

0,
7.14% 7.14%

57.14%
[ Amoxicilina con acido clavulanico
[ Cefotaxima

Il Cloranfenicol

[ Trimetroprim/sulfametozaxol
[ Ertapenem
[ ] Amikacina
[ Gentamicina

Figura 4. Porcentaje de resistencia a antibiéticos de cepas aisladas de
cloacas de aves provenientes de Ciudad Universitaria de la UANL.
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Recientemente se ha demostrado que especies
silvestres entre ellas aves y en especial aquellas que
tienen contacto con el hombre y el ganado pueden ser
reservorios de bacterias resistentes (Sacristan, 2012).
En nuestra investigacién la especie de bacteria que
presentd mayor resistencia a los antibioticos fue E. col.
Se encontré mayor resistencia al antibiético amoxicilina
con acido clavulanico (2), trimetoprim/sulfametoxazol
(1), gentamicina (1), cloranfenicol (1) y amikacina
(1). En el caso de los antibiéticos betalactdmicos de
acuerdo a la SEFH (2008), son muy pocas las cepas
de enterobacterias que presentan sensibilidad a este
tipo de antibidtico por lo que es comun encontrar
cepas resistentes. E. coli es parte de la flora intestinal
normal en humanos, esta bacteria ha sido usada
como indicador de contaminacion fecal de aguas y
con ello la posible presencia de patégenos intestinales
(Vittecoq et al. 2016). Se conoce que constituyen un
reservorio de genes de resistencia que puede utilizarse
como indicadores de cambios en la resistencia a los
antimicrobianos (Radhouani et al. 2012). Se ha puesto
en evidencia la importancia de la vida silvestre como
reservorio y parte de la ruta de transmision de genes
de resistencia clinicamente relevantes. En las aves
silvestres existen factores ecolégicos que pueden
aumentar la probabilidad de encontrar bacterias
resistentes como la migracién comportamiento y altas
densidades de poblacién (Carattoli, 2008). Algunos
autores han sefialado que bacterias como E. coli es facil
de diseminarse y transmitir genes de resistencia del
ganado y los seres humanos a la vida silvestre, siendo
poco conocidos los mecanismos que estos tienen en la
diseminacién en el medio ambiente (Wellington et al.
2013). Es por ello que el aislar a esta especie de bacteria
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en aves es comun ya que las rutas de transmision
pueden estar asociadas a las actividades humanas
especialmente en nuestro caso al contacto con basura.

Estudios previos de resistencia a antibiéticos han
demostrado que en aves como el Gorrion doméstico
se han identificado bacterias con genes de resistencia
a tetraciclinas, fluoroquinolonas y meticilinas (Moreno,
2013). En comparacién con este estudio no se encontro
resistencia a estos grupos, sin embargo, se encontré
resistencia a ertapenem (Enterobacter sp.) perteneciente
al grupo de los carbapenémicos los cuales son
antibidéticos de relevancia en la salud ya que son
altamente utilizados en el tratamiento de infecciones
por bacterias Gram negativas (Moreno, 2013).

En México existen pocos estudios que evallen la
presencia de bacterias resistente a antibidticos en
aves, ademas existe poca informacion de los perfiles de
susceptibilidad. En el presente estudio demostramos,
que algunas especies de bacterias Gram negativas
resistentes a antibidticos estan presentes en aves
de Ciudad Universitaria en San Nicolds de los Garza,
Nuevo Ledn exhibiendo el papel que pueden tener
las aves en la diseminacion de bacterias resistentes.
Esta investigacion puede ayudar a evaluar los riesgos
potenciales o existentes de propagacion de genes de
resistencia entre aves silvestres y humanos.
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