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RESUMEN

Los loros (Psittacidae: 1lligaer, 1811) es una familia de aves Psittaciformes que se encuentra
gravemente amenazada por causas antropogénicas como: destruccion de hébitats, trafico de
especies, competicion con especies exoticas invasoras y brotes de enfermedades infecciosas. Tasas
muy elevadas de mortalidad han sido registradas en bandadas de loros traficados. Numerosos
decomisos son efectuados cada ano por las autoridades ambientales en México, y las aves que
logran sobrevivir son resguardadas en cautiverios avalados por la Secretaria de Medio Ambiente
(SEMARNAT). Escasos estudios han monitoreado las enfermedades infecciosas mas importantes
de los psitacidos albergados en cautiverio en el pais. Por lo tanto, este estudio exploratorio usa
técnicas  diagnosticas moleculares (PCR), microbioldgicas, coproparasitoscopicas €
histopatologicas para buscar evidencia de la presencia de agentes virales (Herpesvirus 1,
Poliomavirus), bacterianos (Chlamydophila psittaci), fangicos (Candida albicans), y formas de
dispersion parasitarias. Se colectaron muestras de 65 aves en cautiverios en los estados de Chiapas,
Quinatana Roo, Nuevo Ledn y San Luis Potosi. Se encontraron frecuencias de 20% para el caso de
Herpesvirus 1 y 20% para Chlamydophila spp. No se encontrd evidencia de Poliomavirus. Candida
spp. se describié solamente en un deceso de Ara militaris. Parasitos gastroentéricos como
nematodos, cestodos y protozoarios moviles compatibles con Giardia spp. se encontraron s6lo en
el 7.5% de los casos. La region sur-sureste de México presentd mayor frecuencia de los patogenos.
La frecuencia de Herpesvirus 1 es més alta que la reportada por estudios previos, mientras que la

de Chlamydophila spp. y los parasitos presentaron una tendencia similar a lo esperado.

Palabras clave: enfermedades en loros, enfermedades infecciosas psitacidos, virus en loros,

parasitos en loros, loros de México
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ABSTRACT

Parrots (Psittacidae: 1lligaer, 1811) are a family of birds that belong to the order Psittaciformes
which are threatened due to anthropogenic causes, such as: habitat destruction, trafficking,
competition with invasive alien species and outbreaks of introduced infectious diseases. High
mortality rates have been registered recently in traded flocks. Every year the environmental
authority in Mexico performs numerous confiscations and the surviving birds are sent to safe
captivities backed by the Mexican environmental department (SEMARNAT). Few studies have
monitored the most important infectious diseases in captive parrots in the country. Therefore, this
exploratory research uses molecular diagnosis techniques, microbiological techniques, stool
examinations and histopathological examinations to look for evidence of viruses (Psittacid
herpesvirus, Avian polyoma virus), bacteria (Chlamydophila psittaci), yeasts (Candida albicans),
and parasites that affect these species. Samples of 65 birds were collected in captivities in the states
of Chiapas, Quintana Roo, Nuevo Leo6n, and San Luis Potosi. The frequencies of Herpesvirus 1
and Chlamydophila spp. were 20% and 20% respectively. Evidence of Poliomavirus was not found.
Candida spp. was found only in one post-mortem examination of Ara militaris. Gastroenteric
parasites such as nematodes, cestodes and protozoa compatible with Giardia spp. were found only
in 7.5% of the cases. The south-southeastern region of Mexico presented the highest frequency for
the pathogens. The frequency of Herpesvirus 1 was higher than in previous studies, meanwhile for

Chlamydophila spp. and parasites the tendency was similar.

Key words: parrot diseases, psittacine infectious diseases, parrot viruses, parrot parasites, Mexican

parrots



1. INTRODUCCION

Los loros (Psittacidae: 1lligaer, 1811) son una familia de aves del orden Psittaciformes que
incluye aproximadamente 326 especies vivientes (Collar, 1997) y México tiene entre 22-24 de ellas

distribuyéndose naturalmente en su territorio.

Se caracterizan por tener un pico fuerte y curvo, apuntando hacia abajo, ademas de un
plumaje de colores brillantes, teniendo el color verde como comun denominador en la mayoria de
las especies mexicanas. El dimorfismo sexual en estas aves es nulo o casi nulo, con algunas

excepciones puntuales como el Amazona albifrons (Gémez-Garza et al., 2017).

Su sobresaliente inteligencia las lleva a desarrollar aprendizaje, memoria e incluso la
habilidad para mimetizar el lenguaje humano, lo que sumado a su belleza estética los ha vuelto de
los animales mas buscados como compaifiia desde antafio, lo que a su vez les fue ganando un

importante lugar en la cultura de muchos paises, como México.

Para vislumbrar esta “Cultura de Loros” basta con observar detenidamente la carta nimero
24 del tradicional juego de la loteria mexicana: “El cotorro”, que retrata un ejemplar adulto de Loro
de cabeza amarilla (dmazona oratrix magna). También piezas de alfareria de varias culturas
mesoamericanas o los mismos codices Mexicas ilustran la estrecha relacion que los loros han tenido

con los mexicanos desde sus origenes (Gémez-Garza, 2014).

Desafortunadamente, la alta estima que la cultura tiene para con los loros tiene un lado
oscuro. Buscando satisfacer la voraz demanda de estas aves como mascota, miles de ellos son

capturados en el medio silvestre y traficados en condiciones deplorables, puesto que la legislacion

1



vigente prohibe reproducir, criar y comercializar reguladamente psitdcidos mexicanos. Tasas de
mortalidad tan elevadas como 75% se han registrado en loros traficados (Canta-Guzman, Sanchez-
Saldafia, Grosselet, et al., 2007). Esta prohibicidon también fomento la importaciéon masiva de aves
psitacidas exoticas, provenientes especialmente de Sudamérica, mismas que tras escapar del
cautiverio o ser liberadas, compiten ahora por los nichos ecoldgicos con nuestros loros nativos.
Ademas, su ingreso aumenta el riesgo de entrada de nuevos patdgenos virulentos y letales a los que

las poblaciones silvestres no estaban previamente expuestas (Gomez-Garza et al., 2017).

En un contexto de poblaciones con tendencia a la baja y un mercado negro empoderado que
suple la demanda completa de loros mexicanos como mascota, sin importarle el bienestar de las
aves que trafica, es necesario emprender esfuerzos para garantizar que estos nimeros no se
reduzcan mas. Una estrategia para esto es el monitoreo de enfermedades en los loros que tras ser

rescatados del trafico son albergados en cautiverios autorizados por la SEMARNAT.

Por lo tanto, este estudio propone diagnosticar una serie de enfermedades infecciosas de alta
importancia en psitacidos por medio de técnicas moleculares, microbioldgicas,
coproparasitoscopicas e histopatoldgicas. Con esto se puedan evitar brotes de enfermedad y
decesos de valiosos individuos pertenecientes a especies que hoy se encuentran amenazadas.
Ademas, prospectivamente estas acciones diagnosticas contribuyen a la sanidad de las poblaciones
de loros en cautiverio, lo que podra permitir eventualmente que estas aves o su progenie puedan

ser reintroducidas a la vida silvestre con total seguridad para ellos y sus con-especificos.



2. MARCO TEORICO

2.1 LA CONSERVACION DE ESPECIES EN MEXICO

Desde el afio 2000 entr6 en vigor la Ley General de Vida Silvestre, el marco legislativo que
regula la flora y la fauna que habita de forma natural o introducida en el territorio nacional. En
dicha ley se acufi6 por primera vez el término “UMA”, un acrénimo que originalmente significaba
“Unidad de Manejo Ambiental” y que tras una serie de reformas se definiria como “Unidad de
Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre”. De igual manera, en reformas posteriores se

afiadi6 el término “PIMVS”, acronimo de “Predios Intensivos que Manejan Vida Silvestre”.

Las UMA y los PIMVS son dos entidades legales a las que el Estado mexicano les permite
manejar flora y fauna silvestre. Las UMA son predios de extension considerable, con espacios
abiertos y orientados a la conservacion de las especies nativas de México, ya sea de manera
extensiva (sin encierros) o de manera intensiva (en cautiverios). Los PIMVS por su parte suelen
ser predios de menor extension dedicados a la reproduccion de especies exdticas de vida silvestre

con fines de aprovechamiento comercial.

En el ultimo censo de UMAs se contabilizaron 1722 de estas entidades, que en conjunto
representan el 19% del territorio nacional (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
[SEMARNAT], 2018). En ellas, las autoridades ambientales como la Procuraduria Federal de
Proteccion Ambiental (PROFEPA) encuentran aliadas para resguardar ejemplares de fauna

silvestre que son decomisados de las redes de trafico ilegal que operan en el pais.

Uno de los grupos de animales que son mas frecuentemente decomisados por la PROFEPA
y remitidos a las UMAs y PIMVS son los psitacidos (Psittacidae), una familia de aves que tiene
una arraigada y estrecha relacion con la sociedad mexicana y que genera una enorme demanda

comercial.



2.2 ESTATUS DE CONSERVACION DE LOS LOROS DE MEXICO

Segun la Lista Roja de Especies Amenazadas de la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN, 2023), las especies de la familia Psittacidae que se
distribuyen en México tienen diferentes clasificaciones de su Estado de conservacion, llendo desde
la Preocupacion menor (LC), por ejemplo Ara macao, hasta En Peligro de extincion (EN) como
en el caso de Amazona oratrix o Rhynchopsitta terrisi. Sin embargo, esta escala estd en funcion de
los nimeros de individuos a nivel mundial, por lo que es ldgico que las especies endémicas de
Meéxico sean categorizadas en un mayor nivel de riesgo de extincion que las que se distribuyen

también a lo largo de Centroamérica y Sudamerica.

La Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES, 2023) enlista a ocho especies de psitacidos mexicanos en su Apéndice I, la
maxima categoria restrictiva (prohibicion) para el comercio de ejemplares: Amazona auropalliata,
Amazona finschi, Amazona oratrix, Amazona viridigenalis, Ara macao, Ara militaris,
Rhynchopsitta pachyrhyncha, Rhynchopsitta terrisi. El resto de las especies estan enlistados en el
Apéndice II, categoria que incluye especies que podrian estar en peligro de extincion si no se regula

estrictamente su comercio internacional.

Para tener un panorama mas puntual de la condicion de las poblaciones de loros en México
se debe recurrir a su clasificacion en la NOM-059-SEMARNAT-2010, la cual enlista las especies
de seres vivos sujetas a proteccion en el territorio nacional, asi como el grado de proteccion que se
les otorga. Por ejemplo, ambas especies de guacamayas, Ara macao y Ara militaris, en dicha norma
se categorizan como En peligro de extincion (P), lo que contrasta con la escala de la [IUCN y denota
como a pesar de que los nimeros de estas especies estan relativamente estables a nivel mundial, en
el territorio nacional van en vias de la extincion. De hecho, la Norma Oficial enlista a casi todas

las especies de loros de México, con excepcion del Amazona autumnalis.



De igual manera, la Ley General de Vida Silvestre (2021) protege a todas las especies de
vertebrados terrestres, sean enlistados en la NOM-059-SEMARNAT-2010 o no, lo que incluye a
todas las especies de psitacidos que se distribuyan de manera natural en México. También prohibe

en su Articulo 60-Bis 2 el aprovechamiento extractivo con fines lucrativos de estas aves.

2.3 LOS LOROS EN EL MUNDO Y SU GRAN RELEVANCIA CULTURAL

En las palabras de Weston & Memon (2009), la historia del comercio de loros
(Psittaciformes) se remonta a miles de afios atrés, pues la humanidad siempre ha deseado tener un
pedazo de la naturaleza que sea bello. Como ejemplo estan ilustres personajes como Alejandro
Magno o Theodore Roosevelt, que ademds de ostentar un gran poder tuvieron en comun su gusto

por las aves psitacidas como mascota.

Actualmente, los loros tienen un nicho ganado en la cultura popular y los hogares de muchas
naciones, remarcadamente en América Latina. Para ejemplo, la American Veterinary Medical
Association en 2008 reportd a través del US Pet Ownership and Demographics Sourcebook que
3.9% de los hogares estadounidenses tienen aves como mascota, equivalentes a 11.2 millones de
animales. De estos, 75% pertenecen al orden Psittaciformes. En contraste, paises como Costa Rica
donde estas aves se distribuyen naturalmente, hasta el 24% de los hogares tienen uno o mas loros

como mascota (Drews, 2002), forjando lo que se define como “Cultura de Loros”.

Tan relevante es el papel de los psitacidos en esta region del mundo que autores acredores
al Premio Nobel de Literatura, como Gabriel Garcia Marquez, han incluido en su obra retratos que
evocan a estas aves. Véase el siguiente fragmento de Cien Afnos de Soledad (Garcia-Marquez,

1967):

"La calle de los Turcos era otra vez la de antes, la de los tiempos en que los arabes de
pantuflas y argollas en las orejas que recorrian el mundo cambiando guacamayas por chucherias

hallaron en Macondo un buen rincén para descansar [...]".



Multiples ejemplos de la estrecha relacion entre loros y seres humanos se pueden encontrar
en la historia y la cultura de los pueblos que coalescen con sus sitios de distribucion (Figura ).

Lamentablemente, este lugar en la cultura ha tenido un alto precio para las poblaciones silvestres,

como se describe a continuacion.
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Figura 1. Fotografias de la plaza principal de Ciudad Valles, San Luis Potosi, México, durante la festividad del

“Xantolo” o Dia de los muertos. La escultura (izquierda) representa un Loro de cabeza amarilla (Amazona oratrix)
nativo de la zona. El mural (derecha) ilustra un loro del género Amazona al lado de una persona anciana y una

catrina.

2.4 FACTORES LIMITANTES PARA LA CONSERVACION DE LOS LOROS

La principal amenaza para los loros del mundo es el trafico al que se someten para
comercializarlos, tanto por la via legal como por el mercado negro. (Tella & Hiraldo, 2014)
describen que el atractivo plumaje y la habilidad para mimetizar el lenguaje humano los vuelven
muy solicitados como mascota. Esto escala al punto de que 259 especies (74%) de las poco més de
350 que existen en el orden Psittaciformes han sido sujetas al comercio internacional, involucrando
a millones de aves en las décadas recientes. Por este motivo, 30% de las especies de loros estan
actualmente en Peligro de extincion (Donald et al., 2013). Las prohibiciones a nivel internacional
han reducido en cierta medida el efecto del trafico, sin embargo el saqueo de nidos y captura de
aves adultas sigue vigente en muchos paises (Pires, 2012), enfocandose ahora en comercializar en

un mercado local.



Varios paises de América Latina han sido estudiados recientemente en materia del mercado
local de loros, includos Costa Rica, Perti, Nicaragua y México (Gonzélez, 2003; Engebretson,
2006; Canta-Guzman et al., 2007; Goémez-Garza et al., 2017). Cantu-Guzman y colaboradores
(2007) estiman que en México entre 65 000-78 500 de individuos son traficados anualmente y que
el 75% de ellos mueren antes de alcanzar al comprador final, que en el 86-96% de los casos se trata

de un usuario del mercado local.

Ademas de la presion del comercio, los loros de México y del mundo se enfrentan a otros
desafios de origen antropogénico, tales como: destruccion de sus habitats (Figura 2); el crecimiento
de la mancha urbana; y la competencia con especies exoticas invasoras, como el perico monje
argentino (Myopsitta monachus). La introduccion de estas especies exdticas es preocupante, pues
portan patogenos a los que los psitacidos de México no estan expuestos frecuentemente y para los
que no tienen inmunidad de parvada (Gomez-Garza et al., 2017). Esta ultima condicion se ve
atenuada por la escaza investigacion que se ha llevado a cabo para detectar estos patdgenos y la
nula capacidad diagnostica que se tiene para prevenir un brote. El impacto que las enfermedades
introducidas tienen en los loros mexicanos es desconocido en gran medida, tanto a nivel de

individuo como a nivel poblacional.

Figura 2. Un ejemplar de Loro de frente blanca (Amazona albifrons) posado sobre una rama en un sitio recientemente

deforestado en Yucatan, México.



2.5 ENFERMEDADES INFECCIOSAS DE IMPORTANCIA EN PSITACIDOS

El hacinamiento es comun en la cadena de suministro que provee de ejemplares psitacidos al
mercado, tanto de forma legal como ilegal. Esta condicion ha hecho que las enfermedades
infecciosas cobren importancia entre los criadores y comercializadores de loros, ya que los brotes

pueden significar altas tasas de mortalidad y pérdidas econdmicas.

Con una optica conservacionista, estas enfermedades representan un riesgo potencial para las
poblaciones de loros que se encuentran en peligro de extincidon. Las poblaciones en cautividad
podrian correr un riesgo mayor por el hacinamiento, el ingreso de nuevos individuos de origen e
historial desconocido y la falta de medidas de bioseguridad estandarizadas. Un brote puede mermar
considerablemente esfuerzos de reproduccion, crianza, rehabilitacion y liberacion de individuos

valiosos para una especie amenazada.
2.5.1 ENFERMEDADES VIRALES

La enfermedad de Pacheco y el Polioma aviar son dos enfermedades virales con altas tasas
de morbilidad y mortalidad que se han reportado en psitacidos americanos confinados en criaderos,
centros de comercializacion y decomisos. La enfermedad de Pacheco es especialmente preocupante
porque se ha reportado en reservorios aviares enlistados como Especies exoticas invasoras, por
ejemplo, el perico monje argentino (Myopsitta monachus) o el loro de la patagonia (Cyanoliseus

patagonus) (Turral-Ramirez et al., 2017).

La medida en que las poblaciones de estos reservorios exoticos pueden afectar a las psitacidas
nativas y susceptibles es ain desconocida, pero se puede hipotetizar que es un factor de riesgo

alarmante (Gomez-Garza et al., 2017). A continuacion se describen a detalle ambas enfermedades.

2.5.1.1 Enfermedad de Pacheco

El Herpesvirus tipo 1 de los Psitacidos es el causante de esta enfermedad en los loros del
contienente americano, especialmente en los géneros Amazona y Ara. Se trata de un virus con

genoma DNA bicatenario (Miller & Fowler, 2015).



No hay un tropismo viral definido, pero el higado es el drgano que se ve mas afectado en
las revisiones histopatoldgicas. Rifion, bazo, pancreas e intestino también pueden fungir como

sitios de replicacion.

Las lesiones incluyen necrosis, congestion y hemorragia, con cuerpos de inclusion
intranucleares en las células diana, especialmente hepatocitos (Miller & Fowler, 2015). La lesion
macroscopica mas evidente es el higado con bordes redondeados con zonas de necrosis coagulativa
multifocal de color palido. Las lesiones microscopicas incluyen cuerpos de inclusion basofilicos
(sin halo de inhibicion) y eosinofilicos (con halo de inhibicion) al interior del nucleo. La formacion
de sincitios (aglomeracion celular con pérdida del patron morfoldgico normal) es frecuente como
una adaptacion que permite la transmision facilitada de viriones a las células adyacentes (Sanchez-

Godoy, 2023).

El hacinamiento promueve el contagio, que se da a través de heces, aerosoles y contacto
directo. Se atribuye la entrada del patdégeno a los nuevos ingresos en un grupo de aves (Gomez-

Garza et al., 2017).

La signologia es stbita, siendo la muerte repentina de varios animales uno de los primeros
hallazgos que se dan en los brotes de esta enfermedad. Las heces se vuelven verdes denotando la
presencia de biliverdina, un metabolito indicador de insuficiencia hepatica (Cambrico Biotech
Laboratory, 2015). La anorexia y depresion crénica son también signos inespecificos (Gomez-

Garza et al., 2017).

El diagnoéstico definitivo de esta enfermedad se realiza comparando los hallazgos
histopatologicos con la deteccion molecular por medio de PCR a partir de heces o sangre (Miller

& Fowler, 2015).

2.5.1.2 Polioma aviar

El virus del Polioma aviar, perteneciente a la familia Polyomaviridae, causa la enfermedad.
Es un virus no envuelto con genoma DNA bicatenario. El tropismo del virus no es especifico, pero

se replica en células de 6rganos parenquimatosos, como higado, rifién y bazo.



Las lesiones macroscopicas incluyen anormalidades en plumas, hidropericardio,
cardiomegalia, hepato-esplenomegalia, congestion renal y hemorragias en cavidades, tejido
subcutdneo y seroso. Ademads, se observan zonas de necrosis coagulativa multifocal de color
blanco (Miller & Fowler, 2015; Sanchez-Godoy, 2023). Microscopicamente, los cuerpos de
inclusion son ligeramente eosinofilicos y vitreos (en espejo). Una distincion remarcable de las
inclusiones intranucleares generadas por Polioma aviar es que causan cariomegalia a diferencia de

otras inclusiones de virus DNA, como Herpesvirus (Sanchez-Godoy, 2023).

El contagio se da por contacto directo, aerosoles, ingestion de material contaminado,
fomites e incluso por via vertical (Miller & Fowler, 2015). La signologia es similar a otras
enfermedades infecciosas, por ejemplo: Distrofia en plumas, como con Circovirus aviar; diarrea y
anorexia cronica, como en Enfermedad de Pacheco, y estasis de Buche, como en Candidiasis
(Miller & Fowler, 2015). Probablemente, las hemorragias generalizadas son el signo que permitiria
diferenciar a esta enfermedad de otras (Gémez-Garza et al., 2017). Sin embargo, el diagnostico

molecular por técnica de PCR es necesario para confirmarlo.

2.5.2 ENFERMEDADES MICOTICAS Y BACTERIANAS

Desde el enfoque de la conservacion, las enfermedades bacterianas y micoticas pueden
considerarse de menor impacto por tener tasas de morbilidad y mortalidad bajas en contraste con
los virus, especialmente cuando el sistema inmunologico del ave se encuentra en Optimo estado y
no enfrenta co-infecciones. Sin embargo, algunas de estas enfermedades son zoonoticas y pueden
considerarse un peligro para la salud publica. Los psitacidos pueden excretar en sus heces, bacterias
como Salmonella spp., parasitos, y/o levaduras. También son portadoras (y a veces reservorios) de
Chlamydophila psittaci, una bacteria intracelular que genera cuadros de enfermedad respiratoria y

reproductiva en el ser humano.

Este proyecto le da enfoque a dos patégenos zoondticos de los psitacidos: Candida albicans

y Chlamydophila psittaci.
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2.5.2.1 Candidiasis

Candida spp. es la levadura responsable de esta enfermedad y suele ocasionar signos
cuando hay individuos inmunocomprometidos, como polluelos inmaduros o adultos sometidos a
estrés (Miller & Fowler, 2015). La mucosa de la cavidad oral, la faringe, el esofago y el buche es
donde se localizan las lesiones principales y se caracteriza por una estasis de buche, debido a la
inflamacion que se produce. No debe ser confundida con la inflamacion a nivel de la pechuga

generada por Bornavirus.

El diagndstico es sencillo y consiste en observar las estructuras de la levadura por medio de
microscopia de una muestra de contenido del buche. La tincion de Gram facilita la observacion de
las estructuras circulares u ovaladas caracteristicas de esta especie de levadura, tifiéndolas de color
azul o morado, considerandose asi como Gram positivos (Guevara-Robles et al., 2010). En
infecciones avanzadas, las levaduras se pueden observar en heces. De igual forma, el andlisis

molecular usando PCR es una opcién confirmatoria viable.

2.5.2.2 Psitacosis

Esta enfermedad es causada por la bacteria intracelular obligada Chlamydophila psittaci.
La replicacion ocurre en células epiteliales, por lo que los signos clinicos son amplios y muchas
veces inespecificos, por ejemplo: secrecion ocular, inflamacion de tracto respiratorio superior,
letargia, diarrea y heces verdosas (por insuficiencia hepatica aguda). En loros las infecciones suelen
cursar sin desarrollo de signos, lo que los hace portadores importantes de esta enfermedad

zoondtica (Miller & Fowler, 2015).

Chlamydophila spp. infecta al organismo como un cuerpo elemental, el cual ingresa a la
célula epitelial por medio de endocitosis mediada por receptor. Una vez dentro, los cuerpos

elementales se transforman en cuerpos reticulados, los cuales son metabolicamente activos pero no
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infecciosos y dependen de la célula para obtener energia por medio de su sintesis de ATP. Por
fisién binaria, los cuerpos reticulados se multiplican y esto estimula la respuesta inmunitaria,
montando una inflamacion local alrededor de las células infectadas. Entre 48-72 horas después de
su ingreso a la célula, los cuerpos reticulados se condensan y reorganizan en cuerpos elementales
nuevamente, mismos que lisan la célula y terminan por iniciar un nuevo proceso infeccioso (Center

of Disease Control, 2022).

El diagnostico es desafiante pues requiere la integracion de PCR para deteccion molecular
a partir de hisopados cloacales o traqueales, aumento en el conteo leucocitario y visualizacion
histopatologica de cuerpos de inclusion (especialmente en hepatocitos), mismos que pueden ser
confundidos con otros agentes patdégenos (Herpesvirus 1, Poliomavirus) (Miller & Fowler, 2015).
Las inclusiones clamidiales se observan como células manchadas ligeramente eosinofilicas con la
tincion Hematoxilina y Eosina (H&E), localizadas en el citoplasma de células diana, especialmente
hepatocitos y células del bazo. Una tincidn mas especifica para observar las inclusiones es
necesaria, como la tincion de Giménez, que tifie de magenta las acumulaciones bacterianas
cocoides sobre un fondo verde azulado. La micrografia electronica es la técnica confirmatoria

(Sanchez-Godoy, 2023).

2.5.3 ENFERMEDADES PARASITARIAS

2.5.3.1 Parasitos gastroentéricos

Los signos clinicos més observados en endoparasitosis por Doneley (2016) son: pérdida de
masa corporal, dificultad para alimentarse o simplemente dejan de hacerlo, ademas de un estado

subito de shock.

A continuacién se presenta un resumen de los endoparasitos que afectan a las especies de

la familia Psittacidae.
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Tabla 1. Pardsitos gastroentéricos comunes en la familia Psittacidae, las técnicas para diagnosticarlos y tratamientos

eficaces para cada uno. Adaptado de: Samour (2010); Miller & Fowler (2015); Doneley (2016); Silva (2018).

Taxonomia Descripcion Técnica diagnéstiica Tratamiento
Ascaridida C oSO
o . oproparasitoscopico por
Gusanos cilindroides, blancos, de 20-150 mm ﬂotz cig o picop Oxfendazol, Fenbendazol
(Nematoda)
Capillaria e , . (.
Gusanos delgados. Huevos similares a los del género Coproparasitoscopico directo o
. . ., Oxfendazol, Fenbendazol
Trichuris. por flotacion
(Nematoda)
Observacion directa de
Cestoda roglétidos. .
. Gusanos planos segmentados y blancos. prog . . Praziquantel
(Platyhelminthes) Coproparasitoscopico por
flotacion.
Isospora spp.,
Eimeria spp. Protozoarios no flagelados Coproparasitoscopico directo  Toltrazuril
(Protozoa)
Giardia
Protozoarios flagelados moviles Coproparasitoscopico directo  Ronidazol, Metronidazol
(Protozoa)
Cryptosporidium . Coproparasitoscopico por No se ha descrito un
Typtosp Y Protozoarios no flagelados P p picop . !
(Protozoa) flotacion tratamiento eficaz
Trich . . . .
rzc. omondas . Signos clinicos compatibles. Metronidazol,
gallinae Protozoarios con cuatro flagelos o .
Rara en psitacidos. Dimetrodazol
(Protozoa)

Sarcocystis spp.

(Protozoa)

Protozoario no flagelado

2.5.3.2 Ectoparasitos

Observacion de quistes en
masas musculares (tibulos de
Miescher)

No se ha descrito un
tratamiento eficaz. Se
puede implementar
Toltrazuril de forma
experimental.

Miller y Fowler (2015) describen las miasis que ocasionan algunas moscas del género

Philornis (miasis subcutdneas cavitatorias) y de la familia Calliphoridae. Carpintero y

colaboradores (2011) encontraron que el loro sudamericano Thectocercus acuticaudatus es un

hospedador primario de la chinche Ornithocoris toledoi.

13



2.6 ESTUDIOS PREVIOS DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS EN LOROS
MEXICANOS

Hasta el 2005, ningtin estudio de monitoreo de enfermedades en loros silvestres se habia
realizado en México, y s6lo habia dos reportes previos de enfermedad en individuos en cautiverio,
pertenecientes al género Rhynchopsitta y Amazona. Hasta la fecha, escasos estudios se han

publicado al respecto.

Stone y colaboradores (2005) colectaron suero de cuatro especies de loros mexicanos
(Amazona oratrix, Amazona autumnalis, Amazona viridigenalis y Rhynchopsitta pachyrhyncha),
buscando anticuerpos contra Herpesvirus de los psitacidos, Influenza aviar y Parainfluenza.
Ademas, buscaron endo y ectoparasitos. No encontraron evidencia seroldgica de los agentes virales
ni formas de dispersion en los coproparasitscopicos. Sin embargo, pudieron identificar algunos
ectoparasitos, como: garrapatas de la familia Ixodidae; acaros de la especie Ornithonyssus
sylviarum; pulgas de la especie Psyttopsylla mexicana; piojos de las especies Paragoniocotes

mexicanus, Heteromenopon sp., y Psittacobrosus sp;y chinches del género Ornithocoris.

Mas recientemente el estudio de Gomez-Garza y colaboradores (2017) describe la
deteccion molecular de varios agentes virales y bacterianos de importancia en loros, tales como:
Circovirus aviar, Herpesvirus 1 de los psitacidos, Bornavirus, Poliomavirus, Chlamydophila
psittaci y Mycoplasma spp usando técnica de PCR Tiempo real. Adicionalmente, se detectaron
formas de dispersion parasitaria compatibles con Ascaridia spp., y Eimeria spp. Piojos
masticadores del suborden Mallophaga también fueron identificados. El muestreo involucrd a

doscientas aves pertenecientes a 15 especies de psitacidos nativos de México.
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También en 2017, Turral-Ramirez y colaboradores (2017) describieron un brote de
Herpesvirus tipo 1 en aves psitacidas en cautiverio, tanto en especies nativas de México como
exoticas, encontrando una frecuencia general de 18% a partir de DNA extraido de células

colectadas en lavados cloacales.

Finalmente, Meza-Madrid et al. (2019) recopilan los hallazgos histopatologicos en aves
psitacidas remitidas al Departamento de Aves de la FMVZ-UNAM en el periodo de 2006-2017.
Aqui, se describen 252 necropsias que derivaron en 412 reportes de procesos patologicos, de los
cudles el 25% tuvieron un origen bateriano, 6% un origen parasitario, 2% un origen micotico y 2%

un origen viral.

Ante tan escasos estudios que aborden el tema de las enfermedades infecciosas en
psitdcidos, es de vital importancia emprender esfuerzos de vigilancia epidemiologica
especializada con técnicas de deteccion sensibles y especificas para los principales patogenos de
los loros, haciendo enfésis y priorizando aquellos que pueden tener altas tasas de mortalidad , lo
que implica un dafio considerable a la biodiversidad y a especies en peligro de extincidn, asi como
aquellos que por su potencial zoondtico pueden representar un problema de salud publica.
Después, se deben aplicar estas técnicas a poblaciones de aves estratégicas, como aquellas que por

su condicion de cautividad estan en contacto cercano con los seres humanos.
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3. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Los loros (Psittacidae) de México son aves sumamente amenazadas por la presion
antropogénica que su alto valor cultural impone sobre ellos y sus poblaciones silvestres sufren cada
afio reducciones considerables. La investigacion de los factores que ponen en riesgo a estas aves
es crucial para salvaguardar poblaciones y ejemplares valiosos, pero actualmente se han realizado
muy pocos estudios en el tema, siendo particularmente escasos los que competen a enfermedades
infecciosas. Por lo tanto, este estudio plantea realizar una vigilancia epidemiologica en poblaciones
de psitacidos en cautiverio, integrando técnicas diagnosticas moleculares, microbioldgicas,
parasitologicas e histopatologicas para cuatro enfermedades infecciosas de alto impacto que

pudieran mermar poblaciones o afectar la salud publica.
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4. HIPOTESIS

Se encontrard una frecuencia de Herpesvirus 1, Poliomavirus, y Chlamydophila psittaci,

similar a los reportes previos, entre el 4-10%.

Considerando la biologia y etologia de los psitacidos, se espera una frecuencia minima de

formas de dispersion parasitarias en los estudios coproparasitoscopicos de rutina.

Finalmente, considerando a Candida albicans como un comensal habitual de la microbiota del
aparato digestivo, se espera encontrar una frecuencia baja, con indicios de su proliferacion solo en

aves enfermas o en las revisiones post mortem.
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5. OBJETIVOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

5.1 OBJETIVO GENERAL

Detectar Herpesvirus tipo 1, Polioma aviar, Chlamydophila psittaci, Candida albicans y
formas de dispersion parasitarias en aves psitacidas albergadas en Unidades de Manejo para la
Conservacion de la Vida Silvestre (UMA) y Predios e Instalaciones que Manejen Vida Silvestre en

forma confinada (PIMVS) de México.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Detectar agentes infecciosos virales (Herpesvirus 1, Poliomavirus) y bacterianos
(Chlamydophila psittaci) en aves con o sin signologia clinica a partir de hisopados cloacales,

muestras sanguineas, y tejidos, ante y/o post-mortem.

b) Detectar formas de dispersion parasitarias en aves con o sin signologia clinica a partir de heces

frescas ante y/o post-mortem.

c¢) Detectar estructuras compatibles con levaduras del género Candida de aves con signos de

enfermedad a partir de lavados de buche ante y/o post-mortem.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 AREA Y PERIODO DE ESTUDIO, TIPO DE MUESTREO

El estudio se llevo a cabo en cinco Unidades de Manejo para la Conservacion de la Vida
Silvestre (UMA) y Predios Intensivos de Manejo de Vida Silvestre (PIMVS) de México: Bioparque
Estrella en Montemorelos, Nuevo Leon; UMA El Trébol en Villacorzo, Chiapas; UMA Los Toros
en Tuxtla Gutiérrez, Chiapas; Selva Teenek Ecopark en Ciudad Valles, San Luis Potosi; y Akumal
Monkey Sanctuary en Akumal, Quintana Roo (Figura 3). Con fines de regionalizacion, se
consideran tres regiones de México en el estudio: Noreste (Nuevo Ledn); Centro-Occidente (San
Luis Potosi); y Sur-sureste (Chiapas y Quintana Roo) (Camara de Diputados- Centro de Estudios
de las Finanzas Publicas., 2007).

El periodo efectivo del muestreo fue de noviembre de 2022 a noviembre de 2023. Se realizo
un muestreo no aleatorio de tipo intencional en todas las aves psitacidas cuya especie se distribuye

de forma natural en el territorio mexicano (7abla 2).

Bioparque Estrella
Montemorelos, NL
[ ]
9 W, (Selva Teenek Ecopark,
“ | y Cd.Valles, SLP
”" 'A
W o

‘ UMA Los Toros
Tuxtla, CHIS

UMA ElTrébol
Villacorzo, CHIS

Akumal Monkey
Sanctuary, Akumal, QR

Figura 3. Mapa de la Republica Mexicana con los sitios de colecta del estudio senialados.
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Tabla 2. Resumen de alojamientos y los ejemplares aviares que albergan.

Predio Localizacién .NO' De Especie Sexaje .
ciemplares (machos:hembras; sin sexar)
8 Amazona albifions (4:4:0)
UMA El Trébol Villacorzo, Chiapas 1 Amazona autumnalis (0:1:0)
3 Amazona auropalliata (1:2:0)
2 Eupsittula nana (0:2:0)
UMA Los Toros | Tuxtla Gutiérrez, Chiapas 4 Aramacao ) (0:0:4)
4 Amazona auropalliata (0:0:4)
6 Ara macao (0:0:6)
2 Ara militaris (0:0:2)
Akumal Monkey Akumal, Quintana Roo 14 Amazona albifions (0:0:14)
Sanctuary 1 Amazona autumnalis (0:0:4)
1 Amazona xantholora (0:0:1)
1 Amazona viridigenalis (0:0:1)
Bioparque Estrella Montemorelos,, Nuevo 11 Ara militaris (0:0:11)
Ledén 2 Ara macao (0:0:2)
2 Amazona viridigenalis (0:0:2)
Selva Teenek Ciudad Valles, San 1 Amazona autumnalis (0:0:1)
Ecopark Luis Potosi 1 Pionus senilis (0:0:1)
1 Psittacara holochlorus (0:0:1)
Total 65

6.2 MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

La colecta de todas las muestras se realizo utilizando prendas apropiadas y equipo para
mitigar el riesgo de transmision de enfermedades o problemas de sanidad. Todo el personal
involucrado en el muestreo vistiéo con overol de trabajo y botas de hule. El colector de muestras
port6 siempre un par de guantes de latex que se cambiaron en el manejo de cada ejemplar, lentes
de plastico para proteger los ojos y cubrebocas. Al procesar y examinar muestras en el sitio de
colecta, el examinador utiliz6 en todo momento overol o bata, guantes de latex, googles y

cubrebocas.

20



Ademas, se desinfecto el equipo de procesamiento de muestras (microscopio, mesas, asa
coprologica, superficies) con cloruro de benzalconio (150 mg/mL) y se desecharon los materiales
desechables, heces y materiales contaminados con secreciones en Bolsas de polietileno color rojo
para materiales de RPBI. Las jeringas utilizadas para colectar las muestras sanguineas se

desecharon en un recipiente de plastico rigido color rojo RPBI.

Finalmente, y como medida preventiva que responde a un reciente brote de influenza aviar
de 2022 en México, todo el personal que particip6 en el muestreo fue desinfectado por medio de
aspersion utilizando sales cuaternarias de amonio o cualquiera de sus derivados, teniendo énfasis
en desinfectar el calzado y la vestimenta. De igual forma, ningiin involucrado podia asistir al
muestreo si presentaba sintomas respiratorios, pirexia o cualquier sintoma sugestivo de una
infeccion. Se debian cumplir 5 dias previos al muestreo con un adecuado estado de salud y sin
haber visitado otra coleccion aviar, correspondientes al limite superior del periodo de incubacion

del virus de la influenza mas 1 dia.

6.3 CRITERIOS DE COLECTA DE MUESTRAS
6.3.1 AVES SANAS

Para las aves clinicamente sanas, se colectaron las siguientes muestras: (1) sangre completa
en dos viales, con anticoagulante para conservar sangre completa y sin anticoagulante para obtener
suero; (2) hisopado cloacal; y (3) muestra de heces separada en dos viales, uno con solucion salina
para realizar examen coproparasitoscopico con técnica directa y otro con formol al 10% para

realizar examen coproparasitoscopico con técnica de flotacion.
6.3.2 AVES ENFERMAS

Para las aves que mostraron signos clinicos compatibles con enfermedad (especificos o no)
se agreg6 a las muestras antes descritas una impronta de buche obtenida por medio de lavado con

solucion salina.
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6.3.3 DECESOS

Si un ave del universo de muestreo perecié durante el estudio se ofrecid un servicio de
diagnostico histopatologico, con el fin de describir lesiones posiblemente compatibles con el foco
del estudio (Herpesvirus, Polioma, Clamidiosis, Candidiasis). Si se encontraron lesiones no
compatibles con el foco de estudio, se reportaron los diagnosticos presuntivos y se mencionan los

hallazgos, pero no formaron parte del célculo de prevalencia ni de las estadisticas.

6.4 SECUENCIA DE PROCEDIMIENTOS DE LA COLECTA DE MUESTRAS

Al visitar cada sitio de muestreo, se siguié6 metoddicamente la siguiente secuencia de

procedimientos:
6.4.1 LLENADO DE BITACORA DE EXAMINACION Y MONITOREO

La bitacora de examinacion y monitoreo tuvo por objeto recopilar datos relevantes de los
ejemplares aviares, de su condicidon clinica y de las condiciones en que eran mantenidos en
cautiverio. Dichos datos fueron analizados estadisticamente en asociacion con los resultados de la

deteccion de agentes patdgenos para vislumbrar su posible efecto.

Los datos que recopilo la bitacora fueron: Especie, edad, sexo, marcaje, masa corporal,
condicion corporal, historial clinico, plan alimenticio, comportamiento (a distancia), postura y
simetria, condiciones del alojamiento, antecedentes y respuesta al manejo y los elementos propios

del examen clinico orientado a problemas (ECOP) aplicado a las aves psitacidas.

Igualmente, se incluye una seccion para el monitoreo de signos vitales en caso de que el
protocolo de sedacion y/o anestésico fueran requeridos. Se ilustra a detalle cada seccion de la

bitacora en el Anexol.
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6.4.2 MANEJO Y SUJECION

La captura del ave se realiz6 utilizando una red apropiada con malla pléstica de textura suave.
La sujecion es especifica para aves psitacidas, enfocada en inmovilizar la cabeza y el pico para
evitar lesiones al manejador, los asistentes y al loro. Se sujetd desde la region dorsal, dejando libre
la region de la pechuga para permitir la libre respiracion del ejemplar e inmovilizando alas y patas.
El manejador se auxili6 preferentemente de una toalla de tela. De 2 a 3 asistentes adicionales al
manejador fueron necesarios para el manejo. A continuacion se anexa la Figura 4 para ilustrar la

técnica.

Figura 4. Técnica de sujecion adecuada para un ave psitacida aplicada en un ejemplar de Psittacara holochlorus.

Selva Teenek Ecopark, Ciudad Valles, San Luis Potosi, México.

6.4.3 PROTOCOLO DE SEDACION Y REVERSION (OPCIONAL)

En ocasiones las aves psitidcidas pueden demostrar resistencia al manejo y niveles de estrés
considerables, especialmente aquellos individuos provenientes de vida silvestre y con escaso o nulo
antecedente de manejo. Por tanto, se contempldé como parte del manejo la utilizacion de un
protocolo de sedacion con base en benzodiacepinas y su revertidor especifico por via intranasal.

Las dosis se describen a continuacion (Carpenter & Marion, 2018):
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Diazepam (sedativo) 2-4.5 mg/kg
Flumazenil (revertidor) 0.05 mg/kg

Este protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética y Bienestar animal de la FMVZ

UANL en el dictamen 039/2023 (Modificacioén: 071/2022) con folio 040/2023.

6.4.4 COLECTADE MUESTRAS SANGUINEAS

Las muestras sanguineas se colectaron de las venas radiales de las alas como primera
opcion, la vena yugular como opcién alterna o con el corte de la ufia de una de las falanges,

cauterizando con una herramienta rotativa adaptada (Dremel ®) como tltima via de obtencion.

La cantidad de sangre que se puede colectar de cada ave estd completamente en funcion de
su tamafio, yendo de 100-2500 pL. La literatura establece que entre el 6-12% de la masa corporal
(en gramos) de un ave corresponde a su volumen de sangre en mL. De este volumen, 10% (es decir,
1% de la masa del ave) puede ser colectada de forma segura (Campbell, 2015). Por ejemplo, en un

loro del género Amazona cuya masa ronda los 250 g se pueden colectar maximo 2.5 mL (2500 pL).

Para el estudio la sangre se almacen¢ fraccionada en dos partes iguales. La primera mitad
se coloco en un vial con Primestore ® Molecular transport medium (MTM), un medio especial que
retrasa la degradacion del material genético por factores ambientales, como la temperatura. La
segunda mitad se introdujo en un microtubo sin anticoagulante para posteriormente colectar suero

(BD microtainer ®).
6.4.5 COLECTA DE HISOPADOS CLOACALES

La colecta de hisopados se realizé frotando un hisopo estéril contra la pared de la cloaca de
cada ave, humedeciendo previamente con solucion salina 0.9%. Después de la impronta seran

almacenados y preservados en un vial de pléastico con medio MTM.

24



6.4.6 COLECTADE HECES

El material fecal se tom6 directamente de la cloaca, utilizando un asa coproldgica de
plastico flexible o un hisopo humedecido con solucion salina al 0.9%, procurando que la muestra,
ademads de fresca, esté libre de tierra, plumas y otros contaminantes del medio. Si el ave defeca

durante el manejo, se presinde de lo antes descrito para tomar la deposicion fresca como muestra.

Se procurdé tomar entre 1-5 g de heces por ave, dependiendo del tamano de esta.
Posteriormente, se dividi6 la muestra en dos partes iguales, almacenando una mitad en un tubo
plastico con tapa hermética sin medio de conservacion, para el examen coproparasitoscOpico
directo que se realizard en el sitio después del manejo. La segunda mitad se almacend también en
un tubo plastico con formalina al 10%, para el examen coproparasitoscopico por flotacion, en
relacion 1 gramo de heces: 9 mL de formalina. Esta mitad se evalué en el Laboratorio de

Parasitologia de la FMVZ-UANL.

Posterior a la colecta, todas las muestras fueron identificadas (siguiente seccion) y
refrigeradas a 4° C hasta su procesamiento en el laboratorio correspondiente, con excepcion de las

destinadas al examen coproparasitoscopico directo que se realizo in situ.

6.4.7 COLECTA DE LAVADOS DE BUCHE (PROTOCOLO PARA AVES ENFERMAS)

La colecta de una muestra liquida que impregne el contenido del buche es necesaria para
detectar microorganismos que puedan interferir con el correcto proceso digestivo de un ave, por

ejemplo las levaduras del género Candida.

El lavado se hace por medio de una sonda de alimentacion metélica de un calibre adecuado
para cada tamafio de ave, conectada a una jeringa con solucidn salina fisiologica al 0.9%. La
cantidad de solucién estd en funcidon del tamano del ave, en un rango de 0.5 mL a 25 mL. Se
introduce la sonda hasta el buche, corroborando su correcta localizacion con palpacion.

Posteriormente, se descarga la solucion salina llenando el buche y se vuelve a aspirar para colectar
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el contenido homogenizado con la solucion. Dicha impronta se procesa para detectar estructuras

compatibles con tincion de Gram, cultivo y PCR.

6.4.8 RESGUARDO Y MONITOREO

Finalmente se colocd al ave en un confinamiento apartada del resto, que puede ser otra area
del recinto con acceso controlado o cajas transportadoras con orificios para ventilacion. Durante
esta etapa final del procedimiento se observd al ave, monitoreando su respiracion y
comportamiento por al menos 20 minutos o hasta que el médico veterinario a cargo lo consider6
pertinente. Las aves fueron devueltas a sus recintos una vez que se da el visto bueno y no se detecten

anomalias aparentes post-manejo.

6.5 IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras fueron identificadas con una Clave de identificacion (Figura 5), cuyos

detalles de nomenclatura se describen a continuacion:
Ejemplo de Clave de identificacion: TBL.AAP.001.CL
Desglose:

“TBL” es el codigo alfanumérico de tres digitos asignado a cada UMA o PIMVS de forma
individual y Unica para identificar el predio del que viene la muestra. El resumen de estos codigos

se muestra en la Tabla 3;

“AAP” determina la especie de la que proviene la muestra. Los codigos de cada especie se

resumen en la Tabla 4. En este caso, AAP es para Amazona auropalliata.
“001” indica el marcaje del ejemplar muestreado, usualmente un anillo.

“CL” identifica el tejido o region anatomica de la cual se colectd la muestra, en este caso,

Cloaca. El desglose de claves para cada region anatomica o tejido se ilustra en la Tabla 5;
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Tabla 3. Unidades de Manejo de Vida Silvestre (UMA) y Predios e Instalaciones que Manejen Vida Silvestre en forma

confinada (PIMVS) sujetas a muestreo en el estudio, su municipio y su codigo para la Clave de identificacion.

Codigo Predio Ubicacion
TBL UMA El Trébol Villacorzo, Chiapas
LTS UMA Los Toros Tuxtla Gutiérrez, Chiapas
STK Selva Teenek Ecopark Ciudad Valles, San Luis Potosi
AMS Akumal Monkey Sanctuary Akumal, Quintana Roo
BIO Bioparque Estrella Montemorelos, Nuevo Leon

Tabla 4. Especies de psitacidos mexicanos sujetas a muestreo y su codigo para la Clave de identificacion.

Codigo Especie

AMC Ara macao
AMT Ara militaris
PRH Pyrilia haematotis
PIO Pionus senilis
AAP Amazona auropalliata
AAB Amazona albifrons
AXL Amazona xantholora
AAN Amazona autumnalis
AFG Amazona farinosa
AOR Amazona oratrix
AVS Amazona viridigenalis
AFS Amazona finschi
BRJ Brotogeris jugularis
BRL Bolborhynchus lineola
FRC Forpus cyanopigius
EUC Eupsittula canicularis
EUN Eupsittula nana
PSH Psittacara holochlorus
PST Psittacara strenuus
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Tabla 5. Tejido o region anatomica de la cual se colecto la muestra, el tipo de colecta realizado y su codigo para la

Clave de identificacion.

Tejido del cuil se colecta la

Codigo Tipo de colecta

muestra
BU Buche Lavado
SN Sangre Muestra sanguinea
HC Heces Hisopado
CL Cloaca Hisopado

6.6 TECNICAS DIAGNOSTICAS
6.6.1 DIAGNOSTICO MOLECULAR
6.6.1.1 Protocolos de extraccion de DNA y primers para PCR

A partir de las muestras sanguineas e hisopados cloacales colectados, se realiz6 técnica de
PCR Punto final para detectar secuencias de nucle6tidos compatibles con los agentes patogenos
del estudio. Esto se llevo a cabo en el Laboratorio de Virologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autéonoma de Nuevo leén (FMVZ-UANL) y el
Laboratorio de Interaccion Ambiente-Microorganismo del Centro de Biotecnologia Gendémica del
Instituto Politécnico Nacional (CBG-IPN). La Tabla 6 desglosa los protocolos para extraccion de
DNA en los cuales se siguieron las especificaciones del fabricante, y los iniciadores seleccionados

para cada agente etiologico.
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Tabla 6. Protocolos de extraccion de DNA, secuncias de iniciadores y tamaiio de amplicones esperados para cada

reaccion de PCR Punto final.

Ampli
Agente etiolégico Protocolo de extraccion de DNA Iniciador (5'-3") para deteccién mp feon
esperado (pb)
Herpesvirus tipo 1 de los | EZ-10 Spin column blood genomic Clone 11 Fy R 310y 394
Psitacidos DNA mini BioBasic ® . Y
(Tomaszewski et al. 2000)
) ) EZ-10 Spin column blood genomic APV-Ot-2,105-F & APV-0t-2,846-R
Polioma virus DNA mini BioBasic ® 831
(Altan et al. 2016)
ITS4&ITS 5
Candida albicans Protocolo de Fenol-Cloroformo 550
(Angelov et al. 2015)
. L EZ-10 Spin column blood genomic ompA Chla F&R
1094
Chlamydophila psittaci DNA mini BioBasic ® 09
(Sykes et al. 2001)

6.6.1.2 Estandarizacion de PCR y electroforesis

Para el PCR de Herpesvirus 1 de los psitacidos se usaron los iniciadores descritos por Tomaszewski
etal. (2001). Se realizaron algunas modificaciones con fines de estandarizacion en la concentracion
de los reactivos de la reaccion de PCR y sus volimenes, para formar una reaccion final de 15 pL
como se describe a continuacion: Buffer 1x (3 uL); MgCl> 2.5 mM (1.5 pL); dNTPs 0.4 mM (0.6
pL); Primer Clone 11 F 0.2 uM (0.6 pL); Primer Clone 11 R 0.2 uM (0.6 pL); 0.75 U Taq
polimerasa (0.15 pL); 7.55 pL de H>O estéril; y 1.0 uL. de DNA. De igual manera, las temperaturas
de reaccion sufrieron ligeras modificaciones con respecto al protocolo original, resultando en el
siguiente disefio: 94° C por 5 min; 40 ciclos de 94° C por 30 s, 55° C por 45 s (ambos iniciadores),
72° C por 45 s; 72° C por 5 min. Los productos amplificados se separaron por electroforesis a 75

V por 55 min en un gel de agarosa al 2.5%.

Para el PCR de Polioma aviar se usaron los iniciadores descritos por Altan y colaboradores (2016).
Se realizaron algunas modificaciones con fines de estandarizacion en la concentracion de los
reactivos de la reaccion de PCR y sus volimenes, para formar una reaccion final de 15 pL como
se describe a continuacion: Buffer 1x (3 pL); MgCl, 2.5 mM (1.5 pL); dNTPs 0.4 mM (0.6 pL);
Primer APV-0t-2-105F 0.2 uM (0.6 pL); Primer APV-0t-2-846R (0.6 pL); 0.75 U Taq polimerasa
(0.15 pL); 6.55 pL de H>O estéril; y 2 uL. de DNA. De igual manera, las temperaturas de reaccion
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sufrieron ligeras modificaciones con respecto al protocolo original, resultando en el siguiente
disefio: 95° C por 5 min; 35 ciclos de 95° C por 60 s, 50° C por 60 s, 72° C por 60 s; y 72° C por 5
min. Los productos amplificados se separaron por electroforesis a 75 V por 70 min en un gel de

agarosa al 1.5%.

Para el PCR de Chlamydophila spp. se usaron los iniciadores descritos por Sykes et al. (1997). Se
realizaron algunas modificaciones con fines de estandarizacion en la concentracion de los reactivos
de la reaccion de PCR y sus volumenes, para formar una reaccion final de 15 pL como se describe
a continuacion: Buffer 1x (3 pL); MgCl> 2.5 mM (1.8 pL); dNTPs 0.4 mM (0.6 pL); Primer ompA
ChlaF 0.2 uM (0.3 pL); Primer ompA ChlaR (0.3 pL); 0.75 U Taq polimerasa (0.2 pL); 7.8 uL de
H>O estéril; y 1 uL de DNA. De igual manera, las temperaturas de reaccion se modificaron con
respecto al protocolo original, resultando en el siguiente disefio: 95° C por 5 min; 35 ciclos de 90°
C por 90 s, 56° C por 90 s, 72° C por 90 s; y 72° C por 5 min. Los productos amplificados se

separaron por electroforesis a 80 V por 70 min en un gel de agarosa al 1.5%.

6.6.2 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

El objetivo del diagnostico microbiologico fue detectar levaduras compatibles con el género

Candida spp en aves enfermas y en revisiones post mortem.

Tras obtener una impronta del contenido del buche, se hace un frotis con una gota sobre un
portaobjetos, se deja secar y se fija con un mechero de etanol. Finalmente se tifie utilizando los
colorantes de la tincion de Gram y se observa al microscopio fotoénico para buscar estructuras

compatibles con Candida spp, que se tiien Gram positivas.

Utilizando el contenido colectado del buche, se hace cultivo microbioldgico en agar papa
dextrosa (PDA). Las colonias tienen una morfologia redonda, de color blanquecino amarillento y

con bordes bien definidos (Guevara-Robles et al., 2010).

Si el frotis y/o el cultivo resultaron compatibles con Candida spp., se confirmé el
diagnostico por medio de PCR Punto final utilizando el protocolo descrito por Angelov et al.

(2015).
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Figura 5. Figura que sintetiza el proceso de diagnostico microbiologico para la deteccion de Candida spp. a a partir

de improntas de contenido de buche.

6.6.3 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

Para identificar las formas de dispersion parasitarias presentes en las heces de los loros, asi
como el grado de infeccion, se realizd examen coproparasitoscopico con dos técnicas:

coproparasitoscopico directo y coproparasitoscopico por flotacion.
6.6.3.1 Examen coproparasitoscopico directo.

Se tom6 con una varilla de vidrio o hispo estéril una fraccion de la muestra de heces fresca,
equivalente en tamafo a un grano de arroz, y se coloca sobre un portaobjetos. Después, se colocod
una gota de solucion salina (NaCl) al 0.9% sobre la fraccion de heces, y se diluy6 con la varilla de
vidrio hasta conseguir una mezcla casi homogénea y transparente. Finalmente, se cubrié con un
cubreobjetos y se observo al microscopio con diferentes aumentos. Esta técnica se realizo in situ

en cada cautiverio durante la colecta de muestras.
6.6.3.2 Examen coproparasitocopico por flotacion.

Para este andlisis, se homogenizaron con el mortero 2 gramos de heces y 20 mL de agua.

Despugés, se filtr6 la solucion utilizando el colador y el filtrado se colectd en tubos de ensayo de 15
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mL con tapa para asi poder centrifugarlos a 100 rpm durante un minuto y decantar el sobrenadante.
Una vez decantado, al sedimento se le diluy6 nuevamente con la solucion glucosada hasta formar

un menisco en la superficie del tubo de ensayo.

La muestra se obtuvo al colocar un cubreobjetos sobre el menisco, dejandolo reposar por al
menos 10 minutos, para formar una impresion del material flotante. Finalmente se coloco el

cubreobjetos con la impresion en un portaobjetos y se evalud en el microscopio.
Esta técnica se llevo a cabo en el Laboratorio de Parasitologia de la FMVZ-UANL.
6.6.3.3 Numero de repeticiones y evaluacion cualitativa de muestras.

Se realiz6 un estudio con repeticiones 3x3 (Figura 6). De cada muestra fecal se hicieron
tres procesados con solucion salina al 0.9% o solucion glucosada (dependiendo la técnica) y de
cada procesado se tomaron tres impresiones en cubreobjetos distintos para evaluarlos al

microscopio, dando como resultado nueve observaciones por muestra de heces con cada técnica.
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Figura 6. Ejemplo ilustrativo del examen coproparastocopico con repeticiones 3x3 a partir de una muestra fecal

colectada en campo, procesada con técnica de flotacion. Adaptado de: Burgueiio-Martinez et al. (2022).

La evaluacion cualitativa de los resultados se dividié en dos partes: la identificacion de la
forma de dipersion parasitaria segiin su morfologia y tamafio; y la determinacion del grado de

infeccidn segun lo propuesto por Zarate-Ramos (2016), donde se expresa el grado de infeccion con
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signos +,++, +++ para categorizar la cantidad de estadios parasitarios encontrados, como lo muestra

la Tabla 7:

Tabla 7. Grados de infeccion parasitaria segun el numero de estadios parasitarios detectados en la preparacion

(Zarate-Ramos, 2016).

Grado de infeccion parasitaria

Categoria Descripcion
0 Ningun estadio parasitario
(+) Infeccion ligera, 1-5 estadios por preparacion
(++) Infeccion moderada, 5-10 estadios por preparacion
(+++) Infeccion grave, mas de 10 estadios por preparacion

6.6.4 DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Soélo cuando un deceso fuese remitido por alguno de los cautiverios enlistados o durante un
decomiso, se realizara un procedimiento de necropsia y colecta de organos afectados para
examinar macroscopica y microscopicamente las lesiones por medio de la técnica histopatologica.
Los 6rganos en los cuales se pueden encontrar lesiones sugestivas de los agentes etioldgicos antes
estipulados incuyen: plumas, cerebro, traquea, pulmoén, buche, proventriculo, intestino delgado,
higado, rifidn, bolsa de Fabricio y cloaca. Dicha examinacion se llevé a cabo en el Laboratorio de

Histopatologia de la FMVZ-UANL.

6.7 NORMATIVIDAD

6.7.1 PROTOCOLO DE MANEJO DE ANIMALES ACORDE A LAS NORMAS OFICIALES
MEXICANAS Y PROTOCOLOS DE BIOETICA Y BIENESTAR ANIMAL

El Articulo 21 de la Ley General de Vida Silvestre (2021) establece que:

La Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales promovera que las

instituciones de educacion basica, media superior, superior y de investigacion
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desarrollen programas de educacion ambiental, capacitacion, formacion
profesional e investigacion cientifica y tecnologica para apoyar las actividades de

conservacion y aprovechamiento sustentable de la vida silvestre y su habitat.

Este estudio se trata de una tesis de maestria para obtener el grado de Maestro en Ciencia
Animal por la UANL, asi que, de acuerdo a lo establecido en dicho articulo, se promueve el trato
digno, la salud y el bienestar animal que la misma Ley General de Vida Silvestre busca garantizar

para los psitacidos en cautiverio, a través del diagnodstico y monitoreo de enfermedades infecciosas.

La Ley General de Vida Silvestre en su Articulo 60-Bis 2 adicionado al Diario Oficial de
la Federacion (DOF) en 2008, provée a los psitdcidos mexicanos condiciones de proteccion

especial en el territorio nacional:

Articulo 60 Bis 2.- Ningun ejemplar de ave correspondiente a la familia
Psittacidae o psitacido, cuya distribucion natural sea dentro del territorio nacional,
podra ser sujeto de aprovechamiento extractivo con fines de subsistencia o

comerciales.

La Secretaria solo podra otorgar autorizaciones de aprovechamiento
extractivo con fines de conservacion o investigacion cientifica. Unicamente se
otorgaran autorizaciones para investigacion cientifica a instituciones académicas

acreditadas.

Queda prohibida la importacion, exportacion y reexportacion de cualquier
ejemplar de ave correspondiente a la familia Psittacidae o psitacido, cuya

distribucion natural sea dentro del territorio nacional.

Las especies de psitdacidos no comprendidas en el presente articulo quedan
sujetas a las disposiciones previstas en las demas leyes y Tratados Internacionales

de los cuales México sea parte.

La colecta de muestras sanguineas, hisopados y heces no representa ninglin tipo de
aprovechamiento extractivo o no extractivo, pues no hay un fin lucrativo que perseguir. Por ende,

no se requiere mayor autorizacion que la destinada a las instituciones de educacion e investigacion

34



para realizar y desarrollar trabajos de investigacion, asi como a las Unidades de Manejo de Vida
Silvestre (UMA) o los Predios e Instalaciones que Manejen Vida Silvestre en forma confinada
(PIMVS) para implementar medidas de medicina preventiva, monitoreo y diagnostico de
enfermedades que velen por el bienestar y la sanidad de los ejemplares puestos bajo su custodia,

de acuerdo a su Plan de manejo (Art. 40 y Art.78 de la Ley General de Vida Silvestre, 2018).

Finalmente, el protocolo descrito de manejo y colecta de muestras en aves psitacidas fue
examinado y aprobado por el Comité de Bioética y Bienestar Animal de la FMVZ UANL en el
dictamen 071/2022 con folio 062/2022.

6.7.2 PROTOCOLO DE MANEJO DE MATERIAL BIOLOGICO Y REACTIVOS

La colecta de muestras se realizd con todo el equipo de bioseguridad e higiene aqui
descritos, minimizando en gran medida el riesgo de transmision de enfermedades o problemas de

sanidad durante el manejo y analisis de muestras para todos los involucrados.

Todas las muestras fueron transportadas con un recipiente hermético y un medio de

conservacion que inhibe el crecimiento de potenciales patogenos.

Las muestras se manejaron en el laboratorio correspondiente considerando todas las
medidas de higiene y bioseguridad, tales como: uso de guates de nitrilo, bata, googles plasticos y
cubrebocas. Adicionalmente, para extraer DNA o RNA de los hisopados, se us6 la Campana de

Bioseguridad Nivel II Prendo CSB120 ® del Laboratorio de Virologia FMVZ-UANL.

Ademas, se desinfecto el equipo de procesamiento de muestras (microscopio, mesas, asa
coprologica, superficies) con Cloruro de benzalconio (150 mg/mL) y se desecharon los materiales
desechables, heces y materiales contaminados con secreciones en Bolsas de polietileno color ROJO

para RPBI, siguiendo los lineamientos del DOI-040 Manual de RPBI FMVZ-UANL.

Este protocolo fue examinado y aprobado por el Comité de Bioseguridad e Higiene de la

FMVZ UANL con el dictamen 092 con fecha 11 de mayo de 2023.
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7. RESULTADOS

7.1 DETECCION MOLECULAR

7.1.1 FRECUENCIA MOLECULAR DE ENFERMEDADES VIRALES

7.1.1.1 Enfermedad de Pacheco

Se pudieron detectar amplicones compatibles (Fig. §) de 310 y 394 pb, con los iniciadores

Clone 11, de acuerdo con lo descrito por Tomaszewski y colaboradores (2001).

Figura 7. Productos amplificados para Herpesvirus tipo 1 de los psitacidos. En la imagen se puede apreciar en el
carril 1 el Marcador de peso molecular (MPM), carril 2 control negativo, carril 3 control positivo, carriles 4-10

muestras. Se observan bandas asociadas a productos de amplificacion (310 'y 394 pb) en los carriles 4y 9.
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La frecuencia general de Herpesvirus tipo 1 de los psitadcidos en funcion de la especie
resume en la Tabla 8. Se detectd una frecuencia de 20% a partir de sangre e hisopados cloacales.
El desglosado considerando el tejido en el que fue detectado el virus y la especie se incluye en la
Tabla 9. Es destacable que la sangre fue el tejido que mayor frecuencia relativa mostrd, en contraste
con la impronta de cloaca. La forma de replicacion viral y la latencia caracteristica de los

Herpesvirus puede ser la razon de esta condicion.

Tabla 8. Frecuencia general de Herpesvirus tipo 1 de los psitacidos por especie.

Herpesvirus 1 de los psitacidos

Especie
Frec.relativa
Positivos  Negativos Total especie (%)
Amazona auropalliata 4 3 7 57
Amazona albifrons 5 17 22 23
Amazona autumnalis 0 3 3 0
Amazona xantholora 0 1 1 0
Amazona viridigenalis 0 3 3 0
Ara macao 1 11 12 8
Ara militaris 2 11 13 15
Psittacara holochlorus 1 0 1 100
Eupsittula nana 0 2 2 0
Pionus senilis 0 1 1 0
Total 13 52 65 20
Frecuencia (%) 20 80 100 100
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Tabla 9. Frecuencia relativa de Herpesvirus tipo 1 de los psitdcidos desglosada por tejido del cudl se colecto muestra

y por especie.
Herpesvirus 1 de los psitacidos
Muestra sanguinea Hisopado cloacal
Especie Frec.relativa Frec.relativa
Positivos Negativos especie (%) Positivos Negativos especie (%)
Amazona auropalliata 3 4 43 1 6 14
Amazona albifrons 3 18 14 2 20 9
Amazona autumnalis 0 3 0 0 2 0
Amazona xantholora 0 1 0 0 1 0
Amazona viridigenalis 0 3 0 0 1 0
Ara macao 1 11 8 0 12 0
Ara militaris 2 11 15 0 12 0
Psittacara holochlorus 1 0 100 / / /
Eupsittula nana 0 2 0 0 2 0
Pionus senilis 0 1 0 0 1 0
Total 10 54 16 3 57 5
Frecuencia (%) 15.6 84.4 100.0 5.00 95.0 100.00

Frecuencia relativa de Herpesvirus por especie
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Figura 8. Grdfica de frecuencia de Herpesvirus I por especie, enfatizando el tejido en que fue detectado el virus.
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En funcion de la region de origen de las aves, se observo una mayor frecuencia en la region
Sur-sureste en las UMAS pertenecientes a Chiapas y Quintana Roo. Mientras tanto, la region
Centro-occidente, representada por San Luis Potosi, tuvo una frecuencia relativa del 20%, y

finalmente la region noreste tuvo la menor frecuencia relativa de Herpesvirus 1.

Tabla 10. Frecuencia relativa de Herpesvirus tipo 1 de los psitacidos por region de origen.

Herpesvirus 1 de los psitacidos

Region de origen Frec.relativa
Positivos Negativos Total region (%)*
Region Noreste 2 11 13 15
Region Centro-occidente 1 4 5 20
Region Sur-sureste 10 37 47 21
Total 13 52 65 20
Frecuencia (%) 20.0 80.0 100 100

* No se encontrd diferencia significativa (P> 0.05) entre las frecuencias relativas de las regiones utilizando una

prueba de Chi-cuadrada.

7.1.1.2 Polioma aviar

No se detectaron amplicones compatibles de 831 pb siguiendo el protocolo descrito por Altan

y colaboradores (2016) y los ajustes de estandarizacion descritos en Materiales y métodos.
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7.1.2 FRECUENCIA MOLECULAR DE ENFERMEDADES BACTERIANAS Y
MICOTICAS

7.1.2.1 Psitacosis

Se pudieron detectar amplicones compatibles con Chlamydophila spp. (Fig. 9) de 1094 pb, de

acuerdo con lo descrito por Sykes y colaboradores (1997).

Figura 9. Productos amplificados para Chlamydophila spp. En la imagen se puede apreciar en el carril 1 el Marcador
de peso molecular (MPM), carril 2 control negativo, carril 3 control positivo, carriles 4-11 muestras analizadas. Se

observan bandas asociadas a productos de amplificacion (1094 pb) en los carriles 7 y 9.

La frecuencia de Chlamydophila spp. en funcion de la especie resume en la Tabla 10. Se
detectd una frecuencia general de 20% a partir de sangre e hisopados cloacales. El desglosado
considerando el tejido en el que fue detectada la bacteria intracelular y la especie se incluye en la
Tabla 11. Contrario a lo encontrado en Herpesvirus, la impronta de cloaca fue el tejido con mayor
frecuencia relativa para Chlamydophila spp. Las estrategias de replicacion y diseminacion del
patdgeno intracelular seguramente estan implicadas en este hecho, pues como se menciond

anteriormente, la bacteria se replica y es metabdlicamente activa solo al interior de la célula diana,
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y se disemina en las heces de las aves, por lo que encontrarla circulando en sangre en niveles

elevados puede ser desafiante.

Tabla 11. Frecuencia general de Chlamydophila spp. por especie.

Chlamydophila spp.
Especie Frec.relativa
Positivos = Negativos Total especie (%)
Amazona auropalliata 5 2 7 71
Amazona albifrons 5 17 22 23
Amazona autumnalis 1 2 3 33
Amazona xantholora 0 1 0
Amazona viridigenalis 0 3 3 0
Ara macao 1 11 12 8
Ara militaris 0 13 13 0
Psittacara holochlorus 0 1 1 0
Eupsittula nana 1 1 2 50
Pionus senilis 0 1 1 0
Total 13 52 65 20
Frecuencia (%) 20.0 80.0 100.0 100.0

Tabla 12. Frecuencia relativa de Chlamydophila spp. desglosada por tejido del cual se colecto muestra y por especie.

Chlamydophila spp.
Muestra sanguinea Hisopado cloacal
Especie Frec.relativa Frec.relativa
Positivos Negativos especie (%) Positivos Negativos especie (%)
Amazona auropalliata 5 2 71 0 7 0
Amazona albifrons 0 21 0 5 17 23
Amazona autumnalis 0 3 0 1 1 50
Amazona xantholora 0 1 0 0 1 0
Amazona viridigenalis 0 3 0 0 1 0
Ara macao 0 12 0 1 11 8
Ara militaris 0 13 0 0 12 0
Psittacara holochlorus 0 1 0 0 1 /
Eupsittula nana 0 2 0 1 1 50
Pionus senilis 0 1 0 0 1 0
Total 5 59 d 8 8 53 Rk
Frecuencia (%) 7.8 92.2 100.0 13.11 86.9 100.00
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Figura 10. Grafica de frecuencia de Chlamydophila spp. por especie, enfatizando el tejido en que fue detectada la

bacteria.

En términos de la region de origen, todas las aves positivas a la bacteria intracelular

pertenecian a la region Sur-sureste de México.

Tabla 13. Frecuencia relativa de Chlamydophila spp. por region de origen.

Chlamydophila spp.
Region de origen Frec.relativa
Positivos Negativos Total region (%) *
Region Noreste 0 13 13 0
Region Centro-occidente 0 5 5 0
Region Sur-sureste 13 34 47 28
Total 13 52 65 20
Frecuencia (%) 20.0 80.0 100 100
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* Se encontrd diferencia significativa (P< 0.05) entre las frecuencias relativas de las regiones utilizando una

prueba de Chi-cuadrada.

De igual manera, es destacable que en algunos individuos se detectd material genético
compatible tanto con Herpesvirus tipo 1 como con Chlamydophila spp, sugiriendo infecciones

mixtas y, en la mayoria de los casos, sin signologia clinica evidente.
La frecuencia general por especie de infecciones mixtas se resume a continuacion:

Tabla 14. Frecuencia de co-infecciones de Herpesvirus 1 y Chlamydophila spp. por especie.

Co-infecciones Herpesvirus + Chlamydophila

Frec.relativa

Especie Positivos = Negativos Total especie (%)
Amazona auropalliata 3 4 7 43
Amazona albifrons 1 21 22 5
Amazona autumnalis 0 3 3 0
Amazona xantholora 0 1 0
Amazona viridigenalis 0 3 3 0
Ara macao 0 12 12 0
Ara militaris 0 13 13 0
Psittacara holochlorus 0 1 1 0
Eupsittula nana 0 2 2 0
Pionus senilis 0 1 1 0
Total 4 61 65 6

Frecuencia (%) 6.2 93.8 100.0 100.0
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7.2 DETECCION MICROBIOLOGICA
7.2.1 ENFERMEDADES FUNGICAS Y BACTERIANAS
7.2.1.1 Co-infeccion en deceso remitido: Enfermedad de Pacheco y Candidiasis

Un ejemplar de Ara militaris macho fue remitido por un cautiverio participante para su
evaluacion post mortem. El ave presentaba un cuadro de caquexia cronica progresiva y murid
subitamente. Al realizar la necropsia se colectd un hisopado de la pared del buche para realizar el
proceso de deteccion microbioldgica de levaduras del género Candida, dando evidencias
sugestivas por medio de cultivo, improntas tefiidas con Gram y PCR. Se infiere que las levaduras
oportunistas proliferaron de manera secundaria a una infeccion primaria por Herpesvirus 1, la cual
fue confirmada por PCR a partir de una muestra sanguinea. No se encontr6 evidencia

histopatologica del herpesvirus.

’ﬂ Figura 11. Necropsia de ejemplar de Ara militaris remitido para su

|| evaluacion post-mortem.
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7.2.1.2 Co-infeccion en paciente aviar particular: Psitacosis, Pseudomoniasis y Candidiasis

A continuacion se describe un caso de un paciente aviar que no formo6 parte del universo
del estudio, pero que fue valioso para sus objetivos ya que permitio estandarizar la técnica de
deteccion microbiologica y molecular de levaduras del género Candida, proveyéndonos de un

control positivo.
Anamnesis

Se recibié en consulta particular un paciente aviar de la especie Amazona autumnalis
(Figura 11), hembra, de 4 afios de edad. Los signos clinicos incluian disnea, secrecién de moco,
conjuntivits, inapetencia, caquexia, letargia y una condicion corporal 2/5 con el hueso de la quilla
marcado. Compartia espacio con un loro de la especie Amazona viridigenalis que no habia
presentado signos de enfermedad. El paciente muri6 tras 72 horas de atencidn veterinaria y se
practico la necropsia. Ambos loros mostraron evidencia molecular de una infeccion por

Chlamydophila spp. (descripcion detallada en la seccion de Histopatologia).
Hallazgos microbioldgicos

Se colectaron muestras de exudado traqueal, hisopado de buche y un fragmento de higado

y se remitieron al Laboratorio de Microbiologia FMVZ-UANL para su cultivo.

En agar papa dextrosa (PDA) hubo crecimiento, a partir del hispopado de buche, de colonias
blanquecinas, de consistencia cremosa, con morfologia redonda, compatibles con Candida spp
(Figura 12). Al realizar una impronta de la colonia y tefiirla con tincién de Gram, se observaron
células redondas Gram positivas igualmente compatibles con blastoconidias de Candida spp.
(Figura 13). Se realizd6 confirmaciéon molecular por PCR Punto final, confirmando Ia

compatibilidad de las levaduras con el género Candida.

Adicionalmente, hubo crecimiento de colonias pequefias de color verde brillante,
compatibles con Pseudomonas spp., en agar Miiller-Hinton (MH), a partir del exudado traqueal y

el fragmento de higado.
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Figura 12. Amazona autumnalis. Hembra. Remitido por un
particular con disnea, anorexia cronica y diarrea. Se
encontro evidencia compatible con un cuadro infeccioso
mixto con presencia de Chlamydophila psittaci,

Pseudomonas spp., y Candida spp.

Figura 13.  Colonias de levaduras compatibles

morfologicamente con Candida spp. Agar PDA.

Figura 14. Blastoconidias de Candida spp. Impronta de
hisopado de buche. Tincion de Gram. 100x.
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7.3 EXAMINACION PARASITOLOGICA

Cinco aves presentaron evidencia de formas de dispersion parasitarias: 1 Amazona
autumnalis, 1 Ara macao, y 3 Ara militaris. Todos los casos fueron detectados con técnica de

coproparasitoscopico directo.

Los grupos de parasitos gastroentéricos presentes fueron: cestodos compatibles con el orden
Cyclophillidea y nematodos compatibles con el género Ascaridia en el loro Amazona (Figura 14);

y protozoarios flagelados compatibles con Giardia spp. en las guacamayas.

Como era de esperarse, la frecuencia de formas de dispersion parasitaria fue reducida, del 7.5%.
La etologia de las psitacidas es uno de los factores mas importantes para esto, ya que son aves que
permanecen perchadas casi todo el tiempo y que en muy determinadas ocasiones bajan al suelo.
Evidentemente, la higiene y el disefio correcto del alojamiento son también factores de importancia.
El acceso a comederos y bebederos elevados es indispensable para promover el bienestar animal

de estas aves y prevenir enfermedades parasitarias.

Figura 15. Formas de dispersion parasitarias compatibles con a) huevos de nematodo del género Ascaridia (40x) y

b) huevos de cestodos del orden Cyclophyllidea (100x). Amazona autumnalis.
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7.4 HISTOPATOLOGIA

Dos aves fueron remitidas por las UMAS participantes del estudio para su evaluacion post
mortem: un ejemplar de Ara militaris (antes mencionado) y un ejemplar de Amazona albifrons.
Ninguna de las aves presento lesiones histopatologicas compatibles con los patdégenos del estudio,

a pesar de que la guacamaya militar si present6 evidencia molecular de Herpesvirus en sangre.

Sin embargo, a continuacion se describen dos casos remitidos por particulares durante la
duracion de este estudio que presentaron lesiones histopatologicas compatibles con Herpesvirus y
Chlamydophila psittaci. Dichos ejemplares fueron valiosos ya que permitieron establecer los

controles positivos para las pruebas moleculares, extrayendo DNA del tejido con lesiones.
7.4.1 ENFERMEDADES VIRALES

7.4.1.1 Enfermedad de Pacheco

Anamnesis

Se recibid en consulta particular un paciente aviar de la especie Amazona farinosa (Figura
15). El loro presentaba un cuadro clinico con signos respiratorios severos: disnea, moco,
conjuntivitis. También, una condicidon corporal 1/5 con el hueso de la quilla muy marcado y heces
de coloracion verdosa brillante. El propietario refirié que tenia una condicion cronica de letargia y
caquexia. Otros loros en el aviario habian muerto recientemente con signos similares. Se
sospechaba que los incidentes comenzaron después del ingreso de un Amazona autumnalis de
origen desconocido y aparentemente asintomatico. El paciente muri6 tras 10 horas de atencion

veterinaria y se practico la necropsia.
Hallazgos

Macroscopicamente se encontrd el higado con zonas de necrosis coagulativa de color
palido, neumonia intersticial con algunas adherencias a la pleura y presencia de material mucoso

al interior de la traquea.
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Microscopicamente, las lesiones se localizaron especialmente en higado, con zonas de
necrosis multifocal, infiltrados linfoplasmocitarios (Figura 16) y hepatocitos con cuerpos de
inclusion basofilicos intranucleares sin cariomegalia (Figura 17), compatibles con Herpesvirus tipo
1 de los psitacidos. Se confirmd la presencia de material genético del virus con técnica de PCR

Punto final.

Figura 16. Amazona farinosa. Remitido por un particular con disnea severa y caquexia cronica. Se encontro evidencia

histopatologica compatible con la Enfermedad de Pacheco.
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Figura 17. Necrosis hepatica coagulativa con infiltrado linfoplasmocitario. Amazona farinosa. H&E. 10x.

Figura 18. Cuerpo de inclusion intranuclear basofilico sin cariomegalia en hepatocito, lesion compatible con

Herpesvirus tipo 1 de los psitacidos (Enfermedad de Pacheco). Amazona farinosa. H&E. 100x.
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7.4.2 ENFERMEDADES FUNGICAS Y BACTERIANAS
7.4.2.1 Co-infeccion en paciente aviar particular: Psitacosis, Pseudomoniasis y Candidiasis

A continuacion se describen a detalle los hallazgos histopatoldgicos compatibles con una
infeccion por Chlamydophila spp., en el loro Amazona autumnalis mencionado previamente en la

seccion de microbiologia.
Hallazgos histopatologicos

Macroscdopicamente se encontrd el higado con zonas de necrosis multifocal de color palido,

neumonia intersticial con poliserositis fibrinosa e hidropericardio.

Microscopicamente se encontraron monocitos circulantes en las zonas de necrosis hepatica
e infiltrados linfoplasmocitarios (Figura 18), ademas de inclusiones intracitoplasmaticas palidas al
interior de los hepatocitos (Figura 19). Se realizd tincion de Giménez en el mismo organo y se
encontraron inlcusiones de estructuras cocoides color magenta compatibles con Chlamydophila
psittaci (Figura 20). Se confirmé la presencia de material genético compatible con técnica de PCR

Punto final.

Adicionalmente, se confirm6 la presencia de bacilos gram negativos en intestino delgado,

compatibles con el cultivo positivo de Pseudomonas spp.
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Figura 19. Necrosis coagulativa multifocal. Higado. Amazona autumnalis. H&E. 40x.

intracitoplasmatica  de
ligeramente  basofilica.

autumnalis. H&E. 100x.

Figura 20. Vesicula

parasitofora

tonalidad  palida

Higado.

Amazona
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Figura 21. Inclusiones intracitoplasmaticas cocoides color magenta. Sugestivas de Clamidiosis. Higado. Amazona

autumnalis. Tincion de Giménez. 40x.
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8. DISCUSION

8.1 CONTRASTE DE FRECUENCIAS Y REGIONALIZACION

Uno de los hallazgos mas relevantes de la presente investigacion es que la frecuencia de
Herpesvirus tipo 1 de los psitacidos fue mas elevada en comparacion con otros estudios, como el
de Turral-Ramirez y colaboradores (2017). En este estudio los autores hacen un desglose de
individuos de diferentes especies de psitacidos, tanto mexicanos como exoéticos, con evidencia
molecular del DNA viral, donde se puede derivar una frecuencia general del 18%. En nuestro
estudio encontramos una frecuencia de 20% exclusivamente en especies de loros mexicanos. El
estudio de Gomez-Garza y colaboradores (2017) reporta una frecuencia mas elevada, de 25%, para
Herpesvirus 1. Sin embargo, cabe destacar que su metodologia implica el andlisis molecular de
pools de sangre de 10 aves cada uno, por lo que es desafiante determinar a nivel de individuo cual
es la frecuencia general y relativa por especie para poder contrastar mejor los hallazgos. Las causas
que pueden llevar a este aumento de frecuencia a través del tiempo han sido discutidas con
anterioridad. Gémez-Garza y colaboradores (2017) atribuyen los brotes de enfermedad de Pacheco
en loros mexicanos al aumento en la poblaciéon de loros exoéticos en el territorio nacional,
especialmente provenientes de Sudamérica, que han sido importados en masa, legal o ilegalmente,
para saciar la demanda de loros mascota a raiz de la prohibicion de las especies mexicanas en 2008.
Turral Ramirez y colaboradores (2017) describen la presencia del virus en algunas especies
reservorio como Aratinga solstitiais y Cyanoliseus patagonus. Ademas, sus hallazgos confirman
la presencia del virus en Myopsitta monachus, Ara ararauna 'y Psittacara mitratus, todas especies
provenientes de Sudamérica, lo que abona a lo planteado por Gomez-Garza y colaboradores. Se
requieren estudios posteriores que determinen la presencia del virus en loros exoticos invasores,
especialmente de origen sudamericano, para confirmar este planteamiento, y seguir abonando al

estudio de la dinamica epidemiologica de la enfermedad en México.

La frecuencia de Herpesvirus 1 es, relativamente, homogénea entre las regiones del pais que
abarco el estudio. Es destacable que la region Sur-sureste es la que presentd una mayor frecuencia
relativa, posiblemente porque algunas especies de psitacidos centroamericanas migran
estacionalmente, o coalescen con las especies nativas en sus rangos de distribucion, como el caso

de Psittacara rubritorquis (Goémez-Garza, 2014). De igual manera, se puede hipotetizar que la
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frontera sur de México es uno de los puentes geograficos que usan frecuentemente las redes de
trafico de aves para introducir, almacenar, y distribuir psitacidos capturados en sus paises de origen,
en Centroamérica y Sudamérica, para ser introducidos al mercado local y eventualmente llegar a
Estados Unidos de América. Esto supondria que las poblaciones de loros de México que se
distribuyen naturalmente en el sur del pais, y que también son capturadas para el comercio ilegal,
podrian estar en contacto directo, y mas frecuente, con aves exoticas que portan el patdogeno en

cuestion.

Para el caso de Poliomavirus, este estudio no encontr6 evidencia molecular sugestiva del
patogeno. Este hecho esta en concordancia con lo reportado por Gémez-Garza y colaboradores
(2017), quienes encontraron una frecuencia minima (5%) en muestras sanguineas organizadas en
conjuntos. Una vez mds, es desafiante determinar la frecuencia a nivel de individuo para contrastar
en equidad de condiciones, pero los hallazgos en pool sugieren una muy escasa presencia de la
enfermedad en México. Esta enfermedad ha sido reportada con mayor frecuencia en periquitos
australianos (Melopsittacus undulatus), y en otros loros, como guacamayas del género Ara. Sin
embargo, suele afectar aves jovenes, menores a 5 semanas de vida, y tiene un curso agudo y mortal
(Sanchez-Godoy, 2023). Este estudio muestred aves psitacidas adultas que, si bien podrian ser
reservorios, carecen de estas caracteristicas. Quiza un monitoreo que determine la frecuencia de la
enfermedad en polluelos nacidos en cautiverio, tanto de especies mexicanas como exoticas, y que
asocie la convivencia entre estas como factor de riesgo, podria dilucidar en mayor medida la

relevancia de la enfermedad en el territorio nacional.

En lo que se refiere a las infecciones por Chlamydophila spp. se encontrd una frecuencia de
20% en este estudio. La recopilacion histopatologica de Meza-Madrid y colaboradores (2017)
identifico 8 infecciones por Chlamydophila psittaci de un total de 103 procesos bacterianos, lo que
representa el 7.76%. Sin embargo, este mismo estudio describe 412 decesos en total, lo que
reduciria la frecuencia de Chlamydophila spp. a cerca del 2% como causa de muerte. Una vez mas,
el contraste de frecuencias en equidad de condiciones con los hallazgos de Meza-Madrid, se ve
impedido por la naturaleza divergente de nuestra pesquisa, pues se llevo a cabo in vivo. El estudio
en pool de Gomez-Garza y colaboradores (2017) encontrd una frecuencia mayor, de 25%, para
Chlamydophila psittaci, con las limitantes que el pool supone para el contraste de resultados. En

términos de regionalizacion, es sumamente destacable que la region Sur-sureste es la que albergd
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todos los casos sugestivos de Clamidiosis. Extender el estudio a las regiones no incluidas es
necesario para confirmar esta aparente tendencia, y para poder determinar factores de riesgo
presuntivos. Sin duda la informacién que se aporta, en términos de frecuencia general de
Chlamydophila spp. en psitacidos mexicanos, vivos, a nivel de individuo, es muy valiosa para el
emprendimiento de nuevas investigaciones dedicadas a este importante patégeno zoonotico,

especialmente en poblaciones de loros exdticos invasores y loros mascota.

En cuanto a las parasitosis, se encontr6é una frecuencia general del 7.5%. Contrastando los
hallazgos con los antecedentes se puede apreciar una relativa similitud. Por ejemplo, Meza-Madrid
y colaboradores (2019) reportaron una frecuencia de 6.31% para parasitosis en su recopilacion
histopatologica. Tanto Meza-Madrid y colaboradores como Goémez-Garza y colaboradores (2017)
coinciden con el presente estudio en el hallazgo de nematodos del género Ascaridia. Ademas, se
agregan en el presente hallazgos de cestodos del orden Cyclophillidea, y protozoarios flagelados
compatibles con Giardia spp., abonando a la descripcion del bagaje de formas de dispersion
parasitarias reportadas en psitdcidos mexicanos. La baja frecuencia es una constante y es hasta
cierto punto esperada, ya que la etologia de las psitdcidas mexicanas incluye un comportamiento
de percha casi permanente, con muy escasas aproximaciones al suelo, mas que para obtener sales
minerales de yacimientos, o para acceder a fuentes de agua, lo que las mantiene al margen de
fuentes comunes de infeccion parasitaria. Los cautiverios mal disefiados, carentes de perchas, con
piso de tierra, o compartidos con otras especies aviares (como gallindceas), son factores de riesgo
que deben ser considerados, puesto que aumentan drasticamente la frecuencia de parasitosis y la

manifestacion de signologia.

Finalmente, todos los casos descritos de Candidiasis fueron co-infecciones con patdogenos
primarios que inmunocomprometian a los loros. Esto va acorde a lo reportado en la literatura,
abonando a la determinacion de Candida spp. como un residente de la microbiota que se torna

perjudicial en casos de infeccion primaria (Miller & Fowler, 2015; Meza-Madrid et al., 2019).
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8.2 NUEVOS HALLAZGOS EN ESPECIES DE PSITACIDOS MEXICANOS

Otro de los hallazgos més relevantes del presente estudio es la presencia de la enfermedad de

Pacheco y Clamidiosis en ciertas especies de psitdcidos mexicanos.

Para el caso de Herpesvirus 1, este seria el primer reporte de la enfermedad en algunas
especies de loros mexicanos, como: Amazona auropalliata, Amazona albifrons y Psittacara

holochlorus.

En lo que se refiere a Chlamydophila spp., es relevante denotar que todas las especies que
mostraron evidencia molecular de la infeccion se distribuyen de manera natural en la region sur-
sureste: Amazona auropalliata, Amazona albifrons, Amazona autumnalis, Ara macao 'y Eupsittula
nana. Con esto, surgen incognitas sobre la importancia de estas especies como potenciales
reservorios de la enfermedad, mismas que pueden estar correlacionadas a factores de riesgo propios
de la region. Para confirmarlo, es necesario un estudio regional mas extenso, dedicado a buscar
este patdgeno en aves de vida libre, asi como en aves en cautiverio cuya trazabilidad permita ubicar

su origen en el sureste mexicano.
8.3 ALCANCES Y LIMITACIONES

La principal limitacién de la investigacion aqui descrita es su caracter exploratorio y
descriptivo, el cual limita las variables y el disefio experimental. Los resultados son el recuento del
monitoreo de las enfermedades infecciosas del foco de estudio, detectadas con las técnicas
descritas, en las poblaciones y regiones incluidas, pero no son representativos de las poblaciones
en cautiverio, ni de las silvestres. Tampoco de todas las especies de psitacidos mexicanos, puesto
que el acceso limitado a estas aves delimitd el estudio a s6lo aquellas que estaban albergadas en
las UMAs y PIMVS participantes, excluyendo a aquellas especies que no son frecuentemente
decomisadas por su escaso, o nulo, valor comercial para las redes de trafico de aves, por ejemplo
los pequenios loros del género Forpus, o aquellos restringidos a parajes reconditos y bien
conservados, como los de la especie Pyrilia haematotis. La relevancia de estudios como este en
poblaciones silvestres de loros mexicanos es cuestionable, a menos que estos coalescan con

poblaciones humanas o estén en contacto directo o potencial con especies de psitacidos exoticos.
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A pesar de esto, la relevancia de este estudio esta en el precedente que fija para ampliar la
pesquisa a otras poblaciones de loros en cautiverio, de importancia para la salud publica, o con
fines de conservacion. Dos poblaciones objetivo deben ser, a propuesta de los colaboradores de
este estudio, las siguientes: las aves psitdcidas que cumplen un rol de animal de compafiia, y que
por ende representan un potencial riesgo a la salud publica; y las poblaciones de loros consideradas
especies exoticas invasoras, como las de perico monje argentino (Myopsitta monachus), por su
potencial para diseminar enfermedades infecciosas a las especies nativas, y de ocupar el nicho
ecoldgico de estas. Medir el efecto que tienen estas parvadas de loros invasores es el primer paso,
para marcar la directriz hacia un manejo de poblaciones perjudiciales, que abone a la proteccion y
la conservacion de las especies de loros nativos de México, especialmente aquellos considerados

en peligro de extincion.
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9. CONCLUSION

Este estudio dedic6 un acumulo de esfuerzos institucionales, y una extensa red de
colaboracion, para vislumbrar el efecto que tienen las enfermedades infecciosas en los psitacidos
de México, y encontr6 que patdégenos como Herpesvirus tipo 1 y Chlamydophila spp. estan
presentes en hasta el 20% de los individuos en cautiverio, demostrando que la importacion de
patdgenos exoticos hoy es una realidad, y que una zoonosis que comprometa la salud piblica puede

ser una cuestion de tiempo, o esta pasando desapercibida.

La hipdtesis planteada se cumple en la mayoria de sus supuestos. La frecuencia de
Herpesvirus 1 y de Chlamydophila psittaci superd la frecuencia esperada de 4-10%, mientras que
para Polioma aviar no se detectaron casos compatibles. Las formas de dispersion parasitarias se
encontraron solo en el 7.5% de los individuos, como era de esperarse, considerando que la etologia
de los psitacidos los mantiene apartados de fuentes de infeccion cuando la higiene del recinto, su
tamano y disefio son adecuados. Finalmente, no se encontraron indicios de infecciones por Candida
albicans en individuos clinicamente sanos, s6lo en aves enfermas y decesos, lo que confirma su

papel como un patdégeno oportunista.

Considerando los hallazgos y su relevancia, es crucial extender el estudio a otras dos
poblaciones de psitacidos: los loros que fungen como animal de compaiia; y los loros exdticos
invasores. Recabando mas evidencia molecular, que pueda ser asociada a la manifestacion clinica,
el origen de las aves, y los factores medioambientales de su entorno, se pueden hacer
contribuciones de gran importancia a la conservacién de los loros mexicanos, a través de la

medicina aviar.

Finalmente, los estudios posteriores en esta linea de investigaciéon deben abordar la
problematica con una perspectiva holistica, que incluya no sé6lo a las aves en cuestion, sino a sus
cuidadores, a los grupos de interés cercanos, el espacio geografico que habitan, y las especies
animales con las que coexistan. Solo a través del enfoque de Una Sola Salud se conseguira el
involucramiento de la sociedad, se garantizard el bienestar de estos animales, se buscard la

proteccion de su entorno y se salvaguardard la salud publica.
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