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RESUMEN

La escasez de agua en la cuenca alta del rio Guadiana ha hecho que se valore el uso de de las aguas resi-
duales depuradas para la conservacién de la biodiversidad de humedales como Las Tablas de Daimiel.
En este trabajo hemos abordado el estudio de: (1) el riesgo que suponen las aguas residuales para au-
mentar la presencia de enteropatégenos en el medio y en las aves; (2) las condiciones ambientales que fa-
vorecen la presencia de Clostridium botulinum en el medio y la aparicién de brotes de botulismo,
incluyendo estudios experimentales y de campo; y (3) el papel de los invertebrados acudticos, los dipte-
ros necréfagos y las propias aves en la expansion de los brotes de botulismo. La presencia de Escherichia
coli patogénica aviar (APEC), Clostridium perfringens tipo A'y C. botulinum tipo C/D ha sido generalmente
mayor en muestras de agua, sedimento y heces de aves de las lagunas que reciben directamente aguas
residuales (Navaseca y Veguilla) respecto a las Tablas de Daimiel. La aparicién de un brote de botulismo
en Navaseca en el verano de 2010 estuvo asociada con una bajada del potencial redox, clorofila y sulfa-
tos en el agua, de la DBO, en sedimento y con un aumento del carbono inorgédnico en el medio. Las con-
diciones de anoxia generadas, posiblemente asociadas con una proliferaciéon de Lemna en la laguna,
favorecieron la proliferacion de C. botulinum. En muestreos previos a brotes de botulismo la mayor pre-
sencia de C. botulinum fue detectada en heces de aves, para después ser detectada en muestras de sedi-
mento, agua, gasterépodos acudticos, invertebrados acudticos, moscas necréfagas y sus larvas. La muerte
por cualquier motivo (por ejemplo infecciones por enterobacterias) de aves acudticas con C. botulinum en
su tracto digestivo actuarfa como detonante de los brotes al servir el caddver como medio de crecimiento
de la bacteria y proliferacién de larvas de mosca acumuladoras de toxina que pueden ser ingeridas por
otras aves. Ademds se ha comprobado experimentalmente que las moscas son capaces de transportar C.
botulinum a cadaveres exentos previamente de la bacteria, dando lugar asi a larvas téxicas que pueden ini-
ciar el ciclo cadédver-larva-ave que magnifica los brotes de botulismo. Las aves afectadas por botulismo
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pueden excretar C. botulinum mas de dos semanas después del ingreso en los centros de recuperacion
para su tratamiento, por lo que el papel de las aves en la dispersion de la bacteria durante los brotes
puede ser importante. En conclusién, los humedales abastecidos con aguas residuales podrian actuar
como trampas ecolégicas para las aves acudticas por el riesgo de exposicién a enteropatégenos y bro-
tes de botulismo.

Palabras clave: Clostidium botulinum tipo C/D, humedales, aves acudticas, mortalidad, aguas resi-
duales.

SUMMARY

The scarcity of water in the upper Guadiana River has led to value the treated wastewater for the
conservation of biodiversity in wetlands such as Tablas de Daimiel. In this work we have studied: (1) the
risk posed by the wastewater to increase the presence of enteric pathogens in the environment and in
birds, (2) environmental conditions that have favoured the presence of Clostridium botulinum in the
environment and in the onset of botulism outbreaks, including experimental and field studies, and (3)
the role of aquatic invertebrates, carrion flies and the birds themselves in expanding the outbreaks. The
presence of avian pathogenic Escherichia coli (APEC), Clostridium perfringens type A and C. botulinum type
C/D has been generally higher in samples of water, sediment and bird feces collected in wetlands
receiving wastewater (Navaseca and Veguilla) than in Tablas de Daimiel. The occurrence of an outbreak
of botulism in Navaseca in 2010 was associated with a lowering of the redox potential, chlorophyll and
sulfates in water, BOD; in sediment and with an increase of inorganic carbon in the medium. The anoxic
conditions generated, possibly associated with a proliferation of Lemna in the lagoon, favoured the
growth of C. botulinum. Samplings previous to botulism outbreaks revealed the highest presence of C.
botulinum in feces of birds, being later detected in sediment, water, aquatic gastropods aquatic
invertebrates, carrion flies and their larvae. Death from any cause (eg Enterobacteriaceae infections) of
waterbirds with C. botulinum in their intestinal tract acts as a trigger for outbreaks because the carcass
offers a perfect media for its growth and subsequent proliferation of maggots accumulating toxin that
can be ingested by other birds. Furthermore it has been shown experimentally that the flies are capable
of carrying C. botulinum to previously exempt carcasses, thus resulting larvae can initiate the cycle
carcass-maggot-bird that magnifies the botulism outbreaks. Birds affected by botulism may excrete C.
botulinum more than two weeks after admission to the wildlife rehabilitation centres for treatment, so the
role of birds in the spread of bacteria during outbreaks may be important. In conclusion, wetlands
supplied with wastewater could act as ecological traps for waterfowl because of the risk of exposure to
enteropathogens and botulism outbreaks.

Key words: Clostidium botulinum type C/D, wetlands, waterbirds, mortality, wastewater.

INTRODUCCION

La escasez de agua es un problema en casi toda
Espafia, pero si hay una zona en la que los efec-
tos se han hecho notar en las tltimas décadas con
todas sus consecuencias, esa es la conocida para-
déjicamente como Mancha Hiimeda (LLAMAS,
1988; MARTINEZ-SANTOS et al., 2008). Los tra-
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bajos de encauzamiento del rio Guadiana en su
cuenca alta y todo el regadio instaurado en la lla-
nura manchega, antes dedicada a la agricultura
de secano, han terminado por dejar al borde de la
desaparicién un ecosistema tinico como es el que
abarca el Parque Nacional de Las Tablas de Dai-
miel (LLAMAS, 1988; ALVAREZ COBELAS &
CIRUJANO, 1996; SANCHEZ-CARRILLO et al.,
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2010). Las pocas aguas que corren por los rios de
La Mancha en buena parte del afio no son mds
que las aguas residuales de poblaciones de me-
diano tamario (Figura 1). Estas poblaciones cuen-
tan con estaciones depuradoras de aguas
residuales, pero en la mayoria de los casos resul-
tan insuficientes y se ven desbordadas en épocas
de lluvias ya que no existe una adecuada separa-
cién de las aguas pluviales y las residuales como
serfa recomendable (HEADLEY & TANNER,
2012). A todo esto hay que sumar que muchas
poblaciones ni siquiera tienen un rio cerca en el
que verter las aguas una vez que han sido trata-
das, de forma que se han usado humedales na-
turales como lagunas endorreicas, normalmente
salinas, para recoger estas aguas (CIRUJANO &
MEDINA, 2002). Esto, evidentemente, altera de
forma importante la ecologia de las lagunas, ya
que aun en el caso de que el agua vertida estu-
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viese totalmente depurada modificaria la salini-
dad del humedal y de esta forma toda su ecolo-
gia (FLORIN & MONTES, 1999). En otros casos
las aguas tratadas han sido utilizadas para crear
nuevos humedales, pero raramente han sido
estos disefiados para afrontar con garantfas un
aporte continuado de nutrientes y contaminan-
tes (WORRALL et al., 1997; CIRUJANO & ME-
DINA, 2002; MITSCH & DAY, 2004).

En esta situacion creciente de escasez de agua,
incluso el agua residual se puede ver revalori-
zada para diversos usos como, por ejemplo, la
conservacién de la biodiversidad (CIRUJANO
& MEDINA, 2002; NAVARRO et al., 2011). No
obstante, las aguas residuales pueden ser un
arma de doble filo al producir generalmente un
aporte de nutrientes y contaminantes al medio
receptor, y ser una fuente potencial de organis-
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Figura 1. Mapa de la zona de estudio, incluida en la Mancha Hiimeda de la Provincia de Ciudad Real.

Figure 1. Map of the study area which is included in the Mancha Htimeda of the Province of Ciudad Real. Wastewater treatment
plants (pentagons) and their corresponding towns (with number of inhabitants) (stars) are shown in the map.
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mos patégenos (OKAFOR, 2011). Entre los mi-
croorganismos presentes en las aguas resi-
duales abundan por razones obvias los
enteropatégenos, algunos de ellos capaces de
afectar negativamente a las aves acudticas
(FRIEND & FRANSON, 1999; BENSKIN et al.,
2009). A todo esto se suma que el botulismo,
una de las principales causas de mortalidad en
las aves acudticas (ROCKE, 2006), aparece fre-
cuentemente en humedales que se abastecen de
aguas residuales tratadas (VIDAL et al., 2009).
El botulismo es una intoxicacién causada por la
ingestién de una potente neurotoxina produ-
cida por Clostridium botulinum que causa parali-
sis fldcida y la muerte de los animales por
parada respiratoria. C. botulinum no se consi-
dera como abiertamente patégeno, sino que
actia como una bacteria que utiliza una neuro-
toxina para matar a fin de crear un medio apro-
piado para su mantenimiento (PECK, 2009). La
mortalidad exponencial observada durante los
brotes de botulismo aviar se ha asociado con el
ciclo de vida de las moscas necréfagas y sus lar-
vas. Estas tltimas acttian como portadoras de
neurotoxina desde los caddveres en descompo-
sicion en los que crece la bacteria a las aves
vivas que se alimentan de dichas larvas (EVEL-
SIZER et al., 2010). Entre 1978 y 2008, 13 brotes
de botulismo aviar fueron registrados en los hu-
medales de La Mancha Humeda. Estos brotes
causaron la muerte de unas 20.000 aves de mads
de 50 especies, algunas de ellas en peligro de ex-
tincién como la malvasia cabeciblanca (Oxyura
leucocephala). En estudios previos se ha visto una
asociacion significativa entre el nimero de aves
muertas cada afio por botulismo y la tempera-
tura media en julio (>26 °C). C. botulinum no es
una bacteria muy frecuente en el sedimento de
los humedales manchegos como indica el dato
de presencia en solo el 5,8% de 207 muestras re-
cogidas entre 2005 y 2008, principalmente en
puntos con menor salinidad y mayor carga de
materia orgdnica (VIDAL et al., 2013). No obs-
tante, esta prevalencia parece ser suficiente para
desencadenar brotes de botulismo cuando apa-
rece un detonante como puede ser una morta-
lidad causada por otro patégeno, téxico o
agente fisico (FRIEND & FRANSON, 1999;
SOOS & WOBESER, 2006). De aqui la impor-
tancia que pueden tener los enteropatégenos
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presentes en las aguas residuales al ser capaces
de causar enfermedades en las aves y asi gene-
rar un brote.

En este trabajo hemos abordado el estudio de: (1)
el riesgo que suponen las aguas residuales para
aumentar la presencia de enteropatégenos en el
medio y en las aves; (2) las condiciones ambien-
tales que favorecen la presencia de C. botulinum
en el medio y la apariciéon de brotes, incluyendo
estudios experimentales y de campo; y (3) el
papel de invertebrados acuédticos, los dipteros
necréfagos y las propias aves en la expansién de
los brotes.

MATERIAL Y METODOS

Caracterizacion de los serotipos
de C. botulinum

Se ha llevado a cabo el aislamiento de cepas de
49 aves muertas en brotes de botulismo ocurri-
dos entre 2010 y 2011 en las lagunas manchegas
de Navaseca, Pozuelo de Calatrava, Moral de Ca-
latrava y Mocejon (Figura 1). Para ello se us6 una
separacién magnética utilizando anticuerpos mo-
noclonales para C. botulinum (H. Skarin, en pre-
paracién). Sobre las cepas aisladas se hizo
primero una confirmacién mediante una qPCR
(PCR a tiempo real cuantitativa) que engloba a C.
botulinum tipo C y el mosaico typo C/D (LIND-
BERG et al., 2010). Una vez comprobado que eran
positivas, se procedi6 a genotiparlas mediante la
técnica de electroforesis en campo pulsado
(PFGE) (SKARIN et al., 2010) y se realiz6 la com-
parativa genética entre cepas espafiolas y suecas
usando el programa BioNumerics 5.5 (Applied
Maths). Este trabajo se realiz6 en el Instituto Na-
cional de Veterinaria de Uppsala (Suecia) durante
una estancia de investigacion. Posteriormente en
el IREC se analizaron 30 muestras de aves acudti-
cas mediante una PCR convencional que distin-
gue entre los toxinotipos C, D y sus mosaicos
C/D (TAKEDA et al., 2005) y comparando los re-
sultados con una qPCR usada en anteriores estu-
dios (SANCHEZ-HERNANDEZ et al., 2008;
VIDAL et al., 2011).
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De forma paralela se ha llevado a cabo el diag-
nostico de botulismo mediante el bioensayo en
ratones con plasma de aves recogidas en brotes
acontecidos en el verano del 2010 en las lagunas
de Navaseca y Pozuelo de Calatrava. Cuando la
muestra de plasma result6 suficiente se testo el
bioensayo con antitoxinas C y D. Cuando fue es-
caso se test6 tinicamente con una antitoxina he-
xavalente (FACH et al., 1996). Este trabajo se
inicié durante una estancia de investigacion en
la Unidad de Bacterias Anaerobias del Centro del
Instituto Pasteur de Paris (Francia). Posterior-
mente, este bioensayo fue realizado en el IREC
con aves de los brotes ocurridos en las lagunas
de Navaseca y Pozuelo de Calatrava en 2012
usando la antitoxina C (Centers for Disease Con-
trol, Atlanta, GA; Cat No.BS0611, Lot 05-0100),
ya que se ha visto que es el mds frecuente en la
intoxicaciones en aves acudticas.

Estudio de campo de los factores asociados
con la presencia de enteropatégenos
y C. botulinum

La presencia de bacterias enteropatégenas (Sal-
monella spp., Escherichia coli patogénica aviar
(APEC) y Clostridium perfringens tipo A) y C. bo-
tulinum tipo C/D ha sido estudiada junto con di-
versas variables ambientales en 24 puntos
distribuidos entre las Tablas de Daimiel (12 pun-
tos), la laguna de Navaseca (6 puntos), que re-
coge las aguas residuales tratadas de Daimiel, y
la laguna de La Veguilla (6 puntos), que recibe
de forma intermitente las aguas residuales trata-
das de Alcdzar de San Juan (Figura 1). Los mues-
treos han sido llevados a cabo entre abril de 2010
y febrero de 2011, con una periodicidad mensual
en verano y trimestral en las otras estaciones.
Adicionalmente se llevé a cabo un muestreo du-
rante un brote ocurrido entre finales de julio y
principios de agosto de 2010 en la laguna de Na-
vaseca. En cada punto y momento fue recogida
una muestra de sedimento hasta 5 cm de pro-
fundidad (n=176) y agua (superficial e intersti-
cial tomada con sondas de porcelana y tubos de
vacio) (n=164), dipteros necréfagos adultos con
trampas cebadas con carne (n=149) e invertebra-
dos acudticos con una malla de 1 mm de luz
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(n=103). Ademds en cada humedal se recogieron
heces de aves en cada muestreo, principalmente
de andtidas, réllidos y ldridos (n=655).

En cada muestreo se anot6 la altura del agua, y
en las muestras de agua superficial se midié me-
diante una sonda multiparamétrica Hydrolab
DS5X la temperatura, conductividad, pH, poten-
cial redox (Eh), clorofila o, turbidez y oxigeno di-
suelto. Los solidos voldtiles y totales, demanda
bioldgica de oxigeno (DBO;), carbono inorganico,
orgdnico y total, iones amonio, nitrito, nitrato,
fosfato, sulfato y cloruro, calcio, sodio, potasio,
magnesio y alcalinidad total y la debida a carbo-
natos en agua superficial fueron medidos me-
diante diferente métodos estandarizados en
laboratorio (EATON & FRANSON, 2005). En el
agua intersticial se midieron los pardmetros qui-
micos antes descritos (excepto sélidos y alcalini-
dad), mientras que en el sedimento se midi6 la
materia orgdnica, humedad, conductividad, pH
y DBO..

En las muestras de agua, sedimento y heces se
llevé a cabo la deteccién de E. coli APEC me-
diante cultivo en agar McConkey y caracteriza-
cion de genes de virulencia por PCR
(DIAZ-SANCHEZ et al., 2012), de Salmonella spp.
mediante cultivo e identificacién bioquimica
aplicando la normativa ISO para tejidos y ali-
mentos (UNE-EN ISO 6579:2002) y de C. perfrin-
gens tipo A con un cultivo en agar TSCA y
caracterizaciéon del toxinotipo mediante PCR
(VAN ASTEN et al., 2009). La deteccién de C. bo-
tulinum tipo C/D en agua, sedimento, heces e in-
vertebrados se hizo mediante cultivo de
enriquecimiento seguido de qPCR (VIDAL et al.,
2011).

Estudio experimental de factores limitantes
para C. botulinum

El estudio de factores predisponentes para la
presencia de C. botulinum en el campo fue am-
pliado con cuatro estudios experimentales para
valorar el efecto inhibidor de la salinidad y la
competencia de otras bacterias anaerobias. Estos
estudios tienen una doble vertiente, al valorar
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efectos sobre la presencia de la bacteria en el
medio natural y también en su posterior detec-
cién en el laboratorio. En un primer estudio se
valoré el efecto que podria tener la salinidad en
la deteccién de la bacteria, para lo cual C. botu-
linum fue cultivado en medios con salinidades
entre 0 y 10 mg de NaCl/ml que serian las que
tendriamos en el caso de inocular sedimentos de
humedales manchegos en el caldo de cultivo (1
g de sedimento: 10 ml de caldo). Después del
cultivo la determinacién se llevé a cabo me-
diante gPCR como se ha citado antes. En un se-
gundo experimento la concentracién de sal serfa
10 veces superior (0-100), con lo que valoraria-
mos el efecto de la salinidad en condiciones si-
milares a cuando la bacteria se desarrolla en el
sedimento del humedal. En un tercer experi-
mento se valoré el efecto que tiene de cara a la
deteccién de C. botulinum el calentamiento de
las muestras de sedimento a 70 °C tal y como re-
comiendan algunos autores (LINDSTROM &
KORKEALA, 2006) y como se realiza en labora-
torios de referencia sobre muestras clinicas. De
esta forma se eliminarian bacterias anaerobias
competidoras y asf las esporas termorresisten-
tes de C. botulinum podrian crecer mds facil-
mente en el cultivo. Para valorar este efecto se
inocularon con C. botulinum sedimentos antes y
después de ser tratados con calor y sin dicho
tratamiento. Por dltimo, se estudio el efecto de
la competencia de la comunidad microbiana
presente en un sedimento sobre el desarrollo de
C. botulinum. Para esto se procedi6 a la esterili-
zacion de muestras de sedimento que después
fueron inoculadas con esporas de C. botulinum,
comparando el crecimiento con sedimentos no
esterilizados.

Papel de invertebrados y aves en la expansion
de brotes de botulismo

El papel de los invertebrados acudticos en la apa-
ricién y expansién de brotes ha sido estudiado
mediante el andlisis de la presencia de C. botuli-
num en 126 muestras compuestas («pooles») de
larvas de quironémidos (n=16), heterépteros
acudticos (notonéctidos y corixidos) (n=27), lar-
vas de efimeras (n=3), crustdceos (clad6ceros, co-
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pépodos y ostrdcodos) (n=17), gaster6podos
acudticos (n=37) y otros (n=26). Estas muestras
fueron tomadas entre junio y octubre de 2011 en
humedales manchegos (lagunas de Navaseca,
Moral de Calatrava y Pozuelo de Calatrava) en
momentos en que aparecieron brotes de botu-
lismo y en las Tablas de Daimiel en las mismas
fechas, como zona exenta de brotes (control).
Ademds fueron tomadas muestras de agua
(n=70), sedimento (n=76) y raices de plantas
(n=12) para detectar la presencia en el medio en
que estos invertebrados habitan.

En cuanto a los dipteros necréfagos, el estudio se
ha llevado a cabo mediante el muestreo de for-
mas adultas en momento de brotes con trampas
cebadas con carne (n=34) y de formas larvarias
sobre los caddveres de aves acuéticas (n=7). El
papel de los dipteros necréfagos en la dispersion
de C. botulinum entre caddveres también ha sido
estudiado de forma experimental en los veranos
de 2011 y 2012 colocando en humedales con bro-
tes activos de botulismo unas trampas para mos-
cas (n=24) cebadas con carne o caddveres de aves
de granja exentos de C. botulinum. Estos cebos
han sido monitorizados durante varios dias para
detectar la presencia de larvas nacidas en ellos
debido a la entrada de moscas que han deposi-
tado alli sus huevos. Trampas similares fueron
colocadas como controles (n=5) en zonas en las
que no se daban brotes de botulismo. Las larvas
(muestras compuestas por trampa, n en bro-
tes=22, n controles=3) fueron recogidas y anali-
zadas para detectar C. botulinum.

El papel de las aves ha sido estudiado mediante
el muestreo de heces de aves acuédticas en mo-
mentos de brotes (n=355) tal y como se ha expli-
cado para los invertebrados acudticos. También
han sido analizados hisopos cloacales (n=151) de
aves capturadas vivas con nasas entre febrero y
octubre de 2012 en la laguna de Navaseca (en la
que se producen brotes de botulismo, n=116), las
Tablas de Daimiel y el Delta del Ebro (como
zonas control, n=35). Por tltimo, se ha llevado a
cabo un seguimiento de la presencia de C. botuli-
num en hisopos cloacales de las aves acudticas
(principalmente andtidas, réllidos y ldridos,
n=71) intoxicadas en brotes de botulismo ocurri-
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dos en las lagunas de Navaseca y Pozuelo de Ca-
latrava en verano de 2012 e ingresadas en el Cen-
tro de Recuperacién de Fauna del Chaparrillo
(Ciudad Real). Las muestras han sido tomadas
cada dos dfas desde el momento del ingreso
hasta la liberacién o la muerte.

Anilisis estadistico

Las prevalencias de deteccién de enteropatége-
nos y C. botulinum en los diferentes experimen-
tos y estudios de campo han sido comparadas
entre grupos, humedales o tipos de muestra con
test de %2 o de Fisher. Los pardmetros fisicoqui-
micos de agua y sedimento han sido compara-
dos entre humedales o entre diferentes
muestreos en un mismo humedal para estudiar
relaciones temporales o espaciales con la apari-
cién de brotes de botulismo mediante andlisis
de varianzas de una via. La relacién entre la pre-
sencia de los diferentes tipos de enterobacterias
y C. botulinum y las caracteristicas fisicoquimi-
cas de agua y sedimento ha sido estudiada me-
diante modelos lineales generalizados (MLGz)
para una respuesta logistica binomial (presen-
cia/ausencia de la bacteria) con los pardmetros
medidos en agua y sedimento y el humedal
como descriptores. El nivel de significacion de
los tests ha sido establecido en p < 0.05 y los
andlisis han sido llevados a cabo con el pro-
grama IBM SPSS Statistics 19.

RESULTADOS

Caracterizacion de los serotipos
de C. botulinum

Los andlisis de genotipado realizados indican
que existe una gran similitud entre las diferentes
cepas aisladas en los humedales manchegos y
también con las aisladas en Suecia. Este perfil se
corresponde con el toxinotipo del mosaico C/D
descrito tltimamente en Europa. También se ha
visto que la qPCR resulta adecuada y més sensi-
ble que una PCR convencional para la detecciéon
de este mosaico C/D. Por otra parte, los bioen-
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sayos en ratones también apuntan a la presencia
del mosaico C/D ya que la proteccién de los ra-
tones testados se ha conseguido con ambas anti-
toxinas C y D.

Estudio de campo de los factores asociados
con la presencia de enteropatégenos
y C. botulinum

La presencia de E. coli APEC ha sido més fre-
cuente en heces de Navaseca y Veguilla y en se-
dimentos de Navaseca que en las Tablas de
Daimiel (p<0,02; Figura 2), siendo ademds mads
detectada en las heces de las aves que en agua y
sedimentos. C. perfringens tipo A también estd
muy presente en los humedales que reciben o
han recibido de forma directa aguas residuales
tratadas, como son las lagunas de Navaseca y la
Veguilla (p<0,01; Figura 2), y siendo mds fre-
cuente en sedimento y heces de las aves que en el
agua. En cuanto a Salmonella spp., se observa que
es menos frecuente que las anteriores y tnica-
mente en la Veguilla destaca su presencia en un
muestreo de heces de gaviotas (30% positivas en
laridos; més frecuente que en las Tablas de Dai-
miel, p=0,01. Por dltimo la presencia de C. botu-
linum en las muestras de las Tablas de Daimiel
ha sido nula, mientras que en Navaseca fue de-
tectada en heces, agua, sedimento e invertebra-
dos (acudticos y moscas necréfagas) después de
la aparicién de un brote de botulismo en el ve-
rano de 2010 (significativamente mds frecuente
en agua y heces de Navaseca que en las Tablas
de Daimiel, p<0,02). Sorprendentemente, C. bo-
tulinum fue detectado en las heces de aves acua-
ticas antes de aparecer el brote de botulismo, lo
que apunta a que las mismas aves pueden tener
un papel importante en la ecologia de esta bacte-
ria (Figura 3). En las muestras tomadas en la Ve-
guilla C. botulinum ha sido también muy poco
frecuente (Figura 2).

Los factores ambientales que pueden estar rela-
cionados con la aparicién de brotes de botulismo
han sido la elevada temperatura del agua, una
caida del potencial redox en el agua, la muerte
del fitoplancton reflejada por la bajada de la clo-
rofila a en agua, la caida de la DBO, en sedi-
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Figura 2. Prevalencias de Salmonella spp., Clostridium perfringens tipo A, Clostridium botulinum tipo C/D y E. coli patégeno aviar
(APEC) en heces, sedimento y agua de los tres humedales estudiados. Los asteriscos sefialan las prevalencias significativamente
mads elevadas en esos humedales que en las Tablas de Daimiel.

Figure 2. Prevalence of Salmonella spp., Clostridium perfringens type A, Clostridium botulinum type C/D and avian pathogenic E. coli
(APEC) in feces, sediments and water of the three studied wetlands. The asterisks indicate the prevalences (in Alcazar and Navaseca)
that are significantly higher than in Las Tablas de Daimiel.

mento, la bajada de sulfatos en agua y el au-
mento del carbono inorgdnico en agua (Figura
4). Estos factores o cambios han sido observados
en el momento de la aparicién del brote ocurrido
en Navaseca en 2010. También las diferencias
entre humedales para dichos pardmetros apun-
tan a una mayor susceptibilidad de la laguna de
Navaseca para el desarrollo de brotes de botu-
lismo (Figura 5). La presencia de C. perfringens
en sedimento aparecié relacionada positiva-
mente con diversos pardmetros fisicoquimicos
del agua intersticial (por ejemplo carbono orga-
nico total, calcio, sulfato, sodio; p<0,05). No obs-
tante, el mayor efecto del factor zona en los
MLGz (p<0,001) indica que esta bacteria podria
ser un buen marcador de la presencia de aguas
residuales en las dos lagunas abastecidas con

Muestras positivas (%)

- -O- - Ambientales

—8— Heces

Figura 3. Evolucién temporal de la presencia de C. botulinum
en heces de aves acudticas y muestras ambientales (aguas y se-
dimentos) en Navaseca durante el periodo de monitoreo de
2010-2011.

Figure 3. Temporal trend of the presence of C. botulinum in
feces of waterbirds and environmental samples (water and sed-
iments) of Navaseca during the sampling period of 2010-2011.
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aguas de depuradoras. No han sido detectadas
relaciones significativas entre las caracteristicas
de agua y sedimento y la presencia de E. coli
APEC. La baja prevalencia de C. botulinum'y Sal-
monella spp. impide este tipo de andlisis me-
diante MLGz para estas bacterias.
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Figura 4. Evolucién anual de diversos factores ambientales en Navaseca que han experimentado cambios bruscos entorno al mo-

mento del brote (flechas) ocurrido a finales de julio de 2010 o que pueden favorecer el desarrollo de C. botulinum en el humedal.

Figure 4. Annual trend of several environmental factors in Navaseca that have suffered sharp changes around the outbreak period

(arrows) occurred at the end of 2010 or that may favor the growth of C. botulinum in the wetland.
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Figura 5. Factores ambientales que se diferencian en Navaseca y que podrian asociarse con los brotes de botulismo ocurridos en ese

humedal.

Figure 5. Environmental factors that are different in Navaseca and that could be associated with the botulism outbreaks that occurred

in that wetland.

Estudio experimental de factores limitantes
para C. botulinum

La concentracién tedrica de sal de los sedimento
de humedales manchegos no ha afectado a la po-
sibilidad de deteccién de C.botulinum mediante
el cultivo de enriquecimiento seguido de qPCR
una vez esas muestras quedaban diluidas en el
caldo de cultivo. Concentraciones superiores a
12,5 mg/ml de NaCl, en lo que seria el equiva-
lente a lo que presenta el sedimento sin diluir, sf
que han afectado al desarrollo de la bacteria.
Estos resultados indican que la salinidad puede
ser un factor limitante para la presencia de la bac-
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teria en los humedales, pero no para su deteccion
en el laboratorio.

El calentamiento de las muestras a 70 °C para re-
ducir la competencia de otras bacterias durante el
cultivo de enriquecimiento en laboratorio no ha
mejorado la capacidad de deteccién de C. botuli-
num en sedimento (12,5% en controles y trata-
dos). Por el contrario, la esterilizacién del
sedimento ha favorecido el crecimiento de C. bo-
tulinum en muestras inoculadas tras ese trata-
miento térmico (37,5%) en comparacién a las no
tratadas (12,5%; p = 0,009). Este resultado indica
que la competencia de otros microorganismos
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puede ser un factor importante en el desarrollo
de la bacteria, tanto en los humedales como en
los cultivos para su deteccion.

Papel de invertebrados y aves en la expansion
de brotes de botulismo

La mayor frecuencia de deteccién de C. botulinum
typo C/D en los brotes ocurridos en 2011 en tres
lagunas manchegas se observé en las larvas de
dipteros necréfagos, seguido del sedimento y los
dipteros adultos (Figura 6). También hubo dife-
rencias entre humedales, ya que del total de
muestras analizadas la frecuencia de aparicién
de C. botulinum fue observada en Navaseca
(9,8%), seguida de Pozuelo de Calatrava (6,3%) y
Moral de Calatrava (4,2%).

Durante el brote de botulismo ocurrido en Na-
vaseca se alcanzé una presencia de C. botulinum
en el 29% de las muestras de sedimento. En ese
momento los invertebrados acuéticos que mos-
traron mayor presencia de C. botulinum fueron

b

los gasterépodos acudticos (16,2%). También fue
detectada la bacteria en una larva de estratio-
mido.

El otro grupo de invertebrados en el que fue de-
tectada la bacteria en los humedales con brotes
son los dipteros necréfagos, tanto las formas lar-
varias (28,6%) como las moscas adultas (11,8%).
En el estudio experimental realizado con tram-
pas cebadas con carne o caddveres se ha podido
confirmar que las moscas adultas son capaces de
transportar C. botulinum de un cadédver a otro y
aparecer después en las larvas desarrolladas en el
16,7% de esos cadaveres (8,1% usando filetes de
carne enrollados) que no presentaban inicial-
mente esta bacteria.

Por ultimo la presencia de C. botulinum en los hi-
sopos cloacales tomados en las aves vivas ha sido
muy baja. Tan solo ha sido detectada en una
focha muestreada en Navaseca durante el brote
de 2012 y que posiblemente empezaba a estar in-
toxicada. Las heces recogidas directamente en el
campo, sin tener que capturar a las aves parecen

dar resultados positivos

con mayor frecuencia, ya

35 1

Presencia de C. botulinum (%)

que el 7,7% de las mues-
tras recogidas durante el
citado brote de Navaseca
resultaron positivas y en
momentos al margen de
los brotes este valor se
mantuvo en un 3,7%.

El seguimiento de las aves
ingresadas por botulismo
en el Centro de Recupera-
cién muestra que las aves
pueden continuar por-
tando la bacteria en su
tracto digestivo hasta dos
semanas después del in-

Agua Sedimentos Raices Heces Inverte- Dipteros Larvas de
plantas de brados adultos mosca
acudticas aves  acuaticos

Figura 6. Presencia de C. botulinum tipo C/D en muestras tomadas en brotes ocurridos en
2011 en tres humedales manchegos (Lagunas de Navaseca, Pozuelo de Calatrava y Moral
de Calatrava). Los ntimeros mostrados en cada categoria son el tamafio de muestra (n).

Figure 6. Presence of C. botulinum type C/D in samples collected during outbreaks oc-
curred in 2011 in wetlands of Ciudad Real (Navaseca lagoon, Pozuelo de Calatrava and
Moral de Calatrava). The numbers shown in each category are the sample size (n).

4

greso, lo que indica que la
bacteria puede mante-
nerse en el tracto diges-
tivo de las aves durante
un tiempo mayor de lo
que se esperaria por un
mero transito con la dieta
(Figura 7).
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Figura 7. Presencia de C. botulinum tipo C/D en intestino de
aves acudticas durante su tratamiento en el Centro de Recupe-
racion de Fauna.

Figure 7. Presence of C. botulinum type C/D in intestine of wa-
terbirds during their recovery at the Wildlife Rehabilitation
Center.

DISCUSION

El uso de aguas residuales representa un riesgo
sanitario para las aves por ser una fuente de en-
teropatégenos y por alterar la ecologia de los hu-
medales y asi favorecer en determinados
momentos la aparicién de brotes de botulismo
aviar. Los brotes registrados en la Mancha Hu-
meda corresponden al mosaico C/D reciente-
mente descrito y que parece ser el predominante
en las aves acudticas en Europa (WOUDSTRA et
al., 2012). Este mosaico C/D tiene una mayor ac-
tividad letal que otros tipos y reacciona de forma
cruzada contra antisueros tipo C y D en el bioen-
sayo de ratén (TAKEDA et al., 2005; SKARIN et
al., 2010; LINDBERG et al., 2010; WOUDSTRA et
al., 2012).

Valorando los resultados globalmente podemos
barajar la hipétesis de que un proceso facilitado
por las elevadas temperaturas y la abundancia de
nutrientes (por ejemplo el crecimiento explosivo
de Lemna spp.) caus6 una bajada del potencial
redox (Eh) en el agua y una reduccién del fito-
plancton, tal y como indica la disminucién de la
clorofila en el agua. Ademas se produjo una ba-
jada de los sulfatos que podria ser explicada por
una proliferacién de bacterias sulfato-reductoras.
Esto estarfa ademads asociado a la disminucién
del carbono fijado en forma orgdnica en el agua
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y de la DBO; del sedimento. El conjunto de cam-
bios observados en los pardmetros fisicoquimi-
cos en el momento del brote y el hecho de que
también se observen los mismos mds favorece-
dores en Navaseca apuntan a que se han dado
unas condiciones de anaerobiosis con un empo-
brecimiento de la comunidad microbiana del se-
dimento que ha podido permitir la proliferacién
de C. botulinum. No obstante, su escasa presencia
en sedimento y la aparicion en las heces de aves
antes del brote apuntan a que el tracto digestivo
de las aves puede ser una parte importante del
proceso que desencadena un brote. Por lo tanto,
las condiciones ambientales facilitarfan en parte
la presencia de C. botulinum en el medio y algu-
nos invertebrados (por ejemplo gasterépodos),
aumentando asi la posibilidad de ingestiéon y
posterior magnificacién de la bacteria en el
medio por parte de las aves. A esto hay que afia-
dir la presencia de enteropatdgenos presentes en
las aguas residuales que podrian producir mor-
talidades puntuales que actuarfan como detona-
dores de brotes de botulismo, ya que cualquier
ave muerta con C. botulinum en su tracto diges-
tivo podria ser el caldo de cultivo perfecto para
que se multiplique dicha bacteria, se acumule la
toxina botulinica en las larvas de moscas necré-
fagas que se alimentan de los caddveres y a tra-
vés de estas larvas se puedan intoxicar mds aves
acudticas. A esto se afiade que las moscas necré-
fagas puedan transportar la bacteria entre cada-
veres, aumentando el riesgo asociado con la
formacién de la toxina botulinica (Figura 8).

Es bien sabido que cualquier causa de mortali-
dad en aves puede actuar como detonante de la
aparicién de un brote de botulismo (SOOS &
WOBESER, 2006). De ahi que la mayor presencia
de enteropatégenos como E. coli APEC en agua,
sedimento y heces de las aves de humedales que
reciben aguas residuales pueda ser una de las ra-
zones que explique la regular aparicion de estos
brotes en lagunas como la de Navaseca en Dai-
miel. También los basureros de residuos urbanos
podrian representar un riesgo adicional, ya que
hemos detectado una mayor presencia de Salmo-
nella spp. en las heces de gaviotas que se alimen-
tan en esos lugares y después van a dormir a las
lagunas como la de la Veguilla en Alcdzar de San
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Figura 8. Esquema de los posibles mecanismos implicados en la aparicion y expansién de los brotes de botulismo en los humeda-
les manchegos. A: Varios factores pueden alterar el estado redox de un humedal, como pueden ser la muerte del fitoplancton por
el efecto de contaminantes quimicos, o la proliferacion de Lemna spp. debido a las altas temperaturas y la abundancia de nutrientes,
siendo ambos riesgos posibles en humedales que reciben aguas residuales. El cambio brusco del potencial redox puede afectar a la
comunidad microbiana, empobreciéndola y permitiendo solo la proliferacién de bacterias sulfatoredutoras, favoreciendo asi a un
anaerobio como C. botulinum. B: C. botulinum, mas abundante en el medio, puede ser ingerido por las aves acudticas con el sedimento
o bien con invertebrados como gasterépodos que se alimentan de detritus. Ademds, las propias aves pueden contribuir en la dis-
persion de esporas de C. botulinum en sus heces. C: Los humedales abastecidos con aguas residuales presentan un riesgo de infec-
cién con enteropatégenos en aves acudticas, con lo que cualquier ave que muera con esporas de C. botulinum en su tracto digestivo
puede actuar como detonante de un brote de botulismo. D: En este momento tan solo es necesario que se mantenga el ciclo cada-
ver-larvas necréfagas para que el brote se magnifique y afecte a cientos de aves.

Figure 8. Diagram of the possible mechanisms implicated in the starting and spreading of a botulism outbreak in a Mediterranean
wetland. A: various factors can change the redox potential of a wetland, for example, the death of phytoplacton due to chemical pol-
lutants or the overgrowth of Lemna spp. due to elevated temperatures and abundance of nutrients; both risks are feasible in wetlands
that receive sewage water. A sharp change in the redox potential of a wetland can affect the microbial community, impoverishing
it and favoring the growth of sulfate-reducing bacteria as C. botulinum. B: The more abundant C. botulinum is ingested by waterbirds
along with the sediment or along with invertebrates, such as water snails, that feed on detritus. Waterbirds can also excrete the
pathogen and spread its spores. C: A risk of infection of waterbirds with enteropathogens exists in wetlands that receive sewage
water; if a bird dies with spores in its digestive tract, it may act as an initiator of an outbreak. D: In this moment, the maintenance
of the carcass-maggot cycle is enough to magnify the outbreak and affect hundreds of birds.
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Juan (FRIEND & FRANSON, 1999). Las mejoras
en el tratamiento del agua en las estaciones de-
puradoras y la eliminacién de sistemas de by-
pass que terminan vertiendo las aguas residuales
sin tratar en humedales como Navaseca deberian
ser prioritarias para garantizar un buen estado
sanitario de las aves acudticas.

Los cambios ambientales que genera el vertido
de aguas residuales en un humedal, tanto natural
como semiartificial, pueden ser varios (FLORIN
& MONTES, 1999; CIRUJANO & MEDINA,
2002). De entrada, el mayor aporte de agua dulce
en lagunas salinas o hipersalinas como las de la
Mancha Hiimeda comporta cambios en la salini-
dad que, entre otras cosas, puede favorecer al
crecimiento de C. botulinum (FRIEND & FRAN-
SON, 1999). Tal y como hemos visto en trabajos
de campo anteriores (VIDAL ef al. 2013) y los es-
tudios experimentales aqui descritos, la elevada
salinidad de las lagunas manchegas puede ser un
factor limitante de la expansion de C. botulinum.
Por otra parte, la temperatura del agua de las la-
gunas que reciben aguas residuales, como Nava-
seca, parece ser en general més alta que en otros
humedales, como por ejemplo las Tablas de Dai-
miel, con lo que las posibilidades de crecimiento
de C. botulinum se ven favorecidas (SEGNER et
al., 1971; FRIEND & FRANSON, 1999; VIDAL et
al., 2013). Ademads las lagunas en las que se vier-
ten aguas residuales se pueden ver sujetas a cam-
bios repentinos debidos al aporte de nutrientes o
la presencia de contaminantes urbanos e indus-
triales de diverso tipo (AGUAYO et al., 2004;
FARRE et al., 2005). Esto puede tener efectos
sobre la comunidad microbiana que compite con
C. botulinum, en el fitoplancton o en el creci-
miento de plantas como Lemna spp. que pueden
alterar la ecologia del humedal (SEGURA et al.,
2009; TUKAJ et al., 2011; BEDOUX et al., 2012). En
el brote observado en Navaseca se pudo obser-
var que justo antes de ocurrir hubo una explo-
sién de Lemna spp., de forma que llegé a cubrir
casi por completo la laguna, afectando al des-
arrollo del fitoplancton y produciendo la anoxia
(PAPADOPOULOS et al., 2011). Este pudo ser el
desencadenante de los cambios observados en
agua y sedimento hacia un ambiente de menor
potencial redox y mejores condiciones para las
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bacterias anaerobias como C. botulinum (PEREZ-
FUENTETAJA et al., 2006). No obstante, un se-
guimiento de los brotes de botulismo durante
mds afios en estos humedales serfa necesario
para confirmar esta hipétesis.

Los invertebrados acudticos, y en especial los
gasterépodos pueden ser portadores, y quizds
acumuladores, de C. botulinum (DUNCAN &
JENSEN, 1976; PEREZ-FUENTETAJA et al.,
2011). De esta forma, las aves que se alimentan
de estos gasterépodos pueden ingerir la bacteria
y en el caso de morir por cualquier causa con C.
botulinum en su tracto digestivo podrian ser el
origen de la formacién de la neurotoxina y des-
encadenar un brote. También hemos observado
que otros vertebrados acudticos, como quironé-
midos, estratiomidos o corixidos, son capaces de
portar C. botulinum (VIDAL et al., 2013), pero por
el momento la presencia més constante se ha de-
tectado en los gasterépodos. Un aspecto que de-
berfa ser estudiado es la posibilidad de que estos
gasterépodos acumulen la toxina como sucede
en las larvas de moscas necréfagas, pero los datos
existentes hasta el momento indican que los in-
vertebrados acudticos acumulan pequefias canti-
dades de toxina en comparacién con las larvas de
mosca que se alimentan directamente de los ca-
d4veres (DUNCAN & JENSEN, 1976).

Anteriormente ya habiamos detectado C. botuli-
num, no sélo en larvas y pupas, sino también en
adultos de moscas Calliphoridae y Sarcophagi-
dae (VIDAL et al., 2013). La presencia de las bac-
terias en la mosca adulta representa un nuevo
aspecto a considerar en la epidemiologfa del bo-
tulismo aviar, ya que como hemos observado en
este proyecto, las moscas pueden transportar C.
botulinum de un cadaver a otro.

Las aves acudticas pueden ingerir esporas de C.
botulinum presentes en el sedimento, ya que hasta
un 22% de la dieta de algunas especies de aves,
como las andtidas, es sedimento que tragan
mientras filtran el alimento (BEYER et al., 2008).
Ademads las aves podrian ingerir C. botulinum con
los invertebrados acuéticos (por ejemplo gaste-
répodos), y por dltimo con las larvas de moscas
necréfagas. En este tltimo caso se podria llegar a
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producir la intoxicacién por botulismo al ingerir
una dosis suficiente de toxina. No obstante, la de-
teccion de C. botulinum en heces de aves, princi-
palmente réllidos, en momentos que no hay
brotes o el hecho de que las aves intoxicadas
sigan siendo portadoras (y excretoras) hasta mds
de dos semanas después de ingresar en un Cen-
tro de Recuperacién indican que C. botulinum po-
dria mantenerse en el tracto digestivo de las aves,
posiblemente en los ciegos (MIYAZAKI & SA-
KAGUCH], 1978). En nifios y potros se puede
dar el botulismo toxiinfeccioso, en el que la bac-
teria se multiplica en el intestino, forma toxina y
desencadena la intoxicacion. Esto es debido a que
el desarrollo de la microbiota intestinal que evita
la proliferacién de C. botulinum por competencia
es todavia deficiente en individuos jévenes (MI-
DURA, 1996; WHITLOCK & McADAMS, 2006).
Esta forma toxiinfecciosa también ha sido des-
crita en aves (TRAMPEL et al., 2005), pero tanto
si C. botulinum llega a colonizar el intestino y pro-
duce el cuadro téxico en el ave como si perma-
nece asintomadtica, las implicaciones que podria
tener la persistencia de la bacteria en el tracto di-
gestivo aviar en la aparicién de brotes serfan im-
portantes.

En conclusién, el uso de aguas residuales para
abastecer humedales representa un riesgo para
la conservacién de estos ecosistemas si esta agua
no ha sido tratada correctamente. El hecho de
que en periodos de sequia sean estos los tinicos
humedales con agua hace que cantidades impor-
tantes de aves se concentren en ellos, incluidas
algunas especies seriamente amenazadas como
la malvasia cabeciblanca. Un brote de botulismo
puede tener en esos momentos consecuencias de-
vastadoras para la conservacién de especies ame-
nazadas por la elevada mortalidad que se
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