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RESUMEN

RODRIGUEZ MORALES OLIVIA. Deteccion de Salmanella enterica subsp. arizonae como
microbiota de serpientes en cautiverio mediante métodos micrabiolégicos convencionales ¢
hibridacion de ADN utilizando como sonda ¢l gene ampC de Salmonella enterica subsp, enterica
serovar, fyphi (bajo fa dircecion de MVZ, Rosa Elcna Miranda Morales, MVZ. Ph. D. Francisco
Sudrez Giemes, Biol. Monica Salmerén Estrada, QFB. M. en C. Miriam Bobadilla def Valle y
MVZ. Ph. D. Alfredo Sahagtin Ruiz).

Sc colectaron muestras de hisopos cloacales, heees, agua y alimento de 29 scrpientes endémicas
de Mixico que sc encuentran en cautiverio cn el Herpetario de la Facultad de Ciencias de ia
UNAM, para detectar la presencia de Salmonella enterica subsp. arizonae. Sc utilizaron dos
métodos convencionales de identificacion: ol procedimiento  bacteriologico con  prucbas
bioguimicas segin Carter (1984) a dos temperaturas de incubacion (25°C y 37°C) y 1a
identificacion scrologica parcial mediante ¢l empleo de un antisucro polivalente comercial contra
¢l antigeno “0” (grupos A-I) y “Vi”, y un método molecular: ¢l andlisis del polimorfismo cn la
jongitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) mediante hibridacion tipo “Scuthem biot” a
partir dc ADN digerido con £eoRV utilizando como sonda el gene ompC de Salmonella enterica
subsp. enterica scrovar typhi. Comio contrales en la hibridacion se utilizd ADN de S. enverica
subsp. eniterica serovar [yphi (copa IMSS-1), 8. enterica subsp. enterica scrovar gallinarum, S,
enterica subsp. arizonge y Escherichia coli (cepa HBIOL). La identificacion bioguimica de S.
enterica subsp. arizonae o Salmonella spp., o ambas fuc en un 45% de la poblacion total de
¢jemplares muestreados, ¢f 77% de fos 30 aislados obtenidos correspondio a S, enterica subsp.
arizonge. La temperatura optima de crecimiento del género Salmonella 3 partir de muestras de
scrpientes fug de 25°C. Se comprobo fa cstrecha asociacion que existe entre estos reptiks y 8.
enterica subsp, arizonge. Ef 13% de los aislados mostro una aglutinacion positiva con ¢l
antisucro polivalente. El andlisis d¢c RFLP con hibridacion del genc ompC corrobord la
identificacion bioquimica y serologica, y excluyd los aislamicntos obienidos por errores ¢n fa
identificacion debido a fa inespecificidad de las prucbas bioquimicas y a las limitaciones de la
scrologia con antisucros polivalentes. El 13% de los aislados tuvo un comportamiento sin sefial
de hibridacion, i 7% mostrd una banda dc 4.4 kb que podria corresponder a un serotipo de S
enterica subsp. arizonae con un patron de RFLP difcrente a 12 mayoria de las . enterica subsp.
arizenoe. S¢ comprobo que, al igual que el resto de salmonclas, las subespecics de arizonae
identificadas en este estudio poscen el gene ompC y solo dificren de aquellas por carecer de uno
de los sitios FcoRV que limita al gene. Se establecio que dentro de los serotipos que incluyen 2 S,
enferica subsp. arizonae cxisten algunos con un patron definido de RFLP de 6.5 kb 6 4.4 kb
estrechamente relacionados con las serpientes, por lo que este método molecular resulta una
herramicnta Gtil para realizar cstudios cpidemiologicos tanto en reptiles como ¢n pacicntes
humanos inmunocomprometidos con salmonelosis atipica por consumo de came de vibora de
cascabel o de sus derivados. ‘



INTRODUCCION

Meéxico ¢s uno de los scis palscs con la diversidad biologica mas rica def mundo, Una proporcion
muy alta de especies de las cuatro clases de vertebrados terrestres (mamiferos, aves, reptiles y
anfibios) que lo habitan son endémicas del pais, entre éstos el 53.7% corresponde a la de tos
reptiles. Esto hace que la herpetofauna de Mcxico sca ina de las mas abundantes a nivel mundial,

ya que su biodiversidad herpetofaunistica no ¢s igualada por otra region del mundo (10, 14).

Fl orden Squamata dc la clasc Reptilia incluye a los lagartos y ofidios, con mas de 5,900 cspecies
(23, 41). Sc han registrado 1,210 especics de reptiles en México, entre las cuales especificamente
$83 corresponden a scrpientes (10). De acuerdo con la clasificacion dc Mc Dowell (1987) (29)
nuestro pais cucnta con 10 de las 16 familias de serpientes del mundo (Typhlopidac,
Tropipopheidae, Loxocemidae, Leptotyphlopidac, Colubridac, Viperidae, Boidae, Elaphidac,
Hydrophiida y Crotalidac) (21). Ademas cs importantc mencionar que ¢n México habitan tres
familias de serpientes venenosas y ¢s considerado ¢l pais de las serpientes de cascabel (familia
Crotalidae), ya que cuenta con 25 especics de las 31 ubicadas en el continentc americano (1 cn
Canads, 15 en Estados Unidos de Norteamérica, 25 cn México, | en Centroamérica y 3 en
Sudamérica) (10).

En los ultimos afos sc ha inmmenudo la moda de posect reptiles y anfibios como mascotas, asi
como la creacion de ceniros dc investigacion y colecciones herpetoldgicas privadas o de
exhibicion, por lo éue ¢l Médico Veterinario Zootecnista y otros profesionistas o particulares
intercsados en esta drea deben tener presente tres aspectos importantes: 1) fos ofidios mantenidos
en cautiverio rara vez se conservan bajo condiciones ambicntales adecuadAs 2) muchas‘dc las
especies de serpientes se encuentran en grave peligro de extincion, 3) ta gran importancia que
representan en salud publica, dado que son portadores importantes de agentes infecciosos que
ocasionan trastornos clinicos en ¢l hombre, como lo demucstran los abscesos ccasionados
después de mordeduras (9, 10, 22), o bien la salmonclosis asociada con ¢l mancjo de las

serpientes y ofros reptiles (tortugas y lagartijas) (31).



ESTUDIOS MICROBIOLOGICOS EN REPTILES:

Entre las afecciones que con mayor frecuencia Hegan a ocasionar mermas importantes en las
colecciones  herpetologicas s¢ cncuentran las dc origen bacteriano  (19) causadas por
microorganismos acrobios y anacrobios asociados principalmente a estomalitis, abscesos,
infeccioncs cutdncas, pulmonares, peritoncales, entéricas y septicemias (8, 17, 23, 40); sin
embargo, no ¢sta bicn cstablecido si los microorganismos aislados de las serpientes a partir de
cavida& oral, cavidad nasal, conjuntiva, cloaca, piel ¢ intcstino son patdgenos primarios o forman

partc d¢ su microbiota, dc tal mancra que pudicran comportarse como oportunistas (8).

A pesar de los estudios que se han realizado en gran parte del mundo, es poco lo que s¢ conoce
con respecto a la microbiota de las serpientes, ya que ésta varia geograficamente debido a los
diversos habitats, a las diferentes cspecics de serpientes que existen y a la salud oral de los

cjemplares (8).

La microbiota, también llamada flora normal, comprende una poblacion permancnte de
microorganismos que varia tanto en nimero como cn clase de un sitio a otro en las diferentes
especics animalcs y ¢s capaz de verse nlmdiﬁcada por la atimentacion y la odad del individuo, ¢l
clima y la ubicacion geogrifica; sin em!\mrgo, se disponc de cscasa informacidn con relacion a la
microbiota de los animales domésticos y mas ain de los silvestres (7, 25). '

La presencia dc organismos dc la microbiota y ¢l estado de portador son dos conceptos con
acepeiones distintas cn ¢l contexto médico. Portador implica quc un individuo alberga un
patogeno potencial y por tanto puede ser fuente de infeccion para otros, Su uso mds frecuente cs
referente a infecciones asintomdticas o a un pacicnte que se ha recuperado de una enfermedad,
pero que continua albergando al microorganismo y pucde propagarlo por un ticmpo prolongado
(29).



Los principales factores que influyen negativamente en la caracterizacién de la microbiota de
estas animales son ¢l material de los hisopos utifizados en 1a coleccion de Jas mucstras que pucde
afectar la viabilidad de fos microorganismos, la sensibilidad de las técnicas microbiolégicas
empleadas para el desarrolio bacteriano tanto acrobio como anacrobio y en cspecial las

condiciones de cultivo de cstos ultimos (8, 9, 43).

Entre los géncros bacterianos que sc han reportado cn serpientes, tanto en cautiverio como en
vida libre tencmos: cn cavidad oral: Corynebacterium spp., estafilococos coagulasa negativos
(8), Streptococens spp. del grupo D, Morganella morganii, Clostridium spp., Micrococeus spp..
Pseudomonas spp., Moraxella spp., bacilos anacrobios Gram negativos (3, 22, 43), Salmonella
enlerica subsp. arizonae, Bacteroides fragilis (41, 43) y Citrabacter spp.. en piel: Kdwarsiella
tarda, Salmonella spp. y S. enterica subsp. arizonae, Achromobacter spp., Acinerobacter
calcoaceticus var, anitratus, Bacillus spp. Citrobacter amalonaticus, C.  freundii,

Streptococcus spp. del grupo D, Klebsiella oxytoca, Micrococcus luteus, M. roseus,

‘Pseudomonas alcaligenes, P. fluorescens, P. malophilia, P. stuzeri, Serratia liquefasciens,

Staphylococcus epidermidis, 8. haminis, S, saprophyticus y Streptacaccus viridans (39); en
mucstras do heces y cloaca: Psendomonas spp. Providencia spp., Edwarsiella spp., Citrobacter

spp.. Enterobacter spp., Escherichta coli, Klebsiella spp., Proteus spyp. y Salmonella spp. (12,
3).

SALMONELOSIS EN REPTILES

El género Salmonella pertencee a la familia Enterobacteriaceae, son cocobacilos Gram negativos
de 0.4-1.5 por 2.0-5.0 um, acrobios o anacrobios facultativos, usualmente moviles, oxidasa
negalivos, catalasa positivos, reducen los nitratos a nitritos y fermentan la glucosa. Su morfologia
microscopica es muy similar a la el resto de las enterobacterias y solo s¢ pucde distinguir entre
ellas mediante los productos de su metabolismo. Las colonias miden de 2 a 4 mm de diametro y

casi siempre producen gas a partir de la glucosa y dcido sulthidrico cn agar triple azicar hicrro



(TS1). Todas las cepas son indol y urca negativas y las reacciones de hisina y omitina

descarboxilasa son generalmente positivas (24).

Existc una subdivision del género Saimonella dentro de los flamados “subgéneros” de Kauffman
basada en sus caracteristicas bioquimicas. En ¢l ¢squema de Kauffinan-White donde los
organismos son representados por nimeros y fetras que corresponden a fos diferentes antigenos O
(somaticos), Vi {capsular) y H (flagelar), se consideran salo a aquellos antigenos d¢ importancia
primaria diagnostica. D¢ ¢sta mancra existe un esquema que inclaye cinco “subgéneros™ 1, 1, 1,

IHa y 1V, ¢ste ubica a Salmonella arizonae en ol subgénero HE (24).

Los tipos serologicos clasificados de acucrdo a la composicion antigénica de Salmonella suman
mas de 2,200 que resultan de las mas variadas combinaciones de sus componentes antigénicos,
Actualmente se utiliza la formula serologica para definir, sin seflalar por nombres, los nucvos

tipos que s¢ van agregando a la numerosa lista existente (11). k

En afios recientes han habido varias modificacioncs al csquema do clasificacion de estos
microorganismos, 1a proporcionada por LeMinor y Popoff en 1987, que Gyles (1993) (18),
Quinn, et. al. (1994) (34) y otros autores utilizan como nomenclatura actual, establece que ¢l
gimero Salmonella incluye dos especics: 8. enferica con scis subespecics: 1) enterrca, 2)
salamae, 3) arizonae, 4) diarizonae, 5) indica y 6) houtenae; y 8. bongori. La inayon’a de las
salmonelas pertenccen a 8. enterica subsp. enterica, cuyos miembros son serovariedades que
gencralmente se denominan con cf nombre del Jugar donde fueron aistadas por primera vez. Otros
aislados son nombrados sélo por la subespecie, scguida de su formula antigénica. Aunque fa
nucva nomenclatura indica que una scrovariedad de S enterica subsp. enterica deberia sex
nombrada por cl género, la cspecie, 1a subespecic y la serovariedad (¢j. Salmonella enterica
subsp. enterica scravar. (yphi), algunos investigadores usan la forma comin y simplificada que

nombra unicamente cl género seguido de la serovariedad (¢j. Salmonella typhi) (18, 34).
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Salmonella enterica subsp. arizonae ha sido aislada de la microbiota intestinal de los reptiles, por
lo que se considera a éstos como los principales reservorios y como la fuente mas importante de
infeccion en humanos (21, 23, 29, 30, 44). Esto s¢ ha reportado desde 1939, focha en la que se
realizo la primera caracterizacion de cepas de 8. enterica subsp. arizonae (31} y ¢n la que adn no
cstaban considcradas como parte det género Salmonella, sino que recibian la denominacion de
Arizona hinshawi (20). Actualmente existen mas de 400 serotipos en ¢l subgénero de §. arizonae

segun ¢l esquema de Kauffman-White (24, 34).

Ademés de presentar las caracteristicas de metabolismo descritas para ¢l género Sulmonella, las
diferencias quc presenta la subespecic arizonae con ¢l resto de las salmonelas son: la
descarboxilacion dc la lisina, la arginina v la omitina, ia utilizacion del malonato dc sodio. la
licucfaccion lenta de fa gelatina en un medio nutritivo y la fermentacion de la lactosa tardia o

incluso rapida en medios sclectivos y diferenciales (24, 6, 34).

Salmonella enterica subsp. arizonae ¢s un microoréanismo oportunista, q;e ha sido implicado cn
enfermedades grivcs en humanos, especialmente cuando los pacientes se  encucntran
inmunocomprometidos (31) por enfermedades tales como ¢l sindrome d¢ inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), donde la bactercmia por §. enterica subsp. arizonge cs la priniera
manifestacion clinica cn mds de un tercio de los individuos clasificados en as catogorias de alto-
tiesgo; lupus erilcmatoso sistémico, ncoplasias, cnfermedad coligena vascular,” enfermedades
cardiacas, diabetes y artritis. Se han reportado pacientes que han ingerido como “remedio”
preparados de came de vibora de cascabel como son: pulverizados, cipsulas de pulverizados y
piezas desecadas, existiendo ¢l riesgo de grévcs infecciones y padecimicntos ( |, 30, 44). Debido
aque S enterica subsp. arizonaenocsun patogeno comun cn humanos, su presencia pucde
estar relacionada con et manejo de reptiles o con cf consumo de carne de vibora de cascabel, tanto
en México como cn la poblacion de habla hispana que radica cn los Estados Unidos de

Norteamérica (27, 30).



Por esta razén se deben realizar cultivos seriados de heces y cloaca de cualquier reptil que se
tenga como mascota, asi como del alimento y agua de su albergue, para determinar si cs
reservorio del microorganismo. S¢ recomicnda que scan 3 cultivos a intervalos de 15 dias’, ya que
un cultivo tnico negativo no se considera significativo, debido a que ¢l rango de excrecion de
Saimonetla spp. es variable, ademis de que su presentacion puede ser mayor en algunas especics

que en otras (29).

Sin embargo, no ¢s comun realizar cstudios detallados sobre los agentes infucciosos asociados a
las enfermedades de los reptiles, ya que son ¢l grupo de vertcbrados nenos estudiados entre las
poblaciones silvestres (21, 23). Esto sc debe a la falta de interés, de apoyo cconémico y de

conocimicntos de las condicioncs adecuadas de mancjo ¢n cautiverio (23).

DIAGNOSTICO DE LA SALMONELOSIS

El diagnstico de la salmonclosis cstd basado en el aislamicnto ¢ identificacion del
microorganismo cn medios de ¢nriquecimicnto, sclectivos. y diferenciales. La identiﬁcacién
bioéu(mica a menudo resulta insuficientc debido a la semejanza en los resultados d¢ las
reacciones que existen entee Salmonella enterica 'y Salmonella bongori, por lo que puede
recurrirse a la identificacion scrologica por medio del empleo de antisucros conocidos, realizando
asi la identificacion total o parcial de los scrotipos. Sin embargo, la asignacion de un
microorganismo aislado a un serotipo ¢s una cuestion compleja, ya que no hay cn el mercado
antisueros que incluyan a todos los grupos cxistentes v, ademas, los miembros de la familia
Enterobacteriaccac estan  antigénicamente relacionados entre si, por lo que pucden ocurrir
rcaccioncs cruzadas, cspocialméntc entre Saimonella spp. y Citrobacter spp. (13). De esta
manera, los métodos bacterioldgico, bioquimico y scroldgico para ¢l diagnéstico.dc la

salmonclosis resultan poco especificos y con muchas limitacioncs, |

Recicntemente se han desarrollado técnicas moleculares que han sido aplicadas a la investigacion

de especics de una gran variedad de microorganismos, entre clios Salmanella spp., basadas en la

- Comunicacion personal de MVZ. Enrique Yarto J,



deteccion de sceuencias especificas de los acidos nucleicos por medio de la utilizacion de sondas
dc ADN marcadas con diferentes métodos; para la diferenciacion de géneros y especies de
microorganismos ha sido util el anilisis del polimorfismo c¢n la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) digiricndo ADN cromosomal con endonucleasas de restriceion y observando
los patrones clectroforéticos, o bien mediante la amplificacion de un segmento de ADN especifico
de algin microorganismo por medio de 1a técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
@)

Las sondas dc ADN para la identificacion d¢ Salmonella han sido utilizadas en la industria
alimentaria (15, 16) y cn el diagnastico clinico de Ia ficbre tifoidea (FT) (36). Sin embargo, cn la
industria pecuaria todavia no s¢ han desarrollado métodos moleculares que permitan la
identificacion de Salmonella spp. para cl diagndstico clinico de 1a salmonelosis cn las diferentes
especics animales.

E! andlisis del polimorfismo en la longitud dc los fragmentos de restriccion (RFLP) sc ha
utilizado para tipificar microorganismos y determinar si éstos estdn relacionados o son parccidos,
asociando dircctamente cl genoma a una sonda para detectar 1a presencia o auscncia de sitios

para las enzimas de restriccion (26, 37).

Puente, er. al., en 1987 (32) desarvollo una sonda genética gracias al aislamiento y secuenciacion
del gene ompC de Salmonella enterica subsp. enterica serovar. typhi ﬁuc codifica para la
proteina de membrana extema OmpC que posteriormente sc utilizo para determinar |a
variabilidad genética de diversos aislados clinicos d¢ Salmonella spp.. mediante andlisis de
RFLP. En este cstudio sc encontrd que dicho gene se encuentra altamente conscrvado dentro de
1 scrotipos diferentes de Salmonella en una banda de 2.1 Kb; sin embargo, ol gene no hibridd
con un aislado clinico de S. enterica subsp. arizonae, pero presentd un palrSn polimorfico con 9

cepas de 8, enterica subsp. arizonae aistadas de cipsulas de vibora de cascabel (4, 33).



Los cstudios realizados de Salmonella han demostrado que todas las salmonclas presentan
variabilidad ¢n sus prucbas bioquimicas, diversidad antigénica y diferencias cn la adaptabilidad

al hospedero (13, 18).

Tomando en comsideracion que la identificacion de Salmonella spp. por métodos

-microbiologicos convencionales es muy limitada y la facilidad de que se nos donara ¢l genc ompC

de S. enterica subsp. enferica scrovar. fyphi, surgio ¢l interés de probar éste contra ADN de
cepas de S. enferica subsp. arizonae aisladas de scrpientes para determinar si dicho gene puede
ser Wtil cn la tipificacion de los organismos, como una herramienta de identificacion adicional a
los métodos convencionales y asi determinar la presencia de S enferica subsp. arizonae como

microbiota en cstos animales.

En cste trabajo sc analizaron mucstras de hisopos cloacales, heces, agua y alimento de serpicntes
del Hespetario de la Facultad de Cicucias de la UNAM. Se aislaron cepas de Salmonella spp. y
8 enterica subsp. arizonae, se identificaron por andlisis bacteriologico convencional y con
métodos serologicos y se analizaron con RFLP mediante hibridacion tipo “Southem blot”

utilizando como sonda ¢l gene ompC de . enferica subsp. enterica scrovar. (yphi.
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HIPOTESIS

Salmonella enterica subsp. arizonae forma parte de la microbiota de las serpicntes en cautiverio.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
o Determinacion de la presencia de Salimonella enterica subsp. arizonae como microbiota en

las scrpientes en cautiverio que posce ¢l Herpetario de la Facultad de Cicncias de la UNAM.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Aislamicnto bacteriologico ¢ identificacion bioquimica de Salmonwella entertca subsp.
arizonae de hisopos cloacales, heces, agua y alimento de las serpientes,

o Identificacion scrologica parcial de Salmonella enterica subsp. arizonge mediante ¢l empleo
de un antisucro pelivalente comercial’ contra cl antigeno “0” (grupos A-l) y “Vi".

» Anilisis del RFLP mediante hibridacion tipo “Southem blot” con ¢l genc ompC de 8. enterica

subsp. enterica scrovar. (yphi de los aislados de Sa/monella enterica subsp. arizonae.

" BACTO Salmonel/a 0" de DIFCO.



MATERIALES Y METODOS

Las scrpicntes con fas que se realizo csta investigacion fueron 29 individuos de 10 géneros
endémicos de México (Tabla No. 1) que se manticnen cn cautiverio cn el Herpetaria de fa
Facultad de Cicncias de la UNAM y que no son sometidos a algin tipo de manejo adicional a la
alimentacion y limpicza de los lerrarios una vez por scmana.

TABLA No. 1
RELACION DE LAS SERPIENTES MUESTREADAS

GENEROYESPECIE | EJEMPLAR| SEXO EDAD PROCEDENCIA
1) Crotalus molossus | macho 4aflos  |externa{C.U.)
) C. atrox 2 hembra 10 aflos | extema (Querétaro)
3) C. atrox 1 macho 14 aflos | externa (Sonora)
4 C. seutulatus 4 ND Saffos | externa (Aguascalicntes)
3) C. salvinii § ND 12 aflos | extema ( Veracruz)
6) C. durissus durissus 7 hembra 12 aflos | extemna (Chispas)
7) C. molossus molossus L.} macho Taflos | interna
8) C. molossus molossus 9 macho Taflos | intema
9) C. scutulatus 10 macho 2afios | externa (Aguascalientes)
10} C. lepidus i hembra Jaflos  |extema (Inst. Higiene)
14) C. triseriatus 12 hembra lafio  [extema{Afusco)
1) C. triseriatus 17 hembra laflo  {externa (Ajusco)
13) Bothrops asper 13 hembra Jaflos  !externa (Inst. Higicne) -
{4) B. asper 4 macho Yaflos {externa (Inst. Higiene}
15) Pituophis deppei 17 ND lafo [externa(Pedregal)
16) Thamnophis sp, 19 ND 2afios | intema
17) Elaphe gutiata 2l ND 1S aflos | externa (Chihuahua}
18) Masticophis flagelum 2 macho i3 afos | externa (Sonora)
19) M. mentovarius 23 macha 6 aflos _ | interna
20) Drymarchon corais 25 hembra 13aflos |externa (Guerrero)
21) Hoa consivictor 26 hembea Saflos | extema (Veracruz)
22 JAgkistradon bilineatus 27 macho Jafos | intema:
25) A. bilineatus 28 hembra tado {exierna(Inst. Higiene)
) . bilineatus 29 macho {aflo |externa (Inst. Higiene)
25} Drymarchon corais 10 hembra 2aflor | externa (Tamaulipas}
26) Crotalus polystictus k1] hembra NI [extema (Cuemanco)
27) C. polystictus k») hembra ND | extems (Cuemanco)
28) Sistrurus ravus n ND Laflo | externa(Xochinilco)
29) Pitnophis deppei M ND ND externa (Pedregal)

ND = No determinado (a)



COLECCION DE LAS MUESTRAS:

Sc realizaron tres muestreos a intervalos de 15 dias para la coleccion de hisopos cloacales y heees
de las serpicntes, asi como del agua y alimento (vesicula biliar, intestino y excretas de ratones) cf
dia ¢n que sc hace la limpicza de los terrarios v se les proporciona cf alimento a los ejemplares.

Las mugstras de cada cjemplar se colectaron por duplicado.

Sc utilizaron hisopos flexibles con punta de algodon natural para colectar las mucstras de cloaca
realizando movimientos giratorios en el interior de la cloaca y depositando ¢l hisopo en tubos con
caldo sclenito'.

Las heees se colectaron al momento en que ¢l animal defecaba al ser manipulado y sc deposito |

& de mugstra cn cada tubo con caldo selenito.
Se recolectaron 1S mi de agua de bebida directamente del grifo en tubes cstériles,

Se cligicron al azar dos ratones que les provee ¢l bioterio de la Facultad de Medicina, sc
sacrificaron y se tomd un centimetro cibico de vesicula biliar, intestino y heces. Cada muestra se
depositd en tubos con caldo sclenito.

Las muestras s [levaron al laboratorio para que fucran procssadas de inmediato,

a) ANALISIS BACTERIOLOGICO:

El procesamiento bacteriologico sc realizd ¢n el Depto. de Microbiologia ¢ Inmunologia de la
Facultad de Medicina Vcterinaria y Zooteenia, Un juego de tubos con caldo selenito se incubd a
37C (temperatura dptima de crecimiento del géncro Salmonella) y otro a 25°C (temperatura del
hibitat de las scrpientes) durante 18 horas, s¢ hicicron resiembras cn placas de agar
MacConkey, sc incubaron a ambas temperaturas y se observ ¢l desarrollo de colonias
pequeflas, brillantes, lactosa negativas para Salmonella spp. y lactosa positivas tardias (reaccion

positiva en mis de 48 horas) ¢ incluso rapidas (reaccion positiva cn menos de 24 horas) para

IMERCK
“MERCK
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Salmonella enterica subsp. arizonae. Se realizaron las siguientes prucbas bioquimicas: oxidasa;
triple azicar hicreo (TSI), urea; produccion de dcido sulfhidrico, indol y motilidad (SIMY); citrato;

malenato de sodio; agar lisina hicrro (LIA); Misina; |-omitina y - arginina.

b) ANALISIS SEROLOGICO:

Después de haber identificado los organismos como Salmonella enterica subsp, arizonae y otros
como Salmonella spp. por pruchas bioquimicas, s realizo la identificacion scrologica parcial
con ¢l antisucro polivalentc comercial de Salmanella spp® para la deteccion del antigeno

somatico “0" que incluye los scrogrupos A al | {factores ded 1 al 16, 19, 22 al 25 y34) y del

antigeno capsular “Vi".

En una placa de vidrio sc coloct una gota (30 Iy del antisuero polivalente y en ¢l cuadro
contiguo una gota de solucion salina fisiologica al 0.85% como control negativo, inmediatamente
después s¢ tomd con ¢ asa microbiologica una colonia del cultivo de 24 horas y se coloco sobre
cada una de las gotas depositadas. Sc realizaron movimientos giratorios con palillos de madera
cstériles para homogencizar la muestra y se hizo la interpretacion basada en la formacion de
aglutinacion.

ANALISIS DE RFLP

%) EXTRACCION DE ADN:

Los aisiados a probar se crecieron en 40 mi de caldo infusion cerebro coraztn' (BHI) a 3T°C
durante |8 horas en agitacion a 250 rpm. EI ADN cromosomal sc obtuvo con ¢l procedimiento
reportado por Betlach v col. (1976) (4): la cosecha de la bacteria sc lavo con TE" 10-1 enM dos
veces y se resuspendio cn 10 mi de TE 50-20 mM. Se adiciond proteinasa K* a uﬁa concentracion
de 100 pg/ml y 1% de SDS® (dodecil sulfato de sodio) dejando incubar durante una hora a 65°C.

JBACTO Salmonella “0“ de DIFCO
'MERCK :

‘Ver apéndice de soluciones
BOEHRINGER MANNHEIM

*BTOXON



S separd ¢l ADN de las proteinas con un volumen igual de fenol’, se mezclo durante 15 minutos,
s¢ centrifugo a 27,000 /10 minutos y se scpard la fase acuosa en un tubo limpio®. Se agregd un
volumen igual de fenol : cloroformo’ alcohol isoamitico'® (25:24: 1) y se repiti ¢l procedimicnto,
A la fase acuosa sc lc agregd 50 pg/mi de ARNasa'' | sc incubo a temperatura ambicnte durante
10 minutos y se extrajo el ADN con un volumen igual de fenol:clorofomio:aleohol isoamilico
(25:24:1), sc mezcld durante 15 minutos, se centrifugd a 27,000 g/10 minutos v se separd la fase
acuosa en un tubo limpio. Sc agregd un volumen igual de cloroformo:aleohol iscamilico (24:1) y
s¢ repitio €l procedimiento. Se precipito ¢} ADN con acetato de amonio™ 0.3 M y dos volimenes
de etanol” al 100% frio durantc toda la noche a temperatura ambicnte, se lavo dos veees con
etanol al 70% centrifugando a 27,000 g/15 minutos y se disolvio en | mi do TE {0:} mM, pH 8.

Los cxtractos sc conservaron cn refrigeracion.

b) ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DEL ADN

En un gel de agarosa™ al 1% teflido con bromuro de etidio se compard la intensidad del ADN
genomico con la primer banda del marcador de peso molecular: A-Hind 111" correspondicnte a
23,130 bp. Teniendo cn consideracion que cl marcador ticne una concentracion total de 250 ng/pl
y que la primee banda corresponde al 47.81% de csa cantidad, la concentracion de esta banda
corresponde & 120 ng/ul. Se considerd la intensidad y la migracion clectroforética del ADN
genomico v s cstimd ¢l nimero de veces que excedia en relacion con la banda de 120 ng/ul, s
multiplico por esa cantidad y se dividio entfc ¢} admero de¢ microlitros de cada muestra que se

coloco en los pozos del gel.

"MERCK
"Tubos de centrifuga NALGENE
SMERCK

 LgrGMA

LIBOEHRINGER MANNHEIM
12 BAKER
13 MERCK
Ye1Bco :
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<) DIGESTION CON LA ENZIMA DE RESTRICCION LcoRY:

Se digiricron 0.5-1.5 ug de ADN de los aislados de las scrpicntes v de las cepas control:
Salmonella enterica subsp. enterica scrovar. gallinarum'®, . enterica subsp. arizonae'”. & coli
ccpa HBLOL™ y S enterica subsp. enterica scrovar. typhi cepa IMSS-1" con la cndonucleasa de
restriceion KcoRV™ segin las recomendaciones del fabricante, Los ADN’s digeridos se corricron
en geles de agarosa al 1% tedtidos con bromuro de ctidio en solucion de TBE™ 0.5X ¢n una
camara de electroforesis™ a 70 volts durante aproximadamente 3 horas (42), se abscrvaron cn
transiluminador™, sc les tomé una fotografia™ y se procedio a realizar la transferencia tipo

“Southern blot” a membranas de nylon™,

d) PREPARACION DE LA SONDA:
E} plasmido pVF27"" , que sirvio de vector de clonacion para el gene ompC de Salmonella
enferica subsp. emferica scrovar. {yphi (36) fuc transformado a la cepa de £ coli HBIO]

mediante ¢ siguiente procedimiento;

Se prepararon células competentes inoculando £, coli HBI0 (resistente a cstreptomicina) en §
mi de caldo LB (Luria-Bertani) adicionado con 100 pg/mi de estreptomicina, s incubo a 37°C
con agitacion a 200 rpm durantc toda ta noche. Se tomaron 200 ul de este cultivo y se inocularon
en 40 mi de caldo LB con estreptomicina durante 3 ﬁoms. El cultivo sc centrifugd a 12,500 g/lo
minutos, s¢ desechd ¢l sobrenadante, sc lavo la pastilla con 20 mi de I3 solucién de

"Cepa del Depto. de Microbioloia ¢ Inmunologia de fa FMVZ, UNAM.

VCepa donada por ¢1 Depto. de Infoctologia de! Instituto Nacional de a Nutricion “Salvador Zubirdn”,
obteaida a partir de cépsulzs de vibora de cascabel de! estado de Pucbla. ,
1"Cepa donada por ef Deplo. de Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia UNAM, Cuemavaca
Mo ,
" Cepa donada por ¢! Depto. de Biologla Molecular de! Instituto de Blotecnologia UNAM, Cuernavaca

* BOEHRINGER MANNHEIM
Ver apéndice de soluciones
*IHORIZON (GIBCO-BRL)
*FOTODYNE
FOTODYNE
“GIBCO-BRL ‘ -
" Donado por ci Dr. José Luis Puenie, del Lab, de Biologia Molccular de! Instituto de Biotecnologla

UNAM, Cucrnavacs, Mor,
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transformacion fria’ y sc agito vigorosamente ¢n ¢l vortex. Se centrifugd nuevamente a 12.500
/10 minutos, se resuspendio ¢n 20 mi de 1a solucién de transformacion fria, se incubo e hiclo
por 30 minutos y sc centrifugo a 5,200 g/10 minutos a 4°C. La pastilla obtenida se resuspendio

¢n 2 ml de la solucion de transformacion. Las células se utilizaron de inmediato.

En un tubo de microcentrifuga se colocaron 200 pi dv células competentes, 100 ng de ADN del
plasmido pVF27 (con marcador de resistencia a ampicilina), se incubo en hiclo 45 minutos
agitando cada 10 minutos y postcriommente se les sometid a choque térmico a 42°C durante §

minutos para su transformacion.

Despuds sc agregd | mi de caldo LB recién preparado y fresco a cada tubo, se incubaron a 37°C
durante 60 minutos con agitacion a 200 rpm y s¢ sembraron 100 pl o cajas de agar LB con
estreptomicina (100 pg/mi) y con ampicilina (500 pg/ml), las cajas se incubaron a 37°C durante

toda la noche y se desarrollaron las colonias recombinantes.

EXTRACCION DEL PLASMIDO:

Las colonias recombinantes sc inocuiaron ¢n 40 mil de caldo LB con cstreptomicina y ampicilina,
s¢ incubaron a 37°C durante toda la noche con agitacion a 200 rpm. Ei cultivo se centrifugo a
7,000 g/10 minutos a 4°C y sc decanto ¢l sobrenadantc.

El pldsmido s¢ obtuvo con lisis alcalina‘ de la siguicntc mancra: la pastilla se resuspendio en 10
ml dc la solucion SET" fria, se contrifugs a 7,000 /10 minutos a 4°C y cf sobrenadante se
decantd. Posteriomcntc la pastilla sc resuspendio en 200 M de la solucion SET fria, s agitd

vigdrosamcntc en ¢l vortex durante 30 scgundos y s transfirio a tubos de microcentrifuga; se

.. agregaron 20 pg/ml de ARNasa y se agitd en ¢l vortex durante 30 segundos. Se agregaron 400 pl

de Ia solucion de mezcla litica” preparada al momento, se mezcld suavemente por inversion y se

incubd en hiclo por 10 minutos.

'Ver apéndice de soluciones
* grBCO-BRL
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Se agregaron 300 yu! de acetato de sodio® 3M., ol tubo se agito suavemente en posicion invertida
en ¢l vortex durante 10 segundos, se incubd en hiclo por 60 minutos, se centrifugd a 13,000 g/15
minutos a 4°C y ¢l sobrenadante se transfirio a un tubo limpio. S¢ agregé un volumen igual de
fenol:cloroformo (24:1), se agito en el vortex, s¢ centrifugd a 13,000 g/2 minutos a 4°C y ¢l
sobrenadante sc transfirio a un tubo limpio. Se precipité el ADN con 600 pl de isopropanot®® | s
mez¢lé suavement y se incubd a temperatura ambiente durantc 2 minutos. Posteriomicnte s¢
centrifugo a 13,000 g/$ minutos a 4°C, ¢l sobrenadante s¢ decantd y se secd la pastilla con un
fragmento de papel absorbente pasindolo por las paredes del tubo. La pastilla seca s¢ lavé dos
veces con | mi de etanol al 70% a 4°C, ¢l sobrenadante sc decantd, s centrifugo a 13,000 g/ §
misutos a 4°C y La pastilla se dejé socar a temperatura ambiente. La pastilla se resuspendié cn 50
pl de TE 10:1 mM y se revisaron 2 pl de 1a suspension en un gel de agarosa al 1% tefido con
bromuro de etidio; ¢l resto s almacond en congelacion a -20°C hasta su uso.

PURIFICACION DIL GENE ompC DR Sabmonolle ontorics subsp. enterics serovar. hphi
Se digirieron 0.35 jug de ADN del pldsmido pVF27 con EcoRV siguiendo las indicaciones del

fabricante. La digostidn sc revisd on un gel de agarosa al 1% telido con bromuro de etidio. Se
observd la banda de 2.1 kb y se cortd del gel, se punificd por electroclusion y se determind la
comoentracion.

MARCAJE DE LA BONDA GENRTICA
Se marcaron 100 ng de! gene ompC de Salmonella enterica subsp. enterica serovar. typhi por el
método de iniciadores al azas (random primer) con un equipo comercial”’, siguiendo las
recomendaciones del fabricante y s¢ almacend a -20°C hasta su uso. S¢ probo la especificidad de
is sonda marcada realizando hibridacion tipo “‘dot blot” con ADN de S. enterica subsp. enterica
serovar, 1yphi, S. enterica subsp. arizonae, Escherichia col;', Leplosplrd interrogans, Brucella

melitensis y el bacteriofago A ZAP Express (FIG. |') Las seiales de hibridacitn sc detectaron

* MERCK )
YBTOPRINE ADN Labeling System, GIBCO-BRL
' Ver apéndice de figuras



por un sistema no radiactivo de¢ quimiluminiscencia con un cquipo comercial®, siguicndo las

instrucciones del fabricante.

¢) TRANSFERENCIA TIPO “SOUTHERN BLOT":

El gel de las digestiones se procesd de la siguiente manera para realizar la transferencia a
membranas de nylon: se sumergié en varios volimenes de HCI® 0.25N durante |5 minutos, se
lavo con agua desionizada y ¢l ADN s¢ desnaturalizo sumergiendo el gel en una solucion de

desnaturalizacion/transferencia’ con agitacién suave y constante dos veces durante 20 minutos.

Apartc se cortd la membrana de nylon del tamaiio del gel y se activo sumergiéndola cn agua

desionizada y lucgo en la solucion de desnaturalizacion/transfercncia durante 5 minutos.

Se prepard el sistema de capilaridad como se mucstra cn la figura No. 2 sobre un recipiente que
contenia solucion de transferencia SSC° 10X se colocd una placa de vidrio como Qopom-
(perpendicular al recipiente). Sobre la placa de vidrio y a mancra de puente se colocd un papel
filtro n)ojado con [a solucidn de transferencia y de tamalo mayor que ¢l gel. Sobre ¢l papel filtro
s¢ colocd el gel de mancra invertida, s decir, con los pozos hacia abajo y ¢vitando la fonmacion
de burbujas. E! gel se roded con un plistico autoadherible para evitar ¢l flujo dirceto de la
solucion de transferencia a través del drea no ocupada por ¢l gel; la membrana de nylon se colocd
encima del gel y sobre ésta dos piezas de papel filtro mojadas con una solucion de SSC 2X v una
capa de 10 cm de altura de toallas de pape! absorbente. Finalmente se colocd otra placa de vidrio
y se presiond con un peso de 500 g. S permitio que se llevara a cabo la transferencia por
capilaridad de los fragmentos dc ADN digeridos sobre la membrana de nylon durante 24 horas
aproximadamentc, cambiando continuamente las toallas de papcl ahsorbente.

YPHOTOGENE, GIBCO-BRL
“*BAKER
Ver apéndice de soluciones



Despuds de remover las toallas v los papeles filtro, sc invirtid 12 membrana y s¢ marco con un
lapiz suave para referenciarla. La membrana se sumergid en una solucion de neutralizacion’
durante 15 minutos a temperatura ambiente y se dejo secar colocandola sobre una toalla de papel
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los fragmentos de ADN transfendos se fijafon a la

membrana exponiéndola a una fuente de luz ultravioleta a 254 nm™.

) HIBRIDACION TIPO “SOUTHERN BLOT*

Las membranas de nylon s¢ humedecieron con SSC 6X durante 2 minutos, sc colocaron en balsas
de plistico limpiss, s les agregd la solucion de prehibridacion” y se incubaton a 42°C durante 2
horas.

Por otra parte, en la solucion de hibridacion’ se agrego la sonda previamente desnaturalizada a
100°C durantc 5 minutos y enfriada cn hiclo. Las membranas se colocaron en una bolsa nueva
con ¢sta solucidn y se incubaron a 42°C durante 24 horas. Después de la hibridacidn las
membranas se lavaron dos veces con una solucion de SSC 5X, 0.5% de SDS a 65°C durante §
minutos: y con una solucion de SSC 0.1X, 1% de SDS a 50°C duranie 30 minutos. Finalmentc,
las membranas s¢ lavaron con SSC 2X por $ minutos & temperatura ambients. Las soflales de
hibridacidn se detectaron con ¢l equipo comercial 0o radiactivo de qnmlummwm"
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las membranas & colocaton cn un casseite para peliculas radiograficas™, se incubaron a 37°C
por 45 minutos y s¢ expusicron & una pelicula radiogrifica® durante 5 a 10 minutos.

¥yv Stratalinker 1800 STRATAGENE
_* Ver apéndice de soluciones
* Ver apéndice de soluciones
' PHOTOGENE, GIBCO-BRL
*2KODAK
BKODAK ‘X -OMAT
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Las peliculas sc revelaron en un cuarto oscuro sumergiéndolas en una solucion reveladora®

durante § minutos, ¢n dcido acético” al 3% durante 1 minuto, en solucion fijadora® durante 5

minutos y s¢ enjuagaron con agua corricnte durante 15 minutos (42).

“koDAK
“*BAKER
""KODAK
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RESULTADOS

De las 29 serpientes muestreadas en cf Herpetario de la Facultad de Ciencias de la UNAM se

logré ¢l aislamiento y fa identificacion de Salmonetla enterica subsp. arizonae o Salmonella spp.

o ambas, en 13 individuos dc 9 especics diferentes (Tabla No. 2), correspondiendo al 45% del

total de low cjemplares muestreados.

1. ANALISIS BACTERIOLOGICO

Se obtuvo un total de 30 aislados, a los cuales se les practicd identificacion bioguimica y cuyos

resultados s¢ muestran en la tabla No. 3. Puede obscrvarse que 22 (73%) correspondicron a

Saimonella enterica wbsp. arizonae y 8 (271%) a Saimonella spp. Dei total de los aislados, 19
(63%) fueron recuperados 3 25°C y 11 (37%) a 37°C (Tablas No. 2y 3).

TABLA No.2
AISLADOS IDENTIFICADOS BIOQUIMICAMENTE COMO
Salmonells enterica sudep. avizonse Y Salmonelis spp.

GENERO Y ESPECIE TEMPERATURA DE INCUBACION
‘ (sjomplpr)] for. MUESTRRO | 3o MUESTREO | Jer. MUESTREO
IC | IPC [ ISC | I°C | 18C | ITC
Crofalus 3. scutulatus | ¢t [ Fldd o -
C. 3. salvinit 2* q*
C. polystictus Q] et vt |
_gﬂl‘wﬂcm [41) Jar wet
C m p.l 'l (] ‘.l
A‘Hnmdan Bilineatus | @7 k*» y*
- [A bilinearus en] o T d | o
1A, bilinearus (22
Pirvaphis deppei ) et nt* art
- | P deppei } hes
&,m”}-, rawis ‘n nn me yt FLld
| Elophe guttata an| ¢
Bog constrictor 6 [

«» POSITIVO s Seimonelia enterica subsp. arizonse

* POSITIVO a Salmonelia spp.
Se utilizaron letras para identificar los diferentes aislados obtenidos,
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TABLA No. 3

Resultados de las ¢ utilizadas para la identificacién bioguimica de las colonias de salmonaelas desarrolladas en agar MacCoakey
ler. mmestres 2o. muestreo 3er. Mnestreo
Ejempiar 5 lf 21128128 {31 [ 10{29({33 34102713233 33351261281 3 513 {3 [10(27]131132¢31[33133}|34
Aisiado afbiclich]jdle| fleglhjififkllIjUimin|dalo{pfgqlrlisjtjuliv]iwix|ylz{ie
T° deincub. 251371250125} 37]25]25]125}137137837)37125125)37325725;25125925125}337125]37])25125}37125](37]25
Superficic (TSI) K K{A[K K A K K[{K[Aa[K|[K[K|K[A[A K{K|K
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Las especics de serpientes que resultaron negativas al aislamiento de Salmonella spp. fucron:

Crotalus mologsus m. Thamnophis spp.
Crotalus durissus durissus  Crotalus lepidus
Croalus triseriatus Bothrops asper
Thamnophis spp. Masticophis flagelum
Masticophis mentovarius Drymarchon corais

No se obtuvo ningun aislado positivo a Salmonella spp. a partir de las muestras del agua de
bebida, ni del alimento (vesicula biliar, intestino y cxcretas de los ratones). '

2. ANALISIS SEROLOGICO

Loa resultados de la identificacion scroldgica parcial mostraron solo 4 aglutinaciones positivas
(13%); de las cuales 2 comresponden a aislados identificados bioguimicamente como Salmonella
$pp., correspondientcs a ejemplares de las especics Agkistrodon bilineatus y Elaphe gutiata; y
dos como Salmonella enterica subsp. arizonae provenientes de ejemplares de las especics

Crotalus s. scutulatus y Sistrurus ravus.

3, ANALISIS MOLECULAR

Como resultado de la hibridacion se encontrd que 20 aislados (67%) mostraron bandas de 6.5 kb,
siete (23%) no hibridaron; uno (3%) hibridé con una banda de 2.1 kb al igual que S. enterica
subsp. enterica scrovar. fyphi y S. enterica subsp. enterica serovar. gallinarum y dos (1%)

mostraron una banda de aproximadamemte 4.4 kb (Figs. 3 y 4),

Los resultados obtenidos mediante la identificacion bioguimica, serologica y el andlisis del
polimorfismo en la Jongitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) se muestran en Ia tabla No.
4, donde pucde observarse que de los 22 aislados identificados bioquimicamente como S, enterica
subsp. arizonae, 16 presentaron 1a seflal de hibridacion con una banda de 6.5 kb, presentando
uno de cllos identificacion seroldgica positiva; dos hibridaron.con 1a de 4.4 kb y cuatro no
hibridaron, teniendo uno de estos Gltimos identificacion serologica positiva, |
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De los ocho aislados identificados bioquimicamente como Salmonella spp., cuatro presentaron
suiial de hibridacidn con una banda dc 6.5 kb. Uno de estos dltimos tuvo identificacion seroldgica
positiva. Otro aislado de Salmonella spp. hibridd con una banda de 2.1 kb, presentando

identificacion serologica pbsi!iva, y los 3 aislados restantes no hibridaron.

Los resultados de ta prucba de especificidad de 1a sonda en el “dot blot™ fucron que ¢l gene ompC
mostro una marcada sctal de hibridacion con ¢l ADN de Salmonella enterica subsp. emerica
scrovar. typht y con ¢l ADN de Salmonella enterica subsp. arizonae, una sefial de hibridacion
débil con ¢l ADN de E. coli (cepa HBIO1) y no mostrd seflal de hibridacion con ¢l ADN de

Leptospira interrogans, Brucella melitensis ni con el bacteriofago A ZAP Express (Fig. 2).
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TABLA No. 4
RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE Sa/monella POR METODOS

MICROBIOLOGICOS Y POR HIBRIDACION CONEL GENE ompC DE 8. enterica
subsp. enterica serovar. typhi
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DISCUSION

Se encontrd que en 13 individuos, correspondientes al 45% de la mucstra total analizada se aislo
Salmonella enterica subsp. arizonae o Saimonella spp., o ambas. Esto se debe posiblemente a
que ¢l rango de excrecion de Salmonella spp. es variable y a que su presentacion puede ser mayor
cn algunas cspecies que cn otras (30). Cabe mencionar que los cjemplares de este herpetario
nunca han p}cscntado manifestaciones clinicas relacionadas con salmonclosis, aunque tambicn es
importante destacar que no son sometidos a algin tipo de mancjo ciuc pueda causarles estrés, Aun
cuando los muestreos realizados durante este trabajo de investigacion pudicron representar un
factor de cstrés predisponente a la presentacion de algin cuadro patologico, no sc observaron
alteraciones clinicas ni muertcs lpostcriorcs a la obtencion de las muestras ¢n los animales, que

pudicran atribuirse a una infeccion por Salmonella.

Lo anterior dificre dc las obscrvaciones realizadas por Grajales, et.al.’, quien menciona que en su
coleccion herpetologica son frecucntes las muertes de los cjemplarcs debido a salmonelosis,
enfermedad que cursa con cuadros graves de diarrca, con lesioncs intestinales y que se presenta
despuds de algin factor de cstrés que comprometa el sistema inmunocompetente del individuo.
Frye, por su parte, reportd en 1995 (17) que algunos serotipos de Salmonella que habian sido
considcrados como organismos comensales cn reptiles, podian llegar a causar infecciones
subclinicas leves y hasta severas o mortales, especialmente en iguanas. Se ha obscrvado que las
iguanas dc vida libre que han sido capturadas y que son reservorios de Salmoneila spp. rara vez
cursan con infecciones de origen enddgeno como resultado de una colonizacion de su propia
microbiota; sin cmbargo, cuando cstos individuos sufren una situacion de esgrés lo
suficientemente grave como para disminuir su capacidad inmunoldgica (p.c. disputas territoriales
a causa del hacinamiento) puede presentarse un cuadro de salmonelosis, quc en estos animales
cursa con afecciones del sistema tegumentario asociadas a mordeduras tales como: celulits

subcuticular, abscesos, piogranulomatosis y necrosis del tejido; si son afectados fos tejidos

* Comwnicacion personal de MVZ. Luis Grajales Tamm, en cf Curso de Mangjo de Anfibios y Reptiles
en Cautiverio. Laboratorio de Herpetologia Vivario de la ENEP. [ztacala; UNAM
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periarticularcs pucde desarrolfarse una astritis séptica, lo que da lugar a una septicemia con
infecciones cn las valvulas awrioventriculares y adrtica y consecucntemente a tromboembolismo y

otros disturbios sistémicos (17).

Del total de los aislados obtenidos, Salmonella enterica subsp. arizonae fue fa especic que
presentd mayor frecuencia (73%), lo que sugiere a cstrecha relacion que existe cntre las

scrpientes y cste microorganismo.

De los 19 aislados obtenidos a partir de cultivos incubados a 25°C, ¢! 68% fucron identificados
comao §. enterica subsp. arizonae, lo que sugicre que csta cspecic esta adaptada a la temperatura
corporal de los reptiles (menor de 37°C), va que fue posible aislarla con mayor frecuencia a partir

de cultivos incubados a 25°C que a 37°C.

Considerando que la subespecic arizonae fuc fa de mayor prevalencia cn los reptiles muestreados
y quc su temperatura optima de desarrollo fue de 25°C, se sugicre que para estudios posteriores
se considere este parametro de aislamiento. Por ofra parte, las diferencias metabélicas que
presenta, tales como Ia fermentacion tardia e incluso rapida de 1a lactosa cn medios selectivos y
diferenciales, la reaccion de TSI con acidificacion tanto de la superficic como del fondo del tubo
con produccion de gas y la utilizacion del malonato de sodio en la mayoria de los casos, son otros
datos que deben considerarse ¢n los procedimicntos de identificacion del microorganismo.

Sc comprobd que los aislados provienen directamente de los cjemplarcs muestreados y que no s
trata de contaminacioncs cxternas, como podrian ser ¢l agua de bebida y cl alimento que les
provee ¢l bioterio de Ia Facultad d Medicina de la UNAM, debido a que se realizo ¢l andlisis
bacteriologico de cstas mucstras y 0o s¢ detectd la presencia del microorganismo en ninguna d&
cllas y a que hubo aislamientos repetidos en algunos de los cjemplarcs.

Cabe mencionar que en el primer mucstreo se probaron otros medios de cultivo para ¢l desarrollo
dc Salmone lla spp. como agar verde brillante y agar sulfito bismulo; sin embargo, las colonias sc
desarroitaron mejor en agar MacConkey, por lo que se opté por utilizar exclusivamente este
medio en los dos mucstreos posteriores. '
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El hecho de que solo haya sido posible identificar serolégicamente en forma parcial el 13% del
total de los aislados s debe a que ¢l antisucro que se empled nicamente incluye los scrogrupos
A al I del antigeno somdtico "0", factores | al 16, 19, 22 al 25 y 34; y ¢l capsular “Vi”,
excluyendo en su identificacion a los serogrupos J al Z y a los factores 51 al 65, sicndo en varios
d¢ cstos donde se coloca a . enterica subsp. arizonae de acucrdo a la clasificacion de

Kauffman-White (24).

Una posible altenativa cn la identificacion serologica parcial pucde ser la claboracion en ¢l
laboratorio de antisucros especificos utilizando las mismas cepas aisladas de los reptiles, con lo
que se climinaria la necesidad de adquirir numerosos antisueros comerciales que incluyan a la

mayor parte de los scrogrupos de la subespecic arizonae.

Por otro lado, en ¢l andlisis dc RFLP de los fragmentos generados s¢ observo que Salmonella
enterica subsp. arizonae presento una scilal de hibridacion con ompC’ en una banda de 6.5 kb o
en una de 4.4 kb, lo que dificre con lo reportado por Puente et.al. ( l995) (38), quicnes no
observaron la presencia del genc ompC en una copa de S. enterica subsp. arizonae, posiblemente
debido a que ¢l aislado probado fue una sola cepa de esta subespecie obtenida de un pacicnte
humano con artritis scptica. La hibridacion con ¢l fragmento de 6.5 kb y 4.4 kb cn 18 aislados de
S enferica subsp. arizonae en cste estudio sugierc la presencia del gene ompC en esta subespecie
¥ que en lo unico que dificre con Salmonella spp. es en que carece de uno de los sitios £coRV

que limitan al gene.

Los 16 aislados identificados bioquimica y molecularmente como Sa/monella emericé subsp.
arizonae (uno de cllos ademds con identificacion scroldgica positiva) demucstran que o bdsiblc
diferenciar Salmonella spp. y §. enterica subsp. arizonge mediante ¢l andlisis de RFLP ¢
hibridacion con ¢l gene ompC, considerando el perfil definido y constante d una seflal de
hibridacion de 6.5 kb.

Con base en lo anterior se demuestra que la hibridacion represonta una herramienta mas procisa
para difcrenciar la S, enterica subsp. arizonae de otras salmonclas, lo que puede scr de utilidad
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¢n estudios cpidemiologicos tanto cn humanos como cn animales (reptiles), que permitan ¢l
tratamicnto adecuado de la infeccion en los primeros y, en los segundos, establecer ¢l papel real
de . enterica subsp. arizonae como parte de la microbiota o como patdgeno especifico de estos

animalcs.

La existencia de cuatro aislados identificados bioquimicamente como S emterica subsp.
arizonae, uno de cllos ademds con identificacian serologica positiva con cf antisucro polivalente,
que no mostraron scfial de hibridacion, sugicre que se trata de cepas de S, enferica subsp.
arizonae que carecen del gene ompC, lo cual coincide con lo reportado por Puente, et al. (1995)
(38). Al respecto seria conveniente ¢ importante analizar un mayor nimero di aislados de
diferentes origenes para observar la variacion cn la presencia de este gene y su relacion con la

fuente del aislamiento.

Asimismo, cl hallazgo de dos mucstras identificadas bioquimicamente como Salmonella enterica
subsp. arizonae que mostraron una sefial de hibridacion de 4.4 kb también sugicre que s trata de
cepas de la subespecic arizonae con un sitio EcoRY adicional, ya que Puente, et.al. (1995) (38)
mencionan que cn otros 9 aislados de S. enterica subsp. arizonae obtenidos a partir de capsulas
de vibora de cascabel que fucron analizados por RFLP con cl gene ompC presentaron patroncs
polimorficos. En este sentido ¢s nceesario realizar estudios de sccuenciacion para determinar

algun posible reordenamicnto del gene ompC en esta subespecic.

Con relacion a los aislados identificados bioquimicaminte como Salmohella spp. sdlo uno de
ellos (d) mostr6 hibridacion con ¢l fragmento de 2.1 kb, tal como ha sido reportado para otras
cepas de Salmonella enterica (38); ademds, resultd positivo a la aglutinacion con ¢l antisucro
polivalente, lo que sugiere que este aislado posiblemente sea una scrovariedad de §. enterica

subsp. enterica. Sin embargo, cuatro aislados presentaron ¢l patron de 6,5 kb en la hibridacion,

* aun cuando sdlo uno de ellos resultd positivo a la identificacion seroldgica y los cuatro resultaron

negativos al malonato dc sodio en la identificacion bioqhimica, lo que los identificd como
Salmonella spp. Al respecto, se consideraron prioritarios los resultados obtenidos por técnicas
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molecularcs. En st caso, los resultados de fla identificacion bioquimica confirman que la
utilizacion del malonato dc sodio por cepas de §. enterica subsp. arizonae no ¢s posi(iv'a en ol
100% de los casos, tal como lo indica Bergey (24), de ahi que ¢l analisis de RFLP constituyd cn
este cstudio [a herramienta mds certera para la identificacion de las ccpas de la subespecic
arizonae que corresponden al 10% de los microorganismos que este autor seilala como malonato

negativos.

Tres de las muestras que bioquimicamente se identificaron como Salmonella spp. resultaron
negativas a la identificacion serolégica con el antisucro polivalente y no presentaron ninguna
banda de hibridacion, cn mas de dos ensayos realizados. Esto sugicre la incspecificidad de las
prucbas bioquimicas para la familia Entcrobacteriaceac, iraténdose posiblemente de aislados

identificados crroncamente como Salmonella spp.

Considerando que 8. enterica subsp. arizonae muestra un marcado polimorfismo en el andlisis de
RFLP, d¢ acuerdo con las investigaciones rcalizadas por Bobadilla (1992) (5) y Pucnte, e/. al.
(1995) (38), ci patron constante obscrvado cn cste estudio en 22 de Izla muestras analizadas sc
debe posiblemente a que estos reptiles son reservorios de serotipos wp'eclﬁcos de la subespecic
arizonae que presentan ¢l gene ompC cn un fragmento & ADN de 6.5 kb6 4.4 kb,

Ocho de los ejemplarcs quc'multaron positivos al sislamiento dc S. enterica subsp. artzbm son
individuos dc procedcncia extema con menos de dos ailos de ingreso al herpetario de la Facultad
de Ciencias, tres con mas de diez alos de ingreso y uno de los cjemplares es de procedencia
intema, nacido bajo condiciones de cautiverio en ¢stc herpetario hace tres afios. La procedencia
de los individuos positivos al aislamiento corresponde a diversos estados de la Repiblica
Mexicana: Sonora, Veracruz, Aguascalientes, Chihuahua y D F. de hs lesm de Xochimilco,
Ciudad Universitaria y Cuemanco y son individuos que cstaban tanto cn vida libre como en

cautiverio.

Ap.wdequlcﬁmminﬁuuodeblmtahejmmenmum
hibitos de alimentacion, region geogrifica y hibitat anteriores a su cauliverio en epte herpetario,
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10 ¢s posible gencralizar si todas las serpicntes son reservorios de los serotipos especificos de S
enterica subsp. arizonae que presentan ¢l gene ompC cn un fragmento dc ADN de 6.5 kb 6 4.4
kb, ya que cstas condiciones son dificiles de evaluar si sc considera que ¢l microorganismo puede
permanceer viable en ¢l ambiente por periodos largbs y de esta manera ser adquirdo por los

cjcmplares.

Se sugicre profundizar cste vstudio realizando un mayor wimeso de muestreos on coleeciones
herpetologicas de origen diverso, de cjemplarcs en vida libre de diferentes regiones geograficas
del pas, de los productos comerciales naturistas elaborados a partir de serpicntes y de mucstras
clinicas de pacientes con padecimicntos relacionados con salmonclosis por ¢l consurao de
productos claborados a base de scrpientes o de reptiles cn general. Se sugicre caracterizar los
aislados obtenidos bioquimica y scrolégicamente y comparar ¢l “finger printing” entre cllos v
contra Salmonella enterica, ast como determinar si existen otros tipos dc 8. enferica subsp.

arizonae con diferencias en su RFLP, ademas de los cncontrados en este estudio.
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CONCLUSIONES

Sc determind la presencia de Salmonella enterica subsp. arizonae o Salmonelia spp. o ambas en
¢l 45% de la poblacion de serpientes endémicas del pais que posce el Herpetario de la Facultad de
Cicncias de la UNAM.

La presencia de 8. enterica subsp. arizonae o Salmonella spp. o ambas detectada en las
serpicntes mantenidas bajo condicioncs de cautiverio del Herpetario de la Facultad de Ciencias
sugicre la posibilidad de que los cjemplares hayan padecido infccciones subclinicas adquiridas de
diversas fucntcs y sc mantengan ¢n un estado de portador; o bien la posibilidad de que sc trate de
scrovariedades apatdgenas para las serpicntes, altamenic adaptadas a cstos hospederos y que

pudicran considerarse como microbiota de cstos reptiles.

La temperatura dptima para el desarrollo de las saimonelas a partir de muestras provenientes de

serpientes cs de 25°C.

Se scflala la conveniencia de incluir el andlisis d¢ RFLP con hibridacion tipo "Soutlknp blot”
utilizando como sonda ¢l genc ompC de §. enterica subsp. enferica serovar. fyphi como una
altemativa util para fla diferenciacion entre las difercntes salmonelas aisladas a partir de
scrpientes y otros reptiles. ‘

Se establecio que dentro de Ios‘ motipoi que incluyen a Salmanella enterica subsp. arizonae
existen llsunos quc presentan un patron definido de RFLP al ser hibridado contra ¢! gene ompC
estrechamente relacionado con las serpientes, especialmente en una banda de 6.5 kb, por lo que la
idctificacion molecular constituye la herramicnta mis precisa, misma que podria ser empleadoa
en estudios epidemiologicos en reptiles ¢ incluso en casos clinicos de pacieates humanos

“inmunocomprometidos con salmonclosis atipica por el consumo dc came de vibora de caseabel o

de sus derivados.
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APENDICE DE FIGURAS

FIGURA No. 1

Hibridacién tipo “Dot blot” de Ia sonda biotinilada contra ADN de diferentes

microorganismos

Sefal de hibridacion muy marcada en Salmonelia enterica subsp, enterica serovar typhi y
Saimonella enterica subsp, arizonae; sefial de hibridacion leve en Escherichia coli HB-101; sin
sefal de hibridacion en Leptospira interrogans, Brucella melltensis y virus .. ZAP-Express
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" FIGURA No. 2

Transferencia de ADN por capilaridad a partir de geles de agarosa
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FIGURA No, 3
Digestiones con EcoRYV de los aislados obtenidos de las serpientes y de los controles

CONTROLES: 1. Salmonella enterica subsp, enterica serovar., typhi, 2. Salmonella entericq
subsp, arizonae, 3, Escherichia coli WB101, 4. Salmonella enterica subsp. enterica serovar,
gallinarum

FIGURA No. 4

Hibridacitn tipo “Southern blot” con el gene ompC de los aislados de las serpientes'y de los
controles digeridos con EcoRY

! CONTROLES: 1, Salnonclia enterica subsp, enterica serovar. ¢yphi (banda de 2.1 kb), 2,
Salmonclia enterica subsp, arizonae (banda de 6.5 kb), 3, Escherichia coli H1B101 (banda no
sefalada), 4. Salmonella enterica subsp, enterica serovar, gallinarum (banda de 2.1 kb)
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APENDICE DE SOLUCIONES:

e TE10-1mM

¢ solucion de TBE 0.8X

¢ medio LB (Luria-Bertani)

Tris-HCl 10 mM, pH 8
Na-EDTA' | mM, pH 8

Tris®Acido bérico® 4.5 mM
Na-EDTA | mM

A 950 mil de H,0 desionizada, agregar :
10 g de bacto-triptona’

$ g dc bacto-cxtracto de levadura’

10 g de NaCff

Agitar hasta disolver, ajustar ¢l pH a 7.0, ajustar a llitro, csterilizar por

autoctave a $21°C/ 15 tb/ 20 minutos

o solucién de transformacion CaCly 100 mM

¢ solucién SET
‘,
o solucién de mezcla litica
¢ solucién de dtuuurdizlcionltrmlgmcin

o SSCI10X

o solucion de neutralizacion

| SIGMA
*SIGMA

) GIBCO-BRL
‘DIFCO

' MERCK
* MERCK

' MERCK
' BAKER

? BIOXON
¥ BIOXON
"' BAKER
12 BAKER

Tris-HCl SmMpH 7.5
Mg Cly 5§ mM)

' sacarosa’ al 20%
. Tris-HCI 50 mM pH 7.6

Na-EDTA SO mM pH 8) -
SDS" 1%, NaOH' 02N
NaCl 1.5M, NaOH 0.5N

NaCl 1.5M ; ‘
citrato de sodio dihidratado'; 0.05M

Tris-HCl 0.5M
NaCl IM



¢ solucion de prehibridacion

o solucion de hibridacién

19

SSC 6X
Reactivo de Denhardt 5X:
Ficoll "

polivinilpirrolidona
albimina sérica bovina"
SDS 0.5%
100 pg de esperma de salmon'®
50% de formamida'’

SSC 6X
SDS 0.5%

100 pg de esperma de salmon
50% dc formamida
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