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RESUMEN 

RODRÍGUEZ MORALES OLIVIA. Detección de Saltnatrella enterica subsp. arizanae corno 
microbiota de serpientes en cautiverio mediante métodos microbiológicos convencionales e 
hibridación de ADN utilizando como sonda el gene mnpC de Salmanella enterica subsp, enterica 
scrovar, typhi (bajo la dirección de MVZ. Rosa Elena Miranda Morales, MVZ, Ph. D. Francisco 
Suárez Güemes, Biol. Mónica Salmerón Estrada, WEL M. en C. Miriam Hobadilla del Valle y 
MVZ. Ph. D. Alfredo Sahagún Ruiz). 

Se colectaron muestras de hisopos cloacales, heces, agua y alimento do 29 serpientes endémicas 
de México que se encuentran en cautiverio en el Herpetario de la Facultad de Ciencias de la 
UNAM, para detectar la presencia de Salmonella criterio subsp. crrizanae. Se utilizaron dos 
métodos convencionales de identificación: el procedimiento bacteriológico con pruebas 
bioquímica según Carter (1984) a dos temperaturas de incubación (25°C y 37°C) y la 
identificación urológica parcial mediante el empleo de un antisuero polivalente comercial contra 
el antígeno "O" (grupos A-I) y "Vi'; y un método molecular: el análisis del polimorfismo en la 
longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) mediante hibridación tipo louthem blot" a 
partir de ADN digerido con EcoRV utilizando como sonda el gene ompC de Salmonella enterica 
subsp. enterica scrovar typhi. Como controles en la hibridación se utilizó ADN de S. enterica 
subsp. enterica serovar typhi (cepa IMSS-1), S enterica subsp. enterica scrovar gallinantm, S 
enterica subsp. arizonae y Escherichia culi (cepa Hal01). La identificación bioquímica de S. 
enterica subsp. arizanae o Salmonella spp., o ambas fue en un 45% de la población total de 
ejemplares muestreados, el 77% de los 30 aislados obtenidos correspondió a S. enterica subsp. 
arizanae. La temperatura óptima de crecimiento del género Salmonella a partir de muestras de 
serpientes fue de 25"C. Se comprobó la estrecha asociación que existe entre estos reptiles y S 
enterica subsp. arizonae. El 13% de los aislados mostró una aglutinación positiva con el 
antisuero polivalente. El análisis de RFLP con hibridación del gene ompC corroboró la 
identificación bioquímica y serológica, y excluyó los aislamientos obtenidos por errores en la 
identificación debido a la inespecificidad de las pruebas bioquímicas y a las limitaciones de la 
serologia con antísucros polivalentes. El 13% de los aislados tuvo un comportamiento sin señal 
de hibridación, el 7% mostró una banda de 4.4 kb que podría corresponder a un serotipo de S 
enterica subsp. arizanae con un patrón de RFLP diferente a la mayoría de las S. enterica subsp. 
arizanae. Se comprobó que, al igual que el resto de salmonelas, las subespecies de atizone 
identificadas en este estudio poseen el gene ompC y sólo difieren de aquellas por carecer de uno 
de los sitios ScoRV que limita al gene. Se estableció que dentro de los serotipos que incluyen a S 
entena, subsp. arkonae existen algunos con un patrón definido de RFLP de 6,5 kb 6 4.4 kb 
estrechamente relacionados con las serpientes, por lo que este método molecular resulta una 
herramienta útil para realizar estudios epidemiológicos tanto en reptiles como en pacientes 
humanos imminocomprometidos con salmonelosis atípica por consumo de carne de víbora de 
cascabel o de sus derivados. 
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INTRODUCCIÓN 

México es uno de los seis países con la diversidad biológica más rica del mundo. Una proporción 

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 los 

reptiles. Esto hace que la herpetofauna de México sea ána de las más abundantes a nivel mundial, 

ya que su biodivcrsidad herpetofaunistica no es igualada por otra región del mundo (10, 14). 

El orden Squamata de la clase Reptilia incluye a los lagartos y ofidios, con más de 5,900 especies 

(23, 41). Se han registrado 1,210 especies de reptiles en México, entre las cuales especificamente 

583 corresponden a serpientes (10). De acuerdo con la clasificación de Mc Dowell (19N7) (29) 

nuestro pais cuenta con 10 de las 16 familias de serpientes del mundo (Typhlopidae, 

Tropipopheidae, Loxocemidae, Leptotyphlopidac, Colubridae, Viperidae, Boidae, Elaphidae, 

Hydrophiidat y Crotalidae) (21). Además es importante mencionar que en México habitar►  tres 

familias de serpientes venenosas y es considerado el pais de las serpientes de cascabel (familia 

Crotalidae), ya que cuenta con 25 especies de las 31 ubicadas en el continente americano (1 en 

Canadá, 15 en Estados Unidos de Norteamérica, 25 en México, 1 en Centroamérica y 3 en 

Sudamérica) (10), 

En los últimos años se ha incrementado la moda de poseer reptiles y anfibios como mascotas, asi 

como la creación de centros de investigación y colecciones herpetológicas privadas o de 

exhibición, por lo que el Médico Veterinario Zootecnista y otros profesionistas o particulares 

interesados en esta área deba►  tener presente tres aspectos importantes: 1) los ofidios mantenidos 

en cautiverio rara vez se conservan bajo condiciones ambientales adecuadas, 2) muchas de las 

especies de serpientes se encuentran en grave peligro de extinción, 3) la gran importancia que 

representan en salud pública, dado que son podadores importantes de agentes infecciosos que 

ocasionan trastornos clínicos en el hombre, como lo demuestran los abscesos ocasionados 

después de mordeduras (9, 10, 22), o bien la salmonelosis asociada con el manejo de las 

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



3 

ESTUDIOS MICROBIOLÓGICOS EN REPTILES: 

Entre las afecciones que con mayor frecuencia llegan a ocasionar mermas importantes en las 

colecciones herpetológicas se encuentran las de origen bacteriano (19) causadas por 

microorganismos aerobios y anaerobios asociados principalmente a estomatitis, abscesos, 

infecciones cutáneas, pulmonares, peritoneales, entéricas y septicemias (8, 17, 23, 40); sin 

embargo, no está bien establecido si los microorganismos aislados de las serpientes a partir de 

cavidad oral, cavidad nasal, conjuntiva, cloaca, piel e intestino son patógenos primarios o forman 

parte de su microbiota, de tal manera que pudieran comportarse como oportunistas (8). 

A pesar de los estudios que se han realizado en gran parte del mundo, es poco lo que se conoce 

con respecto a la microbiota de las serpientes, ya que ésta varia geográficamente debido a los 

diversos hábitats, a las diferentes especies de serpientes que existen y a la salud oral de los 

ejemplares (8). 

La microbiota, también llamada flora normal, comprende una población permanente de 

microorganismos que varía tanto en número como en clase de un sitio a otro en las diferentes 

especies animales yes capaz de verse modificada por la alimentación y la edad del individuo, el 

clima y la ubicación geográfica; sin embargo, se dispone de escasa información con relación a la 

microbiota de los animales domésticos y más aún de los silvestres (7, 25). 

La presencia de organismos de la microbiota y el estado de portador son dos conceptos con 

acepciones distintas en el contexto médico. Portador implica que un individuo alberga un 

patógeno potencial y por tanto puede ser fuente de infección para otros. Su uso más frecuente es 

referente a infecciones asintomático o a un paciente que se ha recuperado de una enfermedad, 

pero que continúa albergando al microorganismo y puede propagarlo por un tiempo prolongado 

(25). 
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Los principales factores que influyen negativamente en la caracterización de la microbiota de 

estos animales son el material de los hisopos utilizados en la colección de las muestras que puede 

afectar la viabilidad de los microorganismos, la sensibilidad de las técnicas microbiológicas 

empleadas para el desarrollo bacteriano tanto aerobio como anaerobio y en especial las 

condiciones de cultivo de estos últimos (14, 9, 43). 

Entre los géneros bacterianos que se han reportado en serpientes, tanto en cautiverio como en 

vida libre tenemos: en cavidad oral: Corynebacterium spp., estafilococos coagulara negativos 

(a), S'Irepiococcus spp. del grupo D, Morganella morganii, Clostridium spp., Micrococo« spp., 

Pseudomonas spp., Moraxella spp., bacilos anaerobios Grato negativos (5, 22, 43), Salmonella 

enterica subsp. arizonae, Bacteroides fragilis (41, 43) y Citrobacter spp.; en piel: Edwarsiella 

tarda, Salmonella spp. y S enterica subsp, arizonae, Achromobacter spp., Acinetobacter 

calcoacencus var, contraluz Minus spp., Citrobacter "'malicia, C. freundii, 

Streptococcus spp. del grupo O, Kiebsiella oxytoca, hficrococcus haus, M. coseos, 

Pseudomonas alcaligenes, 	fluorescens, P, maitophiba, 1'. stutzeri, Serraba liguelasciens, 

Staphylococcus epidermidis, 5. hominis, S, saprophyticus y Streptococcus viridans (39); en 

muestras de heces y cloaca: Pseudomonas spp„ Providencia spp., Edwarsiella spp., Citrobacter 

spp., Enterobacler spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp. y Salmonella spp. (12, 

35). 

SALMONELOSIS EN REPTILES 

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceac, son cocobacilos Gram negativos 

de 0.4-1.5 por 2.0-5.0 pm, aerobios o anaerobios facultativos, usualmente móviles, oxidasa 

negativos, catalana positivos, reducen los nitratos a nitritas y fermentan la glucosa. Su morfología 

microscópica es muy similar a la del resto de las enterobacterias y solo se puede distinguir entre 

ellas mediante los productos de su metabolismo. Las colonias miden de 2 a 4 mm de diámetro y 

casi siempre producen gas a partir de la glucosa y ácido sulfhídrico en agar triple azúcar hierro 
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(TSI). Todas las cepas son indol y urea negativas y las reacciones de lisina y omitirla 

descarboxilasa son generalmente positivas (24). 

Existe una subdivisión del género Salmonella dentro de los llamados "subgéneros" de Kauffman 

basada en sus características bioquimicas. En el esquema de Kauffman-Wbite donde los 

organismos son representados por números y letras que corresponden a los diferentes antígenos O 

(somáticos), Vi (capsular) y ti (flagelar), se consideran sólo a aquellos antígenos de importancia 

primaria diagnóstica. De esta manera existe un esquema que incluye cinco "subgéneros": 1, II, II I, 

Illa y IV, este ubica a Salmonella arizonae ea el subgénero 111(24). 

Los tipos serológicos clasificados de acuerdo a la composición antigénica de Salmonella suman 

más de 2,200 que resultan de (as más variadas combinaciones de sus componentes antigénicos. 

Actualmente se utiliza la fórmula serológica para definir, sin señalar por nombres, los nuevos 

tipos que se van agregando a la numerosa lista existente (1 1). 

En años recientes han habido varias modificaciones al esquema de clasificación de estos 

microorganismos, la 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 el 

género &Munich incluye dos especies: S. enterica con seis subespecies: 1). enterica, 2) 

salamae, 3) arizonae, 4) diarironae, 5) indica y 6) houtenae; y S. bongori, La mayoría de las 

salmonelas pertenecen a S. enterica subsp. enterica, cuyos miembros son serovariedades que 

generalmente se denominan con el nombre del lugar donde fueron aisladas por primera vez. Otros 

aislados son nombrados sólo por la subespecie, seguida de su fórmula antigénica. Aunque la 

nueva nomenclatura indica que una serovariedad de S. enterica subsp. enterica debería ser 

nombrada por el género, la especie, la subespecie y la serovariedad (ej. Salmonella enterica 

subsp. enterica serovar. typhi), algunos investigadores usan la forma común y simplificada que 

nombra únicamente el género seguido de la serovariedad (ej. Salmonella typhi) (18, 34). 
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Salmonella enterica subsp. arkonae ha sido aislada de la microbiota intestinal do los reptiles, por 

lo que se considera a éstos como los principales rescrvorios y como la fluente más importante de 

infección en humanos (21, 23, 29, 30, 44). Esto se ha reportado desde 1939, fecha en la que se 

realizó la primera caracterización de cepas de S. enterica subsp. arizonae (31) y en la que aún no 

estaban consideradas como parte del género Nalnionella, sino que recibian la denominación de 

Arizona hinshawi (20). Actualmente existen más de 400 serotipos en el subgénero de S. arizonae 

según el esquema de Kauffinan-White (24, 34). 

Además de presentar las características de metabolismo descritas para el género Salmonella, las 

diferencias que presenta la subespecie arizonae con el resto de las salmonelas son: la 

descarboxilación de la lisina, la arginina y la omitina, la utilización del malonato de sodio. la 

licuefacción lenta de la gelatina en un medio nutritivo y la fermentación de la lactosa tardía o 

incluso rápida en medios selectivos y diferenciales (24, 6, 34). 

Salnionelia enterica subsp. arizonae es un microorganismo oportunista, que ha sido implicado en 

enfermedades graves en humanos, especialmente cuando los pacientes se encuentran 

inmunoconsprometidos (31) por enfermedades tales como el síndrome de inmunodeticiencia 

adquirida (SIDA), donde la bacteremia por S enterica subsp. arizonae es la primera 

manifestación clínica en más de un tercio de los individuos clasificados en las categorías de alto-

riesgo; lupus eritematoso sistétnico, neoplasia, enfermedad coligen vascular, enfermedades 

cardiacas, diabetes y artritis. Se han reportado pacientes que han ingerido como "remedio" 

preparados de carne de víbora de cascabel como son: pulverizados, cápsulas de pulverizados y 

piezas desecadas, existiendo el riesgo de graves infecciones y padecimientos ( I, 30, 44). Debido 

a que S enterica subsp, arizonae no es un patógeno común en humanos, su presencia puede 

estar relacionada con el manejo de reptiles o con el consumo de carne de vibora de cascabel, tanto 

en México como en la población de habla hispana que radica en los Estados Unidos de 

Norteamérica (27, 30). 
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Por esta razón 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 es 

reservorio del microorganismo. Se recomienda que sean 3 cultivos a intervalos de 15 días', ya que 

un cultivo único negativo no se considera significativo, debido a que el rango de excreción de 

Salmonella spp. es variable, además de que su presentación puede ser mayor en algunas especies 

que en otras (29). 

Sin embargo, no es común realizar estudios detallados sobre los agentes infecciosos asociados a 

las enfermedades de los reptiles, ya que son el grupo de vertebrados menos estudiados entre las 

poblaciones silvestres (21, 23). Esto se debe a la falta de interés, de apoyo económico y de 

conocimientos de las condiciones adecuadas de manejo en cautiverio (23). 

DIAGNÓSTICO DE LA SALMONELOSIS 

El diagnóstico de la salmonelosis está basado en el aislamiento e identificación del 

microorganismo en medios de enriquecimiento, selectivos y diferenciales. La identificación 

bio4uimica a menudo resulta insuficiente debido a la semejanza en los resultados de las 

reacciones que existen entre Salmonella enterita y Salmonella bongori, ponlo que puede 

recurrirse a la identificación serológica por molo del empleo de antisueros conocidos, realizando 

asi la identificación total o parcial de los serotipos. Sin embargo, la asignación de un 

microorganismo aislado a un serotipo es una cuestión compleja, ya que no hay en el mercado 

antisueros que incluyan a todos los grupos existentes y, además, los miembros de la familia 

Enterobacteriaceac están antigénicamente relacionados entre si, por lo que pueden ocurrir 

reacciones cruzadas, especialmente entre Salmonella spp. y Curobacter spp. (13). De esta 

manera, los métodos bacteriológico, bioquimico y serológico para el diagnóstico de la 

salmonelosis resultan poco especificos y con muchas limitaciones. 

Recientemente se han desarrollado técnicas moleculares que han sido aplicadas a la investigación 

de especies de una gran variedad de microorganismos, entre ellos Satmonella spp., basadas en la 

Comunicación personal de MVZ. Enrique Vano 1. 
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detección de secuencias especificas de los ácidos nucleicos por medio de la utilización de sondas 

de ADN marcadas con diferentes métodos; para la diferenciación de géneros y especies de 

microorganismos ha sido útil el análisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de 

restricción (RFLP) digiriendo ADN cromosomal con endonucleasas de restricción y observando 

los patrones electroforéticos, o bien mediante la amplificación de un segmento de ADN especifico 

de algún microorganismo por medio de la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

(4). 

Las sondas de ADN para la identificación de Salmonella han sido utilizadas en la industria 

alimentaria (15, 16) y en el diagnóstico clínico de la fiebre tifoidea (FT) (36). Sin embargo, en la 

industria pecuaria todavía no se han desarrollado métodos moleculares que permitan la 

identificación de Salmonella spp. para cl diagnóstico clínico de la saln►onclosis en las diferentes 

especies animales. 

El análisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) se ha 

utilizado para tipificar microorganismos y determinar si éstos están relacionados o son parecidos, 

asociando directamente el genoma a una sonda para detectar la presencia o ausencia de sitios 

para las enzimas de restricción (26, 37). 

Puente, et al., en 1987 (32) desarrolló una sonda genética gracias al aislamiento y secuenciación 

del gene ompe de Salmonella enterica subsp. enterica serovar. typhi que codifica para la 

proteína de membrana externa OmpC que posteriormente se utilizó para determinar la 

variabilidad genética de diversos aislados clínicos de Salmonella spp., mediante análisis de 

RFLP. En este estudio se encontró que dicho gene se encuentra altamente conservado dentro de 

I I serotipos diferentes de Salmonella en una banda de 2.1 kb; sin embargo, el gene no hibridó 

con un aislado clínico de S. enterica subsp. arizonae, pero presentó un patrón polimórfrco con 9 

cepas de S. enterica subsp. arizonae aisladas de cápsulas de víbora de cascabel (4, 33). 
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Los estudios realizados de Salmonella han demostrado que todas las salmonelas presentan 

variabilidad en sus pruebas hioquimicas, diversidad antigénica y diferencias en la adaptabilidad 

al hospedero ( I 3, 1.11). 

Tomando en consideración que la identificación de Salnumella spp. por métodos 

microbiológicos convencionales es muy limitada y la facilidad de que se nos donara el gene ompC 

de S. enterica subsp. enterica serovar. typhi, surgió el interés de probar éste contra ADN de 

cepas de S. enfajen subsp. arizonae aisladas de serpientes para determinar si dicho gene puede 

ser útil en la tipificación de los organismos, como una herramienta de identificación adicional a 

los métodos convencionales y así determinar la presencia de S enterica subsp. arizonae como 

microb iota en estos animales. 

En este trabajo se analizaron muestras de hisopos cloacales, heces, agua y alimento de serpientes 

del iferpetario de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Se aislaron cepas de Salmodia spp. y 

S. enterica subsp. arizonae, se identificaron por análisis bacteriológico convencional y con 

métodos serológicos y se analizaron con RFLP mediante hibridación tipo "Southem bloc" 

utilizando como sonda cl gene ompC de S. enterica subsp. enlerica serovar. typhi. 
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HIPÓTESIS 

Salmonella enserio subsp. arizonae forma parte de la microbiota de las serpientes en cautiverio. 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

• Determinación de la presencia de Salmonella enserien subsp. arizonae como microbiota en 

las serpientes en cautiverio que posee el Herpctario de la Facultad de Ciencias de la UNAM. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

• Aislamiento bacteriológico e identificación bioquímica de Salmonella enserien subsp. 

arizonae de hisopos cloacales, heces, agua y alimento de las serpientes. 

• Identificación scrológica parcial de Salmonella enterica subsp. arizonae mediante el empleo 

de un antisuero polivalente comercial' contra el antígeno "O" (grupos A-I) y "Vi". 

• Análisis del RFLP ndiante hibridación tipo "Southcrn blot" con el gene ompC de S. enterica 

subsp. enterica serovar. typhl de los aislados de Salmonella emerica subsp. arizonae. 

CACTO Salmonella "O" de DIFCO. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Las serpientes con las que se realizó esta investigación fueron 29 individuos de 10 géneros 

endémicos de México (Tabla No. 1) que se mantienen en cautiverio en el Herpetario de la 

Facultad de Ciencias de la UNAM y que no son sometidos a algún tipo de manejo adicional a la 

alimentación y limpieza de los terrarios una vez por semana. 

TABLA No. 1 
RELACIÓN DE LAS SERPIENTES MUESTREADAS 

GENERO Y ESPECIE EJEMPLAR SEXO EDAD PROCEDENCIA 

perigallo motosas 1 macho  4 anos  externa (C.U.) 
2) C. afros 2 hembra 10 altos 

..i 
externa (Queltaro) 

3) C. afros 3 macho 14 anos externa (Sonora) 
4) C. scutsiloms 4 ND 5 altos externa (Aguascalientes) 

5) C. salvinii 5 ND 12 dos externa (Veracruz) 

6) C. d'aúnas rhirisses 7 hembra 12 arios externa (Chispas) 

7) C. malcasas moloraus 8 macho 7 anos interna 

8) C. molonas malcasas 9 macho 7 altos intenta 

9) C. acanalaras 10 macho 2 años externa (Aguaricalientes) 

10)C. lapidas 11 hembra 3 anos externa (Ind. Higiene) 

II) C. trisa/lana 12 hembra t alto externa (Mueco) 

11)(7. triuriants ' 12' hembra 1 alto externa (Ajumo) 

13) Badirops aspar 13 hembra 3 altos externa (hist. Higiene) ' 	' 

14)1i ayer 14 macho 3 atlas externa (Ind. Higiene) 

1,1)Pititophia deppci 17 NO 1 alto cinema (Pedregal) 

16) Thamnophls sp. 19 NI)  2 idos intenta 

17) Elophe gatuna 21 ND 15 altos externa (Chihuahua) 

18) Afasticopliis flageletas 22 macho 	' 13 dos externa (Sonora) 

19) Al. mentavortin 23 macho 6 dos interna 

10) Drysnarrhon corola 25 hembra 	' 13 altos externa (Humero) 

11) Iba constrictor 26 hembra 5 dios externa (Veracnii) 

11 ItIgkistrodon N'Oteaba 27 macho 3 arios intenta 

11) A. 611inearris 28 hembra 1 atto externa (hist Higiene) 

14)4. bilineatus 29 macho 1 ano edema (test. filiare) 

23) Domarlo« consta 30 hembra 2 dos externa (Tamaulipas) 

l6) emulas polyattcna 31 hembra NI) externa (Cuemanco) 

271C. palpitas,: 32 hembra NI) externa (Cuemanco) 	• 

28) Sistrwrus nula 33 ND 1 ano externa (Xochimilco) 

19) Pitatophis deppei 34 ND NI) externa (Pedregal) 

ND = No determinado (a 
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COLECCIÓN DE LAS MUESTRAS: 

Se realizaron tres muestreos a intervalos de 15 días para la colección de hisopos cloacales y heces 

de las serpientes, así como del agua y alimento (vcsicula biliar, intestino y excretas de ratones) el 

día en que se hace la limpieza de los terrarios y se les proporciona el alimento a los ejemplares. 

Las muestras de cada ejemplar se colectaron por duplicado. 

Se utilizaron hisopos flexibles con punta de algodón natural para colectar las muestras de cloaca 

realizando movimientos giratorios en el interior de la cloaca y depositando el hisopo en tubos con 

caldo selenito'. 

Las heces se colectaron al momento en que el animal defecaba al ser manipulado y se depositó 1 

g de muestra en cada tubo con caldo selcnito. 

Se recolectaron 15 ml de agua de bebida directamente del grifo en tubos estériles. 

Se eligieron al azar dos ratones que les provee el bioterio de la Facultad de Medicina, se 

sacrificaron y se tomó un centimetro cúbico de vesícula biliar, intestino y heces. Cada muestra se 

depositó en tubos con caldo selenita 

Las muestras se llevaron al laboratorio para que fueran procesadas de inmediato. 

a) ANÁLISIS BACTERIOLÓGICO: 

El procesamiento bacteriológico se realizó en el Depto. de Microbiología e Inmunología de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Un juego de tubos con caldo selenito se incubó a 

37°C (temperatura óptima de crecimiento del género Salmonella) y otro a 25°C (temperatura del 

hábitat de las serpientes) durante 18 horas, se hicieron resiembras en placas de agar 

MacConkey2, se incubaron a ambas temperaturas y se observó el desarrollo de colonias 

pequeñas, brillantes, lactosa negativas para Salmonella spp. y lactosa positivas tardías (reacción 

positiva en más de 48 horas) e incluso rápidas (reacción positiva en menos de 24 horas) para 

'MERCK 
2MERCK 
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Salmonella enterica subsp. arizonae. Se realizaron las siguientes pruebas bioquímicas: oxidasa; 

triple azúcar hierro (TSI); urca; producción de ácido sulfiddrico, indol y motilidad (SIM); citrato; 

malonato de sodio; altar lisina hierro (LIA); 1-lisina;1-ornitina y 1- arginina. 

14) ANÁUS1S SEMOLOGICO: 

Después de haber identificado los organismos como Salmonella enterica subsp, arizonae y otros 

como Salmonella spp, por pruebas bioquímicas, se realizó la identificación scrológica parcial 

con el antisuero polivalente comercial de Salmonella spp.3  para la detección del antígeno 

somático "O" que incluye los serogrupos A al 1 (factores del 1 al 16, 19, 22 al 25 y34) y del 

antígeno capsular "Vi". 

En una placa de vidrio se colocó una gota (30 Id) del antisuero polivalente y en el cuadro 

contiguo una gota de solución salina fisiológica al 0.85% como control nativo, inmediatamente 

después se tomó con el asa microbiológica una colonia del cultivo de 24 horas y se colocó sobre 

cada una de las gotas depositadas. Se realizaron movimientos giratorios con palillos de madera 

estériles para homogeneizar la muestra y se hizo la interpretación basada en la formación de 

aglutinación. 

ANÁLISIS DE RFLP 

a) EXTRACCIÓN DE ADN: 

Los aislados a probar se crecieron en 40 ml de caldo infusión cerebro corazón' (HM a 37°C 

durante 18 horas en agitación a 250 rpm. El ADN cromosoma! se obtuvo con el procedimiento 

reportado por Detlach y col, (1976) (4): la cosecha de la bacteria se lavó con TE' 10-1 mM dos 

veces y se resuspendi6 en 10 mi de TE 50.20 mM. Se adicionó proteinasa le a una concentración 

de 100 lig/m1 y 1% de SDS3 (dodecil sulfato de sodio) dejando incubar durante una hora a 65°C. 

3BACTO Salmonella "O" de DIFCO 
/MERCK 
Ver apéndice de soluciones 

sBOEHRINGER MANNHEIM 
'BIOXON 
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Se separó el ADN de las proteínas con un volumen igual de tenor, se mezcló durante 15 minutos, 

se centrifugó a 27,000 g/I0 minutos y su separó la fase acuosa en un tubo limpio". Se agregó un 

volumen igual de fenol : cloroformo': alcohol isoamilicolú  (25:24:1) y se repitió el procedimiento, 

A la fase acuosa se le agregó 50 lig/m1 de ARNasa" , se incubó a temperatura ambiente durante 

10 minutos y se extrajo el ADN con un volumen igual de fenol:elorofomio:alcohol isoamilico 

(25:24:1), se mezcló durante 15 minutos, se centrifugó a 27,000 g/10 minutos y se separó la fase 

acuosa en un tubo limpio. Se agregó un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamllico (24:1) y 

se repitió el procedimiento. Se precipitó el ADN con acetato de amonio'2  0.3 M y dos volúmenes 

de etanol" al 100% frío durante toda la noche a temperatura ambiente, se lavó dos veces con 

etanol al 70% centrifugando a 27,000 g/ l5 minutos y se disolvió en 1 ml de TE 10:1 mM, pH 8. 

Los extractos se conservaron en refrigeración. 

b) ESTIMACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DEL ADN 

En un gel de agarosa" al 1% teñido con bromuro de ctidio se comparó la intensidad del ADN 

gnómico con la primer banda del marcador de peso molecular: X-Hind 11115  correspondiente a 

23,130 bp. Teniendo en consideración que el marcador tiene una concentración total de 230 ng/pl 

y que la primer banda corresponde al 47.81% de esa cantidad, la concentración de esta banda 

corresponde a 120 ng/pl. Se consideró la intensidad y la migración electroforetica del ADN 

genómico y se estimó el número de veces que excedía en relación con la banda de 120 ng/pl, se 

multiplicó por esa cantidad y se dividió entre el número de microlitros de cada muestra que se 

colocó en los pozos del gel. 

'MERCK 
"Tubos de centrifuga NALGENE 
5:104ERCK 

SIGNA 
"BGEHRINGER NANNHEIM 
" BAKER 
" MERCK 
"GIMO 
lb  BOEHRINGER MANNHEIN 
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ODIGESTIISNCONLAENZIMADERESTRICCIONEcuRV: 

Se digirieron 0.5-1.5 Itg de ADN de los aislados de las serpientes y de las cepas control: 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar. gallinarum", S'. enterica subsp. ariwnaeu. 	colt 

cepa 11B10 1 n  y S enterica subsp, enterica serovar. typhi cepa IMSS-1" con la endonucleasa de 

restricción EcoRsin  según las recomendaciones del fabricante, Los ADN's digeridos se corrieron 

en geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio en solución de THE` 0,5X en una 

cámara de electroforesisn  a 70 volts durante aproximadamente 3 horas (42), se observaron en 

transiluminador22, se les tomó una fotografian  y se procedió a realizar la transferencia tipo 

"Southem blot" a membranas de nylon'{, 

O) PREPARACIÓN DE LA SONDA: 

El plásmido pVF27" , que sirvió de vector de donación para el gene anopC de Sahnonella 

enterica subsp. enterica serovar. typhi (36) fue transformado a la cepa de E. col: H11101 

mediante el siguiente procedimiento: 

Se prepararon células competentes inoculando E. culi HB101 (resistente a estreptomicina) en 5 

mi de caldo LB.  (Lucia-Bertani) adicionado con 100 pg/mi de estreptomicina, se incubó a 37°C 

con agitación a 200 rpm durante toda la noche. Se tomaron 200 pi de este cultivo y se inocularon 

en 40 mi de caldo LB con estreptomicina durante 3 horas. El cultivo se centrifilgó a 12,500 g/l0 

minutos, se desechó el sobrenadante, se lavó la pastilla con 20 mi de la solución de 

'Cepa del Depto. de Microbiología e Inmunología de la FMVZ, UNAM. 
"Cepa donada por el Depto. de Infectologia del Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubirán", 
obteaida a partir de cápsulas de víbora de eascabd del estado de Puebla. 
"Cepa donada por el Depto. de Biología Molecular del Instituto de Biottenologia UNAM, Cuernavaca 
Mor. 
'9  Cepa donada por el Depto. de Biología Molecular del Instituto de Blotectioiogia UNAN, Cuernavaca 
Mor. 

BOEHRINGER MANNHEIll 
Ve c apéndice de soluciones 

ZIHORIZON IGIBCO-BRL) 
22FOTODYNE 
23FOTODYNE 

GIBCO-BRL 
Donado por el Dr. losé Luis Puente, del Lab, de Biología Motecular del Instituto de Biotecnologla 

UNAM, Cuernavaca, Mor, 
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transformación fría*  y se agitó vigorosamente en el vórtex. Se centrifugó nuevamente a 12.500 

g/10 minutos, se resuspendió en 20 ml de la solución de transformación fría, se incubó en hielo 

por 30 minutos y se centrifugó a 5,200 g/10 minutos a 4°C. La pastilla obtenida se resuspendió 

en 2 ml de la solución de transformación. Las células se utilizaron de inmediato. 

En un tubo de microcentrifuga se colocaron 200 sl de células competentes, 100 ng de ADN del 

plásmido pVF27 (con marcador de resistencia a ampicilina), se incubó en hielo 45 minutos 

agitando cada 10 minutos y posteriormente se les sometió a choque térmico a 42°C durante 5 

minutos para su transformación. 

Después se agregó I ml de caldo LB recién preparado y fresco a cada tubo, se incubaron a 37°C 

durante 60 minutos con agitación a 200 rpm y se sembraron 100 µI cn cajas de altar LB con 

estreptomicina (100 lig/m1) y con ampicilina (500 lig/m1), las cajas se incubaron a 37°C durante 

toda la noche y se desarrollaron las colonias recombinantes. 

EXTRACCIÓN DEL PLÁSMIDO: 

Las colonias recombinantes se inocularon en 40 ml de caldo LB con estreptomicina y ampicilina, 

se incubaron a 37°C durante toda la noche con agitación a 200 rpm. El cultivo se centrifugó a 

7,000 g/10 minutos a 4°C y se decantó el sobrenadante. 

El plásmido se obtuvo con tisis alcalina de la siguiente manera: la pastilla se resuspendió en 10 

mi de la solución SET' fria, se centrifugó a 7,000 g/I0 minutos a 4°C y el sobrenadante se 

decantó. Posteriomiente la pastilla se resuspendió en 2001d de la solución SET fria, se agitó 

vigorosamente en el vórtcx durante 30 segundos y se transfirió a tubos de microcentrifuga; se 

agregaron 20 µg/ml de ARNasa y se agitó en el vórtex durante 30 segundos. Se agregaron 400 id 

de la solución de mezcla Ricá preparada al momento, se mezcló suavemente por inversión y se 

incubó en hielo por 10 minutos. 

Ver apéndice de soluciones 
GIBCO-BilL 
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Se agregaron 300 pl de acetato de sodio2' 3M, el tubo se agitó suavemente en posición invertida 

en el vórtex durante 10 segundos, se incubó cn hielo por 60 minutos, se centrifugó a 13,000 g/15 

minutos a 4°C y el sobrenadante se transfirió a un tubo limpio. Se agregó un volumen igual de 

fenol:cloroformo (24:1), se agitó en el vórtex, se centrifugó a 13,000 g/2 minutos a 4°C y el 

sobrenadante se transfirió a un tubo limpio. Se precipitó el ADN con 600 µI de isopropanol26  , se 

mezcló suavemente y se incubó a temperatura ambiente durante 2 minutos. Posteriormente se 

centrifugó a 13,000 g/5 minutos a 4°C, el sobrenadante se decantó y se secó la pastilla con un 

fragmento de papel absorbente pasándolo por las paredes del tubo. La pastilla seca se lavó dos 

voces can 1 ml de etanol al 7011/0 a 4°C, el sobrenadante se decantó, se centrifugó a 13,000 g/ 5 

iniautos a 4'C y la pastilla se dejó secar a temperatura ambiente. La pastilla se reeuspendió co 50 

µI de TE 10:1 mM y se revisaron 2µl de la suspensión en un gel de agarosa al 1% teñido con 

bromuro de Mico; el resto se almacenó ea conSelación a -20°C hasta su uso. 

lotaUlICAnON DEL GIN! tape DI Siontsai Maria sub* 	~ver. Opig 

Se digirieron 0.33 lig de ADN del lamido pVF27 Cal EcoRV siguiendo las iadicacionet del 

fabricante, la diptión se revisó ce un gel de asaras al 1% redido coa bromuro de etidio. Se 

observó la banda de 2.1 kb y u cortó del gel, se purificó por cloctroclusión y so detcminó la 

coricentraciós. 

MADCAdI DI LA NOMA GLOLTICA 

Se manaron 100 as del gene otnpC de Sahnonella enterica subsp. enterica :trovar. typhi por el 

radiado de iniciadores al azar (tandeo primer) cera un equipo comerdalv, siguiendo las 

recomendaciones del fabricante y se almacenó a -20'C hasta su uso. Se probó la especificidad de 

la sonda marcada realizando hibridación tipo "dot bloc" con ADN de S. enterica subsp. enterica 

serovu. typht, S. enterica subsp. arizonae, Escherichia coli, Leptospira interrogan, Brucella 

tnelltensis y el bacteriófago 2, ZAP Express (FIG. 1' ) 	saldes de hibridación se detectaron 

MERCK 
2/

S'OPIMO ADN Labeling.  System, GIBCO-BRL 
'Ver apéndice de figuras 
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por un sistema no radiactivo de quimiluminiseencia con un equipo comercial'', siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

e)TRANSFERENCUTWO"SOUTHERNBLOT": 

El gel de las digestiones se procesó de la siguiente manera para realizar la transtbrencia a 

membranas de nylon: se sumergió en varios volúmenes de 11C129  0.25N durante 15 minutos, se 

lavó con agua desionizada y el ADN se desnaturalizó sumergiendo el gel en una solución de 

desnaturalización/transferencia' con agitación suave y constante dos veces durante 20 minutos. 

Aparte se cortó la membrana de nylon del tamaño del gel y se activó sumergiéndola en agua 

desionizada y luego en la solución de desnaturalización/transferencia durante 5 minutos. 

Se preparó el sistema de capilaridad como se muestra cn la figura No. 2 : sobre un recipiente que 

contenía solución de transferencia SSC' 10X se colocó una placa de vidrio como soporte 

(perpendicular al recipiente). Sobre la placa de vidrio y a manera de puente se colocó un papel 

filtro mojado con la solución de transferencia y de tamaño mayor que el gel. Sobre el papel filtro 

se colocó el gel de micra invertida, es decir, con los pozos hacia abajo y evitando la formación 

de burbujas. El gel se rodeó con un plástico autoadheriblc para evitar el flujo directo de la 

solución de transferencia a través del área no ocupada por el gel; la membrana de nylon se colocó 

encima del gel y sobre ésta dos piezas de papel filtro mojadas con una solución de SSC 2X y una 

capa de 10 cm de altura de toallas de papel absorbente. Finalmente se colocó otra placa de vidrio 

y se presionó con un peso de 500 g. Se permitió que se llevara a cabo la transferencia por 

capilaridad de los fragmentos de ADN digeridos sobre la membrana de nylon durante 24 horas 

aproximadamente, cambiando continuamente las toallas de papel absorbente. 

"PHOTOGENE, GIBCO-BRL 
"BAKER 
'Ver apéndice de soluciones 
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Después de remover las toallas y los papeles filtro, se invirtió la membrana y se marcó con un 

lápiz suave para referenciarla. La membrana se sumergió en una solución de neutralización' 

durante 15 minutos a temperatura ambiente y se dejó secar colocándola sobre una toalla de papel 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los fragmentos de ADN transferidos se fijaron a la 

membrana exponiéndola a una fuente de luz ultravioleta a 254 tan». 

HIIIMIDACIÓN TIPO "SOUTHEIN mor 

Las membranas de nylon se humedecieron con SSC 6X durante 2 minutos, se colocaron en bolsas 

de plástico limpias, se les agregó la solución de prehibridación.  y se incubaron a 42°C durante 2 

horas. 

Por otra parte, en la solución de hibridación*  se agregó la sonda previamente desnaturalizada a 

100°C durante 5 minutos y enfriada en hielo. Las membranas se colocaron en una bolsa nueva 

con esta eolución y se incubaron a 42°C durante 24 horas. Después de la hibridación las 

membranas se lavaron dos veces con una solución de SSC 3X, 0.3% de SDS a 63°C durante 5 

minuto: y con una solución de SSC 0.1X, 1% de SDS a 50°C durante 30 minutos. Finalmente, 

las membranas se lavaron con SSC 2X por 3 minutos a temperatura ambiento. Las diales de 

hibridación se Mutaron con el equipo canaria, no radiactivo de quirniluntioricenciab, 

ripiado las iattniccionea del fabricante. 

Las membranas se colocaron ai un cassette para policulu radiográfica'', se incubaron a 37°C 

por 45 minutos y se expusieron a una paliarla radiográfica" durante 5 a 10 minutos. 

3311V Strataiinker 1800 STRATAGENE 
*Ver apéndice de soluciones 
*Ver apéndice de soluciones 
31PHOTOGENE, GIBCO-BRL 
32KODAK 
33KODAK X-OMAT 
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Las películas se revelaron en un cuarto oscuro sumergiéndolas en una solución reveladora°  

durante 5 minutos, en ácido acético°  al 3% durante I minuto, en solución fijadora36  durante 5 

minutos y se enjuagaron con agua corriente durante 15 minutos (42). 

14KODAK 
NAKER 
ISODAK 
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RESULTADOS 

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

logró el aislamiento y la identificación de Salmonella enterita subsp. arizanae o Salmanella spp. 

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

total de loe ejemplares muestreados. 

I. ANÁLISIS lACTZBIOLÓGICO 

Se obtuvo un total de 30 aislados, a los cuales se les practicó identificación bioquímica y. cuyos 

resultados se montan en la tabla No. 3. Puede observarse que 22 (73%) correspondieron a 

Salmonella enterita subsp. arizonae y $ (27%) a Salmonelkt spp. Del total de los aislados, 19 

(63%) fueron recuperados a 25°C y 11(37%) a 37°C (Tablas No. 2 y 3). 

TABLA No. 2 
AISLADOS IDENTIFICADOS BIOQUIMICAMEN'TE COMO 

Salmo& @aterir@ imbop. ahogos Y Salmonells spp. 

Girino Y ESPECIE  TEMPERATURA DE INCUBACIÓN 
(d000lar) lar. MUESTREO  le. NVESTOIRD Ier. »unzo 

_  25'C 31111C 25°C 7 3TC  25°C 37°C 
CrOkiha s. scutehma pa) P pa tos 

C. s. saMisit (1) 11. 9e 

C. poli/dcha OH a" veis rie 

d'abofetee (33)  lee wee 

C. arar (3) 1 
all* Oil ge* 

Mi:modos bilinsates (11) 
-4.  kit. u* 

A. bilátana , 99. ) di• d• o" 
A. bilitsafte (21) I" , 
Pingoiliis doppei (34)  ¡Ah Oil sgliti 

P. despoi (NT) be• ' 
 1.. 

SUMOS' ravus (33) fru ip• no* y1 g** 

ilapiniottata (39 0* , 
Roa constrictor (2) pa 

" POSITIVO a Sditioxella existir@ subí). @Monde 
* POSITIVO a Salmonella spp. 
Se utilizaron letras para identificar los diferentes aislados obtenidos. 



TAFIA No. 3 
~rudos de las pruebas utilizadas para la identificación bioquímica de las colonias de salmonelas desarrolladas en altar MacCoakey 

lar. smestres 2o. ~reo 3er. Sdoestroo 

Ei~ 5 -17'2128 28 31 10 29 33 34 10 
s 

27 32 33 333426 
O/ 

28 3 5 3 3 -102731 32 31 33 33'34 

Airando bc
-•  
dtde f g h i jk 1 

I. 	Ah 
llmnñopqr 

it,  .. 
s t uy w x y za 

1» de ins-ub. 25 37'25 25 37 25 25 25 37 37 37 37 25 25 3725 25 25 25 25 25 37 25 37 25 25 37 25 37 25 

Superficie (151) K K K K A K Al( A A K K A A K K K K K A K K K K A A K K K K 

FOR& (TSI) A .1 .A A 4 A AA AA AA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 

Prod. de lizS (151) - + + - + - + - + + + + + -4- - 1- -I- 4- + + + + + + + - + + 

Urea - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Citrino + + + + + + + + + + + + + + + -I- + + + + - -I- ..+ + + + + 

Pool& H2S (5131) - + + - + - + + + + + + .-I. + + + + + + -4- + + - + + 

birlo' (SEM) - - 
1, 

- - - - - - — - - - - - - - - - _ - _ - 

Motilidad (Sa) + 
- 

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + • _ 

Superficie (7.1A) KKKKKKKKKKK K K K K K K K K K K K K K K K K K K K 

F00110 aliso K K K A K K KKKKK K K K K K K KK A K K K K K K K K K K 

Prod. De H25 (L1A) +++ - + - + + + 4- + + + -4- - + + + + + + + + 4- - + 

1111akilla0 + - - - - - + + + + 4- + + + 44 + + + - + + + - + -1- + - + 

L- lisina + 4- + + + + + + 44 + + + + 4- -I- + + + + + + + - -l- 

L- argmout - - 
.- 

- - 

L-omitina -  - A A A NR NR NR NR + - A - + - NR NR NR - - + A + - - + A + - 

IDENTinicaclort aspadp spp spp  spp spp spp ari ari sil ari ari ari aran'd  ari ari ari naran ari spp ari 4  ari aria'  spp ari ari a  *14 spp4.  ari ad 

K = alcalino 
	

A = ácido 
	

NR = no realizada 
	spp = Salsengeella spp 	 ara = Salsomsella ~rica mbap. «mame 
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Las especies de serpientes que resultaron negativas al aislamiento de Salmonella spp. fueron: 
Crotalus molossus m. 	l'hamnophis spp. 
Crotalus durissus durissus 	Crotalus leptdus 
Crotalus triseriatus 	Bothrops aspen 
Thamnophis spp. 	Masticophis flagelum 
Masticophis mentovarius 	Drymarchon corais 

No se obtuvo ningún aislado positivo a Salmonella spp. a partir de las muestras del agua de 

bebida, ni del alimento (vesícula biliar, intestino y excretas de los ratones). 

ANÁLISIS szaoLóGico 

Los resultados de la identificación serológica parcial mostraron sólo 4 aglutinaciones positivas 

(13%); de las cuales 2 corresponden a aislados identificados bioquhnicamente como Salmonella 

spp., correspondientes a ejemplares de las especies Agidstrodon Minuto y Elaphe ratata; y 

dos como Salmonella enterica subsp. arizonae provenientes de ejemplares de las especies 

Crotalus s. scutulatus y Sistrurus ravus. 

3. ANÁLISIS MOLECULAR 

Como resultado de la hibridación se encontró que 20 aislados (67%) mostraron bandas de 6.5 kb; 

siete (23%) no hibridaron; uno (3%) hibridó con una banda de 2.1 kb al igual que S. enterica 

subsp. enterica serovar. typhi y S. enterica subep. enterica serovar. gallinarum y dos (7%) 

mostraron 'una banda de aproximadamente 4.4 kb (Fip. 3 y 4). 

Los resultados obtenidos mediante la identificación bioquímica, serológica y el análisis del 

polimorfinno en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) se muestran en la tabla No. 

4, donde puede observarse que de los 22 aislados identificados bioquimicama►te cano S. enterica 

subsp. arizonae, 16 presentaron la sefial de hibridación con una banda de 6.5 kb, presentando 

uno de ellos identificación serológica positiva; dos hibridaron con la de 4.4 kb y cuatro no 

hibridaron, teniendo uno de estos últimos identificación serológica positiva. 
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De los ocho aislados identificados bioquimicamente como Salmonella spp,, cuatro presentaron 

señal de hibridación con una banda de 6,5 kb. Uno de estos últimos tuvo identificación serológica 

positiva. Otro aislado de Salmonella spp. hibridó con una banda de 2.1 kb, presentando 

identificación serológica positiva, y los 3 aislados restantes no hibridaron. 

Los resultados de la prueba de especificidad de la sonda en el "dot blot" fueron que el gene ontpC 

mostró una marcada señal de hibridación con cl ADN de Salmonella enterita subsp. emerjo 

scrovar, Mí y con el ADN de Salmonella enterita subsp. arizonae, una señal de hibridación 

débil con el ADN de E. cola (cepa HBI01) y no mostró señal de hibridación con el ADN de 

Leptospira inlerrogans, Hrucella melifensis ni con el bacteriófago X ZAP Express (Fig, 2), 
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TABLA No, 4 

RESULTADOS DE LA IDENTIFICACIÓN DE Salmonella POR MÉTODOS 
MICROBIOLÓGICOS Y POR HIBRIDACIÓN CON EL GENE ompC DE S. M'erial 

subsp. enterica serosa. typhi 
_ 

111111111744.1014 

AMADO 1. SI000I74. 
co  

I. 11 
eili
111101. 

a 	ssero 
polivalente 

SI NI) 

65Y6 2.1 lib 4.446 

a 5. e. su(sp. enrome t 

z S. e. subsp. apitono + 

R S. e. subsp. «liana* + 

p S. e. subsp. aduno + 

o . S. e. eubsp. arizonao + 

et S. e, sin. adionat + + 

1 I. e. eutop arizonag + 

r S. e. subep. «lomo + 

Y S e. eutop. arisona + 

x I e. lubep. 411.30/14e 

a S. e. subsp. atizono. + 

j S. e. subsp. arizonae + 

6 	' S e. :dup. (pisonee t 

e S. e. eubsp. arrumo ' ¡- 
a S. e. aubsp. atizone + 

I S. e. eubsp. arkofiae + 

c SairiaNsiki Spp. t r+ 

o . 4. 

4 ' ~mai lipp, 
.. 

r 	t. 
CU OPP. 

L 
i• 

4 
4 99. + 

TI 
1 1 O. ro* amo* 

.. , 
1 	'Ir. e. meg). wrrawail t * 

w 'S. e. meg. arrime.  ÷ 

a S. .. smsp.orrsons. -1 

a 	...S. e. 8:1139. arreemos' + 

1 	"1 s. sileep. Mama t 
k 

t 

q manase& epp. .4 + 
r Saltaeseue epp. ' ÷ 

y Sobooseilo :pp. + 
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DISCUSIÓN 

Se encontró que en 13 individuos, correspondientes al 45% de la muestra total analizada se aisló 

Salmonella enterica subsp. arizanae o Salmonella spp., o ambas. Esto se debe posiblemente a 

que el rango de excreción de Salmonella spp. es variable y a que su presentación puede ser mayor 

en algunas especies que en otras (30). Cabe mencionar que los ejemplares de este herpetario 

nunca han presentado manifestaciones clínicas relacionadas con salmonelosis, aunque también es 

importante destacar que no son sometidos a algún tipo de manejo que pueda causarles estrés. Aun 

cuando los muestreos realizados durante este trabajo de investigación pudieron representar un 

factor de estrés predisponente a la presentación de algún cuadro patológico, no se observaron 

alteraciones clínicas ni muertes posteriores a la obtención de las muestras en los animales, que 

pudieran atribuirse a una infección por Salmonella. 

Lo anterior difiere de las observaciones realizadas por Grajales, etal.., quien menciona que en su 

colección herpetológica son frecuentes las muertes de los ejemplares debido a salmonelosis, 

enfermedad que cursa con cuadros graves de diarrea, con lesiones intestinales y que se presenta 

después de algún factor de estrés que comprometa el sistema inmunocompetente del individuo. 

Fryc, por su parte, reportó en 1995 (17) que algunos serotipos de Salmonella que hablan sido 

considerados como organismos comensales en reptiles, podían llegar a causar infecciones 

subclinicas leves y huta severas o mortales, especialmente en iguanas. Se ha observado que las 

iguanas de vida libre que han sido capturadas y que son reservorios de Salmonella 'pp. rara vez 

cursan con infecciones de origen endógeno como resultado de una coloniiación de su propia 

microbiota; sin embargo, cuando estos individuos sufren una situación de estrés lo 

suficientemente grave como para disminuir su capacidad inmunológica (p.c. disputas territoriales 

a causa del hacinamiento) puede presentarse un cuadro de salmonelosis, que en estos animales 

cursa con afecciones del sistema tegumentario asociadas a mordeduras tales como: celulitis 

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

Cornuaicación personal de MVZ. Luis &ojales Tan" en el Curso de Manejo de Anfibios y Reptiles 
en Cautiverio. Laboratorio de Hemetologia Vivario de la ENEP. Iztacala; UNAM 
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periarticulares puede desarrollarse una artritis séptica, lo que da lugar a una septicemia con 

infecciones cn las válvulas atrioventriculares y aórtica y consecuentemente a tromboembolismo y 

otros disturbios sisténicos ( 17). 

Del total de los aislados obtenidos, Salnionella criterio subsp. arizonae fue la especie que 

presentó mayor frecuencia (73%), lo que sugiere la estrecha relación que existe entre las 

serpientes y este microorganismo. 

De los 19 aislados obtenidos a partir de cultivos incubados a 25°C, el 611% fueron identificados 

como S. enterica subsp. arizonae, lo que sugiere que esta especie está adaptada a la temperatura 

corporal de los reptiles (menor de 37°C), ya que fue posible aislarla con mayor frecuencia a partir 

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

Considerando que la subespecie arizonae fue la de mayor prevalencia en los reptiles muestreados 

y que su temperatura óptima de desarrollo fue de 25°C, se sugiere que para estudios posteriores 

se considere este parámetro de aislamiento. Por otra parte, las diferencias metabólicas que 

presenta, tales como la fermentación tardía e incluso rápida de la lactosa en medios selectivos y 

diferenciales, la reacción de TSI con acidificación tanto de la superficie como del fondo del tubo 

con producción de gas y la utilización del malonato de sodio en la mayoría de los casos, son otros 

datos que deben considerarse en los procedimientos de identificación del microorganismo. 

Se comprobó que los aislados provienen directamente de los ejemplares muestrcados y que no se 

trata de contaminaciones externas, como podrían ser el agua de bebida y el alimento que les 

provee el bloterio de la Facultad de' Medicina de la UNAM, debido a que se realizó el análisis 

bacteriológico de estas muestras y no se detectó la presencia del microorganismo en ninguna de 

ellas y a que hubo aislamientos repetidos en algunos de los ejemplares. 

Cabe mencionar que en el primer muestreo se probaron otros medios de cultivo para el desarrollo 

de Salmonella spp. como *fiar verde brillante y mar sulfito bismuto; sin embargo, las colonias se 

desarrollaron mejor en altar MacConirey, por lo que sc optó por utilizar exclusivamente este 

medio en los dos muestreos posteriores. 
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El hecho de que sólo haya sido posible identificar serológicamente en forma parcial el I3% del 

total de los aislados se debe a que el antisuero que se empleó únicamente incluye los serognipos 

A al l del antígeno somático "O", factores I al 16, 19, 22 al 25 y 34; y el capsular "Vi", 

excluyendo en su identificación a los serognipos J al Z y a los factores 51 al 65, siendo en varios 

de éstos donde se coloca a 	enserien subsp. arizonae de acuerdo a la clasificación de 

Kauffman•White (24). 

Una posible alternativa en la identificación serológica parcial pude ser la elaboración en el 

laboratorio de antisueros específicos utilizando las mismas cepas aisladas de los reptiles, con lo 

que se eliminaría la necesidad de adquirir numerosos antisueros comerciales que incluyan a la 

mayor parte de los scrogrupos de la subespecie arizonae. 

Por otro lado, en el análisis de RFLP de los fragmentos generados se observó que Salmonella 

emerica subsp. arizonae presentó una señal de hibridación con ompC en una banda de 6.5 kb o 

en una de 4.4 kb, lo que difiere con lo reportado por Puente etal. (1995) (38), quienes no 

observaron la presencia del gene ompC en una cepa de S. emerica subsp. arizonae, posiblemente 

debido a que el aislado probado fue una sola cepa de esta subespecie obtenida de un paciente 

humano con artritis séptica. La hibridación con el fragmento de 6.5 kb y 4.4 kb en 18 aislados de 

S enterica subsp. arizonae en este estudio sugiere la presencia del gene ompC en esta subespecie 

y que en lo único que difiere con Salmonella spp. es en que carece de uno de los sitios EcoRV 

que limitan al gene. 

Los 16 aislados identificados bioquímica y moleculannente como Sahnonella enterica subsp. 

arizonae (uno de ellos además con identificación serológica positiva) demuestran que es posible 

diferenciar Salmonella spp. y S. enterica subsp, arizonae mediante el anilisis de RFLP e 

hibridación con el gene ompC, considerando el perfil definido y constante de una sc6al de 

hibridación de 6,5 kb. 

Con base en lo anterior se demuestra que la hibridación representa una herramienta mas precisa 

para diferenciar la S. emerica subsp. arizonae de otras salmonelas, lo que puede ser de utilidad 
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en estudios epidemiológicos tanto en humanos como en animales (reptiles), que permitan el 

tratamiento adecuado de la infección en los primeros y, en los segundos, establecer el papel real 

de S. enterica subsp. arizonae como parte de la microbiota o como patógeno especifico de estos 

animales. 

La existencia de cuatro aislados identificados bioquimicainente como 	enlato subsp. 

arizonae, uno de ellos además con identificación serológica positiva con el antisucro polivalente, 

que no mostraron señal de hibridación, sugiere que se trata de cepas de S. enterica subsp. 

arizonae que carecen del gene ompC, lo cual coincide con lo reportado por Puente, et. al. (1995) 

(38). Al respecto seria conveniente e importante analizar un mayor número de aislados de 

diferentes orígenes para observar la variación en la presencia de este gene y su relación con la 

fuente del aislamiento. 

Asimismo, el hallazgo de dos muestras identificadas bioquímicamente como Salmonella enterica 

subsp. arizonae que mostraron una señal de hibridación de 4.4 kb también sugiere que se trata de 

cepas de la subespecie arizonae con un sitio EcoRV adicional, ya que Puente, etal. (1995) (38) 

mencionan que en otros 9 aislados de S. enterica subsp. arizonae obtenidos a partir de cápsulas 

de vibora de cascabel que fueron analizados por RFLP con el gene ompC presentaron patrones 

polimórficos. En este sentido es necesario realizar estudios de secuenciación para determinar 

algún posible reordenamiento del gene ompC en esta subespecie. 

Con relación a los aislados identificados bioqulmicamente como Salmonella spp. sólo uno de 

ellos (d) mostró hibridación con el fragmento de 2.1 kb, tal como ha sido reportado para otras 

cepas de Salmonella emplea (38); además, resultó positivo a la aglutinación con el antisuero 

polivalente, lo que sugiere que este aislado posiblemente sea una serovariedad de S. enterica 

subsp. enterica, Sin embargo, cuatro aislados presentaron el patrón de 6,5 kb en la hibridación, 

aun cuando sólo uno de ellos resultó positivo a la identificación urológica y los cuatro resultaron 

negativos al malonato de sodio en la identificación bioquímica, lo que los identificó como 

Salmonella spp. Al respecto, se consideraron prioritarios los resultados obtenidos por técnicas 
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moleculares. En este caso, los resultados de la identificación bioquímica confirman que la 

utilización del malonato de sodio por cepas de á'. enterica subsp. arizonae no es positiva en el 

100% de los casos, tal como lo indica Bergey (24), de ahi que el análisis de RFLP constituyó en 

este estudio la herramienta más certera para la identificación de las cepas de la subespecie 

arizonae que corresponden al 10% de los microorganismos que este autor señala como malonato 

negativos. 

Tres de las muestras que bioquimicamente se identificaron como Salmonella spp. resultaron 

negativas a la identificación serológica con el antisuero polivalente y no presentaron ninguna 

banda de hibridación, en más de dos ensayos realizados. Esto sugiere la iimpecificidad de las 

pruebas bioqulmicas para la familia Enterobacteriaceae, tratándose posiblemente de aislados 

identificados erróneamente como Salmonella spp. 

Considerando que S enterica subsp. arizonae muestra un marcado polimorfismo en el análisis de 

RFLP, de acuerdo con las investigaciones realizadas por Bobadilla (1992) (5) y Puente, el. al. 

(1995) (38), el patrón constante observado en este estudio en 22 de laos muestras analizadas se 

debe posiblemente a que estos reptiles son reservorios de serotipos específicos de la subespecie 

arizonae que presentan el gene ompC en un fragmento de ADN de 6.5 kb ó 4.4 kb. 

Ocho de los ejemplares que resultaron positivos al aislamiento de S enterica subsp. arizonae ton 

individuos de procedencia extensa con menos de dos años de ingreso al Iserpetaño de la Facultad 

de Ciencias, tres con más de diez ados de ingreso y uno de los ejemplares es de providencia 

interna, nacido bajo condiciones do cautiverio en este berpetario lace tres años. La procedencia 

de los individuos positivos al aislamiento corresponde a diversos estados de la República 

Mexicana: Sonora, Veracruz, Agua:calientes, Chihuahua y DI, de las regiones de Xochimiko, 

Ciudad Universitaria y Cuemanco y son individuos que estaban tanto en vida libre como en 

cautiverio. 

A pesar de que se tiene conocimiento de los antecedentes de cada ejemplar en cuanto a sus 

habites de alimentación, región gegrifica y bibitat anteriores a su cautiverio te mes berpetatio, 
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no es posible generalizar si todas las serpientes son reservorios de los serotipos específicos de S. 

enterica subsp. arizonae que presentan el gene nmpC en un fragmento de ADN de 6.5 kb ó 4.4 

kb, ya que estas condiciones son dificiles de evaluar si se considera que el microorganismo puede 

permanecer viable en el ambiente por períodos largos y de esta manera ser adquirdo por los 

ejemplares. 

Se sugiere profundizar este estudio realizando un mayor número de muestreos en colecciones 

herpetológicas de origen diverso, de ejemplares en vida libre de diferentes regiones geográficas 

del país, de los productos comerciales naturistas elaborados a partir de serpientes y de muestras 

clínicas de pacientes con padecimientos relacionados con salmonclosis por el consumo de 

productos elaborados a base de serpientes o de reptiles en general. Se sugiere caracterizar los 

aislados obtenidos bioquímica y serológicamente y comparar el "fungen printing" entre ellos y 

contra Salmonella entertcn, así como determinar si existen otros tipos de S. enterica subsp. 

arizonne con diferencias en su RFLP, además de los encontrados en este estudio. 
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CONCLUSIONES 

Se determinó la presencia de Salmonella enterita subsp. atizonad? o Salmonella spp, o ambas en 

el 45% de la población de serpientes endémicas del país que posee el Herpetario de la Facultad de 

Ciencias de la UNAM. 

La presencia de S. emerica subsp. arizonae o Salmonella spp. o ambas detectada 'en las 

serpientes mantenidas bajo condiciones de cautiverio del Herpetario de la Facultad de Ciencias 

sugiere la posibilidad de que los ejemplares hayan padecido infecciones subelinicas adquiridas de 

diversas fuentes y se mantengan en un estado de portador; o bien la posibilidad de que se trate de 

serovariedades apatógenas para las serpientes, altamente adaptadas a estos hospederos y que 

pudieran considerarse como microbiota de estos reptiles. 

La temperatura óptima para el desarrollo de las salmonelas a partir de muestras provenientes de 

serpientes es de 25°C. 

Se señala la conveniencia de incluir el análisis de RFLP con hibridación tipo "Southem blot" 

utilizando como sonda el gene ortopC de 8.  enterita subsp, enterica serovax. Ophi como una 

alternativa útil para la diferenciación entre las diferentes salmonelas aisladas a partir de 

serpientes y otros reptiles. 

Se estableció que dentro de los serotipos que incluyen a Sakionella enterica subsp. arizonae 

existen algunos que presentan un patrón definido de RFLP al ser hibridado contra el gene orripC 

estrechamente relacionado con las serpientes, especialmente en una banda de 6.5 kb, por lo que la 

identificación molecular constituye la herramienta mis precisa, misma que podría ser empleados 

m estudios epidemiológicos en reptiles e incluso en casos clínicos de pacientes humanos 

inmunocompromendos con salmonelosis atípica por el consumo de canse de vibora de cascabel o 

de sus derivados. 
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FIGURA No. 2 

Transferencia de ADN por capilaridad a partir de geles de agarosa 
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APÉNDICE DE FIGURAS 

FIGURA No.1 

Hibridación tipo "Dot blot" de la sonda biotinilada contra ADN de diferentes 
microorganismos 

Señal de hibridación muy marcada en Salmonella enterica subsp. enterica serovar typhi y 
SaIntonella ~alca subsp. arizonae; señal de hibridación leve en Escherichia oli118-101; sin 

señal de hibridación en Leptospira Interrogan, ~ella mentensts y virus 1L ZAP-Express 
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FIGURA No, 3 

Digestiones con EcoRV de los aislados obtenidos de las serpientes y de los controles 

CONTROLES: 1, Salmonella ~rica subsp. enterica serovar. typhi, 2. Mamoncito arterial 
subsp, artzonae, 3. &che:leida con 1111101, 4. Salmonella enterica subsp. enterica serovar. 

gailinarum 

FIGURA No. 4 

Hibridación tipo "Southern blot" con el gene any►C de los aislados de las serpientes 'y de los 
controles digeridos con EcoRV 

CONTROLES: I. Salmonella enterica subsp. enterica serovar. lyphi (banda de 2.1 kb), 
Salmonella enterica subsp, arizonae (banda de 6,5 kb), 3, EschericItta culi 110101 (banda no 

señalada), 4. Salmonella enterica subsp. enterica serovar. gallinarum (banda de 2.1 kb) 
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APÉNDICE DE SOLUCIONES: 

• TE 10-1 mM 
	

Tris-HCI 10 mM, pH 8 
Na-EDTAI  1 mM, pH 8 

• solución de TSE 0.5X 
	

Tris2-Ácido bórico' 4,5 mM 
Na-EDTA 1 ntM 

• medio LB (baria-Sedan» 	 A 950 ml de 1120 desionizada, agregar : 
10 g de bacto-triptona4  
5 g de bacto-extracto de levaduras  
10 g de NaC16  

Agitar hasta disolver, ajustar el pH a 7,0, ajustar a 'litro, esterilizar por 
autoclave a 121°C/ 15 lb / 20 minutos 

• solución de transformación 
	

CaC12,  100 mM 
Tris-HCI 5mM pH 7.5 
Mg Clo 5 mM) 

• solución SET 	 sacarosa' al 20% 
Tris-HCI 50 mM pH 7.6 
Na-EDTA 50 mM pH 8) 

• solución de mezcla Iftica 	 SDSI" 1%, NaOH" 0.2 N 

• solución de deanaturaliración/transfereticia 	NaCI 1.5M, NaOH 0.5N 

• SSC 10X 	 NaCI 1.5M 
citrato de sodio dihidratadoI2, 0.05M 

• solución de neutraiiración Tris-HCI 0,5M 
NaCI I M 

SIGMA 
2  SIGMA 
3  GIBCO-BRL 
DIFCO 

5  MFACK 
MERCK 
MERCK 
I  SAXER 
9 1110XON 

BIOXON 
11  RAKE& 
I2  MAKER 
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• solución de prelaibridación SSC 6X 
Reactivo de Denhardt 5X: 

Ficoll 13  

polivinilpirrolidona 
albúmina sérica bovina" 

SDS 0.5% 
100 pg de esperma de salmón" 
50% de formamidall  

e relación de hibridación SSC 6X 
SDS 0.5% 
100 lig de esperma de salmón 
50% de fonnamida 

II  PHARMACIA 
"muta 
11110EMUNCIIIER 
" 011,004MIL 
"cmaoaem 
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