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1. INTRODUCCION

Pascal James Imperato, presidente del departamento de medicina preventiva y
salud comunitaria del Centro Médico Downstate de la Universidad Estatal de
Nueva York, menciond que la relacion simbidtica entre el Género Salmonella y las
tortugas es una convivencia antigua, por lo que no deben ser consideradas como
mascotas para ningun infante, debido a que las tortugas contaminan el agua
presente en los tortugueros, de ahi que, los nifios cuando tocan el agua y se llevan
los dedos a la boca se contagian facilmente con Salmonella sp. (CDC, 2007)

Actualmente, el CDC en su informe semanal, que aparece en la edicién del 3 de
febrero de 2012 de la revista, Morbidity and Mortality Weekly Report, describe un
brote de 132 infecciones con Salmonella sp. en 18 estados entre agosto de 2010
y septiembre de 2011. El origen fue rastreado hasta las tortugas pequeias (las
que tienen un caparazon de menos de 10 centimetros o 4 pulgadas), que son
mascotas en los hogares, donde habitan nilos menores de 8 afios u otras
personas en alto riesgo, como las mujeres embarazadas, los adultos mayores y

los que tienen sistemas inmunitarios debilitados. (CDC, 2012)

En México no existen estudios que evidencien la participacién de las tortugas en
sindromes diarreicos, por lo que en este trabajo se pretendié demostrar que las
tortugas son portadoras del Género Salmonella al aislar e identificar este

microorganismo del agua de tortugueros.

La identificacién del Género Salmonella se realizé por medio de dos métodos uno
de ellos es el método tradicional de pruebas bioquimicas convencionales en tubo,
donde generalmente se determina la actividad de una via metabdlica a partir de un
sustrato incorporado en un medio de cultivo, donde la bacteria lo transforma para
su desarrollo, esto genera metabolitos que pueden ser detectados en el medio con
algun indicador, lo cual ayuda para realizar una identificacion bacteriana. (Murray y
col., 2007)
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El segundo es el micrométodo MEFAQUIM que es un sistema de identificaciéon
bacteriana de bacilos Gram negativos, estandarizado en la Facultad de Quimica
(Rojo, 2002).
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2. GENERALIDADES

2.1 Reptiles

Los reptiles pertenecen a la clase Sauropsida o Reptilia, los cuales son animales
vertebrados terrestres o semiacuaticos, que evolucionaron a partir de los primitivos
anfibios. Fueron los primeros animales que se extendieron por tierra firme, gracias
a que desarrollaron pulmones, piel dura y escamosa, fecundacion interna donde el
macho posee oOrgano copulador, ademas de huevos con cascara dura que no
necesita del agua para su desarrollo. (Carriquiriborde, 2010. Fontanilla y col.,
1999)

Por otro lado, son incapaces de regular su temperatura (poiquilotermos), es asi
gue, sus procesos fisiolégicos como la temperatura corporal dependen de la
temperatura ambiente por lo que son exotérmicos. La piel gruesa, cornificada y en
muchos casos escamada, contribuye en gran medida a impedir la deshidratacion.
(Carriquiriborde, 2010. Fontanilla 'y col., 1999)

Los reptiles ocupan una gran variedad de habitats, sobre todo aquellas zonas con
presencia de agua como pantanos, lagos, orillas de los rios, etc. (Zoo Barcelona,
2012)

Por su parte, las tortugas a diferencia de los demas reptiles presentan una coraza
gue es una modificacién tegumentaria y 6sea lo que las hace muy peculiares,
ademas no presentan aperturas en el craneo detras de los ojos y el hueso
cuadrado de la mandibula es inmovil. (Carriquiriborde, 2010. Fontanilla y col.,
1999)

10
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La Clasificacion cientifica de las tortugas es (Chordata Batenson, 1885):

Reino: Animalia

Subreino: Eumatazoa
Rama: Bilateria

Filo: Chordata

Subfilo: Vertebrata
Superclase: Gnathotomata
Clase: Reptilia

Subclase: Anapsida
Orden: Testudines

El uso de reptiles con fines cientificos es limitado. Por lo que, el nimero de grupos
de ésta clase de animales es menor que otras clases empleadas, de ahi que, los
grupos mas utilizados son los gquelonios (tortugas), ofidios (serpientes) y lagartos.
Ademas, la popularidad que en la actualidad tienen los reptiles ha producido un
incremento considerable en la utilizacion de éstos como mascotas; siendo las
tortugas terrestres y acuaticas las mas comunes, seguidas por las iguanas y
ofidios que frecuentemente pueden ocupar un lugar como mascotas en los

hogares. (Carriquiriborde, 2010)

Se ha considerado, que los reptiles en cautiverio son mas vulnerables a estar
colonizados por microorganismos zoonéticos (TABLA 1) que los que se
encuentran en estado silvestre, esto se debe a que los animales en estado salvaje
se encuentran en ambientes donde el agua tiene un flujo continuo y los que se
encuentran en cautiverio viven en estanques donde el recambio del agua es poco
frecuente y por lo tanto son mas susceptibles a que se infecten con sus propias
heces. Por otro lado, se ha observado que la microbiota que poseen es muy
diferente a la que se encuentra en animales homeotermos, es asi que
microorganismos como Salmonella sp., son considerados flora normal del tracto

gastrointestinal en algunas de estas especies. Por lo que, los huevos muchas

11
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veces se contaminan con éste microorganismo por su paso a través de la cloaca.
(Carriquiriborde, 2010. Barbour y Chacra, 2007)

Los agentes infecciosos involucrados en zoonosis pueden ser transmitidos a
través de distintos mecanismos: contacto directo, ingestién, inhalacién, por
vectores, araflazos o mordeduras. Ciertos agentes pueden ser transmitidos por
mas de un mecanismo, por ejemplo, Salmonella sp. También se ha visto que
algunos de los animales que portan agentes patdgenos zoonéticos pueden
desarrollar enfermedad clinica. (Carriquiriborde, 2010. Barbour y Chacra, 2007)

La salmonelosis es la zoonosis mas importante en este grupo de animales, sin
embargo, estos también pueden ser portadores de otros microorganismos
patdgenos o0 parasitos como bacterias de los géneros: Aeromonas sp.,
Campylobacter jejuni y Campylobacter fetus, Klebsiella sp., Staphylococcus sp.,
Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pseudotuberculosis, Clostridium
sp., Bacteroides sp., Pasteurella sp., hongos como Mucor sp.; parasitos como
Cryptosporidium.; y virus como el alfavirus, causante de la Encefalitis Equina de
Oeste. (Carriquiriborde, 2010. Fontanilla y col., 1999)

Se ha podido caracterizar a una gran variedad de bacterias que se localizan en la
cavidad bucal de los reptiles, tales como Serratia sp., Providencia sp., Citrobacter
sp., Campylobacter sp., Proteus sp., Bacteroides sp., y Pseudomonas sp.
(Carriquiriborde, 2010. Fontanilla y col., 1999)

2.2 Bacterias Gram negativas asociadas a tortugas

2.2.1 Familia Enterobacteriaceae

Las enterobacterias (Enterobacteriaceae) constituyen una familia grande y diversa

de bacilos Gram negativos, de la que son miembros tanto microorganismos de
vida libre como los de la microbiota autdctona del hombre y animales. Algunos de

12
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éstos estan adaptados para vivir en el ser humano. Las enterobacterias crecen
con rapidez bajo condiciones aerobias o0 anaerobias y son activas desde el punto
de vista metabdlico. (Pachon, 2009)

Yersinia sp.

El Género Yersinia pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo, Gram
negativo, anaerobio facultativo, patdgeno de humanos y animales. Los reptiles
pueden ser portadores asintomaticos ocasionales o desarrollar enfermedad
entérica denominada “red mouth” la transmisién se produce a través del manejo
de los animales. En el hombre se aloja en el intestino delgado, particularmente en
el ileon, provocando gastroenteritis aguda, nefritis y adenitis en el mesenterio.
(Carriquiriborde, 2010. Madigan y col., 2011)

Edwardsiella sp.

Género perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Es un bacilo Gram negativo,
con un didmetro de 1um de ancho y 2-3 um de largo. Generalmente es movil
(aunque existen cepas no moviles) mediante flagelos peritricos, anaerobio
facultativo, catalasa positivo y oxidasa negativo. Este microorganismo se
encuentra principalmente en animales de sangre fria, es poco frecuente como
agente infeccioso en el hombre, el mas reconocido en éste aspecto es
Edwardsiella tarda, que en humanos puede ser causa de gastroenteritis semejante
a la infeccion de Salmonella sp. Hasta el momento se ha reportado un solo caso
asociado a una tortuga. (Amorocho y Garcia, 2008. Castro y col., 2009)

Klebsiella sp. — Enterobacter sp.
Estos dos géneros pertenecen a la familia Enterobacteriaceae de la misma familia

gue la Salmonella, estos dos grupos es raro que infecten a reptiles, por lo que se
considera microbiota entérica normal, aunque se han reportado casos de ofidios
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con infecciones pulmonares causadas por estos agentes. El hombre se puede
contagiar por manipuleo o contacto directo provocando infecciones del tracto
respiratorio y septicemia. (Carriquiriborde, 2010. Madigan y col., 2011)

2.2.2 Género Salmonella

Los miembros del género Salmonella son bacilos gramnegativos, no
fermentadores de lactosa, anaerobios facultativos, no esporulados, generalmente
méviles por flagelos peritricos con la excepcion de Salmonella gallinarum y
Salmonella pullorum, responsables de la tifoidea aviar y pullorosis
respectivamente. (Madigan y col., 2011)

Poseen metabolismo fermentativo y oxidativo; fermentan glucosa con produccién
de &cido y gas, también fermentan L-arabinosa, maltosa, D-manitol, D-manosa, L-
ramnosa, D-sorbitol, trehalosa, D-xilosa y D-dulcitol. Dan reaccion positiva a
catalasa, rojo de metilo y citrato de Simmons, son negativos a la oxidasa, urea,
indol y Voges-Poskauer (VP), también producen H,S, descarboxilan la lisina y
ornitina. Entre otras caracteristicas bioquimicas se encuentran la reduccion de
nitratos a nitritos, no desaminan la fenilalanina y son tetrationatoreductasa.
(Pachén, 2009)

El contenido de G+C en su ADN esta comprendido entre 50 a 53%. (Pachon,
2009)

Recientemente la clasificacion del Género Salmonella esta basada en estudios
realizados sobre la base técnica de hibridacion del ADN de la bacteria, donde han

llegado a la conclusion que esta conformado por dos especies:

1) Salmonella entérica, dividida en seis subespecies aisladas de:

14
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a. Subespecie |. S. enterica subsp. enterica: Humanos y animales de sangre
caliente.

b. Subespecie Il. S. enterica subsp. salamae: Animales de sangre fria y del
ambiente.

c. Subespecie lll a. S. enterica subsp. arizonae: Animales de sangre fria y del
ambiente.

d. Subespecie Il b. S. enterica subsp. diarizonae: Animales de sangre fria y del
ambiente.

e. Subespecie IV. S. enterica subsp. houtenae: Animales de sangre fria y del
ambiente.

f. Subespecie VI. S. enterica subsp. indica: Animales de sangre fria y del ambiente

2) Salmonella bongori. Subespecie V: No constituye un patégeno para los

humanos, pero si se encuentra implicada en ciertas patologias en animales.

Aungque existan sélo dos especies de Salmonella segun su hibridacion de ADN,
tanto las especies como las subespecies mencionadas se encuentran constituidas
por mas de 2400 variedades seroldgicas, determinadas segun las distintas

asociaciones de los antigenos somaticos O y flagelares H. (Pachon, 2009)

2.2.3 Otros géneros

Aeromonas sp.

El Género Aeromonas pertenece a la familia Vibrionaceae, son bacilos Gram
negativos fermentadores de glucosa, reducen nitratos a nitritos, presentan la
citocromo oxidasa. Se localizan principalmente en la cavidad orofaringea de los
reptiles. Las infecciones al humano se producen por el contacto con el agua
contaminada en heridas abiertas, mordidas o arafiazos producidos por reptiles, lo
gue se manifiesta con fiebre, heridas infecciosas, sindrome diarreico y septicemia

15
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en personas inmunocomprometidas. En los ofidios produce ulceraciones gastricas

y septicemia hemorragica. (Carriquiriborde, 2010. Madigan y col., 2011)

Campylobacter sp.

El género Campylobacter perteneciente a la familia Campylobacteraceae, son
bacilos Gram negativos con forma de coma y méviles por la presencia de uno o
dos flagelos polares, hidrolizan la urea, presentan citocromo oxidasa y son
catalasa positiva. En humanos produce diarrea, gastroenteritis aguda, vomitos y
fiebre. Se transmite por manipuleo, ingestibn de los animales o de agua
contaminada. (Carriquiriborde, 2010. Madigan y col., 2011)

2.3 Zoonosis

La naturaleza zoondética de la salmonelosis en los animales en cautiverio puede
resultar del intercambio entre los cuidadores y ellos. La que se presenta en tres
formas diferentes: entérica, septicémica y abortiva. Para saber la cantidad de
microorganismos que se necesitan para infectar a un organismo, se han realizado
una serie de estudios experimentales, donde se ha podido determinar la dosis
infectiva que va de 10° a 10'° células bacterianas, no obstante para que pueda
establecerse una infeccion va a depender de la edad y la salud del hospedero, asi
como de los biotipos de las especies del género Salmonella. (Gillespie, 2005.

Barragan y Karol, 2002)

Una gran variedad de serovares de Salmonella de todas las subespecies se han
podido caracterizar en los reptiles, muchos de los cuales representan
serovariedades raras o exoticas (TABLA 2). Por ejemplo, en EEUU aumento el
aislamiento de Salmonella enterica subsp. houtemae serovar Marina en humanos,
de 2 casos en 1988 a 47 en 1998 y de S. enterica serovar poona que se
incrementd de 199 a 341 casos en los mismos afios. Los serotipos aislados con

mayor frecuencia en pacientes con salmonelosis asociada en reptiles incluyen S.
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enterica subsp. diarizonae serovar (llIb)2, S. enterica subsp. houtenae (IV)

serovares chamaleon y marina y Salmonella enterica subsp. enterica () serovares

java, stanley y poona. (Zaldl y col., 2006. Ebani y col., 2005. Barragan y Karol,

2002)

Generalmente, no se observan en estos animales signos clinicos por esta

infeccion, pero pueden ocurrir diarreas esporadicas. En el humano, la infeccién

produce dolores abdominales, gastroenteritis, diarreas mucosas sanguinolentas,

nauseas, vomitos y fiebre. Segun estudios recientes, son dificiles de tratar por el

caracter multirresistente de las cepas implantadas. (Zaldl y col., 2006. Ebani y col.,

2005)

TABLA 1. Principales microorganismos causantes de zoonosis transmitidas

por reptiles (Carriquiriborde, 2010)

Z00oNnosis
Especie animal Bacterias Hongos
Salmonella sp.* Zygomycosis (Phycomicosis y mucormicosis)
o Rhizopus sp.
Yersinia sp. Mucor sp.

Aeromonas sp.**

Micosis superficiales

Quelonios Campylobacter sp.

Aspergillus sp.,

Fusarium sp.

Edwardsiella tarda** Candida sp.
Klebsiella sp.** Trichosporum sp.
Enterobacter sp. ** Trichophyton sp.

Mycobacterium sp.**

Microsporum sp.

Coexiellaburnetti**

Micosis profundas:
Aspergillus sp.
Cephalosporium sp.
Metarhizium sp.
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Continuacién TABLA 1. Principales microorganismos causantes de zoonosis

transmitidas por reptiles (Carriquiriborde, 2010)

Zoonosis
Especie
animal Bacterias Hongos
o Salmonella sp.* Zygomycosis (Phycomicosis y mucormicosis)
Ofidios y — ;
lagartos Yersinia sp. Rhizopus sp., Mucor sp.
Aeromonas sp.** Micosis superficiales
Klebsiella sp.** Aspergillus sp.
Enterobacter sp. ** Fusarium sp.
Mycobacterium sp.** Candida sp.
Trichosporum sp.
Coexiellaburnetti** ) P P
Trichophyton sp.

Microsporum sp.
_ Micosis profundas:
Plesiomonas sp.** Aspergillus sp.,
Cephalosporium sp.,
Metarhizium sp.

*Z0oonosis mas comudn

**Zoonosis de baja prevalencia

La salmonelosis asociada a la adopcion de reptiles como mascotas fue reconocida
en Canada como un serio problema de Salud Publica en las décadas de 1960 y
1970. En EE.UU., el CDC estimé que ocurrieron 50.000 casos de salmonelosis

asociada a reptiles en 1963. (Carriquiriborde, 2010).

En México no se cuenta con estadisticas nacionales de infecciones por Salmonella
sp. La falta de un sistema de vigilancia con comunicacion entre epidemiologos,
clinicos, y el sector veterinario, asi como la falta de infraestructura necesaria,
impide que paises como el nuestro puedan identificar las principales
serovariedades de Salmonella en las diferentes clases de reptiles. (Zaldl y cols.,
2006)
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TABLA 2. Serovariedades de Salmonella enterica aisladas de
muestras de materia fecal de reptiles. (Ebani y col., 2005)

No de
Serovares de microorganismos
Salmonella aislados Animal
S.berta 9 Tortugas
S. chichiri 1 Tortugas
S. duval 1 Tortugas
S. kottobus 1 Tortugas
S. montevideo 2 Lagarto Tortugas
S. trimdon 4 Tortugas-Ofidio-Lagarto
S. agona 1 Camaledn
S. anatum 1 Lagarto
S. apapa 3 Iguanas
S. blukea 1 Ofidio
S. caracas 2 Lagarto-Ofidio
S. cayco 1 Ofidio
S. durban 1 Camaledn
S. ebrie 3 Lagarto-Ofidio-Camaleon
S. fluntern 4 Lagartos
S. friedrichsfelde 1 Ofidio
S. Israel 1 Ofidio
S. kapemba 1 Ofidio
S. kuntair 1 Lagarto
S. memphis 1 Ofidio
S. midway 2 Ofidio
S. muenchen 1 Ofidio
S. othnmarsch 3 Lagarto
S. readring 1 Ofidio
S. senftemberg 2 Ofidio-Iguana
S. veneziana 1 Lagarto

2.4 Morfologia y estructura microbiana

Las enterobacterias se encuentran entre las bacterias de mayor tamafo, miden de
2 a 4 ym de longitud y de 0.4 a 0.6 um de ancho, con lados paralelos y extremos
redondeados. (Ryany Ray, 2007)
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La pared celular, membrana celular y estructuras internas son morfolégicamente
similares en todas las enterobacterias. Los componentes de la pared celular y de
la superficie, son antigénicos, lo que ha llevado a estudios extensos en algunos
Géneros como Salmonella y Escherichia, ademas de constituir la base para su
sistema de clasificacion en serotipos. De esta forma, se ha podido denominar al
lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa como antigeno O. Su especificidad
antigénica esta determinada por la composicibn de azlcares que forman las
cadenas laterales largas de polisacéaridos terminales enlazadas con el polisacéarido
central y el lipido A. Asi mismo, los polisacaridos de la superficie celular pueden
formar una capsula bien definida o una cubierta de consistencia viscosa amorfa,
gue se denomina antigeno K. Las cepas moviles cuentan con flagelos proteinicos
peritricos que se extienden bastante mas alla de la pared celular y cuyo
componente proteinico se denomina antigeno H. (Ryan y Ray, 2007)

Figura 1. Esquema morfologico de Salmonella sp.
(Arrascuelimo, C. 2008)

2.5 Fisiologia

El conocimiento de la fisiologia y metabolismo de los microorganismos permite
determinar la caracterizacion e identificacion de éstos, de ahi que, las
caracteristicas bioquimicas y de su cultivo nos llevan a un adecuado aislamiento y

determinacién. El Género Salmonella no fermenta la lactosa, la mayor parte de las
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cepas son moviles y producen H,S a partir de una fuente inorganica de azufre
como el tiosulfato de sodio. De ahi, que las pruebas que ayudan a diferenciar las
distintas subespecies de los aislamientos mas frecuentes se presentan en la
TABLA 3. (Murray y col., 2007)

TABLA3. Reacciones bioquimicas usadas para la diferenciacion de
especies y subespecies de Salmonella. (Murray y col., 2007)

Especies y subespecies
S. entérica S. bongori
Bioquimica I Il lla b v Vi
Dulcitol + + - - - D +
Lactosa - - - + - D -
ONPG - - + + - D +
Salicina - - - - + - -
Sorbitol + + + + + - +
Malonato - + + + - - -
Crecimiento en
KCN - - - - + - n
= reaccion diferente

2.6 Estructura antigénica

La estructura antigénica de Salmonella sp., es similar a la de otras
enterobacterias, contando con la presencia de dos clases de antigenos
principales: Antigeno O (soméaticos) y Antigenos H (flagelares). En algunas cepas
se encuentra un tercer tipo de Antigeno de superficie, analogo funcionalmente a
los Antigenos K (capsulares) de otros Géneros. Al estar este antigeno relacionado
con la virulencia de las cepas se le denomina Vi, que puede interferir con la
aglutinaciéon por antisueros O y que se relacionan con invasividad. Poseen una
amplia variacion de determinantes antigénicos en su pared celular y en sus
flagelos, 1o que propicia la existencia de numerosas combinaciones de antigenos
somaticos y flagelares, llegando actualmente a reconocerse mas de 1100
serotipos. (Murray y col., 2007)

a. Antigenos Soméaticos (O): son complejos de fosfolipidos, polisacaridos y
fracciones proteicas, termoestables, la especificidad de estos antigenos se
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b.

C.

fundamenta en los grupos terminales de las cadenas de polisacéridos.
Existen 57 antigenos somaticos, los cuales estan identificados del 1 al 64,
con numeros arabigos. El complejo de antigenos O determina el subgrupo
somatico al que pertenecen los géneros de Salmonella sp., Arizona sp.,
Citrobacter sp., Escherichia sp., Providencia sp., Serratia sp., entre otros.
(Murray y col., 2007)

Antigenos Flagelares (H): son proteicos y termolabiles, constituidos por
flagelina, cuya composicion en aminodcidos es constante para un tipo
antigénico determinado. El tipo de amino&cidos que componen la proteina
asi como la secuencia en que éstos se agrupan, son responsables de la
especificidad de los antigenos H. La aglutinacion que se produce con éstos
es de tipo flocular y ocurre rapidamente. En el género Salmonella los
antigenos H se designan con letras del alfabeto (a, b, c, etc.), y estan
sujetas a una variacion reversible, conocida como variacion de fase.
(Murray y col., 2007)

Antigeno capsular (K): Es un antigeno termolabil, aunque existen pocas
excepciones donde son considerados termoestables, en Salmonella se
conoce como Ag (Vi), que protege a la bacteria dandole resistencia
antifagocitica. La presencia de este antigeno hace imposible la aglutinacion
de suero anti O debido a que recubre toda la bacteria, en este caso, la cepa
en estudio debe ser sometida a un calentamiento a 100°C durante 30
minutos, a fin de desnaturalizar dicha cubierta y luego poder realizar la
prueba de aglutinacién con el Ag somatico correspondiente. De alli que la
expresion de este factor depende de al menos dos genes (VIA + ViB),
siendo necesario que existan los dos en la bacteria para que la expresion

tenga lugar. (Pachon, 2009)
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2.7 Medios para el aislamiento de Salmonella sp.

Debido a que la mayoria de las muestras analizadas para el aislamiento de
Salmonella sp., contienen varias especies de bacterias mezcladas es necesario
contar con una metodologia que ayude a la separacion de ésta, por lo que se
dispone de dos tipos generales de medios aunados al método: 1) Enriqguecimiento
selectivo en caldos de enriquecimiento, 2) Aislamiento selectivo o siembra en
placa de medios selectivos y diferenciales. El uso de estos medios con férmulas
complejas incluye componentes que no solo inhiben el desarrollo de ciertas
especies bacterianas, sino que también detectan una variedad de caracteristicas
bioquimicas de importancia en la identificacion preliminar de los microorganismos
seleccionados. (Koneman, 2009. CIEMA, 2000. Madigan y col., 2011)

1) Enriquecimiento selectivo en caldos de enriquecimiento: los caldos de
enriquecimiento se usan para incrementar el desarrollo de ciertas especies

bacterianas, deteniendo el crecimiento de los microorganismos superfluos.

Existe una gran variedad de medios de enriquecimiento, entre los mas usados
para el enriquecimiento selectivo de Salmonella sp., se encuentran: Caldo Selenito
y Caldo Tetrationato. (Koneman, 2009)

2) Aislamiento selectivo o Siembra en placa de medios selectivos y diferenciales.

2.a) Agar de aislamiento selectivo y diferencial: Mediante el uso de medios
selectivos se inhibe el desarrollo de ciertas bacterias superfluas, permitiendo el
crecimiento de especies de interés clinico. Los medios se hacen selectivos al
afiadir a sus formulas una variedad de inhibidores en menor o mayor medida de
las concentraciones halladas en los medios de aislamiento, esto generalmente
permite dividir a los medios en poco, mediana y altamente selectivos. Algunos
ejemplos de estos medios de aislamiento son: el Agar MacConkey, Agar Eosina
azul de metileno (EMB) y Agar Endo. (Koneman, 2009)

23


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Los medios selectivos para el aislamiento de Salmonella sp. pueden ser
considerados como mediana o0 altamente selectivos, ademas de que con estos
medios se pueden observar otras peculiaridades que son de caracter bioquimico
y de esta forma ayuda no sélo a separar a Salmonella sp. sino también a
diferenciarla de otras bacterias que se desarrollen en estas féormulas. Los medios
mas usados para este fin son el Agar Salmonella-Shigella (SS), Agar entérico de
Hektoen (HE), Agar sulfito de bismuto y Verde Brillante (VB). (Koneman, 2009)

2.8 Pruebas bioquimicas para la identificacion de Salmonella sp.

La identificacion del Género Salmonella, asi como de otras bacterias esta basada
principalmente en la determinacion de la presencia o ausencia de diferentes
enzimas codificadas por el material genético del cromosoma bacteriano. Estas
enzimas guian el metabolismo de las bacterias a lo largo de una de las diversas
vias que pueden detectarse a través de medios especiales utilizados en las
técnicas de cultivo in vitro. Los sustratos sobre los cuales estas enzimas pueden
actuar se incorporan al medio de cultivo, junto con un sistema indicador que puede
detectar ya sea, la degradacién del sustrato o la presencia de productos
metabolicos especificos. Con la seleccion de éste tipo de medios, es posible
determinar un perfil bioquimico para lograr la identificacién de los microorganismos
no sélo a nivel de Género, sino también, en la mayoria de los casos, la especie.
(Koneman, 2009)

En la actualidad existen esquemas de clasificacion muy variados y complejos, en
los diferentes sistemas que facilitan la realizaciéon de una identificacion, ya que,
proponen un mayor numero de pruebas bioquimicas donde la lectura e
interpretacion de resultados puede ser o no automatica, con porcentajes de
tipificacion, identificacion extendida a otros posibles grupos de microorganismos,
ademas de la miniaturizacion de los sustratos. De ahi, el surgimiento y el auge de
los métodos miniaturizados, que surgen a partir del concepto de la placa de

microtitulacién, que permite reducir el volumen de reactivos y medios a emplear en
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los ensayos, son faciles de usar, precisos y econOmicamente rentables.
(VISAVET, 2008)

2.8.1 Fundamento de las pruebas bioquimicas para identificacion

Prueba de la Oxidasa

El principio de la prueba consiste en determinar la presencia de la enzima oxidasa

en los microorganismos.

Bioguimicamente la prueba de oxidasa se basa en la produccion bacteriana de
una enzima oxidasa intracelular. Esta reaccion de oxidasas se debe a un sistema
de citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo reducido por el oxigeno
molecular, el que a su vez actla como un aceptor de electrones en la fase terminal

del sistema de transferencia de electrones. (MacFaddin, 2003)

Todas las bacterias aerdbicas obtienen su energia por la respiracién, proceso
responsable de la oxidacion de diversos sustratos. El oxigeno molecular oxida un
sustrato con la intervencién del sistema de transporte de electrones. El oxigeno es
el aceptor de hidrégeno final, produciendo a partir del hidrogeno agua o perdxido
de hidrégeno, segun la especie bacteriana y su sistema enzimatico. (MacFaddin,
2003)

El sistema citocromo sélo se encuentra por lo general en los organismos
aerobicos, lo que los hace capaces de utilizar el oxigeno como un aceptor de
hidrogeno final para reducir el oxigeno molecular en peréxido de hidrogeno, el
ultimo enlace de la cadena de la respiracion aerébica. (MacFaddin, 2003).

El reactivo empleado es el diclorhidrato de tetrametil-p- fenilendiamina al 1%, el
cual imparte un color lavanda a las colonias oxidasa positivo que gradualmente

vira a un purpura-negruzco intenso. (MacFaddin, 2003)
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Prueba de Oxidaci6on-Fermentacion

El principio de la prueba se basa en determinar el proceso metabdlico oxidativo o
fermentativo de un hidrato de carbono por parte del microorganismo problema.
Bioguimicamente las bacterias utilizan los hidratos de carbono por uno de dos
procesos metabdlicos, fermentativo u oxidativo, las bacterias aerobias estrictas
s6lo pueden metabolizar un hidrato de carbono en condiciones aerobias, lo que
hace que éstas sélo lleven a cabo el proceso oxidativo teniendo como resultado la
produccion de CO,, que se observa con la acidez en el medio de cultivo
diferencial, mientras que las bacterias anaerobias facultativas metabolizan los
hidratos de carbono bajo el proceso 6xido-fermentativo, donde se van a producir
una gran cantidad de acidos dependiendo la via metabdlica que tomen. Un
ejemplo se demuestra por la producciéon de acido cuando cambia de color el
indicador acido-base como el azul de bromotimol que vira de color azul a amarillo,

cuando el medio se torna acido. (MacFaddin, 2003)

La principal diferencia entre el metabolismo fermentativo y el metabolismo
oxidativo de un hidrato de carbono, es el requerimiento de oxigeno molecular y la
fosforilacién inicial. En la fermentacion se lleva a cabo un proceso anaerobio, por
lo que requiere de una fosforilacion de la glucosa antes de la degradacion y
transformacion a una mezcla de acidos relativamente fuertes, mientras que la
oxidacioén, es un proceso aerobio estricto que involucra la oxidacion directa de una
molécula de glucosa no fosforilada, lo que produce una menor cantidad de acidos
gue los producidos en la fermentaciéon. (MacFaddin, 2003)

Prueba de fermentacion de glucosa y lactosa, produccion de sulfhidrico y
gas en el medio de Kligler

El principio de la prueba consiste en determinar la capacidad de los
microorganismos para degradar un hidrato de carbono especifico incorporado en
un medio de cultivo, con la produccion de gas y de acido sulfhidrico (H.S).
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Bioguimicamente el Agar Hierro de Kligler (KIA) es un medio diferencial de cultivo
en tubo con una posicién inclinada del agar o pico de flauta, que cumple con un
doble propédsito: a) determinar la fermentacién de hidratos de carbono y b)
determinar la produccion de gas y H,S. (MacFaddin, 2003)

El medio KIA contiene dos hidratos de carbono: lactosa, con concentracién del
1%, y glucosa, con concentracion del 0.1%. Algunos organismos tienen la facultad
de fermentar ambos hidratos de carbono; otros fermentan solamente la glucosa; y

otros, no son capaces de fermentar ni la lactosa ni la glucosa.

La producciéon de gases es debido a que los productos de la fermentacién del
hidrato de carbono son CO; + H,, y pueden ser observables cuando el medio de

KIA se rompe o es separado del fondo del tubo.

La fermentacion de los hidratos de carbono se produce anaerébicamente dando
como resultado la produccién de acidos, este proceso se detecta con el vire del
rojo de fenol (indicador acido-base) que va de rojo a amarillo por la presencia de

los acidos.

De esta forma se pueden observar tres patrones de interpretacién basicos en el
medio KIA:

a) fermentacién solo de la glucosa (vire amarillo en el fondo del tubo).

b) fermentacion de glucosa y de lactosa (vire amarillo en el fondo y superficie
del tubo)

c) ausencia de fermentaciéon de glucosa o lactosa (Con o sin vire a rojo).

Para la determinacion de la produccién de sulfhidrico, es necesario incorporar el
tiosulfato de sodio al medio de cultivo el cual actia como sustrato, el citrato de

amonio férrico es la fuente de iones Fe ¥, los cuales se combinan con el acido
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sulfhidrico y producen sulfuro de hierro, de color negro. Este proceso se lleva a
cabo en dos etapas.

12 etapa

Bacteria (medio acido) + tiosulfato de sodio—— H,S gas/

El 4cido sulfhidrico es un gas incoloro, por lo tanto es necesario un indicador para

detectar en forma visible su produccion.

22 etapa

H.S + iones férricos ———> sulfuro ferrosov (precipitado negro insoluble)

El precipitado negro del sulfuro ferroso que indica la produccion de H,S puede
ocultar la condicion acida producida en la capa superior del medio KIA; por lo
tanto, si se produce H,S es que existe una condicion acida, aun cuando no se

observe.

Con fines de identificacion, todos los tubos de KIA deben de interpretarse en lo
gue respecta a la fermentacion de los hidratos de carbono después de 18-24
horas de incubacién. (MacFaddin, 2003)

Prueba de Ureasa

Bioguimicamente esta prueba determina la capacidad de un organismo de
hidrolizar la urea, formando dos moléculas de amoniaco por accién de la enzima
ureasa. Dicha accion se puede detectar por el vire del indicador rojo de fenol hacia
un color rojo rosado, que indica la alcalinizacion del medio por la presencia del
amoniaco. (MacFaddin, 2003. Koneman, 2009)
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Prueba de Citrato de Simon'’s

El principio de la prueba consiste en determinar la capacidad de los

microorganismos para utilizar el citrato como Unica fuente de carbono.

Bioguimicamente el citrato de sodio es una sal del acido citrico, un compuesto
organico simple que constituye uno de los metabolitos del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (ciclo de Krebs). Es una prueba u(til en la identificacion de
Enterobacterias y se detecta en un medio de cultivo con citrato como Unica fuente
de carbono. El medio que se usa para su determinacion incluye citrato de sodio,
un anién, como unica fuente de carbono y fosfato de amonio como Unica fuente de
nitrogeno. Las bacterias que pueden utilizar citrato también pueden extraer
nitrégeno de la sal de amonio, con la produccion de amoniaco y asi alcalinizando
el medio. Esta prueba es positiva cuando se observa crecimiento a lo largo de la
estria de un vire del indicador al azul o solamente crecimiento del microorganismo,
esto es posible debido a que para que el desarrollo del microorganismo sea
visible, debe encontrarse en la fase logaritmica, la cual es posible sélo si el

carbono y el nitrégeno han sido asimilados. (Koneman, 2009. MacFaddin, 2003)

El desarrollo de un color azul intenso en 24-48 horas indica una prueba positiva y
revela que el organismo en estudio ha sido capaz de utilizar el citrato en el medio,

con la formacion de productos alcalinos. (Koneman, 2009)

Prueba de las Descarboxilasas (Lisina-Ornitina-Arginina)

El principio de la prueba consiste en determinar la capacidad enzimatica del

organismo para descarboxilar un aminoacido.

Bioquimicamente las descarboxilasas son un grupo de enzimas sustrato-
especificas, capaces de actuar sobre la porcion carboxilo (COOH) de los

aminoacidos, con formacién de aminas de reaccién alcalina. Esta reaccion,
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conocida como descarboxilacion, produce dioxido de carbono como producto
secundario. (Koneman, 2009)

Los tres aminoacidos para esta prueba, y que son utilizados en la identificacion de
enterobacterias, son Arginina, Lisina y Ornitina. Los productos de la
descarboxilacién de Lisina y Ornitina son cadaverina y putrescina (diaminas),
mientras que para la Arginina es la citrulina por accién de una dihidrolasa. La
prueba se debe acompafar con un tubo control que contiene medio base sin
aminoacido. Como la descarboxilacién es una reaccion anaerébica, se debe cubrir
el medio con una capa de aceite mineral o parafina estéril. El proceso ocurre en
dos etapas: por fermentacion de la glucosa se produce una acidificacion del medio
(pH < 6.0), apareciendo color amarillo. La acidificacion es necesaria para que
ocurra la descarboxilacion. Este ultimo proceso da lugar a la formacion de las
aminas que elevan el pH con el consiguiente viraje del indicador al color violeta.
(MacFaddin, 2003)

Prueba de reduccion de Nitratos

El principio de la prueba consiste en determinar la capacidad de los

microorganismos para reducir los nitratos a nitritos o gas nitrégeno libre.

Bioquimicamente la reduccién de nitrato (NO3) a nitrito (NO2) y a nitrdgeno
gaseoso (N;) es una reaccion que se produce en condiciones de anaerobiosis.
(MacFaddin, 2003)

Las bacterias pueden utilizar nitratos mediante varios procesos, entre ellos

asimilacion, desasimilaciéon y desnitrificacion. (Rodriguez y col., 2006)

1. Asimilacién: implica la reduccién del nitrato a amoniaco, el cual puede ser

utilizado por las células para la sintesis de aminoacidos y otros compuestos
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nitrogenados (es decir, lo asimila como fuente de nitrégeno). (Rodriguez y col.,
2006)

2. Desasimilacion: es la utilizacién del nitrato como aceptor final de electrones en
ausencia de oxigeno libre, reduciéndose a nitritos, que aparecen en el medio.
(Rodriguez y col., 2006)

3. Desnitrificacion: es la reduccién del nitrato hasta productos finales gaseosos
como nitrdgeno, 6xido nitroso o el 6xido de nitrégeno. (Rodriguez y col., 2006)

El desarrollo de un color rojo a los 30 segundos de afadir el reactivo A (a-
naftilamina, acido acético 5N al 30%) y reactivo B (acido sulfanilico, &cido acético
5N al 30%) indica la presencia de nitritos y representa una reaccion positiva para
la reduccion de nitratos. La ausencia de color tras el agregado de los reactivos
puede indicar que los nitratos no han sido reducidos (una verdadera reaccion
negativa) o que han sido reducidos a productos distintos de los nitritos. Dado que
los reactivos detectan sélo nitritos es necesario afiadir una pequefia cantidad de
polvo de zinc a todas las reacciones negativas, el desarrollo de un color rojo tras el
agregado del polvo de zinc indica la presencia de nitratos residuales y confirman la
reaccion negativa verdadera. (Koneman, 2009)

Prueba de Voges-Proskauer

El principio de la prueba consiste en determinar la capacidad de los
microorganismos para producir un producto final neutro, acetilmetilcarbinol (AMC,

acetoina), a partir de la fermentacion de la glucosa.

Bioquimicamente la prueba de Voges-Proskauer (VP) se basa en la conversién del
acetilmetilcarbinol (acetoina) en diacetilo por accion del KOH al 40% y el oxigeno
atmosférico, el a-naftol actta como catalizador para revelar un complejo rojo. A

partir del &cido piravico, las bacterias pueden seguir muchos caminos metabdlicos;
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la produccion de acetoina es una de las vias metabdlicas de la degradacion de la
glucosa en las bacterias. (MacFaddin, 2003. Koneman, 2009)

Prueba de Rojo de Metilo

El principio de la prueba consiste en determinar la capacidad de los
microorganismos para producir y mantener estables los productos finales acidos a
partir de la fermentacion de la glucosa. Ademas, ésta es una prueba cualitativa
para la produccién de éacido (determinacién de pH); algunos microorganismos

producen mas acidos que otros.

Bioquimicamente la prueba de rojo de metilo (RM) es una prueba cualitativa
basada en el uso de un indicador de pH, el rojo de metilo, para determinar la
concentracion de i6n hidrégeno (pH) cuando un microorganismo fermenta la
glucosa, por la via de fermentacion acido mixta. La concentraciéon de ion hidrégeno
depende de la relacion de gases (CO; y Hy), lo que a su vez es un indice de las
diferentes vias metabdlicas de la glucosa exhibidas por los diversos
microorganismos. Los diferentes patrones de fermentacion se deben a las
variaciones en las enzimas relacionadas con el metabolismo del &cido piravico en

el microorganismo. (MacFaddin, 2003. Koneman, 2009).

El rojo de metilo es un indicador de pH que se utiliza para visualizar la produccién
de acido por la via de fermentacién acido mixta. El desarrollo de un color rojo
estable en la superficie del medio indica que la produccion de acido es suficiente

como para bajar el pH a 4.4 y es una prueba positiva. (MacFaddin, 2003)

Prueba de Indol

El principio de la prueba consiste en determinar la capacidad de un

microorganismo para producir indol a partir del triptéfano.
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Bioguimicamente el indol es uno de los productos del metabolismo del aminoécido
triptéfano. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de
degradar triptofano con la produccion de indol, acido piravico y amoniaco (NHs).
(Koneman, 2009)

El triptéfano es un aminoacido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para
formar tres metabolitos indolicos principales: indol, escatol (metil indol) y acido
indolacético (IA, A, indolacetato). Las diversas enzimas intracelulares involucradas
se denominan colectivamente “triptofanasa”, un término general usado para
designar el sistema completo de enzimas que median la produccién de indol por
actividad hidrolitica sobre el sustrato tript6fano. El principal intermediario en la
degradacion es el acido indolpiravico, a partir del cual puede formarse indol por
desaminacién y escatol por descarboxilacion del IAA. (MacFaddin, 2003.
Koneman, 2009)

La prueba del indol esta basada en la formacion de un complejo de color rojo
cuando el indol reacciona con el grupo aldehido del p-dimetilaminobenzaldehido.

Este es el principio activo de los reactivos de Kovac y Ehrlich. (MacFaddin, 2003)

Prueba de Malonato

El principio de la prueba consiste en determinar la capacidad de los

microorganismos para utilizar el malonato de sodio como Unica fuente de carbono.

Bioquimicamente el malonato es un inhibidor enzimatico. Quastel y Woodridge
demostraron por primera vez que el acido malénico (malonato) interferia con la
oxidacién del acido succinico a acido fuméarico mediante la inhibicion de la accién
catalitica de la enzima succinico deshidrogenasa. El acido malonico inactiva la
enzima por un proceso denominado inhibicion competitiva. La succinico
deshidrogenasa transfiere hidrégeno a un aceptor apropiado en la conversién de
acido succinico a acido fumarico; pero esta reaccion puede ser inhibida por un
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compuesto organico similar desde el punto de vista estructural al sustrato natural,
el acido succinico. Una prueba positiva se observa con el cambio de color del
indicador de pH (azul de bromotimol), de verde a azul de Prusia. (MacFaddin,
2003. Koneman, 2009)

Prueba de la Fenilalanina-desaminasa

El principio de la prueba consiste en determinar la capacidad de los
microorganismos para desaminar la fenilalanina en acido fenilpiravico por su

actividad enzimatica.

Bioquimicamente la fenilalanina es un aminoacido que por desaminacién forma un
cetoacido, el acido fenilpirGvico. EI aminoacido aromatico fenilalanina sufre la
desaminacion oxidativa catalizada por una aminoacido oxidasa, para producir el
acido cetdnico (acido fenilpirivico). La desaminacién oxidativa da como resultado
la extraccion del grupo amino (NH) del amino&cido para formar un doble enlace a-
cetoacido y liberaciéon de amoniaco (NH3). Es éste un proceso en dos etapas; en
un principio, es extraido el hidrégeno dando un iminoacido y el hidrégeno se
combina con el oxigeno para formar agua, luego el iminoacido es hidrolizado a un
cetoacido. (MacFaddin, 2003. Koneman, 2009)

La fenilalanina es desaminada a acido fenilpiravico, el que luego es reducido a
acido fenilactico. Este ultimo puede ser reconvertido en fenilalanina, con el que el
ciclo de la desaminacién vuelve a repetirse. Una prueba positiva se observa al

agregar cloruro férrico, el cual provoca un color verde intenso. (MacFaddin, 2003)
Pruebas de fermentacion de carbohidratos
El principio de la prueba consiste en determinar la capacidad de los

microorganismos para fermentar un hidrato de carbono especifico incorporado en

un medio base, produciendo acido, o acido con gas visible. Bioquimicamente la
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fermentacion es un proceso metabdlico de oxido-reduccién que tiene lugar en un
medio anaerobio, en el cual un sustrato organico es el aceptor final de hidrégeno
(electrones) en lugar del oxigeno. En los sistemas analiticos bacteriologicos este
proceso se detecta observando visualmente cambios de color de indicadores de
pH al formarse los productos acidos. La acidificacibn de un medio puede tener
lugar a través de la degradacion de hidratos de carbono por vias distintas de las
estrictamente fermentativas, o0 bien algunos medios pueden contener
componentes distintos de los hidratos de carbono que dan por resultado
subproductos acidos. (Koneman, 2009)

Muchas bacterias, fermentan hidratos de carbono mediante la via conocida como
“fermentacion acido mixta”, en la cual se produce finalmente una variedad de
acidos orgénicos que derivan del 4cido pirtvico. En esta prueba, determinados
azucares se agregan a un medio basal estéril. La produccion de &cido se
manifiesta por un cambio de color del indicador. La eleccién del medio y del
indicador depende de la via metabdlica del organismo y de la claridad visual del
cambio de pH. (MacFaddin, 2003. Koneman, 2009).
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TABLA

bioquimico

4.

Perfil
de

Salmonella sp.

BQ’s

Reaccion

OX/GLU

+

FER/GLU

IND

RM

VP

NIT

H.,S

CIT

UR

LIS

ORN

ARG

FDA

MAL

TREH

+

GLU

+

LAC

SAC

MAN

MALT

XIL

RAM

RAF

SOR

INO

DUL

SAL

<|+|<|+|<|+|+|+]|+|<

ARA

+

V=variable
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2.9 Serotipificacion

El uso de reacciones Ag—Ac para la serotipificacion de las bacterias se basa en
gue los microorganismos presentan diferencias en su constitucion antigénica, adn
entre grupos de microorganismos relacionados. Los microorganismos expresan
una gran variedad de antigenos (Ag) a partir de componentes estructurales de la
célula (pared, cépsula, fimbrias) y productos de excrecién (exotoxinas, enzimas
extracelulares). (Caffer y Terragno, 2001)

Quimicamente, los Ag pueden ser proteinas, hidratos de carbono y complejos de
polipéptidos y carbohidratos. Como son moléculas complejas tienen mas de una
subestructura que puede servir como determinante antigénico. Debido a esto en
los sueros inmunes se encuentran anticuerpos que reaccionan contra distintos

determinantes antigénicos de la misma molécula. (Caffer y Terragno, 2001)

La base para la serotipificacion de enterobacterias son los determinantes
antigénicos que presentan y que pone en evidencia la presencia de diferentes
antigenos como el somatico (Antigeno O, compuesto de polisacéaridos), flagelar
(Antigeno H, compuesto de proteinas), fimbrial (Antigeno F, compuesto de
proteinas) y capsular (Antigeno K, compuesto de polisacéridos). (Caffer vy
Terragno, 2001). Todos los serotipos de Salmonella estan definidos con base a su
estructura antigénica, en algunos serotipos se apoyan en reacciones bioguimicas,
ademas de las formulas antigénicas como el antigeno O y el antigeno H. (Balows,
2005)

2.9.1 Aglutinacién

Es la interaccidén entre un anticuerpo y una particula antigénica que se visualiza

por la formacion de agregados o grumos macroscépicos. En este proceso, el

anticuerpo es conocido como aglutinina y el antigeno como el aglutindgeno.
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Las reacciones seroldgicas son especificas entre un antigeno y un anticuerpo y

pueden ser usadas para el trabajo de diagnéstico

Para la aglutinacion de Salmonella sp. se usan antigenos superficiales con
anticuerpos contra estos antigenos presentes en el suero del paciente.

En una primera identificacion se usan sueros polivalentes que determina la
presencia de antigeno de un género y para la caracterizaciéon seroldgica especifica
se usan sueros monovalentes dentro de cada tipo de antigeno.

Esta técnica es util para determinar de forma rapida y precisa bacterias, hongos,
grupos sanguineos y otros antigenos; ademas ayuda a detectar anticuerpos, los

cuales pueden indicar un estado de enfermedad.

2.9.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction), es un
método in vitro para replicar una secuencia de ADN de modo que su cantidad se
incrementa exponencialmente. De esta manera pequefias cantidades de un gen
especifico de una célula, puede ser amplificado a un millén de copias dentro de

unas pocas horas por ésta metodologia. (Gerhardt, 2001)

Es una técnica sencilla, que consiste en la separacion por calor de las dos
cadenas del DNA que se quiere amplificar, y su copia simultanea a partir de un
punto determinado por un fragmento de DNA artificial llamado cebador u
oligonucleotido con sus extremos 3'y 5 orientados en direcciones opuestas los
gue son sintetizados para su uso, para la amplificacién es requerida la accion de
una enzima denominada DNA polimerasa. El resultado es la duplicacion del
namero de moléculas de una secuencia concreta de DNA. Este proceso se repite
en un numero determinado de veces o ciclos, generalmente 30, y se consigue un

aumento o amplificacién exponencial del numero de copias del fragmento de DNA
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molde. Por tanto, si partimos de una molécula Unica de DNA en la muestra inicial,
y en cada ciclo se duplica el nimero de moléculas, tedricamente, al final de los 30
ciclos, se obtendran 2* moléculas idénticas, es decir 1073741824 moléculas.
(Espinoza, 2007)

El avance en la biotecnologia ha permitido el desarrollo de técnicas moleculares
para el estudio del genoma de Salmonella. (Espinoza, 2007)

2.10 Sistemas comerciales de identificaciéon

El uso de los sistemas miniaturizados de identificacibn microbiana se dio a fines
de la década de los 60°s, el cual propicio el auge de procedimientos de
identificacion mas precisos en menor tiempo, ademas de ser semi y
automatizados. Estos métodos utilizan modificaciones de las pruebas bioquimicas
convencionales, ya sea con sustratos deshidratados, tiras de papel filtro
impregnadas en reactivo o pequefios compartimentos faciles de inocular. Para la
caracterizacion en todos los casos se emplean codigos numéricos que sirven para

la interpretacién de resultados. (Bou G., y col., 2010)

Estos sistemas fueron desarrollados inicialmente para la identificacion de las
enterobacterias debido a la frecuencia de su aislamiento en muestras clinicas, con
un desarrollo metodoldgico relativamente rapido y a sus reacciones bioguimicas

en general bien definidas. (Bou y col., 2010)

La estructura compacta de estos sistemas, le permite ocupar poco espacio para
su almacenamiento; su facilidad de uso e interpretacion de las reacciones
guimicas, hace que sean muy convenientes para su empleo en laboratorios de
Microbiologia. Son especialmente utiles en laboratorios que trabajan en menor
escala, ya que ayudan a identificar bacterias que de otro modo pueden requerir
medios especiales para llevar a cabo pruebas convencionales donde el control de
calidad es mas dificil de mantener. (Bou y col., 2010)

39


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Las ventajas al usar este tipo de micrométodos son: facil de usar, menor cantidad
de reactivo usado, menor espacio de almacenamiento, mayor nimero de pruebas,
tiempo de almacenamiento mayor a 6 meses en condiciones adecuadas de
humedad, facil de leer, mayor reproducibilidad, mayor precision. Las desventajas

son: mayor riesgo de contaminacion entre cada pozo.

Algunos sistemas comerciales multiples para identificacion de bacterias Gram

negativas son:

Sistemas API

a) API 20E

La bateria de pruebas API 20E es usado para la identificaciéon de la familia
Enterobacteriaceae, bacterias Gram negativas no fermentadoras y otras bacterias
Gram negativas. Consiste en una tira de plastico con microtubos que contienen
sustratos deshidratados. En ellos se inocula una suspensién de microorganismos
y ponen de manifiesto 21 caracteristicas bioquimicas. Para la lectura de los
resultados se requiere de 24 horas de Incubacién (condiciones aerdbicas).
(Biomérieux, 2010)

b) API Rapid 20E (RE)

Es un sistema usado para la identificacion de la familia Enterobacteriaceae. Este
sistema que da resultados a las cuatro horas, es similar a APl 20E pero con
algunas modificaciones, las cupulas de RE son mas pequefias y los sustratos no
tienen buffer por lo que permite reacciones mas rapidas. Su tiempo de incubacion
es de 4 horas a 37°C. (Biomérieux, 2010)
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c) API 20 NE

El API 20 NE es un sistema para la identificacion de bacilos Gram negativos no
enterobacterias que combina 8 pruebas convencionales y 12 de asimilacion. El kit
consta de una galeria con 20 microtubos conteniendo medios y/o sustratos en
forma deshidratada. Se inoculan con una suspension bacteriana en solucién salina
de la cepa a analizar y en un periodo de incubacion de 24-48 horas a 30 °C se
pueden observar cambios de color en el medio, directamente o tras la adicion de
reactivos. Las pruebas de asimilacion se realizan en un medio minimo, donde se
observa crecimiento bacteriano si la cepa en estudio es capaz de utilizar el
sustrato correspondiente. La interpretacién se realiza sumando las pruebas
positivas por trios. Se obtiene un namero clave para la bacteria en cuestion, que

puede ser buscado en una tabla de cédigos. (Biomérieux, 2010)

BBL Enterotube li

Este sistema consiste de un tubo de plastico con medios de cultivo diferentes, que
permiten la determinacién de hasta 15 reacciones bioquimicas. Esta disefiado
para la inoculacion simultanea de los medios con una sola colonia, utilizando la
aguja de inoculacién dispuesta en el centro. La combinacion de reacciones
resultante, junto con la guia de interpretacion (libro de cddigos), permite la
identificacion de miembros de la familia Enterobacteriaceae con importancia

clinica. (Becton, Dickinson and Company 2007)

OXI/FERM Tube Il (Becton Dickinson)

Es un sistema para la identificacion de bacilos Gram negativos, aerobios o
anaerobios facultativos, oxidasa positivo. Consiste en un tubo de plastico de 12
medios de cultivo que permite la realizacion simultdnea de 14 pruebas
bioquimicas. Su incubacién es a 35°C y su interpretacion es a partir de las
primeras 5 horas. (Koneman, 2009)

41


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

UniScept 20E

Es un sistema usado para la identificacion de la familia Enterobacteriaceae,
bacterias Gram negativas no fermentadoras y otras bacterias Gram negativas.
Consta de una tira de plastico con microtubos que contiene 23 sustratos
deshidratados que permite la determinacion de 23 reacciones bioquimicas. El
tiempo de incubacién para su interpretacion es de 24-48 h. (Gerhardt, 2001)

Entero-set 20

En este sistema se ponen de manifiesto 20 caracteristicas bioquimicas para
diferenciar Géneros de la familia Enterobacteriaceae, donde se utiliza una tarjeta
con 20 unidades, capilares que contienen 20 reactivos. En ellos se hace pasar una

colonia aislada, su interpretacion se realiza de 20 a 24 horas. (Koneman, 2009)

Sistema Micro-ID

Se utilizan discos de papel impregnados con sustratos y reactivos para diferentes
miembros de la familia Enterobacteriaceae. Consiste en una bandeja de plastico
moldeado con tapa en bisagra, contiene 15 camaras de pruebas, para detectar la
presencia especifica de enzimas o productos metabdlicos. Se inoculan las
camaras con una suspension bacteriana y su interpretacion se realiza a partir de

las primeras 4 horas de incubacion. (Heredia, 2004)

Sistema VITEK

Este sistema consiste de una tarjeta plastica que contiene 30 sustratos
bioquimicos en forma deshidratada, se basa en cambios de color y en la
produccion de gas de los cultivos inoculados en los pocillos. Este es un sistema
automatizado para la realizacién de las pruebas de identificacion y antibiograma.
Esta constituido por un inoculador/sellador, que permite la inoculacion de las

tarjetas en pocos minutos, un incubador/lector, asegura simultaneamente la
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incubacion y la lectura de las tarjetas para una capacidad que varia de 32 a 480
tarjetas segun el modelo y de un ordenador equipado con los programas que el
equipo requiere para efectuar un control permanente de las operaciones en curso,
memoriza los valores e interpreta los resultados. (Herranz, 2008. Biomérieux,
2012)

Sistema Rapid OnE (Remel)

Es un método cualitativo que utiliza sustratos convencionales y cromogénicos para
la identificacibn de enterobacterias y otras bacterias Gram negativas oxidasa
negativas. Cada panel Rapid OnE tiene 18 cavidades de reaccién formadas en la
periferia de una bandeja descartable de plastico. Las cavidades de reaccién
contienen sustratos deshidratados y la bandeja permite la inoculacion simultanea
de cada cavidad con una cantidad predeterminada de in6culo. Los paneles
inoculados se colocan en las bandejas de incubacion de manera aglomerada

provistas en el paquete e incubadas a 35°C durante 4 horas. (Koneman, 2009)

MEFAQUI

Es un sistema usado para la identificacibn de bacilos Gram negativos
estandarizado en la Facultad de Quimica. Es un método que consta de una placa
de microtitulacion de 96 pozos con 26 sustratos deshidratados que son colocados
por duplicado para la identificacion de 2 microorganismos por medio de 28
reacciones bioquimicas. Cada pozo con sustrato es inoculado con una
concentracion del 1 de MacFarland de una suspension bacteriana, que tras un
periodo de incubacion de 24 horas a 37°C se puede observar virajes de color en el
medio, directamente o tras la adicion de reactivos. (Rojo, 2002)
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3. JUSTIFICACION

Expertos del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de Atlanta
en EEUU, advirtieron en julio del 2007, que sigue prohibida la venta de tortugas
pequefias como mascotas a los niflos estadounidenses desde 1975, como
consecuencia de infecciones por Salmonella sp. asociadas a éstas y que en
ocasiones estas infecciones han sido mortales. Por ejemplo, un bebé de tres
semanas de nacido en Florida muri6 a causa de salmonelosis por estar en
contacto con una tortuga que le fue regalada como mascota, asi como el caso de
19 personas, la mayoria nifios, de 11 estados de la union americana, los cuales
enfermaron con Salmonella sp., luego de haber manipulado tortugas en mercados
o tiendas de mascotas, por lo que en su boletin semanal de morbilidad y
mortalidad (Morbidity and Mortality Weekly Report), muestra que los reptiles y
anfibios, como las tortugas que son utilizadas como mascotas, producen alrededor
del 6% de todos los casos de salmonelosis y del 11% de éstas infecciones en

sujetos menores de 21 afios.

En México no hay reportes de este tipo de infecciones causadas por reptiles, de
ahi que se desconoce si las tortugas que son adoptadas como mascotas son
causa de alguna infeccion por Salmonella sp. en la poblacion. En este trabajo se
pretende comprobar que las tortugas son portadoras de Salmonella sp. a través
del aislamiento de éste microorganismo del agua de los tortugueros donde las

mantienen.
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4. OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar cepas del Género Salmonella, obtenidas a partir de agua de
expendios de tortugas y tortugueros domeésticos.

4.1 Objetivos particulares

3.1.1. Aislar Salmonella sp., a partir del agua de los tortugueros domésticos y de
expendios de tortugas.

3.1.2. Identificar Salmonella sp., por medio del método convencional de pruebas

bioquimicas.

3.1.3. Identificar Salmonella sp., por medio del método miniaturizado MEFAQUI.

3.1.4. Aglutinar con antisuero polivalente S-1 a las cepas presuntivas de
Salmonella sp.

5. HIPOTESIS

Si las tortugas son portadoras del Género Salmonella entonces se podra aislar a

este microorganismo del agua de los tortugueros.
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6. EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS

» Equipos:

> Material:

> Reactivos

Congelador REVCO (EQUIPAR S.A de C.V)
Autoclave (Hirayama)

Balanza analitica (OHAUS)

Campana de flujo laminar (VECO)

Incubadora a 37°C (Riossa)

Liofilizadora Freeze Dryer 3 (LABCONCO)
Refrigerador (AMERICAN)

Centrifugadora

Placas de microtitulacion estéril de 96 pozos de fondo
en U (COSTAR)

Membrana de nitrocelulosa de 0.45um de poro
(Millipore)

Puntas de polietileno color amarillo estériles (Rainin
Instrument C.A.INC)

Porta puntas (Rainin Instrument C.A.INC)

Micropipeta 100uL Finnpipette (Labsystems)

Material de laboratorio

Equipo de filtracion Swinnex (Millipore)

Tubos para centrifuga de 50mL

Lugol

Rojo de Metilo

Alfa naftol

Hidréxido de potasio

Zinc

Griss A

Griss B

Erlich o Kovaks

Cloruro Férrico

Aceite mineral
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» Sustratosy

medios de cultivo

Glucosa (SIGMA)
Urea (SIGMA)
Lisina (SIGMA)
Ornitina (SIGMA)
Arginina (SIGMA)
Trehalosa (SIGMA)
Lactosa (SIGMA)
Sacarosa (SIGMA)
Manitol (SIGMA)
Maltosa (SIGMA)
Xilosa (SIGMA)
Ramnosa (SIGMA)
Rafinosa (SIGMA)
Sorbitol (SIGMA)
Inositol (SIGMA)
Dulcitol (SIGMA)
Salicina (SIGMA)
Arabinosa (SIGMA)
Nitrato de potasio
Polipeptona
Fosfato dipotasico
Fosfato monopotésico
Peptona de caseina
Cloruro de sodio
Citrato de sodio
Tiosulfato de sodio
Sulfato férrico 10%
Sulfato de magnesio
Rojo de fenol

Azul de bromotimol
Medio SIM
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Medio RM-VP

Caldo Nitrato (SIGMA)
Caldo Fenilalanina (Bioxon)
Caldo Malonato (Bioxon)
Extracto de carne

Urea

Monofosfato de amonio
Extracto de levadura

Base de Mouller

Medio OF

Medio CTA

Medio BHI

Medio Citrato de Simmons

Suero polivalente para Salmonella Vi s-1 y Salmonella
del grupo A-I
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7. METODOLOGIA

Preparacionde Preparacion de Preparacion de Recoleccionde Centrifugado
sustratos MEFAQUI BQT muestras 1

A A4

Incubacion
24hrs 37°C

S N

Suspensiénbacteriana  Siembraen agar Mac Conkey  Slembra erfagar S8 Muestra en caldo
Inoculadode BAT  en sy tetrationato

Incubacion
24hrs 37°C

Lecturade BQT Lectura de MEFAQUI
Inoculado de MEFAQUI

FIGURA 2. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para el aislamiento e
identificacion del Género Salmonella.
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7.1 Preparacién de sustratos para las pruebas bioquimicas en tubo (método

convencional)

Se prepararon 12 sustratos: SIM, Caldo VP-RM, Caldo Nitrato, Agar Citrato de
Simmons, O/F de glucosa, O/F de lactosa, Caldo malonato-fenilalanina, Agar
Hierro de Kligler, Caldo Urea, Lisina, Ornitina y Arginina, de acuerdo a las
instrucciones del proveedor.

7.2 Preparacion de sustratos para las pruebas bioquimicas miniaturizadas.

Se prepararon 26 sustratos a doble concentracion, de acuerdo con MacFaddin
(2003), todos los sustratos se esterilizaron por filtracion con membranas. Los

sustratos preparados se mencionan a continuacion:

Para la fermentacién de hidratos de carbono: GLU, LAC, SAC, MAN, XIL, RAM,
RAF, SOR, INO, DUL, SAL, ARA.

Para la asimilacion de sustratos: CIT y MAL.

Para las reacciones de descarboxilacién de aminoacidos: LIS; ORN y ARG.

Para la desaminacion de aminoécidos: FDA.

Otras pruebas: NIT; Hidrdlisis de URE; RM; VP; H,S; IND; Oxido/Fermentacion de
la Glucosa (O/Fglu).

Como control de calidad de los sustratos, las placas se inocularon con dos cepas
de referencia: Enterobacter aerogenes y Proteus vulgaris.
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7.3 Preparacion de MEFAQUI en placas de microtitulacion.

En una placa de microtitulacion, se agregaron en condiciones asépticas con una
micropipeta 100 pyL cada uno de los sustratos por pozo. Todas las actividades se
realizaron dentro de una campana de flujo laminar vertical. Las placas se
colocaron a -72°C en un ultracongelador por 24 horas; se liofilizaron por 4 horas a
-44°C y 22 pulgadas de Hg de presién, se envolvieron en papel kraftin, se
colocaron en bolsas de plastico. Se almacenaron en un lugar seco y fresco hasta

Su uso.

FIGURA 3. Sustratos preparados a doble
concentracion para la realizacion del
micrométodo MEFAQUI
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FIGURA 4. Llenado de la placa de microtitulacion para la
realizacion del micrométodo MEFAQUI con cada uno de los
sustratos

FIGURA 5. Placa de microtitulacion para la realizacion del
micrométodo MEFAQUI después de ser liofilizados los
sustratos
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FIGURA 6. Placa de microtitulacion para la realizacion del
micrométodo MEFAQUI después de ser inoculados los pozos
y antes de la incubacién

FIGURA 7. Placa de microtitulacién para la realizacion del
micrométodo MEFAQUI después de incubacion a 37°C,
donde se puede observar en A) Proteus mirabilis y en B)
Salmonella sp.
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7.4 Preparacién de medios de cultivo

Todos los medios de cultivo se prepararon de acuerdo a las instrucciones del
proveedor: El caldo tetrationato en tubos de 16 X 150mm con tapén de rosca. El
Agar Salmonella-Shigella y agar MacConkey en placas de Petri. El medio CTA en
tubos de 13x100 con tapdén de rosca. Una vez preparados se guardaron a 4° C
hasta su uso.

7.5 Procesamiento de las muestras (agua de tortugueros) y aislamiento

Se obtuvieron 50 muestras de agua de tortugueros de las cuales 29 provienen de
acuarios y 21 de tortugueros domésticos.

Las muestras se colocaron en tubos para centrifuga, se centrifugaron a 2500 rpm
durante 10 minutos, se desechd el sobrenadante, el sedimento se deposité en
tubos con caldo tetrationato, se les agregd unas gotas de lugol y se incubé a 37°C
por 24 hrs. Con asa bacterioldégica se tomé una asada y se inoculé por estria
cruzada en agar SS y se incub6 a 37°C por 24 horas. Las colonias con
caracteristicas de Salmonella sp. se seleccionaron y resembraron en agar
MacConkey, se incubaron a 37°C por 24 hrs. Las colonias lactosa negativa se
resembraron en agar MacConkey, se incubaron a 37°C por 24 hrs, una vez
obtenidas las colonias lactosa negativa se guardaron en agar CTA para su
posterior identificacion.

7.6 ldentificacion de las cepas mediante bioquimica en tubo y MEFAQUI

Todas las cepas se reactivaron en caldo BHI y se incubaron a 37°C por 24 hrs, se
sembraron en agar MacConkey por estria cruzada, se incubaron a 37°C por 24
horas, cada una de las cepas se inoculd en los sustratos para las pruebas

bioquimicas en tubo y se incubaron a 37°C por 24 horas.
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Para inocular las placas de microtitulacion, primero se preparé una suspension
bacteriana en tubos de 16x150 con tapon de rosca con 10 mL de solucion salina
isotonica (SSI) estéril a la concentracién 1 de la escala de Mac Farland. En
condiciones asépticas, en la campana de flujo laminar vertical, se depositaron 100
pL de la suspension bacteriana para cada sustrato (pozo). Después de la
incubacion a 37°C por 24 horas, se agregaron los reactivos correspondientes para
revelar las pruebas que asi lo requirieron. Todos los resultados se interpretaron de
acuerdo al MacFaddin (2003).

7.7 Conservacion de las cepas

Se preparé 3mL de caldo BHI con glicerol al 15% en tubos de 13X100 de acuerdo

a las instrucciones del proveedor.

Se inocularon los tubos con cada una de las cepas y se transfirieron a tubos
eppendorf y se guardaron en un ultracongelador a -70°C

7.8 Aglutinacién de Salmonella sp.

Las cepas con identificacion presuntiva de Salmonella sp, fueron aglutinadas con
el antisuero polivalente S-1 [Salmonella del grupo A al I, mas el antigeno Vi
(Sanofi Pasteur)].

7.9 Ecuaciones para determinar la sensibilidad, especificidad y exactitud

La sensibilidad indica la frecuencia de los resultados positivos en ambos métodos
(verdaderos positivos), esto es positividad expresada en porcentaje

., S=—— X100
Ecuacion 1......... VP+FN

VP= Verdadero Positivo
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FN= Falso Negativo

La especificidad indica la frecuencia de resultados negativos para ambos métodos
(verdaderos negativos):

VN
L, Es=—— X 100
Ecuacion 2......... N + FF
VN= Verdadero Negativo

FP= Falso Positivo

La exactitud de una prueba indica el porcentaje de los métodos que dan positivos

y negativos, las pruebas que son interpretadas correctamente.

VP + VN

., Ex = X100
Ecuacion 3......... VP+FFP+ VN +FN
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8. RESULTADOS

De las 50 muestras de agua de tortugueros procesadas se logro aislar un total de
44 cepas sospechosas de ser Salmonella sp., de las cuales 16 fueron
conseguidas de 29 muestras de tortugueros de establecimientos vendedoras de
estos animales y las 28 cepas restantes de 21 muestras de tortugueros
domésticos (TABLA 5). Todas las cepas fueron llevadas a identificacion por medio
de los dos métodos, el método convencional de identificacion bacteriana (prueba
en tubo) y MEFAQUI (Rojo 2003), los resultados obtenidos de la caracterizacion
de las cepas fueron similares en cuanto a la identificacion (TABLA 6), por lo que
se logré obtener un total de 15 cepas pertenecientes al Género Salmonella, de
estas 5 (10%) fueron aisladas de muestras de tortugueros de establecimientos
expendedoras y 10 (20%) de muestras de tortugueros domésticos. Del resto de las
cepas, 11 pertenecieron al Género Proteus, 2 al Género Citrobacter, 2 al Género
Pantotea, 2 al Género Shigella, 3 al Género Shewanella, 4 al Género
Edwardsiella, 1 al Género Escherichia, 2 al Género Pseudomonas y 2 al Género

Aeromonas (TABLA 5).

De las 15 cepas con identificacién presuntiva de Salmonella sp. 6 de ellas fueron
aglutinadas con el antisuero polivalente para Salmonella Vi S-1 y Salmonella del
grupo A-l, las 6 cepas aglutinaron con el suero polivalente Vi y dos de ellas

aglutinaron con el suero del Grupo B (TABLA 7).

TABLA 5. Numero de cepas aisladas de acuarios y de tortugueros domésticos.

GENERO
MUESTRA | Salmonella | Proteus | Citrobacter | Pantoea | Shigella | Shewanella | Edwardsiella | Escherichia | Pseudomonas | Aeromonas
ACUARIO 5 6 0 0 0 2 3 0 0 0
DOMESTICO 8 5 2 2 2 1 1 1 2 2
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TABLA 6. Comparaciéon de las pruebas de identificacion bioquimica por
MEFAQUI y el método convencional para la identificacion del Género
Salmonella.

No. 1 2 3 4 5 6 7 8
CEPAS Salmonella | Salmonella | Salmonella | Salmonella | Salmonella | Salmonella | Salmonella | Salmonella
sp. sp. sp. sp. sp. sp. sp. sp.
BQ’s MF | BQT | MF | BQT | MF | BQT | MF | BQT | MF | BQT | MF | BQT | MF | BQT | MF | BQT
OX/GLU + + + + + + + + + + + + |+ + + +
FER/GLU + + + + + + + + + + + + |+ + + +
IND - - - - - - - - - - - - - - - -
RM + + - + + + + + + + - - + + - +
VP - - - - - - - - - - - - - - - -
NIT + + + + + + |+ + + +
H,S + + + + + + |+ + - +
CIT - + + - + - + - - + + |+ + + +
UREA - - - - - - - - - - - - - - - -
LIS + + + + + + + + + + + +
ORN + + + + + + + + + + + +
ARG - + + + - - + + + + + + + +
FDA - - - - - - - - - - - - - - -
MAL - - - + - - - - - - - - + - + -
TREH + + + + + - + +
GLU + + + + + + + + + + + + |+ + + +
LAC - - - - - - - - - - - - - - - -
SAC - - - - - + - +
MAN + + + + + +
MALT + - - + - - +
XIL - + - - + - -
RAM - - - + + - +
RAF - - - - - - - -
SOR - - - + - - +
INO - - - + - -
DUL - - - - + - +
SAL - - - - - - - -
ARA + + + + + - - -

MF= MEFAQUI BQT= BIOQUIMICA EN TUBO
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Continuacion TABLA 6.

TABLA 6. Comparaciéon de las pruebas de identificacion bioquimica por
MEFAQUI y el método convencional para la identificacion del Género
Salmonella.

No. 9 10 11 12 13 14 15
CEPAS Salmonella | Salmonella | Salmonella | Salmonella | Salmonella | Salmonella | Salmonella
sp. sp. sp. sp. sp. sp. sp.
BQ’'s MM | BQT | MM | BQT | MM | BQT | MM | BQT | MM | BQT | MM | BQT | MM | BQT
OX/GLU + + + + + + + + + + + + + +
FER/GLU + + + + + + + + + + + + + +
IND - - - - - - - - - - - - - -
RM + + + + + + + + - + + + - -
NIT + + + + + + + + + +
H,S + + + + + + + + - +
CIT + + + + + + + + - + -
UREA - - - - - - - - - - - - - -
LIS + + + + + + + + - + + + +
ORN + + + + + + + + + + + + + +
ARG + + + + + + + + - - + + + +
FDA - - - - - - - - - - - - - -
MAL - - - - - + - - - - - + - +
TREH + + + + -
GLU + + + + + + + + + + + + + +
LAC - - - - - - - - - - - - - -
SAC - - - - - -
MAN + + + + R -
MALT - + + + - - -
XIL - + + + - - -
RAM - + + + - - -
RAF - - - - - - -
SOR - - - + - - -
INO - + - - -
DUL - + - - -
SAL - - - - - - -
ARA + + + + - - -

MF= MEFAQUI  BQT= BIOQUIMICA EN TUBO
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TABLA 7. Resultados de la aglutinacién con el suero
Polivalente A-1 + Vi y grupo B de las 6 cepas
presuntivas de Salmonella sp.

MUESTRA Salmonella

Poli A-1 + Vi grupo B
1. Salmonella + -
2. Salmonella + -
3. Salmonella + +
4. Salmonella + -
5. Salmonella + +
6. Salmonella + -

En cuanto a la comparacion de las pruebas de identificacion realizadas a las
cepas de Salmonella sp. por los dos métodos y comparadas con la bibliografia, se
pudo observar una concordancia del 87%, debido a que en MEFAQUI de las 15
cepas de Salmonella sp. identificadas por la bioquimica en tubo, sélo pudo
reconocer 13, porque no se observl la produccion de H,S en dos cepas. Asi
mismo, los sustratos que también dieron reaccion diferente en los dos métodos,
pero que no causaron cambio en la identificacién fueron RM, H,S, CIT, LIS, ARG y
MAL (TABLA 8). De estos, podemos resaltar que el MAL tuvo 5 reacciones
diferentes, mientras que el CIT presenta 4, el RM 3, LIS y ARG 1 cada una de
reacciones desiguales entre los dos métodos, en comparacion con la literatura
(Murray, 2007).

60


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

TABLA 8. Sustratos que presentaron
diferencias en la reaccion por los dos

meétodos.

SUSTRATO | TOTAL | REACCION | MM | BQT
Positiva 0 3

RM 3 ,
Negativa 3 0
Positiva 0 2

H,S 2 ;
Negativa 2 0
Positiva 0 5

CIT 5 .
Negativa 5 0
Positiva 2 0

LIS 2 ;
Negativa 0 2
Positiva 0 1

ARG 1 ;
Negativa 1 0
Positiva 2 4

MAL 6 ;
Negativa 4 2

De acuerdo a la comparacién de los resultados obtenidos para la caracterizacion
de las 44 cepas aisladas, por los dos métodos se determiné la eficiencia de los
sustratos que presentan diferencias en la identificacion (TABLA 8), donde se
observaron diferentes porcentajes de sensibilidad (ecuacién 1), especificidad
(ecuacion 2) y exactitud (ecuacion 3) para cada uno de ellos por los dos métodos
(MEFAQUI y método convencional) los resultados se pueden observar en la
TABLA 9. Donde se resalta que el RM present6é una sensibilidad del 76.9%, una
especificidad del 100% y una exactitud del 80%, el H,S presenté una sensibilidad
del 86.7%, una especificidad del 0% y una exactitud del 86.7%, el CIT presentd
una sensibilidad del 58.3%, una especificidad del 100% y una exactitud del 66.7%,
la LIS presenté una sensibilidad del 100%, una especificidad de 33.3% y una
exactitud del 86.7%, la ARG presenté una sensibilidad del 92,3%, una
especificidad del 100% y una exactitud del 93.3%, el MAL presentdé una
sensibilidad del 0%, una especificidad del 81.8% y una exactitud del 60%. (TABLA
9)
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TABLA 9. Sensibilidad, especificidad y exactitud de los
sustratos para las 44 cepas identificadas por los dos
métodos.

Sustrato | Sensibilidad (%) | Especificidad (%) | Exactitud (%)
RM 76.9 100 80
H,S 86.7 0 86.7
CIT 58.3 100 66.7
LIS 100 33.3 86.7
ARG 92.3 100 93.3
MAL 0 81.8 60
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9. ANALISIS DE RESULTADOS

En USA desde la década de los 70’s el CDC ha reportado, que las tortugas no
pueden ser mascotas para los infantes, debido a la colonizacion de estas con
Salmonella sp. Desafortunadamente en México no existen reportes o estudios por
parte de la Secretaria de Salud donde se involucre a las tortugas como causantes
de infecciones por Salmonella sp., en el presente estudio se logr6é aislar e
identificar 15 (30%) cepas de Salmonella sp., a partir de 50 muestras de agua de
tortugueros obtenidas de establecimientos expendedoras de tortugas y tortugueros
domésticos. Con éste resultado se puede decir al igual que lo reportado por el
CDC, que las tortugas son portadoras de Salmonella sp. y por lo tanto si es
posible aislar a éste microorganismo del agua donde se encuentran. Es importante
resaltar, que el 20% de los aislados proviene de tortugueros domésticos, lo que
podriamos asumir que no hay un recambio continuo del agua de los tortugueros y
se van acumulando los microorganismos. Ademas, se puede resaltar que el
Género Salmonella no fue el Unico patdégeno que se logré aislar sino que también

otros como:

Shigella que es un Género de bacterias que pueden ocasionar diarreas en los
seres humanos, la infeccion, tipicamente comienza por contaminacion fecal-oral.
Dependiendo de la edad y la condicién del hospedador, puede ser la causa de
disenteria, resultado de la destruccion de células epiteliales de la mucosa
intestinal a nivel del ciego y el recto.

Edwardsiella que es un Género que se asemeja a las Salmonella sp. en algunos
aspectos bioquimicos y a veces en su patogenicidad. Ya que, la especie E. tarda
es la Unica del género que produce enfermedad en los humanos misma que puede
llegar a producir gastroenteritis en el 50 a 80% de los casos, produciendo infeccién

leve en la mayoria, 0 grave en ocasiones.

Aeromonas que es un Género al que se le han descrito catorce especies, la
mayoria de las cuales estan asociadas con enfermedades humanas. Las especies

mas importantes son A. hydrophila, A. caviae y A. veronii biovar sobria. Las dos
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principales enfermedades asociadas con Aeromonas son la gastroenteritis y las
infecciones de heridas, con o sin bacteriemia. La gastroenteritis generalmente se
produce por la ingestion de agua o de alimentos contaminados, mientras que las

infecciones de heridas son el resultado de la exposicién al agua contaminada.

Por lo que se puede recomendar, que las tortugas no sean usadas como
mascotas 0 en su caso, hacer un recambio continuo del agua de tortugueros y de
esta forma evitar en lo posible la transmision de este patdégeno potencial a nifios

gue las adquieren como mascotas.

Por otro lado, en cuanto a la correlacion de los 2 métodos bioquimicos, tenemos
gue Rojo Alatorre en su estudio no midié la concordancia entre el micrométodo y
el método convencional de identificacion bacteriana por sustrato, solo realizé la
comparacioén a nivel de identificacion, mientras que en este estudio se comparé la
correlacion para cada sustrato en identificacion realizada a las cepas de
Salmonella sp. por los dos métodos y comparadas con la bibliografia, donde se
pudo observar, que de los 29 sustratos en 6 de ellos se vio que el MAL tuvo 5
reacciones diferentes, mientras que el CIT presentd 4, el RM 3, H,S 2, LISy ARG
1 cada una de reacciones desiguales entre los dos métodos. Ademas hay que
resaltar que 6 de las cepas con identificacién presuntiva de Salmonella sp. fueron
aglutinadas con suero polivalente para Salmonella sp., donde se obtuvo una

aglutinacién positiva.

En general para las 44 cepas se logré tener un porcentaje en la identificacion del
95% para MEFAQUI. Este porcentaje es debido a que dos cepas presuntamente
como Salmonella sp. presentaron reaccion diferente en la produccién de H,S para
MEFAQUI, que en la bibliografia la refiere como una identificacion contraria a la
bioquimica en tubo. Ademas, se encontraron diferencias en la lectura de 6
sustratos mas, lo cual no fue motivo para cambiar la identificacion de las cepas al
ser comparadas con tablas en la bibliografia (Murray, 2007). Al extender la
semejanza de los sustratos en las 44 cepas se observa que existieron 19

diferencias en los dos métodos, que al compararlos con la bibliografia se observo
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para MEFAQUI 6 reacciones con el mismo resultado que el indicado en la
literatura, en 8 un resultado diferente y en las 5 restantes la literatura indica que
hay reaccion variable, por lo que estos ultimos no pueden ser considerados una
buena comparacién con los resultados de MEFAQUI, debido a que cualquier
resultado que se obtenga, ya sea positivo 0 negativo no es un buen indicador

confiable.

Es asi que, al hacer la comparacion de MEFAQUI con la literatura (Murray, 2007)
los sustratos donde hubo un mayor numero de divergencias entre los dos métodos
fue el MAL con 6 reacciones diferentes de las cuales 2 son positivas y 4
negativas, al hacer la comparacién con la bibliografia 4 son iguales y 2 son
diferentes. Para el Citrato se observaron 5 reacciones diferentes de las cuales 5
fueron negativas, esta nos indica que no se puede hacer una comparacion ya que
para S. tiphy tiene que ser una reacciOn negativa pero para otras especies de
Salmonella es variable por lo tanto el Citrato presenta resultados confiables al no
tener resultados diferentes a los reportados en la bibliografia. En RM se
observaron 3 reacciones diferentes al reportado en la bibliografia. En H,S se
vieron 2 reacciones diferentes de las cuales 2 son negativas, al comparar el
micrométodo con tablas, las 2 reacciones fueron diferente al reportado en la
literatura. Para LIS se observaron 2 reacciones que mostraron diferencias, las
cuales fueron positivas, la comparacion con tablas nos dice que las 2 son iguales
al de la literatura. En ARG se observé una reaccion diferente al método
convencional que fue negativa, para MEFAQUI en la comparacion, la reaccién
observada con la bibliografia, es diferente al reportado en esta.

Rojo Alatorre reporté una sensibilidad, especificidad y exactitud por arriba del 90%
en la identificacion, en este estudio se obtuvo la sensibilidad, especificidad y
exactitud para cada uno de los sustratos donde 20 de ellos obtuvieron
sensibilidad, especificidad y exactitud por arriba del 90%, los 6 restantes (RM,
H.S, CIT, LIS, ARG y MAL) fue como sigue: el RM presentd una sensibilidad del
76.9% , una especificidad del 100% y una exactitud del 80%, el H2S presentd una
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sensibilidad del 86.7% , una especificidad del 0% y una exactitud del 86.7%, el CIT
presentd una sensibilidad del 58.3%, una especificidad del 100% y una exactitud
del 66.7%, la LIS present6 una sensibilidad del 100%, una especificidad de 33.3%
y una exactitud del 86.7%, la ARG presenté una sensibilidad del 92,3%, una
especificidad del 100% y una exactitud del 93.3%, el MAL presentdé una
sensibilidad del 0%, una especificidad del 81.8% y una exactitud del 60%. Con
estos resultados se puede decir que MEFAQUI es confiable en la identificacion,
pero si es recomendable hacer mejoras en los sustratos para tener una mayor

confiabilidad en los resultados.
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10. CONCLUSIONES

» Se logro aislar e identificar a 15 cepas del Género Salmonella de las cuales
5 fueron aisladas de muestras de agua de tortugueros de establecimientos
expendedores de tortugas y 10 de muestras agua de tortugueros

domésticos.

» ElI 20% de los aislamientos de Salmonella sp. son de tortugueros

domésticos.

» Se lograron aislar otros patégenos como Shigella sp., Edwardsiella sp.,

Aeromonas sp.
» La comparacion en la identificacion bacteriana por los 2 métodos
bioquimicos, MEFAQUI obtuvo un 95% de concordancia con la bioquimica

en tubo.

» MEFAQUI es un test bioquimico con resultados confiables.
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11. SUGERENCIAS Y PERSPECTIVAS

» Se debe realizar un recambio continuo del agua de los tortugueros

domésticos para evitar alguna infeccion causada por Salmonella sp.

» Se debe prohibir la venta de tortugas como mascotas debido a que pueden

ser una fuente potencial para la transmisién de Salmonella sp.

> Realizar el mismo procedimiento pero ahora en busca de bacterias Gram

positivas.

» Realizar PCR a todas las cepas de Salmonella sp.
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