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RESUMEN

Los miembros del género Enterobacteria estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza,
se encuentran como comensales y patdgenos en el tracto gastrointestinal de mamiferos
domeésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos, causando un amplio espectro de
enfermedades en sus hospederos, considerandose como la principal causa de importancia en
salud puablica. El presente estudio tuvo como objetivo determinar a través de andlisis
microbioldgicos la resistencia de las cepas de enterobacterias aisladas en muestras cloacales
de lagartos caiman (Dracaena guianensis) de crianza en cautiverio en un zoocriadero de
Lima. Se colectaron muestras de 57 animales las que fueron conservadas en tubos falcon
con medio de transporte bacteriano Stuard (Merck) a 4°C aproximadamente y remitidos al
laboratorio de microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur para su procesamiento; el
aislamiento se realizd en agar sangre y McConckey, la identificacion a través de pruebas
bioquimicas que evidencien sus caracteristicas metabolicas, se determind el perfil de
resistencia antibidtica por medio del método de disco difusion Kirby Bauer siguiendo la
metodologia del INS. Los resultados muestran microorganismos de los géneros Shigella sp.
15.32% (19/124), Enterobacter cloacae 12.09% (15/124), Enterobacter aerogenes 11.29%
(14/124) y Pseudomona aeruginosa Las pruebas de sensibilidad a antibacterianos
determinaron mas del 90% de sensibilidad a ciprofloxacina, gentamicina, enrofloxacina y
nitrofurantoina, mas del 80% de sensibilidad a ceftriaxona, neomicina, cefuroxima y
estreptomicina, 62% de resistencia a tetraciclina y 73% de resistencia a acido nalidixico. Es
el primer estudio microbiolégico de cloaca en Lagartos caiman (Dracaena guianensis) para

reconocer su valor zoon6tico y determinacién de resistencia antibacteriana.

Palabras Claves: Dracaena guianensis, lagarto caiman, microbiota entérica,
antimicrobianos, zoonosis.
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ABSTRACT

The members of the genre Enterobacteria are widely distributed in nature, they are found
as diners and pathogens in the gastrointestinal tract of domestic and wild mammals,
reptiles, birds and insects, causing a broad spectrum of diseases in their hosts, regarding
them as the main cause of importance to public health. The current study had as an
objective to determine through microbiological analyzes the resistance of the strains of
enterobacteria isolated in sewages, samples of lizards cayman (Dracaena guianensis) of
captive breeding in a breeding ground of Lima. Samples were collected from 57 animals
which were maintained in Falcon tubes with bacterial Stuard means of transport (Merck) to
4°C approximately and were sent to the microbiology laboratory of the Cientifica del Sur
University for processing; the isolation was performed on blood agar and McConckey,
identification through biochemical tests that demonstrate their metabolic characteristics, it
was determined the profile of antibiotic resistance by the method of disc diffusion
Kirby Bauer following the methodology of the INS. The results showed micro-organisms
predominant genera Shigella sp. 15.32% (19/124), Enterobacter cloacae 12.09% (15/124),
Enterobacter aerogenes 11.29% (14/124) y Pseudomona aeruginosa. Susceptibility tests to
antibacterials identified more than 90% of sensitivity to ciprofloxacin, gentamycin,
enrofloxacin and nitrofurantoin, more than 80% susceptibility to ceftriaxone, neomycin,
cefuroxime and streptomycin, 62% of resistance to tetracycline and 73% of resistance to
nalidixic acid. It is the first microbiologic study was the cloacal Lizards cayman (Dracaena

guianensis) to recognize its zoonotic value and determination of antibacterial resistance.

Key words: Dracaena guianensis, cayman lizard, enteric microbiota, antimicrobials,
ZOONOoses.
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I. INTRODUCCION

Los lagartos del género Dracaena son individuos endémicos de habitats neotropicales, pertenecen a
la familia Teiidae, de orden Squamata, clase Reptilia, filo Chordata, reino Animalia; dentro del
género Dracaena, encontramos dos especies: Dracaena guianensis y Dracaena paraguayensis.
Siendo la especie mas distribuida Dracaena guianensis; la cual la podemos encontrar en toda la
Amazonia.

Actualmente, Dracaena guianensis se encuentra en situacion indeterminada para nuestro Pais, y es
muy poco lo que se conoce acerca de esta especie. Sin embargo, forma parte del grupo de animales
silvestres mas comercializados tanto en Peri como en Latinoamérica; por lo tanto, es considerado
un potencial transmisor de patdgenos exoticos para la salud animal y publica.

En Latinoamérica, la investigacion acerca de microorganismos pertenecientes al género Enterobac-
teria se ha centrado en relacion con las enfermedades transmitidas por agua y alimentos (ETA),
siendo poco lo investigado con respecto a la transmision por reptiles donde estas enterobacterias
son parte de la flora intestinal normal. Sin embargo las autoridades reguladoras del medio ambiente
reconocen el riesgo zoondtico que representan las especies silvestres frente a la poblacion humana
(Hernéndez, 2004).

Los reptiles frecuentemente son portadores asintomaticos de una gran variedad de enterobacterias
con potencial patogénico; por lo que, los casos clinicos son reportados con menor frecuencia (Ram-
say et al., 2002). Sin embargo, numerosos estudios han asociado las enterobacterias con altos nive-
les de mortalidad en serpientes y tortugas, a su vez un gran porcentaje de investigaciones implican
la herpetofauna con la transmision de enterobacterias a los humanos, lo cual permite establecer la
capacidad de generar procesos de infecciones zoondticas y la importancia de la bacteria a nivel de

salud publica (Saelinger y Lewbart, 2006).

De manera natural los reptiles son susceptibles a enfermedades que contribuyen a la disminucion de
sus poblaciones; aunque en la mayoria de los casos se desconoce la accion patégena de los micro-
organismos sobre estas especies silvestres, ignorandose el impacto que tienen las enfermedades

bacterianas sobre las mismas, asi como el tratamiento ideal para combatir los signos producidos
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éste tipo de endopatdgenos no se asocia necesariamente con estados de enfermedad (Lax et al.,
1995). Desde el punto de vista profilactico, la susceptibilidad a patologias causadas por enterobacte-
rias en reptiles se relaciona con estados de depresion en el animal, que pueden producirse a causa
del estrés por el cautiverio, alteracion en temperaturas medioambientales, el nimero de microorga-

nismos presentes, edad, estado nutricional del animal, entre otras (Douglas y Stephen, 2006).

Estudios sobre Enterobacteria sp. en especies silvestres demuestran que su presencia es constante,
pero se deben conocer las variedades implicadas y la sensibilidad que tienen tanto animales cauti-
vos como silvestres para ser afectados por el microorganismo con el fin de minimizar los posibles
inconvenientes que se puedan presentar en los programas de recuperacion debido a enfermedades
asociadas al enteropatégeno; ademas, parece ser que en los centros donde los reptiles estan en con-
diciones de cautividad, hay mas posibilidad de aislamiento de estas bacterias que en estado libre
(Ramsay et al., 2002).
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La familia Enterobacteriaceae (bacterias entéricas), pertenece al orden XIIl Enterobacteriales. Se-
gun la segunda edicion 2001 del Manual Bergey de Bacteriologia Sistematica, estd conformada por
41 géneros y méas de 100 especies (Quinn et al., 2002), aunque menos de la mitad tienen interés
desde el punto de vista veterinario (Stanchi, 2007). Su habitat natural es el intestino y muchos de
estos microorganismos provocan enfermedades tanto en los animales productores de alimentos,
como en los animales de compariia y en el hombre (Biberstein y Chung Zee, 1994). Esta familia
incluye géneros de gran importancia a nivel epidemiolégico como son Escherichia coli, Shigella

sp., Salmonella sp., Yersinia sp., Morganella sp., y Arizona sp., entre otras (Jawetz et al., 2005).

Los microorganismos de esta familia son parecidos en cuanto a su morfologia y caracteres tintoria-
les por ser bacilos gramnegativos asporogenos de un tamafio de 2-3 um por 0.4 — 0.6 um, catalasa
positivos y oxidasa negativos, por carecer de citocromo c, lo cual es una propiedad bioquimica util
en el aspecto diagnostico de la familia (Biberstein y Chung Zee, 1990; Stanchi, 2007). Los repre-
sentantes de este grupo de microorganismos son anaerobios facultativos; en condiciones anaerobias,
su crecimiento depende que en el medio existan carbohidratos como fuente de carbono; en aerobio-
sis, la gama de sustratos apropiados para su crecimiento incluye acidos organicos, aminoacidos y
carbohidratos (Biberstein y Chung Zee, 1990). Mediante observacion microscépica resulta dificil
poder diferenciar a los representantes de un determinado género de los que pertenecen a otros. Por
lo tanto, resulta clave para el diagndstico los productos resultantes de la fermentacion de azlcares.

Casi todos los microorganismos de este grupo fermentan la glucosa a &cido pirtvico por la via de
Embden Meyerhoff (glicolisis); fermentan la D-glucosa a menudo con produccion de gas, reducen
los nitratos a nitritos y poseen un contenido de DNA del 39 al 59% de guanina mas citosina (G+C),

algunos poseen capsula (Bilberstein y Chung Zee, 1990; Stanchi, 2007).
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una enterobacteria. A partir de ahi se realiza la identificacion, fundamentalmente por las caracteris-
ticas bioquimicas para estudiar el metabolismo proteico (presencia de ureasa, produccion de indol,
degradacion del triptofano), el metabolismo glucosidico (fermentacion de azucares: glucosa, lacto-
sa, sacarosa, etc.), la capacidad de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono, la presencia de
enzimas descarboxilasa y desaminasas y la produccion de hidrégeno sulfurado, entre las caracteris-

ticas méas importantes (Biberstein y Chung Zee, 1990).

Las enterobacterias pueden comportarse como apatdgenas, patdgenas oportunistas y patdégenas im-
portantes. Las primeras, pueden encontrarse como contaminantes de muestras clinicas, siendo aisla-
das del alimento y/o material fecal, como es el caso de Hafnia; las enterobacterias patdégenas opor-
tunistas ocasionalmente producen enfermedad a nivel del tracto digestivo, mientras que las patoge-
nas importantes pueden causar dafios entéricos y sistémicos, por poseer una estructura antigénica
compleja y producir varias toxinas y otros factores de virulencia (Baumler et al., 1998, Biberstein y
Chung Zee, 1990, Mufioz et al., 2000).

2.1 Especie en estudio

2.1.1 Teidos
En la actualidad, se conoce a la familia Teiidae como la familia del Nuevo Mundo, las especies que
pertenecen a esta familia las podemos encontrar en todo el sur y oeste de los Estados Unidos, Méxi-
co, Centroamérica, islas del Caribe, y en gran parte de América del Sur (con excepcion de los An-
des y el extremo sur del continente (Pianka y Vitt, 2006).
Desde la publicacion de Burt y Burt en 1931, muy poca informacion nueva se conoce acerca de los
lagartos del noroeste de América del Sur. El reporte de Dunn (1944), ha sido de gran valor como
fuente de referencia para Sudamérica (en especial Colombia), pero la distribucion de muchas espe-
cies son aun poco conocidas (Tamsitt y Valdivieso, 1963). Entre los nuevos géneros encontramos:
Ameiva, Callopistes, Cnemidophorus, Crocodilurus, Dicrodon, Dracaena, Kentropyx, Teius, y Tu-
pinambis (Presch, 1974).
El género Ameiva estd compuesta actualmente por 32 especies reconocidas distribuidos en Ameérica
Central y del Sur (Hower y Hedges, 2003). En Peru, existen cuatro especies de lagartos del género
Ameiva: A. ameiva, A. bifrontata, A. edracantha y A.septemlineata, con las dos Ultimas acaecidas
dentro del Parque Nacional Cerros de Amotape. Ameiva edracantha (Bocourt, 1874), es un lagarto
de tamafio mediano (Jordan, 2010) distribuidos en el noroeste de Perd y suroeste de Ecuador. Amei-
va edracantha se ha registrado en el bosque seco Yy tropical del Pacifico en el noroeste de Pert (Ca-

rrillo e Icochea, 1995; Jordan, 2010) y en los arbustos secos y lomas en el centro de Peru.
10
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tas de acuerdo para Maslin y Secoy (1986), y cuarenta y cinco especies, de acuerdo con Wright
(1993). Estas especies se encuentran en una amplia gama de héabitats abiertos en Norte, Centro y
Sur de América (Peters y Donoso-Barros, 1986) con una mayor diversidad de especies en America
del Norte.

El teido Cnemidophorus de América del Sur se distribuye en tres principales grupos de especies:
lemniscatus, ocellifer y lacertoides. Hay cinco especies del complejo lemniscatus en sélo la amazo-
nia brasilefia, C. lemniscatus (cariotipo D), C. cryptus (cariotipos A, B, C), C. gramivagus (carioti-
po E); una en la Guayana, C. pseudolemniscatus (cariotipo F) (Peccinini-Seale y Frota-Pessoa,
1974; Avila-Pires, 1995; Cole y Dessauer, 1993); y uno en Venezuela, C. arenivagus (Markezich et
al., 1997).

Un miembro maés de la familia Teiidae es el género Dracaena. Este lagarto caimén tiene caracteris-
ticas morfoldgicas muy similares a su primo Tegu; dentro de estas las que més resaltan son: el cuer-
po voluminoso y las extremidades cortas. Dentro de este género destacan dos especies: Dracaena
guianensis y Dracaena paraguayensis. Dracaena guianensis tiene una mezcla entre un color verde
y marrén claro en el cuerpo y una mezcla entre naranja y rojo en la cabeza. Los machos tienden a
ser mas brillantes, con la cabeza de color mas roja que las hembras (ScollinsT., 2002). Dracaena
paraguayensis por el contrario, suelen ser mucho mas mondétonos, con cuerpos de color grisaceos y
duras escamas levantadas a lo largo de la porcion dorsal del cuerpo (Pianka y Vitt, 2003).

Los teidos suelen ser abundantes en habitats terrestres y algunos subterrdneos, pero raras veces se
los suelen encontrar en la vegetacion del suelo. Incluso teniendo en cuenta excepciones tales como
la especie arbdrea de Kentropyx, la cual la encontramos parcialmente en América del Sur (Vitt y
Carvalho, 1992); los teidos logran su mayor éxito en ambientes terrestres.

Los altos niveles de actividad son apoyados por las altas temperaturas del cuerpo, algunas de las
temperaturas mas altas del cuerpo en actividad entre los lagartos se produce en la familia Teiidae
(Casas-Andreu y Currola-Hidalgo, 1993). Lograr y mantener altas temperaturas corporales a altas
latitudes y altitudes es un gran desafio para la mayoria de los vertebrados ectotérmicos y esto puede
explicar la diversidad relativamente baja o incluso la ausencia de teiids en zonas templadas y en
altas elevaciones.

Entre otras caracteristicas se incluyen las pequefias escamas granulares en la superficie dorsal y
escamas grandes rectangulares que forman filas transversales en la region ventral.

Todas las especies de esta familia tienen las piernas completamente formadas y una morfologia

bastante distintiva que consiste en cuerpos aerodinamicos, colas largas, hocico relativamente
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2.1.2 Dracaena guianensis

Pertenece al género Dracaena, el cual pertenece a la familia Teiidae, de orden Squamata, clase
Reptilia, filo Chordata, reino Animalia. Tiene una distribucion muy amplia, la podemos encontrar a
lo largo de la cuenca amazonica del Brasil, Venezuela, Colombia, Ecuador y Peru (Pianka y Vitt,
2006).

Una de las maneras més féciles de identificar un lagarto caiman es por su patron de color Unico.
Estos lagartos tienen un cuerpo de color oliva a verde brillante con una cabeza de color rojo o na-
ranja. La cola es gruesa de color marrdén a negro y puede tener rayas amarillas. Los adultos, mues-
tran algin grado de dimorfismo sexual, el macho suele tener la cabeza mas amplia y de un color
rojo mas brillante que la hembra (Massary et al., 2000).

Los lagartos caiman son uno de los lagartos més grandes que se encuentran en América. Mientras
que las hembras pueden crecer hasta cuatro pies, los machos pueden alcanzar hasta cinco pies de
longitud total y un peso de 3Kg (Massary et al., 2000; Pianka y Vitt, 2006).

Los lagartos caiman son animales tropicales que requieren temperaturas calidas durante todo el afio
con el fin de prosperar. Durante el dia la temperatura ambiente debe mantenerse entre 26.6 y
32.2°C, con un area de calentamiento de 37.7°C o mas. Las temperaturas nocturnas pueden caer,
pero no debe ser inferior a 23.8°C (Massary et al., 2000; Pianka y Vitt, 2006). La mayoria de los
lagartos viven en habitats secos, pero los lagartos caiman pasan la mayor parte de su tiempo en el
agua o cerca de ella. Su habitat es ciénagas boscosas y areas alrededor de los rios, donde tienen ac-
ceso a la vegetacion. Durante el dia se encuentran en el sol en las raices o braches que sobresalen
del agua. Por la noche se esconden en los arbustos y arboles. Los lagartos caiman (Dracaena guia-
nensis) hacen uso interesante de su entorno acuatico. Pasando la mayor parte de su tiempo por en-
cima del agua, cuando son amenazados o perturbados dejan inmediatamente la superficie, se su-
mergen y nadan lejos (Pianka y Vitt, 2006). Se suele alimentar en aguas poco profundas. Su dieta
estd basicamente constituida por invertebrados y pequefios vertebrados. Asi mismo suelen alimen-
tarse de moluscos ya que sus poderosas mandibulas y dientes molares traseros les permiten poder
aplastar las conchas de moluscos y expulsar las piezas de la concha triturada con la lengua (Pianka
y Vitt, 2006).

El lagarto caimén estd protegido por la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas (CITES) y cotiza en el Apéndice Il; sin embargo, la mayoria de las especies son cria-
dos en cautiverio para su comercio como mascotas (Pautrat et al., 2002).
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Como todas las bacterias gramnegativas, las enterobacterias poseen caracteristicas comunes en lo
que respecta a su pared celular, su membrana celular y sus estructuras internas. La pared celular
estd formada por una membrana citoplasmatica que se encuentra rodeada por una pared dura y elas-
tica, compuesta por péptidoglucano, responsable de darle forma a la célula. Por fuera de esta estruc-
tura se encuentra una membrana rica en lipopolisacéridos, hecho diferencial con respecto a las bac-
terias grampositivas (Prats, 2005).

Ademas de darle forma a la célula la membrana sirve de continente a un citoplasma repleto de ribo-
somas, Yy a un material genético compuesto por acido desoxirribonucleico (DNA) que forma un
conglomerado compacto nucleico que carece de membrana nuclear. También existe la posibilidad
de que estas bacterias posean DNA extracromosomico como los plasmidos (Prats, 2005).
Tradicionalmente, la definicion de la familia Enterobacteriaceae ha sido la siguiente: bacilos rectos
gramnegativos, de tamafio medio (0.4 — 0.6 x 2.3 um), no formadores de esporas, anaerobios facul-
tativos, moviles mediante flagelos peritricos o inmdviles, y con necesidades nutricionales sencillas.
Fermentan la D-glucosa (a menudo con produccién de gas), son catalasa positivos, oxidasa negati-
vos (excepto los microorganismos del género Plesiomonas), reducen los nitratos de nitrito, y tienen
un contenido de moles de G+C en su ADN que oscila entre el 39 y 59%. Son capaces de crecer en
medios de cultivo no selectivos (agar sangre) o selectivos (agar MacConkey), no haléfilos, poseedo-
res del antigeno de Kunin (también conocido como ECA, del inglés Enterobacterial Common Anti-
gen) (Prats, 2005).

Una Comisién Judicial del Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica determiné finalmente
que la nomenclatura valida era Enterobacteriaceae (Rahn, 1937). Se trata, entonces, de una familia
muy heterogénea, que comprende un gran nimero de géneros y especies. Siendo su género tipo
Escherichia (segun Castellani y Chalmers, 1919). El primer aislado de E.coli correspondié a Theo-
dor Escherich, en 1885 bajo el nombre de Bacterium coli commune en heces de neonatos. Luego
fue renombrada como Escherichia coli y por muchos afios fue considerada simplemente como una
bacteria comensal del instestino grueso. No fue hasta 1935 cuando, a causa de un brote de diarrea
en neonatos, se asocio a patologia humana (Hacker et al., 2007).

La familia Enterobacteriaceae puede ubicarse dentro de la clase Gammaproteobacterias (phylum
de las Proteobacterias, dominio de las Eubacterias) mediante el analisis de la secuencia 16S rRNA.
Dentro de esta clase, la familia Enterobacteriaceae esta filogenéticamente emparentada con las fa-

milias Alteromonadaceae, Vibrionaceae, Aeromonadaceae y Pasteurellaceae (Euzéby, 1997).
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especies de un mismo género son generalmente superiores al 70%. De la misma manera, un porcen-
taje similar se obtiene cuando las hibridaciones DNA-DNA se efecttan entre cepas tipo de especies
de los diversos géneros y la cepa tipo de Escherichia coli (Euséby, 2005). Las especies de los géne-
ros Edwardsiella, Hafnia, Photorhabdus, Plesiomonas, Proteus, Providencia, Yersinia y Xenor-
habdus son excepciones a esta regla. A la inversa, las homologias DNA-DNA muestran claramente
que las cuatro especies del género Shigella y Escherichia coli forman una unica genoespecie, y si
bien la nomenclatura de Escherichia coli tiene prioridad, el género Shigella se conserva por razones
epidemioldgicas y médicas (Euséby, 2005).

El nimero de especies dentro de la familia es més dificil de apreciar, ya que numerosas especies
han sido reclasificadas dentro de otros géneros en forma de nuevas combinaciones. A la fecha el

numero de especies diferentes validamente publicadas rondaria las 170 (Euséby, 2005).

2.2.1 Clasificacion taxonémica

La familia Enterobacteriaceae cuenta con un gran grupo de bacterias gramnegativas no formadores
de esporas, normalmente tienen 1.5 um de longitud. Son anaerobios facultativos y con la excepcion
de Saccharobacter y algunas cepas de Yersinia y Erwinia, comparten la capacidad de reducir el
nitrato a nitrito. Estas bacterias son generalmente moéviles por flagelos excepto por Shigella y Tatu-
mella y algunos otros miembros no moviles de esta familia. Por ejemplo, los serotipos de Salmone-
lla pullorum y gallinarum. Una caracteristica comun de las enterobacterias, que ayuda a diferenciar-
las de otras bacterias estrechamente relacionados, es la falta de citocromo C oxidasa, aunque hay
excepciones como Plesiomonas spp. Las Enterobacterias son catalasa positiva con la excepcion de
Shigella dysenteriae 1y las especies de Xenorhabdus.

Las enterobacterias fermentan una variedad de hidratos de carbono, pero su capacidad para producir
acido y gas a partir de la fermentacion de la D-glucosa es una caracteristica que mantiene una pro-
piedad de diagnostico importante y se utiliza comunmente como una base para su deteccion y enu-
meracion. Algunos miembros de la familia Enterobacteriaceae (por ejemplo, Enterobacter spp.,
Escherichia coli, Citrobacter spp., Klebsiella spp.). Pueden ser reconocidas utilizando métodos que
explotan su capacidad de fermentar la lactosa rapidamente (generalmente dentro de 24 a 48h) la
produccién de &cido y gas. Estos se denominan colectivamente bacterias coliformes y se utilizan a
menudo como (fecales) organismos indicadores de la industria de los alimentos y el agua debido a
que su habitat normal es el tracto gastrointestinal de los mamiferos, aves, etc. Sin embargo, a dife-

rencia de la familia Enterobacteriaceae, esto no es un grupo taxonémico bien definido.
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especies son comensales inofensivos, como algunas cepas de E.coli otros son importantes patdge-
nos para las plantas y los insectos. Su distribucion ubicua significa que es inevitable que algunos
miembros de la familia Enterobacteriaceae entraran en la cadena alimentaria (Baylis et al., 2011).

El nombre de Enterobacterias fue propuesto por primera vez por Rhan (1937). El tipo de género es
Escherichia. Las enterobacterias comprenden un gran grupo de bacterias relacionadas genéticamen-
te y bioquimicamente. Estudios filogenéticos los colocan en el filo Proteobacteria, Clase Gam-
maproteobacteria y Orden Enterobacteriales (Brenner et al., 2005). Hasta la década de 1960 la
clasificacion bacteriana se basa en gran medida de las caracteristicas fenotipicas y observaciones
basadas en el cultivo. La introduccién de métodos genéticos, tales como la hibridacion ADN-ADN
y guanina mas citosina (G+C), revoluciond la taxonomia bacteriana y clasificacion. Més reciente-
mente el analisis de 16SrRNA secuencias de genes se ha utilizado para aclarar ain mas las relacio-
nes genéticas entre los miembros de la familia Enterobacteriaceae y su similitud con otras bacterias
estrechamente relacionadas. En consecuencia, ha habido cambios recientes en la clasificacion de los
miembros de esta familia. De hecho, el nimero de géneros y especies de enterobacterias aumento
de 12 géneros y 36 especies en 1974 a por lo menos 34 géneros, 149 especies y 21 subespecies en
2006 (Baylis, 2006). En el momento de la escritura, estas cifras habian aumentado a por lo menos
48 géneros, 219 especies y 41 subespecies de la familia Enterobacteriaceae.

Esta lista revisada excluye algunos géneros adicionales que se han propuesto, pero ain no se han
validado y aprobado para su inclusién. La situacion es probable que continte evolucionando como
inéditos y hasta ahora se afiaden los géneros y especies no descritas.

Entre los cambios recientes son la adicion de nuevos géneros como Consenzaea, Shimwellia, la
simbionte de insectos Arsenophonus, Buchnera y Wigglesworthia y la creacion del género Crono-
bacter que incluye el patdgeno conocido previamente como Enterobacter sakazakii (lversen et al.,
2007; 2008). Ademéas de Enterobacter sakazakii, este nuevo género incluye otras cinco especies
(malonaticus, turicensis, muytjensii, dublinensis y genomospecies I) junto con 3 sub-especies de
Cronobacter dublinensis (subsp. Dublinensis, subsp. Lactaridi y subsp. Lausannensis). Otros nue-
VOS géneros y especies también se han creado para dar cabida a los cambios en la taxonomia. Erwi-
nia spp. siempre han sido importantes debido a su asociacion con enfermedades de las plantas y de
este género una vez contenia un gran numero de especies. Mas recientemente, algunos Erwinia spp.
fueron re-asignado a cualquiera de los géneros Brenneria 0 Pectobacterium, que abarcan especies
fitopatdgenos necroticas y especies fitopatdgenos podridas blandos, respectivamente.

El género Raoultella incluye tres ex Klebsiella spp., incluyendo dos especies (ornithinolytica y

planticola), que se asocian con la formacion de histamina. Algunas cepas de R. planticola fueron
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ki et al., 2002). Otro ex Klebsiella spp. (K. trevisanii) ahora se ha reclasificado como un R. planti-
cola. Tras la comparacion de datos de ADN, el genero Photorhabdus se ha creado para acomodar
cepas de Xenorhabdus y ambos géneros incluyen ahora varias nuevas especies de enterobacterias.
Aunque la evidencia genética revela que Shigella spp. puede ser considerados para representar bio-
grupos metabdlicamente inactivos de E.coli, este género se ha mantenido debido a la importancia
clinica asociada con Shigella para evitar la confusion que cualquier reclasificacion causaria. Ade-
mas, la comparacion de las secuencias de 16S rRNA ha revelado una relacion filogenética estrecha
entre Salmonella, E.coli y Shigella (Christensen et al., 1998).

Como resultado del uso de métodos de clasificacion basadas en la genética, la nomenclatura de
Salmonella ha cambiado.

El género Salmonella comprende mas de 2.500 serotipos, que alguna vez fueron considerados espe-
cies separadas basadas en una combinacion de antigenos O y H flagelar somaticas expresadas por
estas bacterias.

Estudios de hibridacion ADN-ADN revel6 que todos Salmonella forman un solo grupo de homolo-
gia de ADN gue comprende dos especies. La primera especie S. entérica comprende seis grupos o
subespecies incluyendo subsp S. entérica. entérica (1), S. entérica subsp. salamae (ll), S.enterica
subsp. arizonae (ll1a), S. entérica subsp. diarizonae (I1Ib), S. entérica subsp. houtenae (IV) y S.
entérica subsp. indica (V). El séptimo grupo, Salmonella bongori se ha convertido en la segunda

especies.
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Cuadro 1. Clasificacion de las enterobacterias

Clasificacion de las enterobacterias

Dominio Bacteria (Eubacteria)
Reino Proteobacteria
Seccion v Proteobacterias
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género tipo Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Mor-

ganella, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shi-

gella, Yersinia.

(Vadillo et al., 2003)

2.2.2 Género

Escherichia coli
E.coli es una bateria gramnegativa, no esporulada, anaerobia facultativa que habita en los intestinos

y heces de animales, incluidos los reptiles de sangre caliente (Berg, 1996; Gordon, 2003). E.coli se
encuentra en la microbiota intestinal, que consta de mas de 500 especies de bacterias que suman
1010- 1011 el total de células por gramo de contenido intestinal. Aunque las bacterias anaerobias en
el intestino superan en nimero a E.coli por 100/1 a 10.000/1. E. coli es el organismo aerdbico pre-
dominante en el tracto gastrointestinal.

E.coli puede ser clasificada por producir infecciones gastrointestinales, asi como infecciones urémi-
cas y neonatales. Las diferentes cepas patdgenas de E.coli muestran especificidad de huésped y po-
seen atributos de virulencia distintos, lo que resulta en la produccion de diferentes enfermedades.
Cada patotipo tiene caracteristicas distinguibles relacionadas a la epidemiologia, patogenia, mani-

festaciones clinicas y tratamiento (Huang et al., 2006). Las distintas categorias presentan
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pertenecen a ciertos serotipos O: H (Stanchi et al., 2007).

Segun Kaper et al. (2004), las cepas patdgenas de E.coli se han englobado en diferentes grupos o
patotipos: E.coli enteropatogénicas (EPEC), E.coli enteroinvasivas (EIEC), E.coli enterotoxigéni-
cas (ETEC), E.coli enteroagregativas (EAEC), E.coli verotoxigenicas (VTEC) o E.coli enterohemo-
rragicas (EHEC) también conocidas como productores de toxina Shiga (EHEC o VTEC o STEC),
E.coli con adherencia difusa (DAEC). Debido a que puede transitar en agua y sedimento, se utiliza
a menudo como un indicador de la contaminacién fecal del agua; utilizando calculos intuitivos, se
ha estimado que la mitad de la poblacion de E.coli vive en estos habitats secundarios. Algunos es-
tudios recientes han revisado el papel de estos entornos y han demostrado que pueden apoyar el
crecimiento de algunas cepas especificas (aquellas que son saprofitas), dependiendo de la disponibi-
lidad de nutrientes y la temperatura (Soto-Gabriele et al., 2000; Power et al., 2005). Los diversos
hospederos de E.coli tienen tamafio corporal, morfologia intestinal, dietas, tiempo de retencion de
digestion y microbiota diferentes. Estas caracteristicas pueden tener una influencia sustancial sobre
la prevalencia y la densidad de E.coli, que varian de 0% a 100% y méas de 6 6rdenes de magnitud,
respectivamente, entre las especies de huéspedes. En los seres humanos, la prevalencia es més del
90% (Mitsuoka y Hayakawa, 1972; Penders et al., 2006), pero es solo el 56% de los mamiferos
silvestres, el 23% de las aves y el 10% en los reptiles (Gordon y Cowling, 2003). La concentracién
por gramo de heces en los seres humanos varia desde 107 hasta 109 unidades formadoras de colo-
nias (ufc) (Slanetz y Bartley, 1957; Mitsuoka y Hayakawa, 1972) y es mucho menor en los anima-
les domésticos, con un promedio entre 104 y 106 ufc (Slanetz y Bartley, 1957). En el tracto digesti-
Vo, las cepas de E.coli se encuentran en el intestino grueso, especialmente en el ciego y colon. Sue-
len residir en la capa mucosa que cubre las células epiteliales a través del tracto y se extienden hasta
el lumen intestinal, cuando el moco es degradado es que se excretan en las heces (Poulsen et al.,
1994). El moco define un nicho ecoldgico nutricional a la que el metabolismo de E.coli se ha adap-
tado (Freter et al., 1983). Las cepas que son aisladas de esta parte del intestino crecen gracias a los
nutrientes que adquieren del moco, resulta que al menos siete azucares derivan del moco; siendo el
que desempefia un papel predominante el gluconato (Chang et al., 2004). E.coli maximiza su cre-
cimiento mediante el uso de la micro-respiracion aerdbica y anaerdbica en el intestino (Jones et al.,
2007). Esto resulta en un tiempo de generacion de 30 minutos in vitro en el moco intestinal (Licht et
al., 1999) en comparacion con 40-80 minutos en los intestinos de ratones tratados con estreptomici-
na, en el que las células en el contenido luminal son estaticas (Poulsen et al., 1994), y 120 minutos
cuando la mide son “convencionalizada” mediante la eliminacion de la estreptomicina y la alimen-

tacion de ellos con el raton el contenido cecal (Rang et al., 1999).
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alcanzando una densidad muy alta (superior a 109 ufc por gramo de heces) (Mitsuoka y Hayakawa,
1972; Penders et al., 2006) antes de la expansion de anaerobios (Syed et al., 1970). Después de dos
afios, la densidad se estabiliza y se mantiene en alrededor de 108 ufc por gramo de heces hasta que
disminuye gradualmente en los ancianos (Mitsuoka y Hayakawa, 1972). Las cepas iniciales pueden
provenir de la microbiota fecal materna y tambien del personal de enfermeria de la maternidad (Bet-

telheim y Lennox-King, 1976).

2.2.3 Caracterizacion morfoldgica y bioquimica

E. coli es el principal bacilo anaerobio facultativo de la flora microbiana, fermenta az(cares como
glucosa y lactosa, que reside en la flora normal del intestino del hombre y los animales (Vidal et al.,
2007). E. coli presenta morfologia de bacilo recto, gramnegativo, midenentre 1y 1.5 umx 2y 6

pm, segun las condiciones pueden aparecer aislados o en pares. Entre los elementos constitutivos de
su estructura, ademas de la pared bacteriana, se destacan los pili o fimbrias, capsula, flagelos pe-
ritricos y membrana externa. Sin embargo, sélo algunas cepas presentan capsula. Existen cepas sin
flagelos y por consiguiente, sin movilidad. No se han descrito formas esporuladas de E.coli (Stanchi
et al., 2007).

Al fermentar la lactosa de lugar a la aparicion de colonias de color rosado en el medio de MacCon-
key y presenta un perfil caracteristico en la prueba IMVIiC. Algunas cepas producen colonias con
brillo metalico en el medio eosina-azul de metileno, y otras producen hemolisis en agar sangre
(Quinn et al., 2004).

2.2.4 Estructura antigénica

La estructura antigénica esta determinada por la presencia de 3 tipos de antigenos denominados:
somaticos de la pared celular (O), flagelares (H) y capsulares (K); los cuales se emplean para reali-
zar la serotipificacion de E.coli. Cuando se determina el antigeno O se conoce el serogrupo, y

cuando se establece los otros antigenos de superficiales se conoce los serotipos (o serovariedades)

O: H (Vadillo et al., 2003).

Los antigenos somaticos se sittan en la pared celular y son de naturaleza lipopolisacaridica que
forma la membrana externa (“outer evelope™) de la bacteria. Algunos cambios en la longitud de
esas cadenas laterales en el LPS determinan si la cepa es lisa (S: smooth) o rugosa (R: rough). En

las cepas R, las cadenas laterales del LPS son inexistentes 0 muy cortas. Ello determina el aspecto
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presentan como secas Yy opacas.

Los antigenos flagelares (H) se relacionan con los flagelos de las cepas moviles, se han reconocido
mas de 50 de estos antigenos, los cuales estan constituidos por una proteina flagelar llamada flage-
lina, éstos antigenos se destruyen con el calor, se aglutinan con anticuerpo anti-H, principalmente
con IgG y actian como adhesinas que facilitan la unién a la superficie de las mucosas (Quinn et al.,
2004). Los antigenos capsulares (K) estan presentes en aquellas cepas que poseen capsula, pueden
estar constituidos por polisacaridos o proteinas, son termolabiles y se han reconocido hasta el mo-
mento méas de 100 antigenos diferentes; estos antigenos K interfieren con el reconocimiento de los
antigenos O, actdan como adhesinas y desempefian un papel importante en la virulencia de las ce-
pas (Valdés, 2001).

Existen 185 grupos de antigenos O reconocidos, denominados 01 a 0185. Son termoestables, resis-
tiendo el calentamiento a 100 6 121°C y son el primer grupo de antigenos que debe determinarse
cuando se trata de serotipificar una cepa de E.coli. Se reconocen 56 grupos de antigenos H o flage-
lares, denominados H1 a H56. Son de naturaleza proteica, termolabiles y no todas las cepas de

E.coli los poseen (Lazo et al., 2009).

Escherichia coli enteropatogénica (ECEP)

ECEP se considera un patégeno no invasivo y se basa en un T3SS para entregar proteinas efectoras
directamente en células hospedadoras para subvertir numerosas funciones de la célula huésped, en
altima instancia conduce la enfermedad. Los primeros efectores que fueron descubiertos de ECEP
fueron codificados en la isla de patogenicidad LEE. Mas recientemente, se han descubierto efecto-
res codificados fuera de la regién LEE en todos los patdgenos A/E. La cepa E2348/69 (serotipo
0127:H6) de ECEP se ha utilizado en todo el mundo como una cepa prototipo para estudiar la bio-
logia ECEP, la genética y la virulencia. La reciente finalizacion de la secuencia del genoma de la
cepa E2348/89 de ECEP (lguchi et al., 2009) arrojo andlisis habilitados de méas de 400 conocidas
secuencias efectoras, de las cuales solo 21 efectores putativos proporcionan una imagen clara de
nucleo LEE y de genes efectores no LEE.

LEE contiene los genes que codifican la adhesina de membrana externa (intimina), maquinaria
SST3 (proteinas Esc y Sep), chaperones (proteina CES), traslocadores (EspA, EspB y EspD) y las
proteinas efectoras (EspF, EspG, EspH, Mapa y EspZ), asi como el receptor de intimina translocado
(Tir), y las proteinas reguladoras Ler (regulador codificado-LEE), GrIR (regulador mundial de pro-
teinas LEE, represor), y GrlA (regulador global de proteinas LEE, activador). EspA forma una es-

tructura en forma de aguja que se proyecta desde la superficie bacteriana en lamembrana plasmida
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la membrana del hospedador. EspB es un translocador y tiene un efector de translocacion (Luo y
Donnenberg, 2006). En general, muchos efectores de translocacion muestran superposicion de fun-
ciones y tienen actividades de cooperacion, un tema que se ha resumido como “multifuncional,
cooperativo y redundante” efecto del comportamiento de ECEP (Dean y Kenny, 2006). La no-LEE-
codificado (NLE) (Deng et al., 2004) genes efectores se agrupan en seis islas de patogenicidad dis-
persos por todo el genoma (Dean y Kenny, 2009). Los efectores Nle conocidos hasta ahora son
NleA-H, EspG2/0rf3, Cif, EspJ y EspL. Nlea (también llamado Espl) se informo para inhibir la
secrecion de proteinas; EspJ inhibe la fagocitosis; NIeE y NleH activan la respuesta inmune innata.
Los estudios experimentales que se hicieron en animales sugieren que EspJ, NleB, NleE, NleF y
NleH juegan un papel importante en la colonizacién y virulencia (Dean y Kenny, 2009; Garmendia
et al.,, 2005). Los patégenos A/E de E.coli utilizan su coleccion de proteinas efectores LEE-
codificada y LEE-no codificadas se encargan de alterar y modular las propiedades celulares y de
barrera del huésped de una manera bien controlada. La regulacién LEE es un proceso muy comple-
jo gobernado por diversos tipos de influencias reguladoras tales como los factores ambientales, una
jerarquia de los reguladores codificados LEE (Ler, GrIR y GrlA), y un sistema de E.coli reguladores
globales (H+NS, IHF, FIS, la deteccion del quérum, SOS-respuesta) (Mellies et al., 2007; Yang et
al., 2010).

Escherichia coli enteretoxigénica (ECET)

Las caracteristicas comunes de las infecciones por ECET en diferentes especies son que las bacte-
rias se adhieren a las pequefias células epiteliales intestinales (abrumadoramente en recién nacidos o
en animales jovenes), y colonizar el intestino de este modo. También secretan proteinas o péptidos
(enterotoxina) que estimulan el intestino delgado para aumento de la secrecion de agua y electroli-
tos y/o disminucion en la absorcion de liquidos. La capacidad de adherencia de ECET a las células
epiteliales intestinal es principalmente células epiteliales se debe principalmente a la produccién de
cosas (3-7nm) apéndices superficiales proteicos (fimbrias o pili) que puede ser morfoldgicamente,
bioldgica y antigénicamente diferente en diversas cepas. Algunos de ellos se parecen morfoldgica-
mente las fimbrias comdn (“Tipo 1” fimbrias o pili) de E.coli (Duguid, 1995). Con la ayuda de estas
adhesinas (fimbrias), la adhesinas (fimbrias), las bacterias son capaces de adherirse a las micro-
vellosidades de pequefias células epiteliales intestinales, con lo que la transferencia de las enteroto-
xinas a las células diana es mas intensa. Genes de virulencia de cepas de patogenos entéricos de
E.coli son principalmente genes “extranos” a E.coli y pueden ser controlados por varios regulado-

res. Estos reguladores son; por tanto, una posible area interesante de investigacion para ECET en
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ciones de cultivo adecuadas para el eficiente en la produccion in vitro de adhesinas y enterotoxinas
solamente con mas conocimientos sobre la regulacion. En consecuencia, la mejora de los métodos

para detectar estos factores in vivo e in vitro podria mejorar las tasas de deteccion de ECET.

2.2.5 Factores de virulencia

El desarrollo de la virulencia bacteriana es un fendbmeno multifactorial. Las cepas patdgenas de
E.coli poseen diferentes tipos de factores de virulencia que contribuyen conjuntamente a potenciar
su patogenicidad. Entre los factores de virulencia exhibidos por las cepas patdgenas de E.coli se
incluyen la capsula, endotoxinas (lipopolisacarido-LPS-de la pared celular), adhesinas fimbriales y
afimbriales, estructuras de colonizacion, exotoxinas (enterotoxinas y citotoxinas), sistemas de cap-
tacion y liberacion de hierro (sideroforos, enterobactina y aerobactina, produccion de hemolisinas
alfa y beta), antigenos O-K y proteinas de la membrana externa (OMP) implicadas en la resistencia
al suero (complemento) y a la fagocitosis (Quinn et al., 2004).

Los polisacaridos capsulares producidos por algunas cepas son capaces de evitar la fagocitosis.

Este material es débilmente antigénico, y también interfiere con el efecto bactericida del comple-
mento. La endotoxina, un componente lipopolisacaridico (LPS) de la pared celular de las bacterias
gramnegativas, es liberada tras la muerte de las bacterias. Se compone de un ndcleo polisacaridico y
una envoltura de lipido A, y presenta una serie de cadenas laterales especificas. Durante el desarro-
llo de laenfermedad, el LPS es responsable de la actividad pirogénica, del dafio endotelial que
conduce a la coagulacién intravascular diseminada y del shock toxico. Estos efectos son de méaxima
importancia en los cuadros septicémicos (Markey et al., 2013).

Las fimbrias presentes en la mayoria de las cepas enterotoxigénicas permiten la fijacion a las mu-
cosas del intestino delgado y del tracto urinario. La fuerte unién a la mucosa facilita la coloniza-
cion, reduciendo el efecto expulsor de los movimientos peristalticos del intestino o del flujo de la
orina. Muchas fimbrias han sido identificadas y tipadas: las que mas frecuentemente se presentan en
las cepas de E.coli patdgenas para los animales domésticos son la K88 (F4), K99 (F5), 987P (F6) Y
F41, F107 (F18ab) y 2134P (F18ac) (Orskov et al., 1983, Rippinger y Bertschinger, 1995,Hirsh et
al., 2004).

La mas frecuentemente detectada en cepas que infectan cerdos es la K88, mientras que K99 y F41
predominan en los aislados procedentes de terneros y corderos. EI nUmero de receptores para la
K88 que presentan los enterocitos porcinos estd determinado genéticamente y va declinando con la

edad. Aungue los lechones recién nacidos son mas susceptibles a la infeccion por cepas que
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das por plasmidos.

Morfoldgicamente estas fimbrias son apéndices proteicos rectas, dobladas o sexuales procedentes
de la membrana externa de las células bacterianas. Ellos tienen diversos pesos moleculares (de 15 a
25 kDa). En general, las fimbrias se componen de “mayores” y “menores” estructuras de las
subunidades que se rigen y estan enlazados bajo la direccion de los genes estructurados y acceso-
rios, respectivamente. Para fimbrias adhesivas, la funcién de adhesivo es a menudo representado
por las moléculas en la punta de los filamentos. La capacidad de las fimbrias (pili) de aglutinar las
células rojas de la sangre de diferentes especies se reconocié muy temprano (Elsinghorst y Weitz;
1994) y se ha utilizado para la clasificacion junto con el efecto de 0.5% de D-manosa: MS= sensible
a manosa (adhesion bloqueado por mannsose) 0 MR= manosa-resistente. Entre las fimbrias de las
bacterias ECET de animales podemos reconocer las siguientes categorias: MS fimbrias hemoagluti-
nantes (Tipo 1), MR fimbrias hemoaglutinantes (K88, K99, F41) y MR no fimbrias hemoaglutinan-
tes (P987, F18ab, F18ac).

Una adhesina denominada intimina parece ser necesaria para la fijacion de las cepas de E.coli ente-
ropatdgeno (EPEC) a los enterocitos. El efecto patoldgico de la infeccion con cepas patdgenas de
E.coli, aparte del atribuible a la endotoxina, deriva principalmente de la produccién de enterotoxi-
nas, verotoxinas o factores citotoxicos necrotizantes. Mientras que las enterotoxinas afectan exclu-
sivamente a la actividad de los enterocitos, las verotoxinas y los factores citotdxicos necrotizantes
pueden producir dafios celulares demostrables en sus puntos de accion (Versalovic et al., 2011).

Las enterotoxinas son producidas por ciertas cepas de Escherichia coli, con un alto grado de corre-
lacion con la expresion de adhesinas. Se han descrito dos tipos de enterotoxinas, la termolabil (LT)
y la termoestable (ST), ambas estan codificadas en plasmidos, junto con los genes que otorgan re-
sistencia a antibidticos. Asi mismo, cada tipo a su vez presenta dos variantes, denominadas 1 (1) y 2
(M) para laLT y ay b para la ST. Dentro de LTI, las cepas LTP-I (porcina) y LTh-1 (humano) se
pueden distinguir, y dentro LTII, s6lo se pueden distinguir dos variantes antigénicas (LTlla y
LTIIb) (O’Brien y Holmes; 1996).

La enterotoxina LT es una proteina constituida por una molécula de la subunidad B (PM 11,500).
La subunidad B se une a un gangliosido receptor situado sobre la superficie de las células epiteliales
del intestino (O’brien y Holmes, 1996), mientras que la subunidad A actGa como activador de la
adenilatociclasa. Los mecanismos de accion y estructura de la enterotoxina LT son bien conocidos y
son muy similares a la toxina labil Vibrio cholerae (CT). La principal diferencia entre LT y CT es

que LT se exporta mucha menos en la superficie de las bacterias, y una cantidad significativa de
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mente si aceptamos la hipotesis de que la LT de ECET podria tener su origen en Vibrio cholerae

donde tiene cerca de 20 proteinas diferentes que se expresan (Hirst et al., 1998).

La enterotoxina ST fueron descubiertas por Smith y Halls (1967), es una proteina de elevado peso
molecular (85 000 Da) constituida por una subunidad A y cinco subunidades B, mientras que las
termoestables (ST1a y ST1b) son pequefios polipéptidos de 1900 a 5000 Da. Las toxinas STa tienen
variantes que son STaH y STaP [indicando H (humano) y P (porcino)]. Las toxinas STa se caracte-
rizan ademas por la solubilidad del metanol y por la capacidad de inducir la secrecion pequefia del
fluido intestinal en ratones bebé y en menor medida en cerdos destetados y recién nacidos.

STb no es soluble al metanol y no reacciona en ratones bebé; sin embargo, puede inducir una pe-

quefia secrecion de fluido intestinal en cerdos recién nacidos y destetados.

Las enterotoxinas actlian incrementando la concentracion de monofosfato ciclico de adenosina y
guanosina en los enterocitos, lo que provoca una importante salida de agua y electrolitos a la luz
intestinal. Las enterotoxinas termoestables (ST) poseen variantes genéticas definidas como ST1a,
ST1b, debido a que son proteinas muy pequefias actian como malos inductores de respuesta inmu-
ne. ST1a es un péptido 2-kDa, que contiene de 11-18 amino&cidos, y se secreta en el medio de cul-
tivo o en el fluido intestinal por la bacteria. Tiene la propiedad de activar la guanilatociclasa en las
células del epitelio intestinal, lo que da lugar a un aumento de la concentracion intracelular de
guanosido monofosfato, que estimula la secrecién de liquido y electrolitos al intestino e inhibe su
reabsorcion (Forte et al., 1992; Stanchi et al., 2007).

Las verotoxinas (VT) son muy similares en cuanto a estructura, funcion y antigenicidad a la toxina
Shiga de Shigella dysenteriae. Son termolabiles y letales para los cultivos de células Vero. Las ce-
pas verotoxigénicas son factores de virulencia criticos de E.coli (VTEC) pueden lesionar los entero-
citos al colonizar el intestino y, cuando la verotoxina es absorbida y pasa al torrente circulatorio,
dan lugar a lesiones del tejido endotelial en determinadas ubicaciones anatomicas, como el sistema
nervioso central en el caso de los cerdos. Las verotoxinas inhiben la sintesis de proteinas en las ce-
lulas eucariotas, y la especial afinidad por determinados tejidos puede explicarse en una diferente
expresion en los receptores para esta toxina. El dafio vascular deriva en la aparicion de edemas,
hemorragias y trombosis (Quinn et al., 2004).

Los genes vtl y vt2 se encuentran codificados en fagos que se insertan en el cromosoma bacteriano

lo que facilitaria la transmision horizontal de la informacion a bacterias no patogenas, pudiendo
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gen eae, este seria escencial para la virulencia de VTEC, ya que se ha identificado una proteina au-
toaglutinante de membrana externa (Saa) en las cepas eae-negativas que estaria implicada en la
adherencia del patdgeno del epitelio intestinal. Otros factores de virulencia importantes para VTEC
son una adhesina llamada intimina (codificada por el gen eae), necesaria para la lesién de adheren-
cia y borrado del enterocito (lesion A/E) y una hemolisina enterohemorragica (EhxA) (Polifroni et
al., 2009).

Se han descrito dos tipos de factores necrotizantes citotoxicos, CNF1 y CNF2, a partir de extrac-
tos de cepas de E.coli aisladas en cuadros de diarrea, septicemia e infecciones del tracto urinario en
los animales y personas. Mientras que el CNF1 esté codificado en el cromosoma, el CNF2 lo esta
en un plasmido transmisible conocido como Vir. Aunque estas toxinas han mostrado su capacidad
de inducir cambios patologicos en animales de laboratorio y en cultivos celulares, su papel en la

enfermedad es atn incierto (Quinn et al., 2004).

La hemolisina alfa resulta Gtil como marcador de virulencia para determinadas cepas de E.coli y su
expresion estd correlacionado con la de otros factores de virulencia, pero no parece contribuir de
forma importante a la patogenia. La produccion de hemolisina es una caracteristica frecuente en
cepas de origen porcino asociadas a la enfermedad de los edemas y diarreas. Se supone que la acti-
vidad de esta toxina podria incrementar la disponibilidad de hierro durante la infeccién (Pociello,
2007).

Los sideroforos son moléculas capaces de fijarse al hierro, como la aerobactina y la enterobactina,
y son sintetizados por algunas cepas patogenas. Cuando la disponibilidad de hierro en los tejidos es
reducida, su presencia puede contribuir a la supervivencia bacteriana.

Algunas cepas patdgenas de E.coli carecen de factores de virulencia bien definidos: En el pasado, el
término EPEC (E.coli enteropatogénico) se empleaba para definir todas las cepas patdgenas, mien-
tras que en la actualidad se emplea como sinonimo de E.coli “attaching and effacing” (AEEC), es
decir, aquellas cepas que muestran un tipo especifico de adherencia a la pared intestinal caracteriza-
do por destruir las microvellosidades y una adherencia destructiva a las células epiteliales (Quinn et
al., 2004). El término E.coli enterohemorragico (EHEC) se aplica a aquellas cepas que, como la

0157: H7, causan disenteria en seres humanos.
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El mecanismo por el cual E. coli produce diarrea implica, en casos tipicos, la adherencia de los
gérmenes a un receptor de glucoproteina o glucoproteinicos seguida de la produccién de BFP
(Bundle forming pilus), sustancia nociva que dafia las células intestinales o dafian la funcion del
intestino (Alarcén et al., 2000).

El primer paso para desarrollar la patogénesis es la adherencia. La capacidad de una célula de E.coli
para adherirse a los gangliésidos receptores de las microvellosidades del epitelio intestinal esté vin-
culada a su propiedad de expresar estructuras proteicas de adhesién (adhesinas) sobre las fimbrias
(Kaper et al., 2004). Obviamente las distintas adhesinas de E.coli (F1, F2, F3, F4, F5, F6, F41, F65)
reconoceran a sus correspondientes receptores gangliosidicos. Aquellas cepas que no expresan ad-
hesinas no seran capaces de permanecer sobre el epitelio urinario, respiratorio o intestinal; por lo
tanto, seran arrastradas por el flujo de liquido. Esta complementariedad adhesina/receptor explica el
tropismo por distintos tejidos. Tales adhesinas se expresan sélo a 37°C como sefial de que las bacte-
rias se hallan en un animal de sangre caliente (Kaper et al., 2004; Quinn et al., 2004).

Mecanismo de defensa del hospedador, tales como la secrecion de un mucus con sustancias seme-
jantes a los receptores para adhesinas o la descamacién de la mucosa que habia sido colonizada por
bacterias adherentes, tienden a limpiar la superficie del intestino. Los movimientos ciliares del epi-
telio respiratorio o corrientes liquidas en el tracto urinario constituyen otro mecanismo defensivo
para eliminar microorganismos que no estan firmemente adheridos. IgA o IgG imunes, segin la
especie y la edad del animal, previenen la adherencia de bacteria a sus receptores (Stanchi et al.,
2007).

La adherencia de E.coli se debe a la presencia de unos filamentos proteicos (de 100 a 1000 por célu-
la) que se proyectan a lo largo de toda la superficie de las bacterias y que reciben el nombre de fim-
brias o pili. Dichos filamentos consisten en estructuras fimbricas rigidas (de 5 a 7 nm de diametro)
o flexibles (de 2 a 3 nm) que estan constituidas por unas 1000 subunidades estructurales repetidas, y
unas pocas (menos de 10) subunidades menores funcionales, entre las que se encuentran las respon-
sables de la adhesion, que se sittan en la punta de la fimbria. No obstante, también se han encontra-
do adhesinas afimbricas. La mayoria de las adhesinas posee la capacidad de hemaglutinar eritroci-

tos de diferentes especies animales (Vadillo et al., 2003).
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Salmonella

Segun la dltima edicion del manual de Bergey, el género Salmonella se halla encuadrado dentro de
las Gamma-Proteobacterias, en el orden Enterobacteriales, perteneciendo a la familia Enterobacte-
riaceae (Vadillo et al., 2003). Salmonella sp. es la enterobacteria de mayor importancia a nivel de
salud pablica por producir trastornos gastrointestinal y septicemia no solo en el ser humano, sino en
todas las especies de animales (Turnbull, 1979; Selbitz et al., 1995; Lujan y Blas, 2007).

Se le considera parasitos intestinales de los animales de sangre caliente o fria y también del hombre,
que se eliminan por las heces y se diseminan en el medio ambiente, donde pueden sobrevivir duran-
te un tiempo variable segun las condiciones de temperatura, pH y humedad. En su mayoria son pa-
togenos para el hombre y los animales. En el hombre pueden producir dos modelos principales de
infeccion.

Infecciones generalizadas del sistema reticuloendotelial con fiebre continua, cuyo cuadro mas ca-
racteristico son las fiebres entéricas, tipo fiebre tifoidea, producidas por S. Typhi y un reducido gru-
po de serotipos. Y el otro grupo son infecciones localizadas en el tubo digestivo o enteritis febriles
(Pumarola et al., 1987; Joklik et al., 1994; Zamudio et al., 2011).

Los microorganismos del género Salmonella estn extensamente diseminados en la naturaleza como
comensales y como patdgenos del aparato digestivo de los mamiferos domésticos y silvestres, aves,
reptiles e insectos, en los cuales pueden llegar a producir una amplia gama de enfermedades. Todas
las salmonelas son potencialmente patdgenas (Mahajan et al., 2003 y Stanchi, 2007) al ser parasitos
intracelulares y por medio de los macrofagos en los que se encuentran, se diseminan por todo el
organismo aprovechando la via linfatica y sanguinea (Stanchi, 2007). En medicina humana estan
descritas diversas presentaciones de salmonelosis: fiebre entérica, septicemia y finalmente gastroen-
teritis; mientras tanto, en medicina veterinaria se ha determinado que esta bacteria puede provocar
septicemia, enteritis aguda, subaguda y cronica, y abortos en diferentes especies animales (Stanchi,
2007). Las diversas especies de salmonelas se transmiten por contacto tanto con enfermos como con
portadores sanos, aunque por lo general la enfermedad producida por este agente microbiano tiene
origen alimentario debido a la ingesta de alimentos contaminados con el patdgeno, teniendo en
cuenta que la fuente de contaminacion ambiental es invariablemente la materia fecal (CDC, 2007,
Stanchi 2007).
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Lo miembros del género Salmonella son bacilos cortos gramnegativos, de 0.7 — 1.5 x 2.0-5 um, no
esporulados, generamente moviles por flagelos peritricos (excepto S. Gallinarum), son anaerobios
facultativos, oxidasa negativos (Caffer M. y Terragno R., 2001). Los miembros del género crecen
en un amplio abanico de temperaturas (7-48°C), a un pH entre 4 y 8, y con actividades de agua por
debajo de 0.93, haciéndolo de forma rapida en medios de cultivo comunes en atmdsferas tanto ae-
robias como anaerdbicas (Vadillo et al, 2003). No fermentan la lactosa (excepto S.enterica subesp.
arizonae y S.enterica subesp. diarizonae), fermentan glucosa con produccion de gas (excepto
S.Typhi); no producen indol; no degradan urea; descarboxilan lisina y ornitina (Caffer M. y Terra-
gno R., 2001).

Estudios de DNA mediante técnicas de hibridacién mostraron que el género Salmonella esta consti-
tuido por dos especies: Salmonella entérica y Salmonella bongori. Salmonella entérica estd com-
puesta por seis subespecies: Salmonella entérica subesp.enterica, Salmonella entérica subesp. sa-
lamae, Salmonella entérica subesp. arizonae, Salmonella subesp. diarizonae, Salmonella entérica

subesp. houtenae y Salmonella entérica subesp. indica.

2.2.4 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: Antigenos O (somaéticos) y antigenos H (flagela-
res). En algunas cepas se encuentra un tercer tipo de antigenos de superficie, analogo funcionalmen-
te a los antigenos K (capsulares) de otros géneros. Al estar este antigeno relacionado con la virulen-
cia de las cepas se le denomina antigeno Vi (Koneman y Allen, 1999), que puede interferir con la
aglutinacion por antisueros O y que se relacionan con invasividad (Jawetz et al, 2005).

Ag Somatico (O de pared celular): Es un polisacarido, termoestable, tipo-especifico, que se halla
en todas las especies (Stanchi 2007). Se distinguen dos clases: mayores (determinantes del serogru-
po) y menores (se hallan en algunas Salmonelas y serogrupos de éstas), son compartidos por dife-
rentes serovares y no determinan los serogrupos (Stanchi 2007), aunque existen numerosos antige-
nos O, son los factores O principales los que sirven para caracterizar los diferentes tipos antigéni-
cos. (Por ejemplo O4: se refiere al grupo B, 09: Grupo D, entre otros) (Mufioz et al., 2002). El
complejo de antigenos O determina el subgrupo somatico al que pertenecen los géneros Salmonella
sp., Arizona sp., Citrobacter sp., Escherichia sp., Providencia sp. Serratia sp., entre otros (Bailey y
Scott, 1982).
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cidos es constante para un tipo antigénico determinado (Bailey y Scott, 1982). Por lo general, los
microorganismos que tienen este antigeno, poseen dos fases diferenciales por medio de aglutinacion
en tubo de ensayo (Terrango et al., 2003 y Stanchi, 2007); esto depende de dos genes estructurales
que corresponden a la fase 1 y a la fase 2 que hacen referencia a estados motiles y no motiles de la
bacteria.

En el primer caso (H1), lo mas relevante es que se trata de un Ag especifico de especie (segun Kau-
ffman y White) y su sintesis reside en el gen hagl, que solo se expresa durante las primeras 24 h del
crecimiento, en lo que se refiere al H2, es compartido por varias especies de Salmonella y el gen
que codifica para su produccion es el hag2, el mismo que se manifiesta a partir de las 24 h posterio-
res al inicio del desarrollo. La mayoria de las cepas del género Salmonella pueden expresar las dos
especificidades de su antigeno H (difasicos); sin embargo, existen algunas que logran expresar so-
lamente uno (monfésicos) (Parra et al., 2002). Cada Salmonella sp. expresa alternativamente estos
dos tipo de antigenos mediante un mecanismo denominado “cambio de fase” (Smith et al., 1952 y
Quinn et al., 2002).

Ag capsular (K): Es un antigeno termolabil aunque existen pocas excepciones (Bailey y Scott,
1982); es llamado en Salmonella el Ag (Vi), que protege a la bacteria dandole resistencia antifago-
citica. La presencia de este antigeno hace imposible la aglutinacion de sueros 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 de Ag somatico correspondiente (Terragno et al., 2003 y Stanchi, 2007). 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 (Parra et al., 2002).

2.2.5 Factores de virulencia

Para Salmonella sp. se conocen varios factores de virulencia, entre ellos a endotoxinas, citotoxinas,
enterotoxinas, antigenos de superficie y factores que contribuyen a la invasividad, las enterotoxinas
gue son sustancias liberadas al intestino y que ocasionan sintomas gastrointestinales como coélico y
diarrea, las endotoxinas que hacen parte de la membrana externa de la bacteria y cuya actividad
bioldgica esta asociada con los lipopolisacaridos (LPS) y por altimo, las citotoxinas que estan aso-
ciadas con la superficie celular, las cuales inhiben la sintesis proteica en la célula hospedadora y
pueden estar implicadas en la adherencia a las células epiteliales, constituyendo esta Ultima un se-
gundo factor de virulencia de Salmonella sp. (Madigan et al., 1997, Salyers y Whitt, 2002).
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pseudopodos en la célula hospedera, lo que trae como resultado la internalizacion de la bacteria en
vesiculas endociticas; adiciolmente, la produccion de adhesinas que incluyen fimbrias codificadas
por el plasmido de virulencia pSLT, permiten la union de la bacteria a las microvellosidades de los
enterocitos, fimbrias polares largas que se encargan de la union de la bacteria a las placas de Peyer,
y las fimbrias agregativas delgadas llamadas curli que también pueden estar implicadas en la union
a las vellosidades de los enterocitos (Madigan et al., 1997, Salyers y Whitt, 2002).

Otros factores relacionados con la adherencia son los polisacaridos de superficie celular (O) y el
antigeno Vi, un polisacarido capsular compuesto de acido N-acetilglucosaminuroénico el cual ayuda
a prevenir la fagocitosis, las cepas negativas para el antigeno Vi son menos infecciosas y virulentas
que las positivas para este antigeno (Parry et al., 2002).

La respuesta de tolerancia al acido, es otro aspecto importante de la virulencia de Salmonella sp. lo
que le permite a la bacteria atravesar el ambiente &cido del estomago, requisito necesario para la
infeccion (Salyers y Whitt, 2002).

Todos los serotipos de Salmonella sp. conocidos son patogénicos para el hombre y los animales
(Parker y Collier, 1990); por lo tanto, constituyen un problema de salud publica que afecta a nume-
rosas personas y animales (Martinez et al.,2010). Estas infecciones se reconocen como zoonosis, ya
que uno de los reservorios mas importantes es el tubo digestivo de ciertos animales de sangre fria y
algunos de sangre caliente (Wordward et al., 1997). La virulencia de la bacteria se relaciona con su
capacidad de invadir las células hospedadoras, replicarse en su interior y resistir tanto la digestion
por los fagocitos como la destruccion por la accion del complemento, lo cual facilita la difusion de
las salmonelas en el organismo del hospedador (Smith et al., 1952; Henrici, 1999 y Quinn et al.,
2002).

El complejo proceso de invasion es mediado por los productos de la expresién de varios genes cro-
mosomicos, mientras que la capacidad de crecer en el interior de las células hospedadoras depende
de la presencia de plasmidos de virulencia (Smith et al., 1952; Quinn et al., 2002; Vadillo et al.,
2002). Algunos factores que determinan el caracter patdégeno de ciertas especies del género Salmo-
nella se conocen, al menos parcialmente, y se encuadran en las que se denominan genéericamente
Islas de Patogenicidad (o grupos de genes relacionados con la virulencia) que se encuentran en or-
ganismos patdgenos pero que estan ausentes o solo presentes esporadica en las especies sapréfitas
(\Vadillo et al., 2002; Terragno et al., 2003).

La Salmonella sp. cuenta con cinco islas de patogenicidad, tres de ellas conteniendo genes de viru-
lencia (Salyers y Whitt, 2002):
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serovariedades de S. enterica, se cree que pudo haber sido adquirida en la evolucion temprana de S.
enterica por transferencia de genes, de manera horizontal. La Samonella presenta mdltiples genes
involucrados en la invasion, localizados en el centisoma 63 que forma la SPI-1; se trata de un seg-
mento de 35-40kb (kilobase) que contiene 31 genes que pueden ser divididos en categorias que in-
cuyen: genes inv responsables de la internalizacion de las células, estos genes asi como otros de la
misma isla de patogenicidad (spa, prg y org) codifican para un sistema de secrecion tipo Il1; genes
que codifican proteinas que son inyectadas en la célula eucariotica por este tipo de sistema de se-
crecion, como por ejemplo el gen sptP que codifica para una tirosina fosfatasa que altera las sefiales
de transduccion en células de la mucosa, produciendo diarrea. De igual forma posee genes involu-
crados en laregulacion de genes de virulencia (hila, invF, sira y phoPQ), algunos de los cuales con-
trolan la expresion de genes localizados en otras partes del cromosoma de la bacteria. A diferencia
de otras islas de patogenicidad de S. enterica, SPI-1 no esté localizada inmediatamente adyacente a
genes tARN. Contiene un ADN estable que se requiere para la invasion de las células no-fagociticas
permitiendo que las salmonelas invadan los tejidos del intestino después de una infeccion oral. SPI-
1 induce la adpoptosis de los macréfagos, y divide a dos citoquinas pro-inflamatorias o interluqui-
nas (IL) IL1R8 y 1L18. Ambos eventos permiten que las salmonelas interiorizadas por los macréfa-
gos atraigan a nuevos fagocitos; asi se forma un foco inflamatorio donde aumenta la replicacion de
las salmonelas en el espacio intercelular y estos bacilos libres son ingeridos por los fagocitos recién
llegados. Soélo a través de la apoptosis Salmonella es capaz de producir nuevos focos inflamatorios.
Los genes contenidos en esta isla parecen ser importantes en las etapas iniciales de la infeccion en
la cual las bacterias invaden las células de la mucosa.

Isla de Patogenicidad de Salmonella 2 (SP12): Codifica un sistema de secrecion tipo Ill, diferente
al codificado por la isla SPI-1, usado por la bacteria al interior del fagosoma para evitar la fusion
fagosoma-lisosoma; también codifica las proteinas que inyecta a la célula eucaridtica.

Las funciones moleculares de la SPI-2 no han sido caracterizadas con tanto detalle como las de la
SPI-1. Las mutantes en dicha isla son severamente atenuadas en las infecciones sistémicas al ser
inoculadas orales o intraperitonealmente. SPI-2 esta dividida en dos segmentos, los cuales se obtu-
vieron en diferentes eventos de transferencia horizontal: la porcion méas pequefia es de 14.5 kb,
contiene un grupo de cinco genes ttr involucrados en la reduccion del tetrationato y 7ORFs con
funcion desconocida, esta presente en S. bongori y parece que no interviene significativamente en la
infeccion sistémica; la porcion mayor de 25, 3kb, esta presente Gnicamente en S. enterica serovar

Gallinarum y S. entérica serovar Typhi las regiones de SPI-2 estan duplicadas.
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Isla de Patogenicidad de Salmonella 3 (SP13): Codifica un transportador de Mg?* de alta afinidad,
el cual puede ser de importancia en la supervivencia de la célula al interior de fagosomas, provee
productos escenciales para el crecimiento en condiciones limitadas de Mg?* sistema de absorcion
gue se necesita para la adaptacion a las limitantes nutricionales del habitad intrafagosomal. No codi-
fica sistema de secrecion. Su tamafio es de 17kb y tiene un porcentaje de G+C del 39.3%; esta loca-
lizada en el centisoma 82 inmediatamente adyacente al gen tARN selC. Entre otros determinantes
de virulencia putativos encontramos a MISL (similar a AIDA-I autotransformer) y Mart (similar a
Vibrio cholerae ToxR). SPI-3 se conserva entre S. enterica Typhi y Typhimurium. Los analisis de
las distribuciéon de SPI-3 en varias subespecies y serotipos reveld unas amplias variaciones en la
estructura de SPI-3, que van desde supresiones a las inserciones de grupos de genes adicionales
estos adyacentes a selC, mientras que una porcion que contiene mgtCb y varios otros genes pare-
cian ser conservadas en diversos aislamientos. También se detect6 en la secuencia del genoma de S.
bongori. Los genes en el centro region de SPI-3 se encuentran flaqueadas por los restos de elemen-
tos IS lo que indica una insercion de diferente PAI en este locus y en varios patégenos indican que
selC se integra a elementos extrafios de ADN (Parra et al., 2002).

Isla de Patogenicidad de Salmonella 4 (SP14): El rol de SPI-4 no ha sido analizado en detalle
pero codifica un supuesto tipo | que media la secrecion de toxinas y se cree que participa en la
adaptacion de Salmonella al medio ambiente intracelular en los macréfagos, es de 27 kb y esta
compuesta por 18 genes localizados en el centisoma 92. Aprece entre varios serotipos de S. entérica
(Adelantado et al., 2008).

Isla de Patogenicidad de Salmonella 5 (SP15): No se conoce su funcion. Es de 7.5 kb se encuentra
localizada en el gen tARN serT, centisoma 20; su porcentaje de G+C es de 43.6%. Codifica protei-
nas efectoras involucradas en la secrecion fluida y reaccién inflamatoria en la mucosa intestinal,
como SopB (SigD) que ademas de estimular la secrecion de cloro, se encuentra involucrada en el
flujo de macrofagos para su secrecion utiliza el SSTIII de la SPI-1. Otras proteinas codificadas en
esa isla son: Mart con secuencia similar a ToxR, proteinas reguladora de V. cholerae, las mutantes
se ven afectadas en su capacidad para producir salmonelosis entérica pero no salmonelosis entérica
sistémica y PipA que es secretada y traslocada via el SSTIII de SPI-2 (Adelantado et al., 2008; Pa-
chon, 2009). El sopB, pipC, pipB y pipa, estan contenido dentro de la misma unidad trascripcional
cuya expresion es regulada por SsrAB.
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s0; si la célula blanco esta “libre” con respecto al nimero de salmonelas, es posible que se produzca
una enfermedad. Los microorganismos del género Salmonella segregan exotoxinas, las cuales una
vez adheridas a las células de la mucosa, penetran por un mecanismo semejante a la fagocitosis e
invaden el epitelio y la lamina propia, donde se multiplican y producen una reaccion inflamatoria y
determinan que laenfermedad generada sea diarreica o septicémica. Las cepas que producen diarrea
se multiplican, segregan una toxina semejante a la toxina LT (termolabil) que altera la sintesis de

los nucledtidos ciclicos, haciendo que el microorganismo invada la célula, yaen el interior, las
Salmonelas segregan la citoxina que provoca la muerte celular y su desprendimiento de la mucosa
intestinal, desencadenando un flujo de iones y liquido hacia la luz intestinal, lo que a su vez ocasio-
na diarrea (Pumarola et al., 1987; Biberstein y Chung Zee, 1990; Hirsh, 2006). La gravedad de la
enfermedad depende del nimero de células blanco afectadas (Blaser y Newman 1982; Biberstein y
Chung Zee, 1990). Aproximadamente 107 organismos viables son requeridos normalmente para el
inicio de una gastroenteritis en humanos; en animales, se desconoce la dosis infectiva pero depende
de laespecie (Blaser y Newman, 1982); en animales, los sintomas de la enfermedad son dolor
abdominal y diarrea acompafiada de sefiales de muerte celular (sangre, restos de células y células
inflamatorias) (Biberstein y Chung Zee, 1990).

Adicionalmente, es posible que las cepas que producen septicemia provoquen o no diarrea, destruc-
cion de las células blanco, o ambas cosas. La accion de la enterotoxina se basa en la interrupcion de
la sintesis de proteinas provocando la muerte celular (Biberstein y Chung Zee, 1990). Los sintomas
gue se presentan, aunque no siempre, suelen ser septicemia y shock; las cepas que producen esta
forma clinica de enfermedad eluden la destruccion por parte del hospedador y se multiplican en el
interior de los macrdfagos del higado, bazo y también en el interior de los vasos sanguineos (Hin-
ton, 1971).Su destruccion en la corriente sanguinea se encuentra obstaculizada en parte por las uni-
dades repetitivas del antigeno O del LPS, posiblemente porque se impide la unién entre el complejo
de ataque a la membrana del sistema del complemento y la membrana externa de la bacteria (Ba-
rrow y Lovely, 1991).

Las cepas de Salmonella sp.son relativamente hidréfilas, debido en parte a la fraccion de carbohi-
dratos del LPS que provoca su repulsion de la membrana de las células fagocitarias, la cual es rela-
tivamente hidrofoba; las salmonelas que son fagocitadas no son destruidas facilmente porque en el
animal el contenido de los lisosomas del macréfago no atacara con facilidad a las salmonelas que se
encuentran en el interior del fagosoma, debido a que las bacterias sintetizan enzimas que tienen la
capacidad de neutralizar las que son producidas por el fagosoma (Blaser y Newman, 1982; Bibers-

tein y Chung Zee, 1990; Quinn et al., 2002). La multiplicacion del microorganismos origina una
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2007).

2.2.2 Género

Shigella

El género Shigella comprende 4 especies: S.dysenteriae, S.flexneri, S.boydii, S.sonnei, a veces de-
nominadas subgrupos A, B, C y D, respectivamente, que se diferencian por una combinacion de
caracteristicas bioquimicas y seroldgicas. Cada especie tiene varios serotipos: S. dysenteriae (sero-
grupo A, trece serotipos), S. flexneri (serogrupo B, seis serotipos), S. boydii (serogrupo C, 18 sero-
tipos) y S. sonnei (serogrupo D, un serotipo). El serotipo esta determinado por los lipopolisacaridos
de la pared celular (antigenos O).

S.flexneri es la especie endémica y es responsable de aproximadamente el 10% de todos los episo-
dios de diarrea entre los nifios menores de cinco afios. S.dysenteriae tipo epidémico y primer tipo de
causa endémico de la enfermedad, mientras que, en los paises desarrollados, S. sonnei es predomi-
nantemente implicado en brotes esporéadicos de origen comun. S. boydii, fue detectado por primera
vez en la India y hasta ahora ha sido poco comuln encontrar, excepto en el subcontinente indio
(Niyogi, 2005). A excepcion de S.sonnei, cada especie contiene multiples serotipos basados en la
estructura del antigeno O y al menos 49 serotipos de Shigella han sido reconocidos, representando
subtipos de tres de los cuatro grupos; de los cuales 15 pertenecen a S. flexneri (Simmons y Ro-
manowska, 1987; Bopp et al., 2003).

La shigelosis es endémica en todo el mundo y es una de las causas mas comunes de las enfermeda-
des diarreicas bacterianas. Es responsable de aproximadamente 165 millones de casos al afio, de los
cuales 163 millones se encuentran en paises en desarrollo y 1,5 millones en los industrializados. Se
estima que 1,1 millones de personas mueren anualmente de infeccion por Shigella y cerca de
580,000 casos de shigelosis se reportan entre los viajeros de los paises industrializados (Kotloff et
al., 1999).Aunque la epidemia de disenteria por Shigella es la manifestacion mas grave de la infec-
cién por Shigella en los paises en desarrollo, la mayoria de las infecciones por Shigella se deben a
la shigelosis endémica (Diaz et al., 2000).

La disenteria grave se caracteriza por fiebre, calambres abdominales y heces con sangre y mucosas
agudas permanentes. Estos sintomas reflejan en gran medida la invasion bacteriana de la mucosa
del colon y del recto, que provoca la inflamacion aguda que lleva a la destruccién de la mucosa ma-
siva. Estas complicaciones abarcan hipoglucemia, bacteremia o septicemia con un posible choque
séptico, la deshidratacién debido a la fiebre y la diarrea aguda que lleva a la hipovolemia e
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conduce méas a menudo a muerte en ausencia de reanimacion) y megacolon tdxico (un sindrome de
paralisis que lleva a la oclusion intestinal inferior, posiblemente acompafado de perforacion y peri-
tonitis). En los paises en desarrollo, la disenteria bacilar es reconocida como una de las principales
causas de malnutricion (Khan et al., 2004). A diferencia de otras infecciones entéricas como el cé-
lera, la disenteria bacilar no se beneficia de rehidratacion oral solo. Los tratamientos con antibioti-
cos son eficaces, aunque la resistencia a multiples farmacos es ahora prevalente en Asia, Africa o
América del Sur, una de las principales preocupaciones, en particular, para S. flexneri y
S.dysenteriae 1 (Khan et al., 2004; Chuang et al., 2006).

2.2.3 Caracterizacion morfolégica y bioquimica

Las bacterias del género Shigella, de la familia Enterobacteriaceae, son bacilos cortos gramnegati-
VoS sin agrupacion que miden 0.7 um por 3 um, inmdviles, no esporulan ni presentan capsula y su
DNA alcanza una similitud de hasta 70-75% en relacion con el de Escherichia coli, lo cuél indica
una gran relacién con esta Ultima especie (Molina y Uribarren, 2016). Anaerobios facultativos, oxi-
dasa negativo, fermentan la glucosa y otros azucares sin produccion de gas, rojo metilo positivo. La

temperatura de crecimiento 6ptima es 37°C y pH de 7.6 a 7.8 (Terragno et al., 2007).

2.2.4 Estructuraantigénica

Las shigellas presentan un complejo patron antigénico, carecen de antigenos H. Son antigénicamen-
te heterogéneas, pues las diferentes especies presentan reacciones cruzadas entre ellas y la mayoria
comparten antigenos O con otros bacilos entéricos. Quimicamente hablando, este antigeno es un
lipopolisacarico, pero la especificidad seroldgica depende de la porcion de polisacarido, se han des-

crito mas de 40 serotipos (Romero, 2007).

2.2.5 Factores de virulencia y patogenesis y patogenicidad

Los principales factores de virulencia de estos microorganismos son sus propiedades invasivas y
toxicogeénicas, aunque el papel desempefiado por la toxina esta todavia por dilucidar, ya que las
cepas toxicogénicas pero no invasivas no producen enfermedad en los monos. Por el contrario, las
variantes invasivas pero no toxicogénicas, son causa de enfermedad, aunque de caracter menos gra-

ve gue la que se produce con cepas que poseen ambas capacidades (Vadillo, 2002).
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Disenteria se caracteriza por una inflamacion aguda del colon con la erosion de la mucosa (Hale,
1991; Ménard et al., 1996). El desarrollo de la shigelosis requiere la penetracion de bacterias a tra-
ves de la barrera del epitelio intestinal a través de las células M. Al llegar a los foliculos linfoides
subyacentes, las bacterias son engullidas por los macréfagos residentes (Perdomo et al., 1994; Was-
sef et al., 1989). Una vez dentro de un macrofago, Shigella escapa del fagosoma en el citoplasma y
mata a esta célula mediante la induccién de la apoptosis (Zychlinsky et al., 1992). Lo que liberan
los macrdéfagos al morir permiten la maduracién de interleucina-1p (IL-1B) (Zychlinsky et al.,
1994) e IL-18 (Sansonetti et al., 2000), dos citoquinas importantes en la iniciacion de la inflama-
cién (Sansonetti et al., 1995). Shigella también invade las células epiteliales a través de endocitosis
patogeno-dirigida (Ménard et al., 1996). La invasion de los enterocitos y la proparagacion bacteria-
na de célula a célula mejora ain més el dafio tisular (LaBrec, 1964 y Sansonetti et al., 1989).

Los antigenos plasmidos invasion Shigella B (IpaB), IpaC, y el IpaD son necesarios para la entrada
en la célula epitelial y de escape fagosoma (High et al., 1992 y Ménard et al., 1996). Sin embargo,
solo IpaB es suficiente para activar la apoptosis de macrdéfagos (Chen et al., 1996). Las proteinas
Ipa interacttan con las células del huésped al ser secretadas por un aparato de secrecién de tipo 11
(Ménard et al., 1994). En el citoplasma de los macréfago, IpaB se une a la caspasa-1 (Casp-1 con-
duce a la apoptosis de los macréfagos por una via todavia mal definida (Hilbi et al., 1997 y Zychli-
nsky et al., 1994). Casp-1-deficiente resistencia a los macréfagos a la muerte celular inducida por
Shigella demuestra que Casp-1 es esencial para este proceso (Hilbi et al., 1998).

IpaB contiene una region hidréfoba (aminoacidos [aa] 310-430) que contiene dos dominios que
abarcan la membrana putativa (aa 313-346 y 400-423) (Baudry et al., 1988). IpaB es homéloga a la
proteina de la invasion de Salmonella B (SipB) y de la proteina B Yersinia exterior (YopB). La si-
militud de IpaB a estas proteinas es particularmente alta en la regién hidr6foba (identidad 65 y 30%
a SipB y YopB, respectivamente) (Hakansson et al., 1993 y Kaniga et al., 1995). Curiosamente,
SipB se requiere para la invasion de Salmonella de células epiteliales (Hermant et al., 1995, Hueck
et al., 1995, Kaniga et al., 1995) e interactia con Casp-1 para activar la apoptosis de macrofagos
(Hersh, 1999). A diferencia de IpaB y SipB, YopB no es la molécula efectora de la apoptosis indu-
cida por Yersinia (Mills et al., 1997 y Monack et al., 1997), y su funcion sigue siendo controvertido
(Hakansson et al., 1996, Lee et al., 1999).

En la pared celular Shigella posee peptidoglicano y en la membrana externa, que es una bicapa de
fosfolipidos, contiene proteinas, lipoproteinas y lipopolisacarido (LPS) (Romero, 2007). El lipopo-
lisacarido (LPS) es un componente de superficie principal de bacterias gramnegativas. En combina-

cién con las proteinas, fosfolipidos, lipoproteina, antigeno comun enterobacteriano, y antigenos
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riana gramnegativa (Lindberg et al., 1991). La membrana externa es asimétrica con los LPS, de alto
peso molecular anfifilicos ubicados exclusivamente en la superficie.

Como una estructura de superficie, LPS interactta con el anfitrion; albergan sistemas de defensa y
reconocen a una bacteria por las respuestas inmunitarias provocadas a su LPS. Por lo tanto, el LPS
es un antigeno de superficie inmunoreactivo. Sin embargo, LPS que entra en el anfitrion también
causa un amplio espectro de reacciones fisiopatoldgicas no especificos, conocidos como reacciones
endotoxicas. Estas reacciones incluyen fiebre, hipotension, leucopenia seguido por leucocitosis y la
coagulacion intravascular diseminada (Lindberg et al., 1991).

Algunas veces estas reacciones conducen a un chogue irreversible que da como resultado un desen-
lace fatal. En estudios experimentales con el uso de LPS de diferentes bacterias gramnegativas, los
mismos efectos inflamatorios agudos han sido provocados. Esto ha llevado al concepto de que los
LPS liberados de la multiplicacion de las bacterias y de desintegracion significativamente contribu-
yen a los sintomas de la septicemia. Por consiguiente, el LPS es un factor importante en la patoge-
nicidad de las infecciones debidas a bacterias gramnegativas. Ademas de producir efectos nocivos,
el LPS también juega un papel en la relacion fisiologica entre el huésped y parésito. LPS estimula
las células B policlonal para diferenciar, proliferar, y secretar inmunoglobulinas, y la activacion de
macrofagos por LPS potencia la citotoxicidad y la fagocitosis (Lindberg et al., 1991). LPS también
actla como mitdgeno para fibroblastos. Estas actividades a menudo denominados procesos que in-
ducen resistencia no especifica a la infeccion.

El lipopolisacarido consta de un segmento lipidico hidrofébico ligado covalentemente a un polisa-
carido hidrofilico. El segmento lipidico es llamado lipido A y el segmento polisacarido consiste en
un pequefio nucleo ligado a unidades repetidas de dos a seis residuos de azucar (cadena de polisaca-
rido antigénico O) (Romero, 2007). La estructura primaria del lipido A de las enterobacterias se ha
elucidado en gran detalle. La estructura del lipido A de Escherichia coli planteaba de un B-D-
glucosaminyl-A-D-glucosamina disacarido, que esta fosforilada en la posicion O-1 del residuo de
glucosamina reductora de R-3- hidroxi &cidos grasos en las posiciones O-2, O-3, O-2’, y O-3’
(Lindberg et al., 1991). El nucleo esta unido a la posicion O-6 del resido de glucosamina reductor.

La invasion de las células epiteliales de la mucosa instestinal por Shigella comienza cuando ésta
cruza inicialmente la capa epitelial a través de las células M que sobreponen foliculos linfoides aso-
ciados a la mucosa colo-rectal. Las células M son células epiteliales especializadas (CE) en el epite-
lio del foliculo-asociado (FAE) capaz de transcitar antigenos luminales en el espacio sub-epitelial
para el procesamiento por las células fagociticas y la presentacion al tejido linfoide asociado al in-

testino, 1o que lleva a la generacion de una respuesta inmune especifica (Phalipon y Sansonetti,
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dendriticas (DC) presentes en la cupula del foliculo linfoide, e (2) intestinal CE (IEC) a través de su
polo basolateral. La consecuencia es la induccion de la produccion de citoquinas y quimioquinas
proinflamatorias que inician el proceso inflamatorio, que lleva a Ulceras aftas como Ulceras inflama-
torias que sobreponen los foliculos linfoides rectales (Mathan y Mathan, 1991). La inflamacion,
acompafiado de una invasion bacteriana, luego se extiende progresivamente a implicar una gran
parte de la superficie de la mucosa, sino que permanece confinado en el intestino grueso (Speelman
et al., 1984). La propagacion de la inflamacion en todo el intestino provoca inicialmente edema,
eritema y la produccién de un exudado mucopurulento adherente, seguido por la formacién de abs-
cesos y hemorragias de lamucosa.

La infeccion por Shigella representa un interesante paradigma de desequilibrio de los mecanismos
inmunes del huésped que regulan la inflamacion, y de las estrategias bacterianas desarrolladas de
escapar matando por las células inmunitarias del huésped que estan equipadas con un gran reperto-

rio de armas anti-microbianos para controlar la infeccion microbiana.

2.2.2 Género

Klepsiella spp.

La primera mencion de una especie del género Klebsiella fue realizada por VVon Frisch en 1881, el
cudl se refirié a un bacilo capsulado observado en muestras de pacientes con rinoescleroma. EIl gé-
nero Klebsiella como tal fue denominado por Trevisan en 1885, en honor al microbiélogo aleman
Edwin Klebs (1834-1913) (Léazaro, 2003). Los microorganismos del género Klebsiella son bacilos
gramnegativos inmoviles que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae (Vadillo, 2002).

Es ubicua en la naturaleza, tiene dos habitats comunes: el medio ambiente, en el cual se halla en
aguas superficiales y residuales, en el suelo y sobre las plantas; y las superficies mucosas de mami-
feros. En humanos portadores de K.pneumoniae se encuentra en las vias respiratorias superiores y
en el tracto intestinal (Podschun y Ullmann, 1998).

Las bacterias que pertenecen al género Klebsiella con frecuencia causan infecciones nosocomiales
en los humanos. La especie mas importante, médicamente hablando, es Klebsiella pneumoniae; la
cual representa una proporcion significativa de las infecciones nosocomiales del tracto urinario,
neumonia, septicemias e infecciones de tejidos blandos (Podschun y Ullmann, 1986). Un grado
menor de importancia lo ocupa K. oxytoca, la cual también se ha aislado de muestras clinicas hu-
manas. Su incidencia del 5 al 7% de todas las infecciones adquiridas en el hospital les situa entre los

patdgenos nosocomiales mas importantes.
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La taxonomia de Klebsiella se caracteriza por una nomenclatura que refleja su colorida historia ta-
xonomica.

Originalmente (familia Enterobacteriaceae) llevd a que esta subdividido en tres especies corres-
pondientes a las enfermedades que causaron: K. pneumoniae, K. ozaenae, y K. rhinoscleromatis.
Como la taxonomia se hizo cada vez més refinada debido al desarrollo de nuevos métodos tales
como la taxonomia numeérica, la clasificacion de especies en este género fue revisado continuamen-
te. Con el tiempo, surgieron tres clasificaciones principales, las de Cowan, Bascomb y Orskov.

La clasificacion de Cowan (Cowan et al., 1960) indica que el género Klebsiella esta formado por
varias especies, entre las que se encuentran K.pneumoniae, K. oxytoca, K. planticola y K.terrigena.
Mientras que la clasificacion de Orskov (Orskov, 1984) sefiala que el género Klebsiella estd forma-
do por: K.pneumoniae, K.oxytoca, K.terrigena, K.planticola (sin K.trevisanii), K.ornithinolytica,
esta clasificacion suele ser empleada por la mayoria de los paises europeos y Estados Unidos; por lo
tanto, es la méas extendida a nivel mundial.

A principios de la década de 1980, Klebsiella fue aislada del medio ambiente, que previamente ha-
bia sido clasificado como “organismos de Klebsiella como (grupos J, K, L y M), fueron cada vez
clasificados en taxones de modo provisional (Gavini et al., 1977). Estos grupos dieron lugar a cua-
tro especies nuevas: K. terrigena (lzard et al., 1981), K. ornithinolytica (Sakazaki et al., 1989),
K.planticola (Bagley et al., 1981), y K. trevisanii (Ferragut et al., 1983). En 1986, las dos ultimas
especies se combinaron en una especie, K. planticola, debido a su extensa homologia de secuencia
de ADN (Gavini et al., 1986). Aunque originalmente considerado sin importancia clinica y restrin-
gida a acuético, botanico, y ambientes de suefios, K.terrigena y K. planticola recientemente se han
reportado como ocurre en muestras clinicas humanas (Mori et al., 1989; Podschun y Ullmann,
1992; Podschun y Ullmann, 1994). De acuerdo con estos hallazgos, particularmente K. planticola se
ha aislado de infecciones humanas con una sorprendentemente alta frecuencia de 3.5 a 18.5% entre
los aislados clinicos de especies de Klebsiella.

Crece muy bien en medios de cultivo ricos en nutrientes, como el agar sangre y el agar chocolate,
asi como en los medios propios de enterobacterias (agar de MacConkey). Los microorganismos se
identifican mediante el empleo de pruebas bioquimicas habituales de laboratorio, aunque se suelen
utilizar sistemas de pruebas multiples, como el API 20E. Las cepas de K. pneumoniae son resisten-
tes a la ampicilina, si bien la mayoria de ellas suele ser sensible a los antibidticos beta-lactamicos

mas recientes, los aminoglucdsidos v las fluoroquinolonas. Se recomienda el empleo del
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(Vadillo, 2002).

2.2.4 Estructura antigénica y factores de virulencia

La capa mas externa de Klebsiella spp. esta formada por una gran capsula de polisacéridos que dife-
rencia a estos microorganismos de otros géneros de esta familia. Los factores de virulencia de este
género son: la capsula, que es un factor antifagocitario y las endotoxinas de pared, como los otros
bacilos de esta familia (Romero, 2007). Los miembros del género Klebsiella tipicamente expresan
dos tipos de antigenos en su superficie celular, el primero es una lipopolisacarido (antigeno O); el
otro es un polisacarido capsular (K antigeno).

Hay un total de 77 antigenos K y 9 antigenos O. La variabilidad estrcutural de estos antigenos for-
ma la base para la clasificacion en diversos serotipos. La virulencia de todos los serotipos parece
similar (Qureshi, 2015).

2.2.5 Patogenesis y patogenicidad

Las infecciones nosocomiales por Klebsiella son generalmente producidas por Klebsiella pneumo-
niae (Montgomerie y Ota, 1980; Weinstein et al., 1983), la especie mas importante del género des-
de el punto de vista médico y estan asociadas a una alta morbilidad y mortalidad. Se estima que el
género Klebsiella es el responsable del 8% de las infecciones nosocomiales bacterianas en los Esta-
dos Unidos y en Europa, lo cual lo sitia entre los ocho patégenos infecciosos mas importantes en
hospitales (Lazaro, 2003).

Clasicamente se ha relacionado a Klebsiella ozaenae y Klebsiella rhinoscleromatis exclusivamente
con procesos inflamatorios cronicos de vias aéreas (ozena y rinoescleroma) (Berger et al., 1977).
No obstante, en los ultimos afios, las diferentes especies del género han sido aisladas de infecciones
urinarias (Berger et al., 1977; Goldstein et al., 1978), neumonia (Goldstein et al., 1978; Power y
Calder, 1983), meningitis (Lewis y Alexander, 1979), infeccidn de tejidos blandos (Murray et al.,
1981), mastoiditis (Goldstein et al., 1978) y bacteremia (Berger et al., 1977; Lewis y Alexander,
1979; Murray et al., 1981; Smith et al., 1984; Garcia de la Torre et al., 1985).

El poder patogeno de esta bacteria (K.pneumoniae) se basa en el desarrollo de una capsula, la cual
actia como factor determinante de su virulencia, y de acuerdo con sus determinantes antigénicos se
puede clasificar en 77 serotipos diferentes. La capsula protege al microorganismo de la fagocitosis

por parte de los polimorfonucleares (Simoons-Smit et al., 1986) yde los factores bactericidas
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(Williams y Tomas, 1990). Se han descrito algunos tipos capsulares mas virulentos que otros, como
por ejemplo los K1, K2, K4 Y K5 (Simoons-Smit et al., 1984). La primera etapa en el proceso in-
feccioso es la adherencia del agente a las células del hospedero, funcion que en el caso de las ente-
robacterias es desempefiada por unas proyecciones filamentosas de la superficie bacteriana Ilamadas
pilis, de las cuales existen dos tipos predominantes en Klebsiella spp: el tipo 1 y el tipo 3 (Old et al.,
1985; Przondo-Hessek y Pulverer, 1983). El tipo 1 esta asociado en la patogénesis de las infeccio-
nes del tracto urinario (lwahi et al., 1983), adheriéndose a las células del tabulo proximal (Virkola
et al., 1988). Su adherencia a las células del tracto respiratorio afecta la resistencia a la coloniza-
cion, lo cual conlleva a la proliferacién de patdgenos potenciales y puede conducir a neumonia,
principalmente en pacientes con ventilacion mecéanica (Ayars et al., 1982); el pili tipo 3 interviene
en la adherencia a las células endoteliales y los epitelios del tracto respiratorio y urinario (Hornick
et al., 1992; Tarkkanen et al., 1997). EI mecanismo exacto de la resistencia a la inmunidad de los
Ilamados factores séricos, y en este caso el relacionado con la activacion del complemento, es des-
conocido; una posible explicacion es el enmascaramiento del lipopolisacarido (LPS) de la bacteria
por parte de la capsula, de tal forma que exhibe una estructura que no activa el complemento (Me-
rino et al., 1992). El hierro es un elemento vital para el desarrollo bacteriano, y su disponibilidad en
el ambiente del hospedero es muy limitado, pero muchas bacterias lo obtienen produciendo agentes
quelantes llamados sideroforos que son capaces de tomarlo de las proteinas del hospedero. Existen
varios tipos de sider6foros que se han reunido en dos grupos quimicos diferentes, segun produzcan
enterobactinas y aerobactinas, las cuales, como se ha demostrado, son producidas por las especies
del género Klebsiella spp. (Podschun et al., 1992); también se ha descrito la produccion de citotoxi-
nas, enterotoxinas y hemolisinas, factores que en el caso de Klebsiella spp. parecen jugar un papel

menor en su patogenicidad.

2.3 Diagnostico

2.3.1 Aislamiento bacteriano

El aislamiento bacteriano consiste en la separacion de un determinado microorganismo del resto
que le acompaiian, por medio de una siembra en estria sobre un medio de cultivo y conseguir aislar

una colonia bacteriana con caracteristicas determinadas en cuanto a su forma, borde, elevacion,
tamario , consistencia (Morales, 2013; OIE, 2013).
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Si bien existen una gran variedad de pruebas bioquimicas empleadas con fines de identificacion
bacteriana. La prueba de la catalasa, la catalasa es una enzima que cataliza la descomposicion de
peréxido de hidrdégeno en agua y oxigeno. Se encuentra presente en la mayoria de los microorga-
nismos aerobicos y anaerdbicos facultativos. En cuanto a la interpretacion tenemos que la prueba se
considera positiva cuando se produce una efervescencia rapida con desprendimiento de burbujas. La
prueba de la oxidasa (citocromo c oxidasa), en esta prueba los citocromos son enzimas que forman
parte de la cadena de transporte de electrones en la respiracion aerdbica, transfiriendo electrones al
oxigeno, con la formacion final de agua. Esta prueba se considera como positivo cuando el papel
cambia de color pasando a purpura y negro en un lapso de diez a veinte segundos, como consecuen-
cia de que el reactivo se oxida en presencia de citocromo ¢ oxidasa forméandose azul de Wuster
(INS, 2005; Morales, 2013).

Por otro lado tenemos la Fermentacion de azucares, esta prueba se suele usar en la identificacion
inicial de bacilos gramnegativos y especialmente de enterobacterias. En este estudio se observa la
fermentacion de lactosa y/o glucosa y/o sacarosa con produccion de &cido y/o gas y la produccién
de H.S, la produccion de gas se evalua en la fermentacion por la aparicion de burbujas, rotura o
elevacion del agar en el fondo del tubo (INS, 2005; Morales, 2013). La Produccién de SH2, lo cual
sirve para detectar la produccion de H»S a partir de tiosulfato sodico debe incorporarse al medio de
cultivo un indicador, dado que el H2S es incoloro. Para tal fin se suele utilizar alguna sal de hierro
que reacciona con el H,S, para producir un precipitado negro de sulfuro de hierro. La Produccion de
H>S tiene lugar en ambiente &cido, de ahi que el precipitado negro se concentre en el fondo del tu-
bo, donde se generan &acidos a partir de la glucosa (INS, 2005; Morales, 2013). La Reduccién de
nitratos consiste en la reduccion de nitratos a nitritos, lo cual es una carateristica propia de varios
microorganismos que utilizan nitrato como aceptor final de electrones en la respiracion anaerdbica.
Esta prueba es util en la identificacion de microorganismos pertenecientes a las enterobacterias
aunque también sirve para identificar otros microorganismos. La Produccion de indol, se debe tener
en consideracion que el indol es uno de los productos de degradacién del metabolismo del aminoa-
cido triptofano. La presencia de la enzima triptofanasa en la bacteria provoca la hidrolisis del tripto-
fano y su desaminacion, produciendo indol, acido pirdvico y amoniaco. La Movilidad se debe tener
en consideracion que la baja concentracion de agar de este medio permite que las bacterias se des-
placen si son moviles. Por ello, observando si el crecimiento esta sélo en la picadura o se extiende a
los lados de ella, se puede determinar si el microorganismo es inmovil o mévil (INS, 2005; Mora-

les, 2013). El Crecimiento en citrato, tenemos que saber que algunos microorganismos utilizan el
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tante en la identificacion de microorganismos pertenecientes a las enterobacterias. La Produccion
de ureasa, es una enzima presente en humerosos microorganismos. Esta enzima cataliza la hidroli-
sis de la urea, con produccion de didxido de carbono y amoniaco, lo que causa una alcalinizacion
del medio (INS, 2005; Morales, 2013).

2.3.3 Resistencia

La resistencia a antibio6ticos es uno de los aspectos de creciente interés tanto en la sanidad humana y
animal como en la salud publica. La causa de la resistencia a antibidticos es natural; es decir, las
propias bacterias han desarrollado mecanismos de adaptacion, para inactivar las sustancias antibio-
ticas producidas como elemento de defensa o estrategia competitiva con otros microorganismos.
Por ello, el conocimiento de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana debe orientar a la elabo-
racion de esquemas de tratamiento mas eficaces y ademas, la informacién proporcionada por la vi-
gilancia debe servir de insumo para la elaboracion de un programa de uso racional de antibioticos.

Las enterobacterias aisladas con mayor frecuencia en un laboratorio de Microbiologia Clinica son
E.coli y Klebsiella spp., seguidas por Enterobacter spp., Citrobacter spp. y diferentes especies del
grupo Proteus, Morganella, Providencia. Estas especies, comensales del tubo digestivo del hombre
y animales, causan toda infeccion oportunista en el hombre, con la excepcién de algunos patogru-
pos de E.coli que son enteropatdgenas (Bennett et al., 2015).

El tratamiento de estas infecciones estad basado fundamentalmente en la terapia con farmacos anti-
microbianos (Bennett et al., 2015). Existen diversos grupos de antimicrobianos con actividad frente
a enterobacterias (Bennett et al., 2015; Limbird et al., 1996). El més utilizado es con betalactdmi-
cos, aungue muchas enterobacterias posean, como mecanismo de resistencia, betalactamasas cro-
mosdmicas (Prats, 2005; Navarro, 2002) o la posibilidad de adquisicion de betalactamasas plasmi-
dicas, hecho descrito por primera vez en el afio 1965 para la TEM-1 en Atenas, de un aislado de
E.coli proveniente de un paciente llamado Temoneira, y de ahi la designacion de TEM (Paterson et
al., 2005; Datta et al., 1965). En los ultimos 20 afios fueron disefiados muchos antibiéticos con la
finalidad de ser resistentes a la accion hidrolitica de las betalactamasas, pero con cada nueva clase
de betalactdmico que se utilizaba para tratar pacientes, surgia una nueva betalactamasa que conferia
resistencia al mismo (Navarro et al., 2002).

Una de estas nuevas clases son las oximino-cefalosporinas, que fueron ampliamente utilizadas para
el tratamiento de infecciones graves en la década de los 80. Como cabia esperar, la resistencia a

estos betalactamicos de espectro ampliado no tardd en aparecer. La primera de estasenzimas
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K.ozaenae aislada en Alemania en 1983 (Knothe et al., 1983; Kliebe et al., 1985 y Paterson et al.,
2005). Debido al espectro incrementado de actividad, fueron llamadas betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) (Kliebe et al., 1985; Livermore et al., 1996). La aparicion de estas enzimas, jun-
to con otras como las AMPc plasmidicas y las carbapenemasas capaces de inactivar ademas a las
cefamicinas y a los carbapenémicos, respectivamente, hacen que los betalactamicos sean cada vez
menos Utiles a la hora de combatir infecciones, principalmente en el medio hospitalario (Navarro et
al., 2002; Paterson et al., 2005).

Otro grupo de antimicrobianos utilizado frecuentemente para tratar infecciones producidas por ente-
robacterias es el de las quinolonas. Son un grupo de antimicrobianos semisintéticos, de los que ca-
ben destacar el acido nalidixico y las quinolonas fluoradas, como norfloxacino, ciprofloxacino y
levofloxacino, especialmente activas frente a bacterias gramnegativas. A medida que se sintetizaron
nuevas moléculas de fluoroquinolonas, como moxifloxacino, este espectro se amplié a bacterias
grampositivas e incluso a micobacterias.

El nivel de resistencia a quinolonas fluoradas (ciprofloxacina) en enterobacterias se debe principal-
mente a las mutaciones de los genes de la DNA-girasa y topoisomerasa IV (Drlica et al., 1997). La
primera proteina de resistencia a quinolonas mediada por plasmidos Qnr (luego denominada QnrA)
fue hallada en una muestra urinaria de la que se aisl6 una K. pneumoniae, en Birmingham, Estados
Unidos, en 1994. Esto abrié una nueva era en la resistencia a quinilonas, descubriéndose luego la
enzima AAC (6°)-Ibcr o las proteinas estructurales QepA (Nordmann et al., 2005; Kim et al.,
2009).

Los aminoglucosidos de los grupos de la kanamicina y gentamicina son muy activos frente a la ma-
yoria de los bacilos gramnegativos aerobios. Poseen una elevada actividad frente a un gran namero
de miembros de la familia Enterobacteriaceae, como E. coli y otras especies de los géneros Kleb-
siella, Enterobacter y Proteus (Limbird, 1996; Gofii et al., 2004). La resistencia a aminoglucosidos
en enterobacterias se debe fundamentalmente a la presencia de enzimas modificadoras de amino-
glucésidos (EMAG).

2.4 Importancia en salud publica

Muchas bacterias han sido identificadas como las causantes de enfermedades en reptiles mantenidos
en cautiverio (Keymer, 1978; Glazebrook et al., 1993). Sin embargo, se conoce que muchos micro-
organismos pueden ser causa de elevada mortalidad en otras especies de animales acuéaticos de vida
libre (Medway, 1980, Ghittino et al., 1984, Gulland, 1999). Por lo tanto, los estudios de la flora

44

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta fesis.




¥ TESIS CIENTIFICA

UNIVERSIDADCIENTIFICA DEL SUR

MNUuuvLLiIiualiia il UHiniiiuiavo giivueolivo gvil UL viwua IIII'JUILMI vt 'Jubd 1nvo r.l\.:llllll.bll vuUilIivuLl Ll rJuerl \1“\:

tienen estos microorganismos en las enfermedades infecciosas; asi mismo, nos permiten saber como
es gue afectan la supervivencia de las poblaciones en condiciones naturales.

Considerando que muchas de estas bacterias son patogenas para los humanos y el nimero de los
microorganismos resulta mayor en animales inmunocomprometidos, este aspecto puede ser utiliza-
do como un importante indice para identificar grupos de animales inmunosuprimidos o enfermos;
evaluando de esta manera no sélo la flora bacteriana de una poblacion durante varios afios sino
brindarnos el conocimiento de la flora normal de animales silvestres para entender los riesgos po-
tenciales de la zoonosis (Santoro et al., 2006).

La tenencia de animales silvestres como mascotas ha sido una costumbre a lo largo de la historia de
la humanidad, la cual prevalece hasta hoy en dia, tanto en sociedades rurales como urbanas (Drews,
1999). Sin embargo, dicha actividad es una amenaza para la salud publica, ya que se incrementa el
riesgo de exposicion a agentes zoondticos.

Se estima que las zoonosis representan el 75% de las infecciones emergentes, cuyo principal y
usualmente desconocido reservorio lo conforman los animales silvestres (principalmente mamife-
ros), quienes ademas pueden ser fuente de reemergencia de enfermedades infecciosas previamente
controladas (Kuiken et al., 2005; Perkins et al., 2005; Chomel et al., 2007; Monsalve et al., 2009;
Rhyan et al., 2010).

La literatura reporta diversos ejemplos de brotes de enfermedades zoonoéticas asociados a la tenden-
cia de animales silvestres como mascotas. Uno de estos casos ocurrié en Ceard, Brasil, donde se
presentd un brote de rabia asociado a una nueva variante viral que provino de un mono titi (Callith-
rix jacchus jacchus) mantenido como mascota (Chomel et al., 2007). También puede ocurrir el pa-
saje de agentes infecciosos desde las personas hacia la fauna silvestre (antropozoonosis), como en
los casos de mortalidad de monos tities (Callithrix spp.) asociada a infeccién por Herpesvirus hu-
mano tipo 1, que fueron reportados en Brasil y Austria (Bruno et al., 1997; Huemer et al., 2002;
Longa et al., 2011).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio

Este proyecto se desarrollé en el zoocriadero privado, ubicado en la provincia y departamento de
Lima. Sus coordenadas son 12°0'0" S y 76°55'60" W en formato DMS. Para luego ser remitido al
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur para su procesamiento microbio-

logico.

3.2 Toma de muestras

Se realiz0 la captura de los diferentes especimenes mediante restriccion fisica para la toma de mues-
tras (hisopados cloacales); se introdujo a través de la cloaca un hisopo con punta de algodon estéril,
penetrando hasta 1 cm de profundidad, y se realizaron movimientos suaves de rotacion sobre la
mucosa. Las muestras tomadas se conservaron humedas introduciendo los hisopos en tubos tipo
falcon estériles, los cuales contenian el medio de transporte Stuart (Merck) conservadas a una tem-
peratura promedio de 4°C hasta su llegada al laboratorio de Microbiologia de la Universidad Cienti-
fica del Sur, siempre dentro de las primeras 12 horas después de la toma de muestra. Todas las
muestras fueron sembradas en los distintos medios e incubadas a 37°C para bacterias y a 28°C para
hongos y levaduras y se les realizaron las distintas pruebas bioquimicas (TSI, citrato de Simmons,
LIA, SIM, lisina descarboxilasa, catalasa, oxidasa, indol, ureasa) descritas a fin de tener el mayor
numero de datos microbioldgicos para cada especie. A fin de que el tiempo de incubacion fuera el
adecuado para cada cepa bacteriana, las lecturas de desarrollo bacteriano se realizaron entre uno y
cuatro dias después de la siembra.

Los organismos fueron identificados por las caracteristicas de crecimiento de las colonias y por

reaciones bioquimicas en los paneles y reactivos ya descritos.
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sis) juveniles del zoocriadero privado (Lima).

Se trabajo con la poblacion total de lagartos caimén (Dracaena guianensis) en cautiverio.

3.4 Aislamiento bacteriano

Se sembrd primeramente en agar MacConkey, ya que es un medio selectivo diferencial utilizado
para el aislamiento y diferenciacion de bacilos gramnegativos fermentadores y no fermentadores de
lactosa, se sembrd con asa sobre la superficie del agar y luego pasa a incubacion en aerobiosis, a
37°C por 24-48 horas, en el caso de E. coli produciran colonias de borde entero, color fucsia (lacto-
sa positivos), opaco de 2 mm- 3 mm de didmetro (INS, 2005; Casado et al., 2012; Morales, 2013).
Para el caso de Salmonella spp., las colonias se detectaron por su caracteristica macroscopica de ser
lactosa negativo, presentar borde definido, tamafio aproximado de 1 a 1.5 mm de diametro y ser

ligeramente convexas (Corrente et al., 2004, Stanchi, 2007).

3.4.1 Cultivo en agares selectivos

Las colonias aisladas de MacConkey, sospechosas de Escherichia coli se sembraron en medios de
cultivo diferencial a través de pruebas bioquimicas como: Agar Triple Sugar Iron o tres azucares
(TSI), un medio de diferenciacion de Enterobacteriaceae basado en la produccion de sulfuro de
hidrogeno y fermentacién de lactosa, sacarosa y glucosa, por la fermentacién de azUcares, se produ-
cen &cidos, que se detectan por medio del indicador rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en
medio acido. El tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de hidrogeno que reacciona luego con una
sal de hierro proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro. La interpretacion de resulta-
dos se determino por la coloracion en la que se torna y la produccion de gas, cuando es superficie
alcalina y profundidad acida (pico rojo/ fondo amarillo) el microorganismo fermenta glucosa, cuan-
do la superficie es acida y la profundidad es acida (pico amarillo/fondo amarillo) indica que el mi-
croorganismo fermenta glucosa, sacarosa y/o lactosa (MacFaddin, 2000; INS, 2005).

El agar Citrato de Simmons, medio utilizado para la diferenciacion de enterobacterias en base a la
capacidad de usar citrato como Unica fuente de carbono y energia. EI metabolismo del citrato se
realiza, en aquellas bacterias poseedoras de citrato permeasa, a través del ciclo del &cido tricarboxi-
lico. El desdoblamiento del citrato genera progresivamente, oxalacetato y piruvato (Koneman et al.,
1997; Farmer, 2003). El agar Lisina Hierro, medio de cultivo utilizado para diferenciar microorga-
nismos, basado en la decarboxilacion y desaminacion de la lisina y en la produccionn de acido sulf-

hidrico. Los microorganismos fermentadores de glucosa acidifican el medio y provocan el viraje del
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metaboliza la lisina a cadaverina elevando el pH del medio de cultivo y tornandolo al color purpura
0 violeta, los microorganismos fermentadores de glucosa que no tienen actividad lisina decarboxila-
sa, producen un viraje de la totalidad del medio de cultivo al color amarillo, se hace puncion pro-
funda y luego se siembra en la superficie, luego se incubo a 37°C por 24 horas. En el caso de la E.
coli es positiva a lisina descarboxilasa quedando un color purpura en todo el tubo (MINSA, 2012;
Morales, 2013). EI Agar SIM con reactivo Indol, medio semisélido destinado a verificar la movili-
dad, produccion del indol y de sulfuro de hidrogeno por los microorganismos. El triptéfano es un
aminoacido constituyente de muchas peptonas y particularmente de la tripteina y puede ser metabo-
lizado por algunas bacterias para formar indol, este se combina con el aldehido del reactivo de Ehr-
lich o de Kovac's, para originar un compuesto de color rojo (MacFaddin, 2000). EI medio urea,
medio utilizado para diferenciar microorganismos en base a la actividad ureasica, las bacterias hi-
drolizan la urea por medio de la enzima ureasa liberan amoniaco y didxido de carbono. Estos pro-
ductos alcalinizan el medio de cultivo haciendo virar el indicador rojo de fenol del color amarillo al
rojo (MacFaddin, 2000).

3.4.2 Pruebas bioquimicas

Una vez realizado el aislamiento bacteriano se procedio a la identificacion bacteriana a traves de las
pruebas bioquimicas que revelan las caracteristicas metabdlicas. Las pruebas bioquimicas utilizadas
fueron las de catalasa, oxidasa, indol, ureasa y movilidad, y reacciones bioquimicas como la capa-
cidad de fermentar azlcares (glucosa, lactosa, sacarosa), utilizacion de fuentes de carbono a partir

de citrato, ornitina, maltosa y lisina.

3.5 Determinacion de susceptibilidad a los antibacterianos

Se realiz6 pruebas de susceptibilidad a las cepas aisladas de E.coli por medio del método de disco
difusion basado en el trabajo de Kirby — Bauer y recomendado por el National Committee for Clini-
cal Laboratory Standars (NCCLS), método facilmente estandarizable e indicado para microorga-
nismos no exigentes y de crecimiento rapido, cuyos resultados se expresan de forma cualitativa,
como “sensible” (en cuyo caso Se supone que un tratamiento “estandar” con aquel compuesto pro-
ducira la curacion), “resistente” (el antimicrobiano examinado no sera eficaz en aquella patologia) o
“intermedio” (la efectividad de aquel compuesto dependera de su localizacion o de la dosificacion
utilizada) (Reyes et al., 2004; Taroco et al., 2008; Morales, 2013).
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la cepa pura en el caldo de Tripticasa de Soya, ajustandose su turbidez equivalente al estandar 0.5
de la escala de Mc. Farland, posteriormente se procedid a sumergir un hisopo estéril en la suspen-
sion y se dejé 5 minutos para mejor adsorcion, luego se sembré en un medio de cultivo no selecti-
vo: agar Muller Hinton, estriando con hisopo en tres direcciones para asegurar una distribucion uni-
forme del inoculo, luego mantuvo la placa a temperatura ambiente por 5 minutos, posteriormente
con una pinza estéril se colocaron los discos de antibidticos sobre la superficie del agar uniforme-
mente con una distancia minima de 25 mm uno del otro aproximadamente, donde se utilizaron: Ce-
furoxima, Ceftriaxona, Enrofloxacina, Acido Nalidixico, Sulfatrimetropin, Gentamicina, Tetracicli-
na, Neomicina, Ciprofloxacina, Nitrofurantoina, Oxacilina y Estreptomicina, antibi6ticos princi-
palmente usados para tratamiento contra infecciones gramnegativas (Sacsaquispe y Velasquez,
2002; Reyes et al., 2004; Carloni et al.,2011; Morales et al.,2011), se utiliz6 6 discos por placa Petri
de 100 mm, para evitar la superposiciéon de las zonas de inhibicion, se dejé incubar por 16-18 ho-
ras a 37°C (MINSA, 2012; Morales, 2013).

Luego del periodo de incubacién se produjo la inhibicion del crecimiento del microorganismo ana-
lizado en un punto del gradiente y dando como resultado un area excéntrica al disco de inhibicion,
esta area, al ser proporcional a la Concentracion inhibitoria minima (CMI) permitira la distincion de
cepas sensibles, resistentes o intermedias (Malbram, 2001; Corna, 2002; Taroco et al., 2008; Prat,
2009). Estos diametros de inhibicidn se midieron con la regla estandar (INS, 2005; Morales, 2013).
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IV. RESULTADOS
Se muestrearon 57 animales, obteniéndose los siguientes resultados:
Porcentaje de aislados bacterianos de cloaca de Lagartos caiman (Dracaena guianensis)

Dentro de los microorganismos gramnegativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, los
de mayor prevalencia encontrados fueron de los siguientes géneros Shigella sp. 15.32% (19/124),
Enterobacter cloacae 12.09% (15/124) y Enterobacter aerogenes 11.29% (14/124). El resto de en-
terobacterias identificadas se puede apreciar en el cuadro 1. Los medios de cultivo utilizados para la
identificacion de enterobacterias también permitieron la identificacion de otros géneros presentes,

como es el caso de Pseudomona aeruginosa.

Distribucion porcentual de los aislados bacterianos frente a los antibioticos evaluados

La prueba de determinacién de sensibilidad antibiética muestra los porcentajes de sensibilidad, sen-
sibilidad intermedia y resistencia de las 124 cepas aisladas frente a cada uno de los 12 antibioticos
en estudio (Cuadro 2). Siendo los antibidticos de mayor efectividad la ciprofloxacina 98.25%
(112/114), gentamicina 98.25% (112/114), enrofloxacina 93.86% (107/114), nitrofurantoina
91.23% (104/114), ceftriaxona 88.60% (101/114), neomicina 87.72% (100/114), cefuroxima
82.46% (94/114) vy estreptomicina 79.82% (91/114). El resto de sensibilidad antibidtica se puede

apreciar en el cuadro 2.
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Cuadro 1. Porcentaje de géneros pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae aislados de cloaca

de Lagartos caiman (Dracaena guianensis)

Bacterias Zoocriad%ro de Lima
o

Providencia 19,35%
Shigella 15,32%
Enterobacter 23,38%
Klebsiella 5,64%
E.coli 6,45%
Serratia 8,88%
Hafnia 4,03%
Salmonella 8,87%
Yersinia 1,61%
Citrobacter 3,23%
Pantoea 3,23%

Total Enterobacteriaceae 99,99%
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Cuadro 2. Porcentaje de las especies bacterianas aisladas de cloaca de Lagartos caimén (Dracaena

guianensis)

-

R

Zoocriadero de Lima
Bacterias n %
P. alcalifaciens 11 8,87%
Providencia P. rettgeri 11 8,87%
P. stuartii 2 1,61%
Shigella Shigella sp. 19 15,32%
E. cloacae 15 12,09%
Enterobacter
E. aerogenes 14 11,29%
Klebsiella K. oxytoca ' 5 4,03%
K. pneumoniae 2 1,61%
E.coli E.coli sp. 8 6,45%
Serratia spp. 9 7,26%
Serratia S. marcescens 1 0,81%
S. odorifera 1 0,81%
Hafnia H. alvei 5 4,03%
Salmonella Salmonella sp. 11 8,87%
Yersinia Y. enterocolitica
2 1,61%
Citrobacter C. diversus 4 3,23%
Pantoea P. agglomerans 4 3,23%
Total Enterobacteriaceae 124 100%
Pseudomona | P. aeruginosa 10 100
Total Pseudomona 10 100%
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Grafico 1. Distribucion porcentual de los aislados bacterianos frente a los antibioticos evaluados (n=124)
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V. DISCUSION

El lagarto caiman (Dracaena guianensis) actualmente se encuentra protegido por la Convencion
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas (CITES) descrito en el Apéndice II;
sin embargo, al igual que muchas otras especies de animales silvestres, son victimas del comer-
cio ilegal; por ende, su tenencia prevalece tanto en sociedades rurales como urbanas. Dicha acti-
vidad es una amenaza para la salud pablica, ya que se incrementa el riesgo de exposicién a agen-

tes zoonoticos (Pautrat et al., 2002).

Hasta el momento no se ha realizado ningun tipo de estudio en esta especie animal, salvo la in-
formacion que se esta ofreciendo en este trabajo y la realizada por Jacobson et al. (2001); donde
se documenta el aislamiento del Paramyxovirus en tres colonias de lagartos caimén (Dracaena
guianensis) que fueron importados desde Perl a EEUU a finales de 1998 y principios de 1999.
Este es el primer informe que relaciona una infeccion por Paramyxovirus con una epidemia en
un grupo de lagartos, la evaluacion histoldgica de los tejidos en la necropsia desmostro una neu-
monia intersticial proliferativa que fue similar a la observada en serpientes. La susceptibilidad de
los lagartos a la infeccidn y la muerte por este virus era desconociada previamente. El origen de

la infeccidn en estos lagartos caiméan aun no esté claro.

La situacion epidemioldgica a nivel mundial, demuestra que las enfermedades en especies de
fauna silvestre son cada vez mas frecuentes y estan directamente relacionadas con la salud tanto
de animales domésticos como de los seres humanos. Esta situacion ha sido favorecida por el
desplazamiento de poblaciones humanas a entornos silvestres, la deforestacion, el incremento del

mercado legal e ilegal de fauna silvestre y la tenencia de animales silvestres como mascotas, cir-
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emergentes (Martinez y Botero, 2011).

Si bien se han realizado analisis como el presente estudio, en otras especies de reptiles (serpien-
tes, testudines, cocodrilos, iguanas, lagartos); no obstante, la informacion que se ofrece en este
trabajo es la primera desripcion microbiologica realizada hasta la fecha en las especies del géne-
ro Dracaena guianensis en el Peru. El conocimiento concerniente a las enfermedades de los rep-
tiles ha aumentado enormemente en las dos Ultimas décadas; sin embargo, poco se conoce sobre
el impacto de las enfermedades infecciosas bacterianas en las poblaciones de reptiles y sobre el
papel que varios microorganismos puedan desarrollar como patdgenos (Glazebrook y Campbell,
1990). Asi mismo, la carencia de buenos métodos de diagndstico, la escasez de laboratorios cli-
nicos en los cuales se pueda realizar las técnicas diagnosticas correctas y la falta de conomiento
acerca de la microflora normal de la mayoria de taxones de reptiles, dificulta el diagnostico de
enfermedades en estas especies (Pasmans et al., 2008). Por tal razon, es necesario que amplie-
mos el conocimiento sobre esta clase de animales para conocer la poblacién saprofita bacteriana
normal, lo cual nos permita distinguir claramente entre patdégenos primarios y secundarios (So-
I6rzano, 2002). Asi mismo, se podria conocer el papel que juegan estos microorganismos en las
enfermedades infecciosas (patologias digestivas o sistémicas) y como es que afectarian la super-
vivencia de las poblaciones de reptiles en condiciones in situ dentro del equilibrio biologico de
estos vertebrados; todo ello dirigido a realizar manejos médicos adecuados y a optimizar pro-
gramas de conservacion. Se reconoce que las enfermedades infecciosas son una de las principa-
les causas de mortalidad y morbilidad en reptiles dada la imunosupresiéon general por el estado
de cautivero (Martinez et al., 2003; Rosenthal y Mader, 2006); tal condicion se verifica proba-
blemente porque los sujetos inmunosuprimidos no son capaces de responder adecuadamente a
una infeccion, favoreciendo asi la proliferacion masiva de bacterias presentes en individuos sa-
nos (Sunderland y Veal, 2001; Santoro et al., 2005).

Lo resultados en este trabajo de investigacion muestran una mayor presentacion de Enterobacte-
riaceae predominando microorganismos de los géneros Shigella sp. 15.32% (19/124), Enteroba-
cter cloacae 12.09%(15/124) y Enterobacter aerogenes 11.29% (14/242). Sin embargo, micro-
organismos como Pseudomona aeruginosa, fueron hallados en una proporcion de 10/134. Exis-
ten varios estudios que indican que las bacterias gramnegativas son los principales patdgenos
oportunistas de los reptiles (Sol6rzano, 2002). Segin Muro (1998) y Rojas (2013), el estrés, la
sobremanipulacion, el ambiente incorrecto, la hipotermina, la hipovitaminosis C, la falta de hi-

giene, la falta de control del fotoperiodo, la falta de agua y la mala condicion de humedad en el
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den llevar a un declino en la condicién fisica del animal produciendo de esta manera, el apareci-
miento de enfermedades. Martinez y Botero (2011), analizaron la presentacion de enfermeda-
des y lesiones mas frecuentes en cuatro principales grupos de reptiles (quelonio, ofidio, crocodi-
lia y lacertilia). La patologia con mayor frecuencia fue la neumonia bacteriana con 12.7%
(36/284), en segundo lugar la infeccion sistémica (en la mayoria de los casos por procesos septi-
cémicos de origen bacteriano) con 10.6% (30/284). La lesion de hepatitis se observo en el 8.1%
(23/284), la nefritis instersticial en 6.7% (19/284) y la enteritis bacteriana en 6% (17/284). La
spirorchidiasis (caracterizada por la presencia de estructuras parasitarias trematodos “Spirorchi-
dos” y huevos de los mismos) se vio en un porcentaje considerable sobre el total de casos, 4.6%
(13) y anicamente en el grupo de quelonios. Finalmente, la lesion de dermatitis tuvo 4.2% del to-
tal de casos (284).

En esta investigacion se encontrd bacterias pertenecientes a la familia Enterobactereaceae en un
100% del total de especies bacterianas diagnosticadas, siendo las enterobacterias con mayor por-
centaje de aislamiento Shigella spp 15.32% (19/124), Enterobacter cloacae 12.09% (15/124) y
Enterobacter aerogenes 11.29% (14/124). Este porcentaje encontrado de enterobacterias de-
muestra que la conformacion de la flora bacteriana encontrada en la cloaca de los lagartos cai-
man (Dracaena guianensis) concuerdan con los realizados por Aguillon (2007) quién reporta las
siguientes bacterias: Escherichia coli, Salmonella spp., Enterobacter cloacae, Pantoea agglome-
rans, Citrobacter koseri, Citrobacter freundii, Providencia rettgeri, Klebsiella oxytoca, Serratia
marcescens, Serratia odorifera, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Aeromonas
spp., Streptococcus spp. Para Marcal et al. (2008) los aislamientos mas frecuentes fueron: Sal-
monella (27.3%), Citrobacter (26.0%), Escherichia coli (12.3%), Enterobacter spp., Klebsiella
spp., Kluyvera, Morganella, Proteus, Providencia spp. En otro estudio realizado, Pachén et al.
(2010) también reportan la presencia de flora gramnegativa predominando microorganismos de
los géneros Enterococcus spp. (31%), Escherichia coli (28%), Klebsiella spp. (26%), Salmonella
spp. (6%), Citrobacter spp. (1%) y Proteus (3%). Barazorda et al. (2014) obtuvieron Staphylo-
coccus spp. (52.4%), Pseudomona spp. (36.4%), Citrobacter spp. (26.3%), Salmonella spp.
(15.8%), Corynebacterium spp. (10.5%), Comamonas testosteroni (9.5%) y Enterobacter cloa-
cae (9.5%). Finalmente, Ajayi et al. (2015) corroboran el predominio de la flora gramnegativa,
siendo las especies bacterianas méas significativas: Enterobacter cloacae (30.33%), Escherichia
coli (22.40%), Salmonella entérica (11.48%), Proteus mirabilis (6.01%), Klebsiella spp.
(3.83%), Enterobacter aerogenes (1.64%), Pseudomona aeruginosa (1.37%), Citrobacter werk-
manii (0.27%), Citrobacter almanolaticus (0.27%). Si bien existe concordancia en el predominio
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ferentes estudios mencionados anteriormente, es evidente que existe una marcada diferencia en
el porcentaje de los aislados bacterianos. La discrepancia en el porcentaje de aislados bacterianos
puede estar influenciada por diferencias especificas del hospedero como la edad, el estado de sa-
lud, la dieta, el estrés o la administracion de antibidticos u otros medicamentos. En este estudio
de investigacion, los especimenes evaluados eran juveniles a diferencia de los estudiados por
otros autores. Por otro lado, un mal manejo sanitario, siendo el factor mas importante a tener en
cuenta la temperatura (temperatura de incubacién), puede hacer que las bacterias aisladas tengan
una adaptacion a la misma y; en consecuencia, realicen un desarrollo importante a temperaturas

inferiores a las esperables (Boyer, 1992).

Asi mismo, encontramos que también difieren en el aislamiento e identificacion de microorga-
nismos grampositivos (Enterococcus spp., Corynebacterium spp., Staphylococcus spp. y Strep-
tococcus spp.). Si bien, la microbiota gastrointestinal de reptiles se compone generalmente de ae-
robios y anaerobios grampositivos y gramnegativos (Diaz-Figueroa y Mitchell, 2006), son las
bacterias gramnegativas los patdégenos bacterianos mas comunes. Sin embargo, se sabe que la
mayoria de las bacterias grampositivas si bien no se consideran patdégenos en reptiles porque son
habitantes comunes, algunas de ellas pueden llegar a causar enfermedad, especialmente en un
animal inmunocomprometido (Rosenthal y Mader, 2006).Staphylococcus por ejemplo, es un gé-
nero muy comun en la flora fecal de vertebrados; por lo tanto, es considerado como una cepa de
caracter ubicuo que puede estar presente en un gran numero de reptiles, siendo rutinario su ais-
lamiento en una multitud de especies (Draper et al., 1981; Dickinson et al., 2001; Sunderland y
Veal, 2001). Otras bacterias, sin embargo, se aislan como flora predominante en una especie y
no en las otras, como es el caso de Enterococcus. La composicion y diversidad de esta especie en
las heces de animales parece depender sobre todo de la alimentacién y las condiciones del am-
biente en el que se desarrolla el ciclo vital del hospedador. Estas y otras diferencias encontradas
también pueden interpretarse como caracteristicas propias de cada especie y no tienen por qué

significar ninguna anomalia patoldgica o disbacteriosis digestiva.

La infeccion por Shigella es la tercera causa mas comun de gastroenteritis bateriana en humanos,
después de la infeccién por Salmonella (Gupta et al., 2004). Es rara la presentacion de Shigella
en otras especies de animales, incluyendo las domésticas, granja y exéticos (Bowen, 2014). Shi-
gella es y ha sido uno de los patogenos entéricos con mayor frecuencia de presentacion en pri-
mates no humanos en cautividad, incluyendo los tities (Callithrix), tamarinos (Saguinus), monos

arafa (Ateles), capuchinos (Cebus), macacos (Macaca), babuinos (Papuio), y simios (Galton et
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1976; McClure et al; 1976). Todas las especies de Shigella, incluida S. dysenteriae 1, que se
considera la mas patégena para el hombre, han sido aisladas de primates (L’Hote, 1980). En
1984 se produjo una epizootia causada por S. flexneri tipo 2 en el Parque Zooldgico de Washing-
ton D.C., y a partir de ese afio la shigelosis se hizo endémica. Las especies infectadas fueron gi-
bones (Hylobates concolor y H. syndactylies), macacos (Macaca silenus, M. nigra y M. sylva-
nus), monos colobus (Colobus guerzea) y gorilas (Gorilla gorilla). Siendo la especie Macaca la
maés facil de infectar (Good et al., 1969). De 1984 a 1988, las dos especies de gibones (especies
amenadazas de extincion) tuvieron una incidencia alta de la infeccion y la enfermedad (Banish et
al., 1993). S. sonnei se aislé de monos mangabey (Cercocebus albigena) y monos arafia (Ateles
susciceps) de la misma coleccién zooldgica (Banish et al., 1993). Como ya lo habiamos mencio-
nado anteriormente, es muy poco frecuente el aislamiento de Shigella en animales silvestres. Sin
embargo, Dickinson et al. (2001), lograron aislar Shigella spp. de la cloaca de tortugas en dos
desiertos de USA. Asi mismo, Mahmound et al. (2008), aislaron Shigella spp. desde el fluido
del oviducto de las tortugas verdes (Chelonya midas) durante las puesta de huevos. Benavides
de Morais et al. (2011) aislaron Shigella flexnerii de la cloaca de dos especies de tortugas (Po-
docnemis expansa y Podocnemis unifilis). El porcentaje de Shigella spp., 15.32% (19/124) obte-
nido en el presente estudio sugiere que las personas que participaron en el transporte de los la-
gartos caiman (Dracaena guianensis) o en los estudios que utilizaron a estos animales corren el
riesgo de ser infectados por este patdgeno durante la inspeccion, transporte, o realizacion de in-
vestigaciones con ellos. La posibilidad de infeccion es especialmente alta para las personas que

estan enfermas o inmunocomprometidas.

Diferentes autores informan que los microorganismos que normalmente se encuentran como
componentes de la microbiota del sistema digestivo pueden actuar como agentes etioldgicos de
enfermedades gastrointestinales en los reptiles (Boyer, 1995), tal es el caso de Enterobacter
cloacae y E.aerogenes. Enterobacter cloacae fue la segunda bacteria mas aislada en este trabajo
de investigacion con un 12.09% (15/124), lo que concuerda con Mathewson (1979), quién repo-
ta un 41.8% de E.cloacae en siete especies de lagartos iguanas en Texas (USA). Por otro lado,
Silva et al. (2009), también la aislaron en 21 ejemplares de yacaré overo (Caiman latirostris) en
Brasil, representando un 14.29% (3/21) de los aislados. Asi mismo, también fue encontrada por
Ajayi et al. (2015) en un 30.33% (111/366) en lagartos (Agama agama) en Ibadan (Nigeria). Por
otro lado; Enterobacter aerogenes fue la tercera bacteria méas aislada en este trabajo, constitu-
yendo un 11.85% (14/124). Este porcentaje obtenido en este estudio no concuerda con el de

otros, en los cuales el porcentaje adquirido no llega hacer significativo. Por ejemplo, hay estu-
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nes en siete especies de lagartos iguanas en Texas (USA). Ahmed et al. (2007), s6lo registraron
un 6% de Enterobacter aerogenes de 103 muestras obtenidas de mamiferos, reptiles y aves del
Parque Zooldgico de Asa (Hiroshima-Japon). Ajayi et al. (2015), sélo encontraron un 1.64%
(6/366) de Enterobacter aerogenes del total de enterobacterias diagnosticadas.

Desde un punto de vista clinico, el aislamiento de algunos agentes merece especial atencion muy
a pesar de que el pocentaje de aislamiento obtenido no haya sido significativo. Tal es el caso de
Salmonella; la cual para este estudio sélo representd un 5.43% (11/124) del total de enterobacte-
rias diagnosticadas. Resultado que concuerda con el reportado por Campos (2013), quién obtuvo
una prevalencia de 4.11% (3/73) positivos a Salmonella spp. en tortugas taricaya (Podocnemis
unifilis). Asi mismo, Meza (2015), también obtuvo 5.9% (4/67) Salmonella spp. en tortugas de
orejas rojas (Trachemys sp). El género Salmonella suele colonizar la parte distal del intestino
delgado y colon de mamiferos, aves y reptiles (Carvalho, 2006). Y es cominmente aislado en
animales ectotermos aparentemente sanos, siendo considerado por muchos autores como resi-
dente habitual en el aparato digestivo de reptiles (Orés et al., 1997; Jacobson y Cheatwood,
2000; Molina et al., 2002), principalmente en iguanas (Mitchell y Shane, 2000), cocodrilos (Ma-
nolis et al., 1991; Obwolo y Zwart, 1993) y tortugas (Pasmans et al., 2000). Su aislamiento en
Testudines de diferentes familias ha sido reportado con mayor frecuencia (Pasmans et al., 2002;
Santoro et al., 2005; Saelinger y Lewbart, 2006; Hidalgo et al., 2007; Hidalgo et al., 2008), no se
puede ignorar el hecho de que para todos los individuos evaluados, las condiciones de cautiverio
pueden llegar a generar cuadros de inmunosupresion marcada donde la enterobacteria es excre-
tada de manera interminente (Chiodini y Sundberg, 1981; Pasman et al., 2000; Bradley et al.,
2001; Ebani et al., 2005) llegando a producir estados patolégicos caracterizados por letargia,
anorexia, septicemia, pneumonia, celomitis, abscesos, shock hipovolémico y, bajo circunstancias
extremas, la muerte del animal (Onderka y Finlayson, 1985; Frye, 1991). Otro aspecto relevante
de la presencia de Salmonella spp., es su caracter zoonotico ya que los aislamientos y la clasifi-
cacion de la bacteria a partir de reptiles se ha considerado como patdgenos para humanos, al po-
seer factores de virulencia cruciales en el desarrollo de gastroenteritis (Mader, 1996; Ardila et
al., 1999; Pasmans et al., 2002). Existen reportes de salmonelosis en humanos adquirida a partir

del contacto con reptiles y anfibios (Altman et al., 1972; Sanyal et al., 1997).

También se han aislado Citrobacter diversus 3.10 % (4/124), Klebsiella oxytoca 3.88% (5/124) y
K.pneumoniae 1.55% (2/124), las cuales aunque son parte de la flora normal, bajo ciertas condi-

ciones pueden llegar a producir septicemias, enterocolitis y diarreas; Escherichia coli 4.65%

63

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta fesis.




* TESIS CIENTIFICA

UNIVERSIDADCIENTIFICA DEL SUR

\UIJ-L_I'} PU\/U\/ Hbllblul UVIVI uvuUuuvIL LT ITInivuL, vuiuiriv, vullinwvo y TIUMNI L. INIVUNMOIVITO, rJI\.oO\.aIII.u Ul vuliii

portamiento oportunista y produce enfermedades respiratorias; las principales lesiones posmor-
tem encontradas son poliartritis, peritonitis y meningoencefalitis, las cuales se caracterizan por
presentar material mucopurulento en la cavidad peritoneal y enceféalica (Frye, 1991; Mader,
1996; Ballesteros, 2003; Martinez et al., 2003); por dltimo, Citrobacter, ha sido implicado en en-
fermedades sistémicas en tortugas y alteraciones intestinales (Mader, 1996; Martinez et al.,
2003).

Segun Santoro et al. (2005).

Pseudomona aeruginosa fue una de las bacterias mas aisladas y es potencialmente patdgena; pu-
diendo portarse como oportunista e ingresar en los tejidos dafiados por traumas (moderduras) o
aprovechar las condiciones de estrés causando enfermedades graves (Draper et al., 1981; Lauck-
ner, 1985; Glazebrook y Campbell, 1990; Glazebrook et al., 1990; Dickinson et al., 2001). Este
género de microorganismos suele asociarse a enteritis necrotizante y estomatitis ulcerativa en
saurios (Frye, 1991; Jacobson, 1991) porque pueden hacer parte de la flora normal de la cavidad
bucal y tracto gastrointestinal de reptiles (Rosental y Mader, 2006). En esta investigacion se aislo
10 cepas lo que concuerda con Santoro et al., y Boyer (1995), quién reafirma que es de las bac-
terias mas aisladas de reptiles. Gobel y Schildger aislaron este microorganismo en 22 de 36 ser-
pientes enfermas (incluyendo a 11 de 15 serpientes con estomatitis infecciosa y 1 de cada 7 que
tenian neumonia). Pseudomona stutzeri, Pseudomona cepacia, puede aislarse de lagartos y ser-
pientes con enfermedades gastrointestinales, respiratorias y cutaneas. Otras bacterias gramnega-
tivas aisladas de procesos patoldgicos de todo tipo de reptiles (estomatitis infecciosa, enferme-
dades respiratorias, abscesos, infecciones cutaneas, enteritis necrotica, infecciones articulares y
septicemia) son E.coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp., Salmonella spp., etc.
Asi mismo, para Aguillon et al. (2007), P. aeruginosa fue la segunda bacteria més aislada con
un 11.7% (53 cepas). Barazorda et al. (2004) reportaron P. aeruginosa en un 36.4% (53 cepas)
y Ajayi et al. (2014) también reportaron P. aeruginosa en un 1.37%. Concluyendo de esta mane-
ra lo descrito por Martinez et al. (1994), quienes afirman que las bacterias gramnegativas, en
especial los géneros Pseudomonas y Aeromonas, se identifican comdnmente como patdgenos en

reptiles inmunosuprimidos.

Desde el punto de vista de profilaxis, las cepas bacterianas que han sido aisladas en este estudio
de investigacion pueden llegar a generar una enfermedad en los especimenes evaluados. La cau-
sa esta en que el sistema immunitario del reptil es muy vulnerable a los cambios térmicos, el es-

trés, la carga parasitaria, los tratamientos inadecuados, las dietas erroneas, etc. Por lo tanto, mu-
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para el hospedador sino también potencialmente zoonoticas, como Shigella spp., Salmonella
spp., Escherichia coli., Citrobacter spp (Johnson-Delaney, 1996). Por ello, el conocimiento de la
comunidad microbiana normal en estas especies tan amenazadas permite una mayor capacidad
de diagndstico en cuanto a la participacion de posibles bacterias y hongos en procesos infeccio-
sos de las mismas Y, sobre todo, facilita la tarea de prevencion de estas enfermedades mediante
tratamientos y rutinas desinfectantes convencionales (Mitchell y Mc Avoy, 1990; Johnson y
Benson, 1996; Martinez et al., 2003).

En este estudio de investigacion las 17 diferentes especies de enterobacterias aisladas presenta-
ron, en su mayoria, un buen porcentaje de sensibilidad (cuadro 2) y quienes exhibieron un alto
porcentaje de resistencia fueron: acido nalidixico 72.81% (83/114) y tetraciclina 62.28%
(71/114). Ciprofloxacina mostré 98.25% (112/114) y enrofloxacina mostr6é un 93.86% (107/114)
de sensibilidad frente a las cepas bacterianas evaluadas, lo cual concuerda con Ebani et al.
(2005), quienes confirman que las fluoroguinolonas muestran altos porcentajes de sensibilidad
antimicrobiana para aislamientos gramnegativos. Asi mismo, Vargas et al. (2010) obtuvieron un
bajo porcentaje de resistencia de bacterias gramnegativas a las fluoroguinolonas. Como bien sa-
bemos, las fluoroquinolonas (FQ) son un grupo de antimicrobianos ampliamente utilizados en
medicina veterinaria debido a su amplio espectro, buena disponibilidad oral, rapida actividad
bactericida, baja incidencia de efectos adversos, amplio volumen de distribucion y bajas concen-
traciones inhibitorias minimas (CIM) para patogenos de interés (Prados y Waxman, 2011). En
medicina herpetoldgica han sido utilizados para el tratamiento de problemas entéricos, respirato-
rios alto e infecciones por Pseudomona aeruginosa (especialmente ciprofloxacina) (Rojas-
Santos, 2012). Asi mismo, pueden causar alteracion momentanea grave de la flora gramnegativa
y grampositiva que se encuentra en el tracto gastrointestinal de estas especies y existen datos bi-
bliograficos que demuestran una cierta tendencia a la anorexia o a alteraciones digestivas en rep-
tiles herbivoros tras terapias prolongadas de antibidticos (Jacobson, 1980, 1999; Kaufmann,
1998). También, debido a su farmacocineética, se debe evitar su uso en animales que presenten
compromisos renales (Rojas-Santos, 2012). No obstante, debido a tener un amplio espectro de
actividad antimicrobiana que incluye principalmente bacterias aerobias gramnegativas (Entero-
bacteriaceae) y a su efectividad con bajas dosis, representan una buena herramienta en la tera-

péutica de infecciones bacterianas en reptiles (Gentilini, 2007; Rojas-Santos; 2012)

Por otro lado, los aminoglucésidos analizados: gentamicina 98.25% (112/114), neomicina
87.72% (100/114) y estreptomicina 79.82% (91/114) también presentaron un alto porcentaje de

65

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta fesis.




¥ TESIS CIENTIFICA

UNIVERSIDADCIENTIFICA DEL SUR

GUIHIJINITIUUU UUITILTU TUVO UIyiuuvo.:. 1Zvouilwiuwuv U|uu vuUIlIIivuLIuu vuUlIl LI UJLwLiIITuv PUI viaa Yul vL “rn.

(2008), quienes obtuvieron un maximo de 5.88% de resistencia con estos farmacos, y Vargas et
al. (2010), quienes obtuvieron un porcentaje de resistencia de 2.4%. Este grupo de antibidticos,
si bien es uno de los pocos que se han estudiado en reptiles debido a su amplio espectro, también
son considerados como buena alternativa terapéutica para tratar patologias que involucran bacte-
rias grampositivas y gramnegativas, o en casos en los que la infeccion es profunda y se necesita
un medicamento de alta penetracion. Dentro de los cuadros de septicemia provocados por gram-
negativos, encontramos que las bacterias mas comunes en estos cuadros en reptiles son: E.coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Proteus spp., Providencia spp., Salmone-

Ila spp. y Serratia spp (Mitchell, 2006; Rojas-Santos, 2012).

Las fluoroquinolonas son una importante alternativa a los aminoglucésidos, ya que no son tan
nefrotdxicas como estos (Lopez et al., 2013; Wargo y Edwards, 2014). Se han realizado estudios
con gentamicina; en los cuales se reporta dafio renal como el mayor efecto secundario (Rojas-
Santos, 2012). La cefalosporina de tercera generacion (ceftriaxona) presenté un menor grado de
resistencia 2.63% (3/114) que la de segunda generacién (cefuroxima) 17.54% (20/114). Este re-
sultado concuerda por lo descrito por Rojas-Santos (2012), quién afirma que los més efectivos
de este grupo de antibidticos son los de tercera generacion; puesto que tienen un efecto mas am-
plio contra bacterias grampositivas y gramnegativas. Esto unido a la gran capacidad de distribu-
cion de este grupo, ofrecen una buena alternativa de tratamiento (penetran el sistema nervioso).
Del mismo modo, Marcal et al. (2008) obtuvieron el mismo resultado. Cabe también mencionar
que en reptiles no generan mayores efectos secundarios en animales con una funcion hepética y

renal normal.

La sulfa potenciada (sulfatrimetropin) presento un porcentaje de sensibilidad intermedio 12.28%
(14/114) para todos los aislados. Si bien se han utilizado en reptiles para el tratamiento de infec-
ciones respiratorias, cutaneas e infecciones por coccidias, cabe resaltar que su uso debe evaluarse
ya que pueden generar nefrotoxicidad (Rojas-Santos, 2012). En medicina humana, principalmen-
te en pediatria, su uso es frecuente en el manejo de ITU; sin embargo, hay estudios de investiga-
cion que demuestran porcentajes de resistencia mayor al 50% con este antibidtico. Pinto et al
(2011) corroboran esta informacion al obtener 80% de resistencia. Asi mismo, Rendoén et al
(2012) obtuvieron un 56.46% de resistencia; mientras que Polanco y Loza (2013) reportaron un

51.6% de resistencia antibidtica.

La alta resistencia antimicrobiana encontrada en este antibidtico es muy probable que se deba a

su uso no racional en la practica pediatrica general. Asi mismo, este hallazgo merece una aten-
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mascotas.

Las cepas aisladas presentaron mayor resistencia a la tetraciclina con un 62.28% (71/114), resul-
tado que es esperable ya que este antimicrobiano exhibe actividad contra diversos grupos de bac-
terias, motivo por el cual es ampliamente utilizado para terapia en infecciones humanas y para la
prevencion y control de infecciones en animales (Miko et al., 2005). Lépez et al. (2009), corro-
boran esta informacion al obtener resistencia del 60% (12/20) de Salmonella y 19.5% (9/46) de
E.coli. Asi mismo, Vargas et al. (2010) encontraron un 28% de resistencia por parte de bacterias

gramnegativas.

El &cido nalidixico fue la primera quinolona clinicamente disponible. Sin embargo, debido a sus
propiedades farmacocinéticas y aparicioén de cepas resistentes, su uso clinico es poco frecuente
(Andriole, 1998). Dentro de las propiedades farmacocinéticas que presenta, la que méas destaca
es gque no alcanza concentraciones antibacterianas sistémicas (sangre y tejidos) como la ciproflo-
xacina (Katzung, 2011). La aparicion de bacterias resistentes a fluoroquinolonas se observé in-
mediatamente después de su introduccidn en la parte clinica para el tratamiento de infecciones en
personas hospitalizadas (Wain et al., 1997; Ruiz et al., 1998; Thomson et al., 1999 y Hooper,
2001). Para este estudio de investigacion, se obtuvo un porcentaje de resistencia de 72.81%
(83/114), resultado que concuerda con el obtenido por Sanches et al. (2008), quiénes obtuvieron
86.2% de resintecia al &cido nalidixico y Lautenbach et al. (2010), obtuvieron 74.83% de resis-
tencia. La resistencia a las fluoroquinolonas se produce principalmente como resultado de muta-
ciones en los genes bacterianos gyrA y parC (Ruiz et al., 1995; Everett et al., 1996; Truong et
al., 1997; Ruiz et al., 1998; Vila et al., 1999 y Hooper, 2001; Wang et al., 2001). El porcentaje
tan alto de resistencia que arrojan las cepas expuestas al &cido nalidixico se debe principalmente
a mutaciones individuales producidas en una region conocida como la “region determinante de la
resistencia a quinolonas” (QRDR) del gen gyrA, que codifica la enzima ADN girasa. Las muta-
ciones en los genes que codifican la topoisomerasa IV, en particular el gen parC, también se co-
rrelaciona con la sensibilidad reducida pero esto es mas referente al grupo farmacoldgico en ge-
neral (Everett et al., 1996; Hooper, 1998; Hooper, 2001).

El factor mas importante que debemos tener en cuenta en la patologia de reptiles es la profilaxis
rutinaria, solo de esta manera se puede prevenir cualquier tipo de proceso en estos animales. Por
ello se recomienda una disminucién del estrés, sea originado por el transporte y/o manipulacion;
asi mismo, se deben asegurar las condiciones de temperatura y humedad, realizar desinfecciones

regulares de los ambientes en donde se albergan estas especies y realizar desparasitaciones y
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mente, hay que darle un enfoque especial a la temperatura ambiental. Como bien sabemos, los
reptiles son poiquilotérmicos; es decir, su metabolismo depende de la temperatura ambiental; por
lo tanto, la distribucion, el metabolismo y la eliminacion de los agentes antiinfecciosos depende-
ran directamente de la temperatura del recinto. Ademas, la temperatura corporal es un factor de
la funcion inmune (Solorzano, 2002); por tal razon, los reptiles enfermos deben mantenerse en el
margen superior de su intervalo de temperatura (22.2-37°C) para poder activar la respuesta in-
mune, y evitar la acumulacion del farmaco (Johnson et al., 1997).Si el reptil es inmunocompro-
metido y estd enfermo, entonces no sera capaz de eliminar las bacterias remanentes si sélo se le

administra un antibiotico bactericida (Jacobson, 2000).
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VI. CONCLUSIONES

- Este estudio demuestra que al menos existen diecisiete diferentes especies de enterobac-
terias de la cloaca en el Lagarto caiman (Dracaena guianensis) de crianza en cautiverio

en un zoocriadero de Lima.

- Este estudio demuestra que la mayoria de enterobacterias aisladas de la cloaca en el La-
garto caiman (Dracaena guianensis) son sensibles a la mayoria de antibiéticos evaluados

en este estudio.
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VII. RECOMENDACIONES

- Realizar mas estudios de investigacion epidemiologica que también determinen la resistencia

bacteriana en especimenes del mismo género en otros centros de crianza.

- Establecer un programa de educacion sanitaria en zoocriaderos que mantengan esta especie
para evitar la ocurrencia principalmente de enfermedades producidas por enterobacterias

que conlleven a enfermedades de riesgo ocupacional.

- Debido a que se encontraron cepas de enterobacterias que estan reconocidas como riesgo
para la salud publica, seria recomendable que se realicen mas estudios de identificacion de

mecanismos de patogenicidad (adhesinas, produccion de toxinas, etc).
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