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LA IGUANA VERDE (IGUANA IGUANA) COMO RESERVORIO DE
SALMONELLA spp.

MVZ PATRICIA GUADALUPE ORTIZ CARRILLOTES.

Salmonella es considerado un patdégeno de importancia médica para humanos y
animales; los reptiles generalmente no muestran signos de enfermedad por
infeccion de Salmonella, por ello se considerada saprofita, la exposicién humana a
reptiles se considera factor de riesgo significativo para infecciones por Salmonella.
Debido a la presencia de iguana verde (/lguana iguana) en diversas areas de la
ciudad de Culiacan, Sinaloa, el objetivo del estudio es determinar la presencia de
Salmonella spp en heces de iguana verde (/guana iguana) localizadas en distintas
areas de dicha ciudad. Con base en la caracteristica de las areas, se formaron
estratos segun las actividades antropicas realizadas para determinar técnicas de
muestreo. Se colecta heces de 6 sitios de recreo diferentes al azar. El asilamiento
microbiolégico se efectudé con agares especificos y pruebas bioquimicas. El
aislamiento se corrobord por PCR; se realizé prueba de susceptibilidad bacteriana
con multidisco PT-35 Multibac [.D. por duplicado, presentando resistencia
significativa a ampicilina en un 100% y carbencilina en un 95.23%. Para obtener el
intervalo de confianza (IC) de las proporciones, se utilizé el criterio np y n(1-p)
mayores de 5 para determinar se era posible utilizar la distribuciéon normal estandar
(Z); debido a que no se cumplié para todas las celdas, se utilizé la distribucion
Binomial para el calculo de los limites inferiores y superiores de los IC, mediante el
cbédigo binom,test de la libreria stats de R. El resultado de pruebas convencionales
se confirmé la presencia de Salmonella en heces de iguana verde en el 75.22% de
las muestras, siendo respaldados con las pruebas de biologia molecular con un
total de 69.56% indicando una alta frecuencia de la presencia de la bacteria
Salmonella en las heces de iguana verde y su posible relacién antropomorfica ya
sea por la cercania de diferentes cuerpos de agua contaminados, la invasion a su

habitat o la convivencia con humanos, asi como su importancia en salud publica.
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ABSTRACT

Salmonella is considered a medically important pathogen for humans and animals;
Reptiles generally do not show signs of illness from Salmonella infection; therefore,
it is considered saprophytic, human exposure to reptiles is considered a significant
risk factor for Salmonella infections. Due to the presence of green iguana (Iguana
iguana) in various areas of the city of Culiacan, Sinaloa, the objective of the study
is to determine the presence of Salmonella spp in feces of green iguana (Iguana
iguana) located in different areas of said city. Based on the characteristics of the
areas, strata were formed according to the anthropic activities carried out to
determine sampling techniques. Feces were collected at random from 6 different
recreational sites. Microbiological isolation was carried out with specific agars and
biochemical tests. Isolation was confirmed by PCR; bacterial susceptibility testing
was performed with PT-35 Multibac 1.D. multidisc in duplicate. To obtain the
confidence interval (Cl) of the proportions, the np and n(1-p) criteria greater than 5
were used to determine whether it was possible to use the standard normal
distribution (Z); since it was not fulfilled for all cells, the Binomial distribution was
used to calculate the lower and upper limits of the Cls, using the binom,test code of
the R stats library. The result of conventional tests confirmed the presence of
Salmonella in green iguana feces in 75.22% of the samples, being supported by
molecular biology tests with a total of 69.56% indicating a high frequency of the
presence of the Salmonella bacteria in green iguana feces and its possible
anthropomorphic relationship either due to the proximity of different contaminated
bodies of water, the invasion of its habitat or coexistence with humans, as well as

its importance in public health.
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. INTRODUCCION

El aumento y la expansion urbana a nivel nacional han generado el desarrollo de
situaciones perjudiciales para la flora y la fauna a nivel mundial; propiciando la
reduccion de ambientes naturales para la reproduccion y la vida adecuada de

especies endémicas en diferentes regiones de México y el mundo.

Las iguanas juegan un papel importante en los ambientes donde habitan y del cual
forman parte de la cadena alimenticia, son controladoras de plagas y pueden
contribuir en la regeneracion de la vegetacidon mediante la dispersion de semillas
(Goémez et al., 2012). Muchos reptiles incluyendo la iguana verde (Iguana iguana),
albergan Salmonella como parte de su microbiota normal sin mostrar signos clinicos
(Sylvester et al., 2013).

La salmonelosis es un trascendental problema de salud publica a nivel mundial. Se
reconoce como una zoonosis, el patron epidemiologico general de la infeccion por
Salmonella esta relacionado de manera predominante por reservorios animales
(Sylvester et al., 2013).

La Salmonella asociada a reptiles se reconoce como una zoonosis emergente y se
asocia constantemente con una enfermedad invasiva. Ha sido reportada sobre todo

en ninos o personas inmunocomprometidas (Sauteur et al., 2013).

Mitchell et al., (2000) realizaron un estudio de identificacion rutinaria de Salmonella
en una granja de iguanas verdes en El Salvador para identificar fuentes de
Salmonella spp. en iguanas verdes adultas, crias y embriones, asi como su entorno
(alimento, agua, suelo, refugio, insectos y lagartijas silvestre). Salmonella spp se
aislé del intestino de iguanas adultas (3/20) y crias (8/20). No se mostr6 evidencia
de Salmonella spp. en el tracto reproductivo en iguanas (0/10), Salmonella spp. fue
aislada de las superficies en el 40% (7/16) de huevos analizados; ademas no se
identificd en saco vitelino externalizado en embriones de iguana evaluados. Las
muestras de suelo de un corral de cria y nido resultaron positivas a Salmonella spp.
Ademas de identificaron 8 distintos serotipos; estos resultados sugieren la
transmision horizontal de Salmonella spp. es una potencial fuente de exposicion

para las crias de iguana en la instalacion.
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Sylvester et al., 2013, menciona sobre las iguanas en cautiverio mantenidas como
mascotas, representan una fuente frecuente de salmonelosis en humanos, ya sea
por medio del contacto directo o indirecto con las heces de estos reptiles. En dicho
afo realizaron un estudio en Granada, indias Occidentales; utilizando 62 muestras
de heces de iguana, las cuales fueron aisladas con un agar especifico e
identificadas por medio de pruebas de aglutinacion; como resultado del aislamiento
se observo el 55% de muestras positivas, como serovariedad mas comun S.
Rubislaw (59%), seguido de S. Orainienburg y otras serovariedades, confirmando,
asi como las iguanas verdes en Granadas son reservorios de Salmonella, y pueden

ser causantes de enfermedades humanas en el hemisferio occidental.

La OMS sefala a la resistencia a antimicrobianos como una importante amenaza
para la salud publica, principalmente por el uso inadecuado de medicamentos
antimicrobianos y su consecuente farmacorresistencia generando tratamientos

ineficaces e infecciones cada vez mas dificiles de erradicar.

En el presente estudio se determina la presencia de Salmonella spp. en heces de
iguana verde (Iguana iguana) habitantes de las areas verdes utilizadas para la

recreacion de la poblacion se la ciudad de Culiacan, Sinaloa.
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Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Familia Enterobactericeae:
La familia Enterobactericeae se considera un grupo heterogéneo y extenso de

bacilos Gram negativos cuyo habitat natural es intestino del ser humano y los
animales. Esta familia estda compuesta por diferentes géneros (Escherichia,
Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, entre otros).
Existen microorganismos entéricos como Escherichia coli considerados; como
parte del microbiota normal; en reducidas ocasiones esta genera enfermedades;
sin embargo, otros microrganismos como Salmonella y Shigella son considerados

patdgenos para el ser humano (Jawetz, Melnick, y Adelberg’s, 2016).

La taxonomia de este grupo de bacterias se considera compleja y cambia
constantemente. La National Library of Medicine’s Internet Taxonomy considera la
definicion de 63 géneros; no obstante, las especies de relevancia clinica de la
familia Enterobactericeae comprenden entre 20 y 25 miembros (E. coli, Klebsiella,
Shigella, Proteus, Yersinia, Serratia, Salmonella, entre otros). La familia
Enterobactericeae presenta diferentes caracteristicas: son bacilos Gram negativos
(Figura 1), pueden ser moviles con flagelos peritricos 0 no méviles. Son capaces
de reproducirse en medios peptonados o en extracto de carne; logran proliferar en
medios aerobios y anaerobios, fermentan en lugar de oxidar glucosa produciendo
gas en ocasiones; con excepcion de Plesiomonas, son catalasa positiva y oxidasa
negativa, reducen nitratos a nitritos y pueden ser diferenciadas a nivel de especie
por medio del conjunto de diferentes pruebas bioquimicas; ademas, presentan en
su contenido de ADN de un 39% a 59% de guanina mas citosina (G+C) (Jawertz,
Melnick, y Adelberg’s, 2016).

En su mayoria, los serotipos de Salmonella crecen en un rango de temperatura
desde 5°C a 47°C, con una temperatura 6ptima de 35°C-37°C, algunas pueden
llegar a crecer a 2°C 0 4°C y hasta 54°C. El pH de crecimiento oscila entre 4-9 con
un optimo entre 6.5 y 7.5. Se desenvuelven adecuadamente a una actividad de
agua (aw) de 0.99 a 0.94, pueden llegar a sobrevivir en alimentos secos con un aw
de <0.2. Su crecimiento se inhibe completamente a temperaturas inferiores a 7°C,
pH < 3.8 y un aw < 0.94. Se caracterizan por ser de amplia distribucion, altamente

patdégenos y de dificil aislamiento (Gonzales et al.,2014).
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Morfolégicamente son bacilos cortos de 2 a 4 ym, en su mayoria forman colonias
circulares, convexas y lisas. Salmonella y Shigella producen colonias similares a E.
coli con la diferencia de no fermentar lactosa (excepto Salmonella arizonae)
(Jawertz, Melnick, y Adelberg’s, 2016).

Figura 1. Se observa morfologia tipica de las Entertobacteriaceae a 100X con

Tincién de Gram de una muestra de Salmonella (Ortiz, 2021).

De manera caracteristica durante su desarrollo, son utilizados patrones de
fermentacién de hidratos de carbono y actividad de las descarboxilasas en la
diferenciacion bioquimica. Salmonella tiene una longitud variable. Una gran porcion
de las cepas es movil y presentan flagelos peritricos; se reproducen con éxito en
medios simples, pero casi nunca fermentan lactosa ni sacarosa. Forman acido y en
ocasiones gas a partir de glucosa y manosa. Suelen producir acido sulfhidrico
(H2S). Sobreviven al congelamiento en agua por periodos prolongados. Las
salmonelas son resistentes a determinadas sustancias quimicas (p. ej., verde
brillante, tetrationato de sodio, desoxicolato de sodio) inhibiendo a otras bacterias
entéricas; estos compuestos son, por lo tanto, utiles para incluirlos en medios para

aislar salmonelas de las heces (Jawertz, Melnick, y Adelberg’s, 2016)
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Figura 2.- Ejemplo de flagelos peritricos y movilidad. Salmonella enterica requiere
la presencia de suplementos particulares (por ejemplo, glucosa). Por Daniel B.

Kearns (2010). A field guide to bacterial swarming motility.

2.2 Género Salmonella.
Salmonella es considerado un patégeno de importancia médica para humanos y

animales; los reptiles generalmente no muestran signos de enfermedad por
infeccion de Salmonella enterica y la relacion con estos es considerada saprofita
(Ebani et al., 2005).

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriacea y esta constituido
por bacterias Gram negativo intracelulares facultativas, se han agrupado en
especies de Salmonella enterica'y Salmonella bongori; al mismo tiempo Salmonella
enterica presenta cinco subespecies; S. enterica (), S. salamae (ll), S. arizonae
(llla), S. diarizonae (lllb), houtenae (IV) y S. indica (VI). Sin embargo, el potencial
patogénico se encuentra representado por S. enterica y por sus mas de 2.500

serotipos (Center for Disease Control and Prevention (CDC), 2013).
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Cuadro 1. Féormulas antigénicas de los serovares de Salmonella, asi como su

clasificacion.
Clasificacion de Salmonella
Especie Subespecie Numero de Habitat usual
serotipos
S.enterica  Subsp. enterica (I) 1531 Humanos,
animales de
sangre caliente.
Subsp. Salamae (II) 505 Animales de sangre
caliente y sangre fria
y ambiente.
Subsp arizonae (Illa). 99 Animales de sangre
caliente y sangre fria
y ambiente.
Subsp diarizonae 336 Animales de sangre
(111b)- caliente y sangre fria
y ambiente.
Subsp houtenae (1V). 73 Animales de sangre
caliente y sangre fria
y ambiente.
Subsp Indica (VI). 13 Animales de sangre
caliente y sangre fria
y ambiente.
Salmonella 22 Animales de sangre
bongori caliente y sangre fria
(V). y ambiente.
Total 2579

Centro Colaborador de la OMS para Referencia e Investigacion sobre Salmonella

e Instituto Pasteur (Grimont et al., 2007).

18



Para la bacteriologia clinica, Salmonella es un bacilo patégeno primario (similar a
Shigella y algunas cepas de E. coli), anaerobio facultativo, algunos méviles y no
fermentan lactosa, excepto Salmonella choleraesuis subesp. arizonae y Salmonella
choleraesuis subesp. diarizonae. S. typhi es la unica serovariedad no producen gas

durante la fermentacién de azucares (Bravo et al., 2002).

El esquema de Kauffman-White fue publicado por primera ocasion en 1929, divide
a Salmonella en mas de 2.600 serotipos basados en reacciones seroldgicas los
antigenos lipopolisacaridos somatico (O), flagelar (H) y capsular (Vi) (Grimont et al.,
2007).

Los serotipos de Salmonella pueden también ser divididos en tres diferentes rangos
de hospedadores influyendo en su presentacion clinica (Uzzau et al., 2000; Stevens
et al., 2009).

En el hospedador generalista se incluye Salmonella enterica serovariedad
Typhimurium (S. typhimurium) y S. enteritidis la cual causa infecciones en

huéspedes humanos y animales (Barrow y Methner, 2013).

Cuadro 2.- Con importancia clinico-epidemioldgica, las mas de 2000
serovariedades de Salmonella pueden agruparse en tres divisiones ecoldgicas para

fines practicos

Grupo Afecta Ejemplos
| Humanos y animales S. typhimurium
S. enteritidis
[l Humano S. typhi

S. paratyphi A
S. paratyphy C

1]l Especies animales

Clasificacion epidemioldgica (Stanchi, 2007).
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2.3 Aspectos epidemioldgicos de Salmonella.
Salmonella es una de las importantes causas de enfermedades diarreicas, aunque

la mayoria de los casos son leves, ocasionalmente es mortal. La gravedad de la
enfermedad depende de factores propios del huésped y del serotipo de Salmonella
(OMS, 2020).

Los casos de salmonelosis en humanos a menudo son asociados a los alimentos,
sin embargo, con frecuencia las personas contraen la infeccién a partir de material
infectado, principalmente heces, eliminadas por animales domésticos de sangre
caliente. Ahora se reconoce la salmonelosis humana asociada con mascotas

exoticas como un problema emergente de salud publica (Ebani et al., 2005).

En su totalidad, los serotipos de Salmonella son considerados potencialmente
patdogenos, pocos son especificos de determinados huéspedes y pueden
albergarse en algunas especies animales, por ejemplo; Salmonella enterica
serotipo Dublin en vacunos, y Salmonella enterica serotipo Choleraesuis en
porcinos. Cuando esos serotipos particulares provocan la enfermedad en las

personas suelen ser invasivos y pueden ser mortales (OMS, 2020).

2.3.1 Fuentes de Transmision
Las principales fuentes de transmision segun la Organizacion Mundial de la Salud

son los alimentos contaminados, el agua contaminada y los animales infectados
(OMS, 2021).

Por lo general salmonelosis es adquirida a través del consumo de alimentos
contaminados de origen animal y ha sido vinculado a otros alimentos como las

hortalizas contaminadas con estiércol (OMS, 2020).

Salmonella se encuentra presente en animales domésticos y salvajes. Prevalece
en animales comestibles como las aves de corral, los porcinos y vacunos, asi como

en mascotas como gatos, perros y reptiles como las tortugas (OMS, 2020).

Los reptiles infectados pueden transmitir Salmonella a otros animales domésticos,
como perros y gatos, lo aumenta la exposicion para los humanos (Bertelloni et al.,
2016).
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La transmision entre personas se da por via fecal-oral. Otros casos ocurren cuando
las personas entran en contacto con animales infectados, a menudo mascotas; las
cuales no presentan signos clinicos de la enfermedad (OMS, 2020).

2.3.2 Patogenia

Para el progreso de una enfermedad bacteriana es primordial la localizacion de la
bacteria en un ambiente apropiado para su establecimiento, replicacion y expresion

de sus factores de virulencia (Figueroa et al., 2005).

El género Salmonella se caracteriza por causar infecciones a nivel gastrointestinal,
también puede causar, con menor frecuencia infecciones localizadas en diferentes
organos, lo anterior se considera asociado a inmunosupresion (Tacchini et al.,
2010).

La patogenia de Salmonella comienza con la ingestion de un in6culo elevado de
microorganismos; adherencia al enterocito, fosforilacion del receptor EGF
(Receptor del factor del crecimiento epidérmico): cambios drasticos de Ca?*
intracelular, reorganizacion del citoesqueleto de actina; internalizacion;
supervivencia dentro de las vacuolas fagociticas, liberacion de endotoxinas,
translocaciéon hacia la lamina propia, disparo de respuestas quimiotacticas e
infeccion local o regional. La infeccidn sistémica se origina debido a la
sobrevivencia dentro de las vacuolas fagociticas de los macréfagos inhibiendo la
accion de las enzimas lisosomales. Esta bacteria puede alcanzar la circulaciéon
sanguinea causando bacteriemia, con la posibilidad de encontrar bacilos latentes
en el sistema reticulo endotelial, con una posterior reactivacion y asi migrar por el
torrente sanguineo a otros organos (Figueroa et al.,
2005).
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Figura 3.- llustracién sobre la fisiopatologia de Salmonella spp (Stanchi, 2007).

El ciclo de infeccidn de Salmonella inicia con la irrupcién al hospedero por medio
de tejido linfoide, incluyendo las placas de Peyer y tonsilas cecales en las aves. Se
adhiere apicalmente a las células epiteliales del ileon y a las células M, debido a la
ausencia del borde de cepillo, asi como de glicocalix, esto representa una puerta
de ingreso idéneo para las enterobacterias. Salmonella se dirige a células
hospederas normalmente no son fagociticas como la superficie de la capa mucosa
de células epiteliales. La invasion del hospedero se lleva a cabo por medio de un
mecanismo conocido como disparo (frigger) a las células epiteliales induciendo
rearreglos del citoesqueleto formando ondulaciones (ruffling) en su superficie, como
respuesta al contacto. La regulacién del anclaje, englobamiento y replicacion se
debe a los islotes de patogenicidad | y II. El Islote de patogenicidad | cataloga las
proteinas invasivas producidas por Salmonella y un sistema de secrecion tipo I
introduce las proteinas en el interior de la célula hospedadora. El Islote de
patogenicidad Il permite a la bacteria escapar de la respuesta inmune del
hospedador. La respuesta inflamatoria, limita la infeccion del TGIl, media la
liberacion de prostaglandinas, estimula la AMPc y la secrecion activa de liquidos
(Tacchini et al., 2010).
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La salmonelosis en humanos se caracteriza por fiebre, dolor abdominal, diarrea,
nauseas y vomitos, estos sintomas se presentan de 6 a 48 h después de la

exposicion al patogeno (OMS, 2020).

2.3.3 Situacion mundial de Salmonella.
Esta enfermedad es de distribucion mundial, puede permanecer durante meses

en agua y semanas en lugares secos; afecta principalmente a nifios pequenos
menores de 5 afios, ancianos y personas inmunocomprometidas (OMS, 2020).
Se reporta anualmente un aproximado de 550 millones de personas enfermas de
las cuales 220 millones son nifios menores de 5 afos (OMS, 2019).

En Estados Unidos se estima, al afio, Salmonella causa aproximadamente 1.35
millones de infecciones de las cuales 26,500 se derivan a hospitalizaciones y 420

terminan en decesos (Center for Diseases Control and Prevention, 2020).

2.3.4 Situaciéon de Salmonella en México.
En México las enfermedades gastrointestinales infecciosas representan uno de

los riesgos sanitarios mas frecuentes afrontados por la poblacion y son la segunda
causa de mortalidad a nivel nacional (Direccion Nacional de Epidemiologia
(DGE), Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINVAE), 2016).

Zaidi et al. (2016), mencionan México no presenta estadisticas exactas de las
infecciones por Salmonella, debido generalmente a diagndsticos médicos con
base a la sintomatologia presentada por los pacientes, sin contar con estudios
microbioldgicos necesarios para realizar un diagndstico certero.

En 2020, el numero total de infecciones por Salmonella registradas en personas
alcanzo6 los 64,778 casos, de los cuales el 25.4% (16,466) correspondieron a
fiebre tifoidea, 8.4% (5,468) a paratifoidea, y el 66.2% a otras salmonelosis, con
un posible origen zoonético (SENASICA 2020).
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Cuadro 3.- Distribucion estatal histérica de casos de salmonelosis en personas y

deteccion en productos de origen animal, 2018 - 2020.

2018 2019 2020
Casos Deteccion Casos Deteccion Casos  Deteccion
Estado en en en en en en
personas productos personas productos personas productos
Chiapas 20,469 * 19,585 * 12,774 *
Veracruz 13,983 0 15,593 2 9,098 0
Tabasco 7,877 * 6,902 * 3,106 *
Puebla 4,917 * 4,189 * 2,406 *
Nayarit 2,630 * 3,840 * 2,132 *
Sinaloa 2,353 1 2,283 3 1,718 2
Jalisco 1,890 0 1,661 0 1,402 1
Chihuahua 3,333 8 3,223 2 1,275 1
México 1,523 1 1,727 1 1,013 2
Michoacan 1,879 0 1,890 0 970 0
Coahuila 1,865 0 2,568 0 946 0
Oaxaca 1,639 * 1,644 * 875 *
Guerrero 1,442 * 1,349 * 845 *
Tamaulipas 2,498 1 1,533 1 689 0
Quintana Roo 2,503 * 1,511 * 654 *
Guanajuato 754 * 1,032 0 535 0
Baja California 988 0 645 0 346 0
CDMX 784 * 770 * 300 0
San Luis 1,068 2 781 1 294 2
Potosi
Zacatecas 906 * 546 * 255 0
Aguascalientes 492 1 535 0 187 0
Yucatan 987 * 1,036 * 184 *
Tlaxcala 654 * 472 * 171 *
Sonora 518 0 274 1 160 2
Nuevo Ledn 393 6 324 2 123 7
Colima 155 * 84 * 84 *
Morelos 202 4 162 3 83 5
Hidalgo 252 0 262 0 81 0
Baja California 166 * 125 * 69 *
Sur
Campeche 335 * 68 * 64 *
Querétaro 153 4 47 1 13 4
Durango 24 1 9 3 12 1
TOTAL 79,659 29 76,670 20 42,864 37

SSA, CENAPA (1) Representa los casos de otras salmonelosis distintas a Tifoidea
y Paratifoidea, SSA, (2) 6rdenes de servicio con resultado positivo, CENAPA. (*)
Periodo sin diagndsticos registrados
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Grafica 1. Estados con mayor porcentaje de casos de Salmonelosis en personas
(2018 - 2020).

Entre 2018 y 2020, las entidades federativas con la mayor cantidad de diagndsticos
positivos a salmonelosis (distinta a tifoidea y paratifoidea), fueron Chiapas (52,855)
Veracruz (38,674), Tabasco (17,885), Puebla (11,512), Nayarit (8,602), Chihuahua
(7,831) y Sinaloa (6,354); algunas de ellas coincidiendo con las mayores cifras
estatales de detecciones en productos de origen animal, como Chihuahua (21),
Sinaloa (6) y Veracruz (2), sin embargo, otras como Chiapas, Tabasco, Puebla y
Nayarit, no registraron la realizacion de ningun analisis al respecto en productos de
origen animal durante el periodo (SENASICA 2020).
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Figura 4.-Distribucion estatal de casos de infeccion por Salmonella en personas a
nivel nacional. SENASICA (2020). Panorama Nacional de Salmonella.
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2.4 Pérdidas econémicas ocasionadas por salmonelosis en el pais.
La salmonelosis ocasiona pérdidas considerables en la producciéon pecuaria,

afectando principalmente a las aves, ademas también afecta a la produccién
proveniente de bovinos, caprinos, ovinos, entre otros. El 6 de agosto de 2020,
México emitié una notificacion inmediata ante la organizacion mundial de sanidad
animal (OIE) informando sobre la deteccion de un foco de 500 animales
susceptibles con un valor estimado de 26,655 pesos, 150 animales muertos con un
valor estimado de 7,996.50 pesos y 350 animales sacrificados con un valor
estimado de 18,658.50 pesos, para el 2 de octubre del mismo afo fue reportado un
nuevo foco con 18 animales susceptibles y sacrificados, con un valor estimado de
959.58, acumulando pérdidas totales por muerte y sacrificio de 27,614.58, dichas
pérdidas corresponden al estado de Hidalgo (SENASICA 2020).
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2.5 El género Salmonella asociado a los reptiles.
Se ha establecido el habitat natural de los miembros del género Salmonella

siendo el intestino de vertebrados de sangre caliente y sangre fria; para
posteriormente ser dispersados en el ambiente, donde a su vez pueden

sobrevivir y multiplicarse (Cohen et al., 1980).

La subespecie | (enterica), asociada principalmente con organismos de sangre
caliente, a menudo se encuentra en reptiles; debido a su probable presencia en
alimentos como roedores o vegetales crudos. La exposicidn a los reptiles se
asocia con un riesgo cuatro veces mayor de infeccion por Salmonella spp
(Mughini-Gras et al., 2016).

La Iguana verde (Iguana iguana), alberga Salmonella spp como parte de su

microbiota intestinal normal, sin presentar signos clinicos (Barrow, 2013).

Figura 5.- Ejemplar macho de Iguana verde (/guana iguana) habitante de una de

las areas verdes de la ciudad de Culiacan, Sinaloa. (Ortiz, 2021).



2.6 Generalidades de la iguana verde (Iguana iguana).
Las iguanas pertenecen a la familia Iguanidae, y se clasifica como Saquamata,

Toxicofera; Iguania; Pleurodonta; su taxon hermano es Crotaphytidae. Se
distribuye en el continente americano desde el suroeste de Estados Unidos hasta
Paraguay y el sur de Brasil, las Antillas, Galapagos e islas del centro oeste del
Pacifico (Vitt y Caldwell, 2014); puede variar en tamafo corporal desde 7.7 cm
de longitud de nariz-cloaca (LNC) en neonatos hasta 50 cm LNC en adultos
machos, con una longitud total de casi dos metros incluyendo la cola (Bock,
2018); es wuna especie tropical, poiquilotérmica, diurna, arboérea vy
predominantemente folivora, nativa de Centro y Sudamérica. Las iguanas verdes
se han introducido con éxito en el Caribe, Estados Unidos, Fiji y Hawaii (Sylvester
etal., 2013).

Cuadro 4.- Clasificacion zooldgica de la Iguana verde (Iguana iguana).

Orden Squamata
Suborden Sauria
Infraorden Iguania

Familia Iguanidae
Subfamilia Iguaninae

Género Iguana

(Millefanti, 2016).
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2.6.1 Caracteristicas anatémicas y biolégicas.
La iguana verde, y otros reptiles, presentan circulacion porta-renal y hepatica.

Los reptiles terrestres son uricotélicos, debido a la eliminacion principalmente
acido urico en lugar de urea; poseen globulos rojos nucleados. Son oviparos,
presentan una tasa metabdlica reducida; desarrollan de manera estacional un
fenomeno llamado ecdisis, donde la piel cambia de manera natural
periodicamente; requieren un rango amplio de luz ultravioleta por razones
fisiologicas y psicoldgicas (sintesis de vitamina D3 y metabolismo del calcio); otro
fendmeno presentado es la ectotermia, en donde el metabolismo recae en el
calor del medio ambiente y el comportamiento para mantener la temperatura
corporal optima (TCO). El tegumento de las iguanas y otros lacértidos estan
cubiertos de escamas las cuales los protegen de la desecacion. Las escamas
son originadas en la epidermis y contienen queratina la cual provee la capacidad
de la conservacion del agua; estas se modifican y forman la creta, espinas y
garras. La dermis contiene los cromatéforos, estos aportan el rango de
coloracion (O’Maley, 2009).

La mayoria de los lacértidos presentan aperturas auditivas externas y parpados
estos pueden cerrarse; algunas especies presentan un ojo parietal localizado en
el craneo usualmente cubierto por escamas opacas; esta estructura esta
conectada mediante tejido nervioso al cuerpo pineal del cerebro, se asocia su
funcion con relacion al fotoperiodo. En el sistema genitourinario la fertilizacion es
interna, ocurre en el oviducto y éste generalmente viene en numero par. Los
machos presentan dos tractos reproductivos separados los cuales comienzan
con testiculos independientes y terminan en un hemipene; de esta forma si el
macho carece de contenido espermatico de un testiculo puede utilizar el
segundo. En algunas especies de reptiles la hembra puede almacenar el
esperma (O Maley, 2009).
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Figura 6. Se observa a un ejemplar de iguana verde macho con prolapso de

ambos hemipenes (O'Maley, 2009).

De acuerdo con el sistema gastrointestinal es similar al de otros vertebrados, la
mayoria de las lagartijas tiene dientes y son reemplazados en forma continua
durante sus vidas, también tienen una legua bien desarrollada. En general el
tracto gastrointestinal consiste en una cavidad oral grande, con una glotis
inmediatamente posterior a la lengua. El eséfago desemboca en el estbmago, el
cual generalmente tiene forma de S. Todas las lagartijas presentan vesicula
biliar. El higado, el bazo y el pancreas estan bien desarrollados. Los lacértidos
tienen en el paladar dos aberturas rostrales en donde las narinas y el érgano de
Jacobson se abren hacia la boca. La glotis y otros cartilagos forman la laringe,
la misma da comienzo a la traquea, compuesta por anillos cartilaginosos; se
extiende por el cuello caudal al eséfago, y se bifurca en un par de bronquios, de
los cuales cada uno entra en un pulmén (O’Maley, 2009; Vitt y Caldwell, 2014).
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Figura 7. Vista ventral de lagarto hembra mostrando anatomia interna (O'Maley,
2009).

El sistema endocrino se compone por un gran numero de glandula ubicadas por
todo el cuerpo. Estas glandulas se consideran un sistema integrador, cuya
funcién es el inicio y coordinacion de reacciones corporales a los diferentes
estimulos internos y externos. Difiere del sistema nervioso; las glandulas
endocrinas no tienen comunicacion directa entre si o con sus 6rganos diana.
Depende de vias vasculares y neurales para la transmision de distintos
mensajeros quimicos. Se distingue de otros sistemas de 6rganos por su
composicion de estructuras anatdomicas no relacionadas con otros sistemas,
como la pituitaria de los sistemas nervioso y digestivo, las gonadas del sistema
reproductivo o el pancreas del sistema digestivo. Como caracteristica comun de
los 6rganos endocrinos es la secrecion de diferentes mensajeros quimicos,
hormonas estimulantes o inhibidoras de acciones para uno o mas érganos diana
(Jacobson, 2021).
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El sistema musculo esquelético en los reptiles es variado, en las lagartijas el
craneo es cinético, permitiendo una gran apertura y ventajas mecanicas durante
el cierre mandibular. La sinfisis se encuentra fusionada; la disposicion muscular
del craneo genera una mordida rapida. La columna vertebral es movil y al mismo
tiempo flexible. La cintura escapular se compone por escapulas, huesos
coracoides y claviculas. El humero es corto y radio/cubito. La extremidad
posterior se conforma por un fémur corto, tibia y peroné en conjunto con la rétula
(Divers y Stahl, 2019).

2.6.2 Habitat de la iguana verde.
A pesar de la distribucion amplia de la iguana verde (Iguana iguana) en los

bosques tropicales los cuales abarcan desde México, América Central, Peru, sur
de Brasil, Paraguay, las Antillas Menores y otras Islas del Caribe como San
Andrés, Providencia y Curacao, es una especie catalogada en proteccion
especial de acuerdo con la NOM-059-ECOL-2010 y se encuentra en el apéndice
| de la Convencién sobre el Comercio Internacional de especies amenazadas de

Faunay Flora Silvestre (Leyequien-Abarca et al., 2019; Vitt y Caldwell, 2014).

La importancia del habitat para las especies animales se puede entender por el
comportamiento de seleccion de las comunidades vegetales, proveen recursos
adecuados para satisfacer las necesidades de manutencion, reproduccion,
disminucién del riesgo de mortalidad por condiciones climaticas severas y
depredacion (Leyequien-Acarca et al., 2019).
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Figura 8. Indica la poblacion de iguana verde en el continente americano.

(https://www.naturalista.mx/taxa/35342-lguana-iguana).

En las zonas de origen de la iguana verde, el tipo de clima mas comun es el
humedo tropical de la selva pluvial, caracterizada por una temperatura media
anual de 25°C, con minimas variaciones térmicas durante el afio. Algunas
regiones habitadas por las iguanas verdes estan influidas por un clima tropical

moderado o un clima monzonico (Millefanti, 2016).

La conducta de estos organismos es utilizar la vegetacion mas alta, los adultos
son territoriales y mantienen un amplio contacto entre los territorios de machos

y hembras, sin embargo, presentan enfrentamientos fisicos directos entre
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miembros del mismo sexo y al respecto las iguanas necesitan un ambiente
donde no perturbe su desarrollo, factores como el ruido ademas de la presencia
humana puede alterar el comportamiento de dichas especies (Hernandez y
Vazquez, 2016).

2.6.3 Habitos alimenticios de la iguana verde.

La iguana verde es uno de los pocos herbivoros generalistas de dosel los
bosques tropicales, pero aun asi hay evidencia donde presentan ciertas
preferencias por algunas especies de plantas en particular, no necesariamente

por las mas abundantes (Campos et al., 2014).

El consumo de caracoles e insectos habitantes la vegetacion probablemente es
secundario; también se ha documentado el consumo de tejido de animales
muertos y heces de con especificos 0 de otras especies; posiblemente este
comportamiento se relaciona con el mantenimiento de la fauna intestinal
microbiana para la fermentacion de material vegetal. La termorregulacion en
juveniles y adultos esta estrechamente relacionada con los procesos digestivos
(Bock, 2018).

2.6.4 Principales enfermedades zoonéticas en la iguana verde.
Con respecto a la iguana verde se ha comentado con anterioridad la distribucién

geografica donde se encuentra; sin embargo, a nivel mundial la popularidad de
los reptiles como mascotas no convencionales ha aumentado en Europa y
Estados Unidos; la iguana verde se mantiene con frecuencia como mascota
(Taddei et al., 2010).

En general, Salmonella spp es considerada patdgena humana tanto en paises
en desarrollo como en paises industrializados (Hendriksen et al., 2011). Cabe
sefalar sobre el 70% de las infecciones causadas por Salmonella spp es
causada solo por 12 serotipos, lo cual indica la mayoria de los serotipos no son

patdgenos en sus hospederos naturales (Lan et al., 2009).

La infeccién por Salmonella no tifoidea es producida durante la ingesta de

alimentos de origen animal, productos alimenticios 0 agua contaminada con
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heces de humanos o de animales portadores como reptiles (lagartos, serpientes,
tortugas) y anfibios (ranas y sapos), o bien por contacto directo con animales
(Sanchez et al., 2011).

La salmonelosis es la zoonosis mas importante en los reptiles, sin embargo,
también se pueden encontrar diferentes microorganismos o parasitos. Algunos
de ellos son Aeromonas spp, Campylobacter jejuni y Campilobacter fetus,
Klebsiella spp, Staphylococcus spp, Proteus spp, Pseudomonas aeruginosa,
Yersinia pseudotuberculosis, Clostridium spp, Bacteroides spp, Pasteurella spp.
hongos como Mucor spp; parasitos como Cryptosporidium spp; y virus como el

alfavirus, causante de la Encefalitis Equina del Oeste (Carriquiriborde, 2010).

Taddei et al. (2010) determinaron como el microbiota aerdbico conjuntival normal
de las iguanas verdes en cautiverio estaba integrada por Staphylococcus aureus,
E. coli y diferentes especies de Bacillus. Durante el examen oftalmoldgico,

ninguna iguana verde presentd anormalidades durante este estudio.

2.6.5 La iguana verde como reservorio de Salmonella spp.
Una gran variedad de serotipos de Salmonella se produce dentro de huéspedes

reptiles, pero su ecologia es poco conocida. Esta bacteria persiste en
ecosistemas con reptiles como los escincidos en vida silvestre, existe un
reservorio ambiental en el suelo de las madrigueras utilizado por diferentes tipos
de reptiles. Las especies patdégenas de Salmonella se distribuyen a nivel mundial
y afectan a los animales en el espectro taxonémico. Los resultados clinicos de
las infecciones por Salmonella dependen de la inmunidad del huésped, la
patogenicidad del serotipo de Salmonella y los factores estresantes ambientales;
los reptiles pueden ser portadores asintomaticos, dispersando bacterias de

manera intermitente (Middleton et al., 2014).

Globalmente, las iguanas verdes a menudo son identificadas como reservorios
se Salmonella spp y otros patdgenos zoonéticos. Las serovariedades pueden
variar de un area geografica a otra, pueden encontrarse cepas resistentes a

medicamentos en estos animales (Sylvester et al., 2013).
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Franco et al (2011), considera a las 14 serovariedades detectadas (Salmonella
enterica subespecie: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. houtenae, S.
Poona, S. Pomona, S. Abaetetuba y S. Newport), como parte del microbioma
intestinal normal en diferentes reptiles; ninguno de los animales muestreados

expreso signos aparentes de enfermedad intestinal o sistémica.

2.6.6 Importancia de la salmonelosis en la salud publica.
La salmonelosis transmitida por reptiles mascota es un problema de salud

publica cada vez mayor (Lukac et al., 2015; De Jong et al., 2005).

En un estudio sobre la caracterizacion de Salmonella, en una poblacion de
iguanas terrestres (Conolophus Subcristatus; n=63) en las Islas Galapagos,
realizado por Franco et al. (2011) Salmonella es asociada con reptiles de vida
libre y cautivos; ademas se han detectado altas tasas de prevalencia (62/63,
98.4%) entre especies del orden Squamata incluyendo Iguanidae. Aunque se
consideran diferentes serovariedades de Salmonella como probables
organismos comensales en reptiles; pueden ser causa de enfermedad
manifiesta, especialmente en reptiles cautivos con un sistema inmunitario
deteriorado. Franco et al. (2011), argumentan sobre la exposicion humana a
reptiles y su consideracion como factor de riesgo significativo para las
infecciones por Salmonella y con frecuencia se informan signos clinicos de
enfermedad sistémica o intestinal. Debido a la asociacion de las serovariedades
Salmonella enterica subespecie: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp.
houtenae, S. Poona, S. Pomona, S. Abaetetuba y S. Newport han sido asociadas
con salmonelosis humana, es de considerable importancia tomar precauciones
durante la captura y manejo de estos ejemplares; ademas S. Poonay S. Newport
han sido asociadas con especies homeotérmicas domésticas y mamiferos

salvajes.
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Figura 9. Mesa con restos de materia fecal de iguana verde. (Ortiz, 2021).

Aunque la carne de iguana es ilegal en varios paises, la iguana verde se utiliza
para consumo humano en lugares como Granada, las Antillas. Es importante la
prevencion y el control de salmonelosis humana ademas de determinar su
prevalencia y serovariedades son una fuente potencial de infecciéon hacia los

humanos (Sylvester et al., 2013).

La Salmonella asociada a reptiles se reconoce como una zoonosis emergente y
se asocia constantemente con una enfermedad invasiva. Ha sido reportada
sobre todo en nifios o0 personas inmunocomprometidas. Las infecciones
invasivas por Salmonella incluyendo septicemia y meningitis se acumulan en
nifos muy pequefos y en huéspedes inmunodeprimidos incluyendo el virus de

inmunodeficiencia humana (VIH) (Sauteur et al., 2013).

Como factores de riesgo significativo, la exposicion a reptiles mantenidos en el
interior, por ejemplo, iguanas, dragones barbudos, serpientes, camaleones y

geckos. La fuente potencial de Salmonella en estos reptiles es la contaminacion
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ambiental por heces de reptiles, por lo cual se ha de mostrado como Salmonella

puede sobrevivir en el ambiente durante meses (Sauteur et al., 2013).

Los reptiles infectados pueden transmitir Salmonella a otros animales
domeésticos, como perros y gatos, aumentando la exposicion para los humanos
(Bertelloni et al., 2016).

Los veterinarios dedicados al trabajo en consultorios privados y en instituciones
zooldgicas pueden desempenar un papel vital en la prevencion de la
salmonelosis asociada a reptiles. Los duefios de reptiles y los visitantes en
parques zooldgicos deben ser informados de los riesgos potenciales de
mantener y manipular estos animales. Los individuos inmunocomprometidos y
los niflos pequefos deben evitar el contacto con reptiles. Se debe recomendar
el lavado de manos después de cualquier contacto con un reptil o su recinto
(Mitchel y Shane., 2001).
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2.6.7 Incidencia y prevalencia de salmonelosis en reptiles.
En Nueva Zelanda, Middleton et al. (2010) aislaron Salmonella en una poblacion

de n=100 eslizones nativos en la Isla de Stephens, con una prevalencia de 4,0%.
Tres serovariedades de Salmonella fueron aisladas de eslizones, siendo
Salmonella Saint Paul, Salmonella Typhimurium DT135 y un serovar de
determinacién de antigeno 4,12: -1,12. Existe relacion de brotes de salmonelosis
con S. Saint Paul y S. Typhimurium DT135 asociado a humanos y animales en
dicha region; de igual manera Middleton et al. (2014) no detectaron Salmonella
spp en excreciones intestinales de tuataras 620 en contraste con el 80% de
muestras positivas a Salmonella spp en 275 eslizones, estas dos especies

conviven de manera cercana e incluso llegan a compartir madrigueras.

En Guayana Francesa en la zona de Cayenne, Gay et al. (2014) recolectaron
muestras 151 reptiles provenientes de diferentes ecosistemas distribuyéndose
en habitats (zoolégico 34,4% (52/151), bosque 31,8% (48/151), ambiente
comensal 19,9% (30/151) , enjaulado / contenido en o alrededor de viviendas
humanas 13,9% (21/151), como resultado incluyeron como positivos a
Salmonella, 8/38 (21,1%) lagartijas, 12/37 (32,4%) serpientes, 6/32 (18,8%),
tortugas, 6/23 (26,1) iguanas verdes y 3/21 (14,3%) caimanes. Cultivaron
muestras de hisopos cloacales identificando bioquimicamente y serotipificando
23 cepas cuyas subespecies fueron: arizonae (llla) 13 (36,1%), enterica (I) 17
(47,2%), houtenae (1V) 6 (16.7%).

En un estudio sobre aislamiento de serovariedades de Salmonella enterica en
Croacia por Luckac et al. (2005), cinco de seis subespecies fueron identificadas
con las siguientes proporciones en el numero total de aislamientos: Salmonella
enterica 34.6%, Salmonella enterica houtenae 23.1%, Salmonella enterica
arizonae 23.1%, Salmonella enterica diarizonae 15.4% y Salmonella enterica
salamae 3.8%.
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2.6.8 Principales especies patégenas de Salmonella.

Las especies patdgenas de Salmonella se distribuyen por el mundo, afectando
a animales en un amplio aspecto taxondmico. Los resultados clinicos de las
infecciones por Salmonella son dependientes de la inmunidad del huésped,
patogenicidad de la serovariedad, asi como factores ambientales estresantes;
muchos animales actuan como portadores, eliminando la bacteria de manera

intermitente (Pfleger et al. 2003).

La nomenclatura para el género Salmonella fue en constante evolucién, lo cual
conlleva a varias inconsistencias en la literatura, especialmente para
subespecies de trascendencia veterinaria. El género incluye 2 especies
existentes: Salmonella enterica y Salmonella bongori. Las 6 subespecies de
Salmonella enterica (enterica [l], salamaelll], arizonae [llla], diarizonae [llIb],
houtenae [IV] e indica [VI]) y son clasificadas en serovariedades, las cuales se
componen de un aproximado de 2,637 serovariedades existentes conocidas. Las
serovariedades se determinan por medio del fenotipado de los antigenos O
(somatico) y H (Flagelar). Ciertos serovares se asocian a sindromes clinicos
como aparicion brusca de fiebre, dolor abdominal, diarrea, nausea Yy
ocasionalmente vomitos, aunque la virulencia inherente de una serovariedad
puede incrementar la propension de una bacteria a provocar patologias, la
inmunidad del huésped desempefia un papel fundamental en su patogenicidad.
Los reptiles se han asociados histéricamente con las serovariedades arizonae
(Illa) y diarizonae (llIb) en algun momento se incluyeron en su propio género
(arizona); en ocasionalmente algunos laboratorios no logran distinguir entre

estas dos subespecies durante pruebas quimicas (Clancy et al., 2016).

Como principales serovariedades de Salmonella en iguanas terrestres en
estudios realizados en las lIslas Galapagos, se encontraron aislamientos
pertenecientes a S. enterica, subespecie enterica con S. Poona, S. Pomona y S.
Abaetetuba entre los mas frecuentes. Estas serovariedades junto con S. San
Diegoy S. Manhattan, han sido encontrados en iguanas muestreadas en las Islas
Santa Fe y Plaza Sur; S. Poona y S. Pomona han sido reportadas en otras
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especies de poiquilotermos como quelonios, lagartos e iguanas, todos

pertenecientes a la Orden Squamata (Franco et al., 2011).

Luckac et al. (2005), identificaron Salmonella enterica, Salmonella enterica
houtenae, Salmonella enterica arizonae, Salmonella enterica diarizonae y
Salmonella enterica salamae, en heces de reptiles en cautiverio en Croacia. Las
14 diferentes serovariedades aisladas incluyeron varias serovariedades cuya
ocurrencia es rara como Salmonella Apapa, Salmonella Halle, Salmonella
Kisarawe y Salmonella Potengi. Estos hallazgos confirman que la prevalencia de
Salmonella es considerable en reptiles cautivos en Croacia, indicando como
estos animales pueden albergar serovariedades no observadas comunmente en
la practica veterinaria o humana. Lo anterior debe ser abordado en la prevencion
y diagnéstico de las infecciones de transmisién de reptiles a humanos.

2.6.9 Principales reservorios de Salmonella spp.

Los reptiles salvajes y cautivos se consideran reservorios de numerosas
zoonosis, de las cuales, la mas importante es la salmonelosis (Luckac et al.,
2015).

A través de investigaciones de brotes de salud publica, informes de casos de
patdégenos zoonodticos y datos sobre el transporte de patégenos, se han
identificado varias especies de mascotas las cuales presentan un mayor riesgo
de enfermedades asociadas. Reptiles, anfibios, roedores, aves, etc. se han visto
implicados en varios brotes de salmonelosis humana a nivel mundial con una
alta proporcion de casos y altas tasas de hospitalizacion; ocasionalmente
algunos casos resultaron en muertes de infantes. Se estima como estas especies
son responsables aproximadamente del 11% de los casos de salmonelosis entre
personas de menos de 21 afos. En un estudio el 17% de los casos de
salmonelosis asociada a reptiles reportados se documentaron nifios menores o
iguales a un afo, enfatizando el potencial para Salmonella asociada a reptiles

transmisores facilmente sin contacto directo con reptiles (Stull, 2015).
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Figura 10. Ejemplar macho de Iguana verde en sitios de convivencia.
(Ortiz,2021).

2.7 Importancia de los reptiles como reservorio de Salmonella spp.
El numero de reptiles como mascota ha aumentado en el mundo en los ultimos

afnos. Los reptiles mas populares son los g2uelonios, aunque también hay una
gran cantidad de lagartos y serpientes mantenidos en cautiverio como mascotas
(Luckac et al., 2015).

Los humanos pueden adquirir salmonelosis a través de contacto directo o
indirecto con heces de animales infectados; Salmonella se transmite
comunmente al manipular animales o equipos infectados. La infeccion también
puede transmitirse a través de la ropa en contacto con reptiles o por mordeduras
y rasgufos. Las infecciones en humanos se presentan con mayor frecuencia con
gastroenteritis leve, y una gran cantidad de casos probablemente se resuelven
sin ser detectados. Sin embargo, pueden surgir complicaciones graves como
septicemia, meningitis o artritis, especialmente en nifos e individuos
inmunocomprometidos (Luckac et al., 2015). El transporte subclinico con
desprendimiento intermitente de Salmonella en reptiles a través de las heces es

comun. Puede producirse una reinfestacidon constante a través de este
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desprendimiento; obstaculizando el aclaramiento del patégeno. Este
desprendimiento intermitente y el riesgo de reinfeccion complican la
comprension de la epidemiologia y fisiopatologia de la salmonelosis en reptiles
(Clacy et al., 2016).

En los Estados Unidos, se estim6é como la exposicion a reptiles contribuye en
aproximadamente el 6% de todos los casos esporadicos de salmonelosis en
humanos cada ano. También se han reportado caos de infeccion por Salmonella
asociada a reptiles mascota en varios paises europeos. En un esfuerzo por
reducir el numero de infecciones asociadas a reptiles mascota en humanos,
algunos paises europeos han introducido un monitoreo sistémico sobre la
prevalencia en reptiles cautivos (Luckac et al., 2015). Se ha relacionado a la
subespecie | (enterica), asociada principalmente con organismos de sangre
caliente a menudo se encuentra en reptiles debido a su probable presencia en
alimentos como roedores o vegetales crudos. En consecuencia, la exposicion a
los reptiles se asocia con un riesgo cuatro veces mayor de infeccion por

Salmonella tipica y atipica (Mughini-Gras et al., 2016).

Diversos estudios de campo sugieren sobre la diversidad de S. enterica en las
poblaciones de reptiles es dependiente de la exposicién local, cercania
geografica a poblaciones heteroespecificas. Contrariamente, en especies de
sangre caliente S. enterica es asociada a brotes transmitidos por alimentos, los

cuales afectan areas geograficas grandes (Launkau et al., 2012).

2.8 Resistencia microbiana en cepas de Salmonella.
Los antimicrobianos son considerados medicamentos utilizados para la

prevencion y tratamiento de diferentes infecciones en seres humanos, animales
y/o plantas. La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es generada cuando
diferentes microorganismos proficientes de infecciones cambian en un periodo
de tiempo, disminuyendo la sensibilidad a diferentes tratamientos como
consecuencia de la farmacorresistencia originada por la aparicion de nuevos

mecanismos de resistencia (OMS, 2020).
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Aunado a lo anterior, se debe tener en cuenta como la automedicacion de
antimicrobianos se presenta como una practica comun, por lo cual no se crea un
tratamiento adecuado ya sea con respecto a la dosificaciéon y/o tiempo.
Medicamentos como los aminoglucosidos, ciprofloxacina y tetraciclinas, se

encuentran entre los mas auto recetados (Lopez et al., 2009).

En un estudio sobre el aislamiento de Salmonella enterica en heces de reptiles
domésticos se llevd a cabo como parte de la investigacion estudios
antibacterianos in vitro, en el cual comentan como las cepas de dicha bacteria
es importante como fuente de resistencia para diferentes bacterias y puede
propiciar fracasos en terapéuticas tanto en medicina veterinaria como humana;
dicho estudio se investigd la presencia de S. enterica en quelonios, ofidios y
saurios, y fue probada la sensibilidad antimicrobiana en diferentes aislados. Se
probo en 73 aislamientos de S. enterica 12 distintos agentes antimicrobianos por
el método de difusion en disco. Se observd en la mayoria de los aislamientos
mostraron resistencia a uno mas antibidéticos, sin embargo 19 de los aislamientos
demostraron ser multirresistentes. 69 (94,52%) presentaron resistencia a la
eritromicina, mientras en los 4 restantes presentaron medianamente
susceptibilidad al mismo antibiético. Por otro lado, el 35,61% de los aislamientos
demostraron ser resistentes a sulfisaxol, 32,88% a gentamicina, 31,51% a
amoxicilina y el 27,40% a la ampicilina. Todos los aislamientos demostraron
sensibilidad al cloranfenicol con excepcidn de uno; mientras el 84,93% fue
sensible a la enrofloxacina, el 80,82% a nitrofurantoina, el 76,71% a la

trimetoprima y el 75,34% a la tetracicilina (Ebani et al.,2005).

En el 2018, Castafeda y Jiménez; colectaron agua de diferentes rios del valle
de Culiacan, Sinaloa, México para evaluar si estos son reservorios en 111 cepas
de Salmonella, clasificados en 28 serotipos no tifoideos y su resistencia a
antibidticos utilizando el método de difusién en disco con un panel de 16
antibioticos, siguiendo la recomendacion del Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorio. Como resultados se obtuvo el 50.5% (56/111) de las cepas

presentaron resistencia por lo menos a un antibiotico, ademas el 41.1% (23/56)
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de las cepas mostraron ser multirresistentes; el 87.5% de los serotipos
manifestaron RA en ampicilina, neomicina y cloranfenicol. 26 patrones revelaron
RA en cepas de Salmonella. Los serotipos Salmonella Oranienburg y Saintpaul
demostraron una gran diversidad de patrones de RA. Estos resultados aluden
sobre el riesgo en los rios del noroeste de México funcionen como fuente de esta

bacteria entre diferentes hospederos o ambiente.

Frecuentemente se han detectado bacterias resistentes en animales silvestres y
el medio ambiente y puede ser considerado como un mecanismo de difusion de

la resistencia a partir de los sitios de origen (Allen et al., 2010).

La cercania de instalaciones de humanos quienes utilizan antibidticos es
considerada un factor influyente en el trasporte de bacterias resistentes para la
vida silvestre debido a ser probables portadores de bacterias resistentes
(Wheeler et al., 2012).

Wheleer et al, (2012), detectaron aislamientos resistentes a uno o mas
antibidticos en tres diferentes ubicaciones de dos islas (Punta Carola y la
Galapaguera en la isla de San Cristébal e Isla Plaza Sur 5 (10.8%) de 46
aislamientos de S. enterica en iguana marina (Amblyrhynchus cristatus)
mostraron un area de inhibicion menor al umbral de susceptibilidad clinica, sin
embargo, fue mayor al diametro establecido para dicha resistencia (es decir,
resistencia intermedia). Los aislamientos de S. enterica, demostraron un solo

fenotipo de resistencia intermedia a la doxiciclina y a tetraciclinas.

2.9 Antecedentes directos de Salmonella en reptiles.
Hace no mucho tiempo los reptiles no eran considerados animales de compaiiia;

sin embargo, en los ultimos afnos se observa una mayor importacion de animales
exoticos predestinados a vivir en condiciones sujetas a la domesticacion (Ebani
et al., 2005).

Los reptiles en cautiverio son identificados de manera rutinaria como reservorios
de Salmonella spp, desafortunadamente, la informacion sobre la epidemiologia
de Salmonella spp en la iguana verde es reducida (Mitchell y Shane, 2001).
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En 1998 se realizaron investigaciones de campo en una granja comercial de
iguanas en la Costa del Sol, El Salvador donde habitaban aproximadamente
11000 hembras y 4000 machos. Se colectaron muestras de huevos en nidos
para realizar examenes microbiolégicos; las muestras incluyeron alimentos,
suelo, cascara de huevo secas, materia fecal, agua, insectos, lagartijas de vida
libre capturadas en la granja, se sacrificaron reproductoras adultas y crias, se
recolectaron muestras de sangre por puncion intracardiaca en tubos estériles sin
anticoagulante; también se recolectaron muestras de higado, contenido del
colon, ovario, oviducto y saco vitelino (crias). Se aislaron 190 muestras positivas
a Salmonella spp provenientes de iguanas y su entorno; 3/20 muestras
intestinales, 2/10 muestras de higado, no hubo evidencia de Salmonella spp en
sangre, ovario u oviducto, también 8/20 muestras intestinales resultaron
positivas, ademas se aislé Salmonella de 7/16 cascaras de huevo; por otro lado,
no se detectdé Salmonella spp en el saco vitelino antes de la eclosion. No hubo
evidencia de Salmonella spp en las muestras ambientales, contaminacion de
agua o alimentos, asi como tampoco se aisloé de los insectos recolectados; sin
embargo, el organismo fue aislado de las heces acumuladas de las lagartijas
capturadas en vida libre. 19/25 Salmonellas spp fueron enviadas para
serotipificacion, identificandose 8 serotipos diferentes de Salmonella. 6 muestras
se perdieron durante el transporte. 5/6 aislados externos de huevo se encontré
48: |I-Z Arizona. Las muestras aisladas de lagartijas y suelo de nido fueron del
serotipo 44: Z4, Z23. Los aislados de higado resultaron en Salmonella 11: Z4,
Z23. Se aislaron 3 serotipos diferentes (S. Senftenberg, S. Havana y S. Saint-
Paul) de los intestinos de crias (Mitchell y Shane, 2000).

Por otro lado, el estudio de Wheeler et al. (2012), en el cual evaluaron la
resistencia a antibidticos en bacterias entéricas en reptiles de las islas
Galapagos; utilizaron métodos estandarizados (Corrente et al.,2004; Wheeler et
al., 2012). Los aislamientos compatibles presuntivos Salmonella, se enviaron al
Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios en Ames, lowa, EE. UU. para su
confirmacion. El control de calidad se realizd con cada lote 25-50 aislados
experimentales con el uso de E. coli (ATCC 252922) y S. enterica (Typhimurium:
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ATCC 14028; Fisher Scientific, Pittsburgh, Pensilvania, EE. UU.), no se
observaron rasgos especificos de disponibles para S. enterica (ATCC 14028).
Se evalud la base genética sobre la resistencia a la tetraciclina mediante la
identificacion por PCR (Reaccion de la Cadena de Polimerasa) con los
protocolos establecidos por Asimov y colaboradores (2004). Se realiz6 la
extraccion de ADN de los aislamientos con resistencia y de un subconjunto de
aislamientos coincidentes, pero estos no presentaron resistencia a ninguno de
los discos de tetraciclina. Los productos de PCR fueron visualizados por medio
de electroforesis en gel de agarosa, mostrando la presencia de una banda fuerte
de tamafo apropiado indicando el aislamiento positivo para el gen en cuestion.
Como resultado, la prevalencia existe una variabilidad entre especies
bacterianas y los tipos de huésped, con un estado moderado de S. enterica en
iguanas marinas (68%, n=50) e iguanas terrestres (45%, n=29) pero no
detectado en tortugas terrestres. Se encontré una mayor cantidad de E. coli en
tortugas gigantes (100%, n=10), moderada en iguana terrestre (62%, n=29) y

relativamente baja en iguanas marinas (26%, n=50).

Ebani et al., (2005), realizaron un estudio sobre aislamiento de Salmonella
enterica en heces de reptiles domésticos con un total de 305 muestras fecales
de reptiles (165 saurios, 99 ofidios y 41 quelonios). Se aislaron 73/305 (23,93%)
de Salmonella enterica de muestras fecales. Los resultados positivos de
muestras fueron de 44 (60,27%) muestras positivas en saurios,15 (20,55%) en
quelonios y 14 (19,18) en ofidios.

Maciel (2009), realizaron estudios sobre la alta prevalencia de Salmonella en
lagartos Tegu (Tupinambis merianae), colectaron heces de 30 tegus en
cautiverio, las muestras se colectaron en dos ocasiones con 2 meses de
diferencia con hisopos cloacales en cada individuo, Como resultado del primer
analisis, 26 (87%) fueron positivos para Salmonella enterica. Para el segundo
analisis, tras las limpiezas semanales de jaulas, 27 de los animales examinados
tuvieron un resultado de 22 (81%) positivos a Salmonella enterica, en esta etapa

4 tegus (13%) fueron negativos en el primer muestreo tuvieron un resultado
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positivo en el segundo muestreo, asi como 5 animales positivos del primer
muestreo, resultaron negativos en el segundo. Es importante destacar la
ausencia de cambios significativos durante el periodo donde se desinfectaban

las jaulas de manera continua.

Chero (2017), realizaron estudios de identificacion de Salmonella Typhimurium
en cuyes al primer parto por medio de le técnica de PCR multiple, cuyo objetivo
fue el aislamiento e identificacion de serotipos presuntivos de Salmonella spp.
Los individuos de este estudio se encontraban clinicamente sanos los cuales
provenian de criadero sin registro de brote de salmonelosis desde hace 4 afos.
La colecta de muestra se realizé con hisopados vaginales y rectales dentro de la
primera semana posparto; los hisopos se almacenaron en tubos con agua
peptonada tamponada y conservados a 4°C para su transporte al laboratorio. Se
evaluaron 272 muestras en par (hisopado vaginal y rectalSalmonella spp, se
aislé de 8 (2.9%) cuyes en hisopado rectal de los cuales también 4 fueron
positivos en el hisopado vaginal. Estos 12 aislamientos sometidos a PCR multiple
amplificaron gen invA correspondiente al género Salmonella, de estos, 10
aislamientos resultaron positivos a Salmonella Typhimurium los 2 restantes no

fueron pertenecientes a la serovariedad Typhimurium o Enteritidis.
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. HIPOTESIS

Salmonella spp esta presente en el tracto digestivo de iguana verde habita en
las areas verdes utilizadas para la recreacion de la poblacion de la ciudad de
Culiacan, Sinaloa; por lo tanto, las iguanas verdes son reservorio de esta

bacteria.

IV. OBJETIVO GENERAL

El crecimiento de la mancha urbana invade el habitat de la iguana verde (/guana
iguana) en conjunto con la construccion de parques, favorece al contacto directo
e indirecto de esta especie con el humano. Sin afan de generar un mensaje
errébneo con respecto a esta especie, se busca generar informacién adecuada
sobre la misma como reservorio de Salmonella spp; debido a la importancia de

epidemioldgica de esta bacteria a nivel mundial.

Determinar la presencia de Salmonella spp en heces de iguana verde (Iguana
iguana) habitantes de las areas verdes utilizadas para la recreacién de la
poblacién se la ciudad de Culiacan, Sinaloa.

4.1 Objetivos especificos

Detectar la presencia de Salmonella spp mediante pruebas microbiolégicas en
muestras de heces de iguana verde (Iguana iguana), habitan en las areas verdes

utilizadas para la recreacién de la poblacion de la ciudad de Culiacan, Sinaloa.

Identificar la presencia de Salmonella spp mediante PCR (Reaccién en Cadena

de la Polimerasa.

Determinar la resistencia antimicrobiana de Salmonella spp aislada de heces de

iguana verde (Iguana iguana).
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V. MATERIAL Y METODOS.

5.1 Ubicacién de las diferentes areas de muestreo.
Cuadro 5.- La recoleccion de muestras se llevo a cabo en diferentes lugares de

la ciudad de Culiacan, Sinaloa en donde habita la iguana verde (Iguana iguana).

Sitio de recoleccion

Ubicacion

Isla de Oraba

Parque las Riberas

Parque las Riberas Humaya

Country club

Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia

Chuparrosa enamorada

24°48°40.8” norte, 107°24°12.8”
longitud oeste.

24°48°47.8” latitud norte, 107°23°55”
longitud oeste.

24°82°96.5” latitud norte 107°40°33”
longitud oeste.

24°47°34” latitud norte y 107°25°53”
longitud oeste

Ubicada a 24° 46°19.7” latitud norte y
107° 21°16.2” longitud oeste

24° 81°01.7" latitud norte y 107°
45°17.0” longitud oeste

5.2 Tipo de estudio
Exploratorio, descriptivo, transversal.
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5.3 Recoleccion de muestras
Para colectar las muestras de heces de iguana verde en el suelo de los parques,

se siguio la metodologia de FMCN, CONAFOR, USAID y USFS (2018); para ello
se localizaron senderos que utilizan las personas, en los que se definieron como
transectos de 100 m, con distancias de 20 m entre transecto. Sobre el transecto
se ubicaron arboles, se enumeraron y de manera aleatoria se obtuvo de que
arboles se realizaria la inspeccion; se observo si habia presencia de iguanas
verdes para la deteccion de excretas en el suelo. Las heces seleccionadas para
coleccion cumplieron con una apariencia de un maximo de 48 h de haber sido

excretadas (Wheeler et al., 2012).

Utilizando guantes de latex, y abatelenguas de madera estériles, las muestras
fueron recolectadas y colocadas en frascos de plastico estériles etiquetados de
forma individual y conservados entre 2 a 4°C para su posterior traslado al
laboratorio de bacteriologia y micologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad Autéonoma de Sinaloa.

Figura 11.-Diagrama de material utilizado para la recolecciéon de muestras.
Se recolectaron 20 muestras de cada area y 9 en la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia.
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5.4 Aislamiento e identificaciéon bacteriolégica de Salmonella spp.
El aislamiento bacteriolégico fue basado en el protocolo estandarizado por

Wheleer (2011) y Corrente et al. (2004) efectuandose en tres diferentes etapas:

La primera etapa consistidé en el pre-enriquecimiento bacteriano; para ello se

homogenizaron 10 ml de agua peptonada amortiguada (BPW) por cada 3 g de

la muestra de heces de iguana verde; posteriormente se incubaron a una
temperatura de 37°C £ 1°C durante 24 h.

Figura 12.- muestras fecales de iguana verde homogenizadas medio de pre-
enriquecimiento BPW (Ortiz,2021).

La segunda etapa concierne al enriquecimiento selectivo, se colocaron 0.1 ml
del cultivo preenriquecido con BPW a un tubo de ensayo con 10 ml de caldo
Rappaport Vassiliadis (RV) y se incubaron a 42°C + 1°C durante 24 £ 2 h. La
tercera etapa consistié en utilizar agar selectivo, tomando una alicuota de 0.01
ml de cultivo preenriquecido de caldo RV y se inocul6é en agar entérico hektoen
(EH) y agar xilosa, lisina, desoxicolato (XLD). El in6culo se estrié con un asa
bacterioldgica previamente esterilizada al fuego y posteriormente se dejo reposar
durante 10 min para la absorcién del inéculo en el medio, a continuacion, se
incubo a 35°C £ 1°C durante 24 h.
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Figura 14.-Medios estriados con caldo selectivo RV en agar XLD para
aislamiento y generacion de unidades formadoras de colonias (UFC) de
Salmonella spp (Ortiz,2021).

Para la interpretacion de resultados se tomaron en cuenta las siguientes
caracteristicas: En agar EH, las colonias tipicas de Salmonella spp son de color
azul o azul-verde, con o sin centro negro, pudiendo ser casi totalmente negras y
brillantes. En agar XLD Salmonella spp al fermentar xilosa la descarboxilacion

de lisina genero alcalis virando las colonias a rojas con centro negro.
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Figura 15.- Crecimiento de colonias tipicas de Salmonella spp en agar EH y XLD.
(Ortiz,2021).

5.4.1 Preparaciéon de muestra

Aunque los microorganismos vivos pueden examinarse directamente con un
microscopio Optico, a menudo se deben fijarse y tefirse para facilitar su
observacion, acentuar caracteristicas morfoldgicas especificas y conservarlos
para estudio futuros (Murray et al., 2016).

5.4.2 Extensién de muestra

Se preparo a partir de un producto sélido empleando un asa estéril, se transfirié
una pequefa cantidad del cultivo a la superficie del portaobjetos con una
pequefia cantidad de agua destilada o solucién salina y posteriormente se

extendio con el asa (Murray et al., 2016)

5.4.3 Fijacion con fuente de calor
La fijacidn por medio de calor resguarda la morfologia global, pero no las

estructuras intracelulares. Se paso varias veces la parte inferior de la preparacion
por la flama azul de un mechero de Bunsen evitando el sobrecalentamiento
(Lépez et al., 2014).
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5.4.4 Método de tincion
Después se fij6 el frotis, se siguieron las instrucciones del fabricante, iniciando

con la solucién de cristal violeta durante un periodo de 1 min, posteriormente se
retird el exceso de colorante y se cubridé con soluciéon de yodo Gram durante 1
min. Se lavd el exceso de colorante a continuacion, se decoloré con alcohol
cetona para después lavarse con agua destilada, posteriormente se aplico
safranina en un tiempo de 30 s a 1 min. Después de este periodo se lavd con

agua destilada para eliminar los excesos.

Durante la observacién al microscopio las muestras de colonias tipicas de
Salmonella utilizadas de los medios solidos seleccionados tomaron una
coloracion de rosa a rojo, por lo tanto, se consideran bacterias de tipo Gram

negativas.

Figura 16.- Se observan bacilos con tonalidad rosa sugerente a Salmonella spp
(Ortiz,2021).
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5.5 Identificaciéon de la bacteria Salmonella por medio de pruebas
bioquimicas.
Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabolicas de

las bacterias con el objetivo de identificarlas. Estas pruebas definen puntos
importantes de metabolismo bacteriano como: el sustrato (contenido del medio

de cultivo), la enzima o via metabdlica (secretada o en el interior del

microorganismo), producto, revelado y/o indicador o cambios en el pH.

Figura 17.- Grupo de pruebas bioquimicas previas a inoculacion. Se observa
coloracion sin viraje. En orden de izquierda a derecha se observa TSI, Citrato de
Simmons, LIA. (Ortiz, 2021).

Es importante llevar a cabo estas pruebas en tiempo y forma, debido a diferentes
condiciones de estrés, medios de cultivo mal formulados, tiempo de incubacién
o temperatura incorrecta o bacterias de metabolismo lento, pueden generar

alteraciones durante la lectura y registro de resultados (McFadin, 2004).

Se inocularon colonias tipicas de Salmonella spp en medios agar triple azucar
(TSI), agar lisina hierro (LIA) y agar citrato de Simmons e incubados a una
temperatura de 37°C £ 1°C por un periodo de 24 h.

El agar TSI evalu6 la capacidad de la bacteria para fermentar carbohidratos
como glucosa, sacarosa y/o lactosa en un medio basico, asi como su capacidad
de producir H2S. Es importante distinguir como en ocasiones S. Typhi no produce
H2S; el asilamiento en TSI de S. Paratyphi presenta una punta de flauta alcalina
con fondo acido y no producen H2S. La mayoria de otros serotipos de Salmonella

tienen una reaccién con superficie alcalina, fondo acido y produccion de gas esto
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indica la fermentacion de glucosa igualmente a la produccion de H2S.El agar LIA
evalud la presencia de la enzima descarboxilasa cuya funcion es metabolizar
lisina; la produccién de gas varia segun el serotipo. El citrato de Simmons
comprobé el uso de citrato de sodio como unica fuente de carbono
(McFadin,2004).

5.6 Identificacidon de resistencia bacteriolégica de Salmonella spp de
asilamientos de muestras fecales de iguana verde (Iguana iguana).
Se realiz6 la identificacion bacteriana de 2 cepas seleccionadas de cada sitio

(por duplicado), utilizando el método Kirby-Bauer de difusion en disco. Los
antibioticos incluidos en esta prueba fueron: Amikacina (AK), Ampicilina (AM),
Carbencilina (CB), Cefalotina (CF), Cefotaxima (CFX), Ciprofloxacina (CPF),
Cloranfenicol (CL), Gentamicina (GE), Netilmicina (NET), Nitrofurantoina (NF),
Norfloxacina (NOF) y Trimetroprim (STX), comprendidos en cada multidisco PT-
35 Multibac I.D., estos antibidticos son utilizados contra bacterias Gram
negativas. La metodologia se inici6 homogenizando una UFC de Salmonella spp
en caldo soya tripticaceina estéril, con el uso de un asa bacteriologica
previamente estéril a fuego directo para después dejarse reposar por 1 h.
Cuando se alcanzo la escala de McFarland de 0.5, fue necesario el uso de un
espectrofotometro para evaluar la densidad 6ptica con una longitud de onda de
600 nm, alcanzando 1.5 X ' de UFC. Posteriormente se utilizd un hisopo estéril
para estriar un inéculo sobre agar Mueller-Hinton (MH) en la caja de Petri,
manteniéndose en reposo por un periodo de 10 min para su absorcion,
posteriormente se coloco un multidisco PT-35 Multibac I.D. después se mantuvo
en una incubadora de anaerobios por 24 h a 37 = 1°C. La lectura se efectud
midiendo en milimetros el halo de inhibicion en cada disco, obteniendo el

resultado promedio de inhibicidn en cada tratamiento.
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Figura 18.- Prueba de resistencia a antimicrobianos de cepas extraidas de
Salmonella spp en heces de iguana verde (Iguana iguana). Se observan halos

de resistencia con diferentes antimicrobianos.

5.7 Identificacion molecular de Salmonella spp por medio de PCR
(Reaccidén en cadena de la polimerasa).
Para la identificacion de Salmonella spp, fue necesario el uso de los siguientes

primers: FW 5-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3° y RV 5'-
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3’ para amplificar una fraccion del gen InvA
a 284 pb del género Salmonella (Chero et al., 2017; Rahn et al., 1992).

Previamente las cepas caracterizadas bioquimicamente fueron sembradas en
agar Enterico Hektoen y posteriormente incubadas a 35 + 1°C por un periodo de
24 + 2 h. A continuacion, se tomo6 de 1 a 2 UFC en 1 ml de agua peptonada
amortiguada y se incubaron en anaerobiosis a 37 + 1°C por 24 + 2 h hasta formar
sedimentacion de bacterias realizando posteriormente la extraccion siguiendo
las instrucciones del fabricante (kit de extracciéon High-Speed Plasmid Mini kit
IB47101). Se obtuvieron 50 ul de ADN por muestra y se almacenaron a -20°C
hasta su uso. Se comprobd la correcta extraccion la extraccion utilizando 10 pl
del producto de extraccion (ADN) en gel agarosa al 1% a 90 volts, durante un
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periodo de 60 min; como colorante de carga se utilizo gel de ADN (6X) Thermo
Fisher Scientific ©.

Para el procedimiento de PCR se requirié el uso de un termociclador BIO-RAD
T100, con un volumen de reaccion de 13 yL el cual se integré de 5 uL de solucién
Master Mix, 1 uL de primer, 1 uL de primer 2, 3 yL de agua nano pura estéril y 3
pL de ADN.

Se realiz6 una fase de desnaturalizacion a 95°C por un periodo de 5 min,
continuando con 34 ciclos de 95°C°, 60°C y 72°C durante un espacio de 1 min
cada fase, ademas de una extension final de 72°C por 5 min. Como control
positivo se utilizO ADN de Salmonella enterica ATCC (American Type Culture
Collection) y como control negativo agua nano pura estéril (Schatten y
Eisenstark, 2015).

Para la visualizacion de ADN se utilizé gel de ADN (6X) Thermo Fisher Scientific
© como medio de tincion en gel agarosa al 3% a 90 volts, durante un periodo de

60 min en una camara de electroforesis (Yang et al., 2001).
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5.7 Analisis estadistico
Los resultados del aislamiento, extraccion de ADN y prueba de PCR para

Salmonella spp, clasificados por lugar de muestreo, se codificaron en archivo de
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 2018), con valores de 1 = positivo (p) y 0
= negativo (1-p). Los resultados de susceptibilidad de Salmonella spp a los
antibioticos se codificaron con las categorias de muestra resistente (R),
intermedia (1) y susceptible (S). Para obtener el intervalo de confianza (IC) de las
proporciones, se utilizé el criterio np y n(1-p) mayores de 5 para determinar su
era posible utilizar la distribucién normal estandar (Z) (Daniel, 2002); debido a
que no se cumplioé para todas las celdas, se utilizé la distribucion Binomial para
el calculo de los limites inferiores y superiores de los IC, mediante el cddigo
binom,test de la libreria stats de R (lhaka y Gentleman, 1996) version 4.2.0 para

Windows (R core team).

Los resultados se presentan en cuadros de frecuencia con valores absolutos y

relativos expresados en porcentaje.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realiz6 un muestreo completamente al azar donde se obtuvieron heces
mediante la observacion directa recolectando 109 muestras de heces de iguana
verde en total.

20 muestras del Parque la Riberas.

Rio T amazula

~=uila

Figura 19. Se indican los sitios de recoleccion de heces de iguana verde en el
parque las Riberas.

20 muestras de la isla de Oraba.

Q@
Q

©

Figura 20. Se indican los sitios de recoleccion de heces de iguana verde en la
Isla de Oraba.
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20 muestras del parque Riberas del Humaya.
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Figura 21. Se indican los sitios de recoleccion de heces de iguana verde en el
parque Riberas del Humaya.

20 muestras del Country club de Culiacan
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Figura 22. Se indican los sitios de recoleccion de heces de iguana verde en el
Country club de Culiacan.
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20 muestra del area Chuparrosa enamorada.
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Figura 23. Se indican los sitios de recoleccion de heces de iguana verde en el
area del Chuparrosa enamorada.

9 muestras de la Facultad de medicina veterinaria y zootecnia.
A E::V g gan Ange

UAS Facultad de
Medicina Veterinaria y. o

¢ ©

¢

escuela
VETERINARIA
Y ZOOTECNIA...

¢

jo Mkl — — H

Figura 24. Se indican los sitios de recoleccion de heces de iguana verde en la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
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En total se examinaron 109 muestras de heces de iguana verde de las cuales 82
resultaron positivas a Salmonella spp con base en las caracteristicas fenotipicas
de las colonias en medios de cultivo selectivos y pruebas bioquimicas tal y como
se observa en el cuadro de frecuencias 6 en el cual se describe el numero de
muestras, su procedencia, el numero de muestras positivas y porcentaje

respectivamente.

Cuadro 6.- Resultados del aislamiento de la bacteria Salmonella spp en
muestras de heces de iguana verde en diferentes areas de la ciudad de Culiacan
Sinaloa, donde N representa el numero de muestras recolectadas en cada sitio,

posteriormente el numero de muestras positivas de cada sitio y su porcentaje.

Procedencia de N Muestras % IC 95%
la muestra positivas

Parque las 20 18 90 68.3, 98.8
Riberas

Isla de Oraba 20 17 85 62.1, 96.8
Parque Riberas 20 17 85 62.1, 96.8
del Humaya

Chuparrosa 20 14 70 45.7, 88.1
enamorada

Country Club 20 12 60 36.1, 80.9
Culiacan

FMVZ 9 4 44 44 13.7,78.8
Total 109 82 75.22 66.0, 83.0

Durante el desarrollo de la investigacion fue posible el aislamiento de la bacteria
Salmonella en heces de iguana verde (Iguana iguana) en las 6 diferentes areas
seleccionadas para muestreo. La cantidad de asilamientos fenotipicos resulto
relevante para el presente estudio, cuyo resultado tiene como total 82 muestras
positivas, lo cual es correspondiente a una frecuencia de 75.22%, dichos
resultados pueden ser comparados a un estudio realizado por Corrente et
al..(2004), el cual consistio en aislar cepas de Salmonella a partir de 85 muestras
de heces de reptiles, de distintas especies (serpientes, lagartos, tortugas vy
camaleones), estos animales se encontraban alojados en un zoolégico en Roma;

como resultados se obtuvieron 46 muestras positivas a Salmonella de 85
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muestra de heces de reptiles, lo cual representa el 54.11%. Por otro lado, Lankau
etal. (2012) Observaron en la iguana marina de las islas Galapagos, presentaron
una mayor prevalencia de S. enterica (68%, n=50) a diferencia de las iguanas
terrestres (45%, n=29); esto se atribuye a variaciones azarosas del microbiota
intestinal de una especie dependiendo su ubicacidon o, por ejemplo,
superposicion con otras especies endémicas o humanos. Es importante
considerar como influye la presencia de humanos en la calidad del agua y su
contribucién en las diferencias que presentan los distintos sitios con respecto al
microbioma intestinal de las iguanas marinas. Estos resultados demuestran gran
similitud con relacion a la frecuencia del aislamiento de Salmonella en reptiles,
lo cual sugiere gran importancia en salud publica ya que la mayoria de las
muestras de heces de iguana verde colectadas se encuentran proximas a rios
principales de la ciudad de Culiacan, Sinaloa; los cuales tienen comunicacion
con aguas residuales de dicha ciudad; esto es importante, y es probablemente
relacionado a la influencia de los humanos y corresponder a la presencia de

Salmonella en el microbiota intestinal de las iguanas verdes de esta region.

En total se analizaron 69 extracciones de ADN de heces de iguana verde de las
cuales 48 presentaron material genético compatible a Salmonella spp por medio
de PCR, utilizando el siguiente primer para la amplificacion de una fraccion del
gen invA FW 5-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3" y RV 5'-
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3" a 284 pb del género Salmonella como se
menciond anteriormente. Dicho gen es tradicionalmente utilizado para la
deteccion del género Salmonella en alimentos y es un factor de virulencia
relacionado al proceso de invasion del epitelio intestinal (Orozco et al.,2016). En
el cuadro de frecuencias numero 7, se aprecian los sitios de recoleccién de
muestran, el numero de extracciones de material genético, las, muestras
positivas resultantes en el estudio de la reaccidén en cadena de la polimerasa y

el porcentaje resultante.
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Cuadro 7.- Resultados de extraccion de cepas de Salmonella spp y PCR.

Procedencia de N Muestras % IC 95%
la muestra (extracciones) positivas (PCR)

Parque las 18 10 55.6 30.8, 78.5
Riberas

Isla de Oraba 15 9 60 32.3, 83.7
Parque Riberas 11 7 63.6 30.8, 89.1
del Humaya

Chuparrosa 9 6 66.7 30.0,92.6
enamorada

Country Club 12 12 100 40.0, 100
Culiacan

FMVZ 4 4 100 40.0, 100
Total 69 48 69.6 57.4,80.0

En el 2014, se realizé un estudio cuyo propésito fue evaluar la incidencia de
Salmonella en reptiles en Polonia por Piasecki et al., utilizando PCR anidada de
dos pasos la cual en el primer paso amplifica un gran segmento del gen de
interés y como segundo paso se realiza un segundo PCR con el producto de la
primer reaccion y PCR multiplex, el cual permite la amplificacion de varios genes
durante una sola reaccidén con distintos primers (que requieran las mismas
condiciones durante el ciclado) en 374 muestras de fecales de distintos reptiles
como quelonios lagartijas y serpientes. Como resultado obtuvieron 122 de 374
muestras (32.6%) con Salmonella caracterizadas por PCR, encontrando 58
(38.9%) muestras de lagartos, 31 (28.7%) muestras de serpientes y 33 (28.2%)
muestras en quelonios. De 122 cepas encontraron 72 cepas de Salmonella
enterica subesp. enterica, 20 de Salmonella salame o S. enerica subs.
diarizonae. Estos hallazgos demuestran como algunos reptiles pueden ser
considerados como reservorio de Salmonella, pudiendo representar un riesgo
zoondtico. Estos autores confirman en su estudio una incidencia de moderada a

alta de cepas de Salmonella en reptiles en Polonia.

En un estudio sobre la deteccion de Salmonella realizado por Zahraei et al

(2009), se reunieron muestras de heces de 22 roedores, 20 conejos y muestras
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de higado de 14 tortugas. Como resultados todas las muestras mostraron un
perfil bioquimico de Salmonella y utilizando el método de la reaccién de la
cadena de la polimerasa con el gen invA. Se descubrié que los roedores y los
reptiles eran portadores potenciales de Salmonella patégena en humanos y

animales.

Figura 25.- En esta figura se observa la identificacion de cepas de Salmonella
spp en gel agarosa al 1% utilizando un fragmento de gen /nvA. A continuacion,
se describe el contenido de cada carril.

Carril 1: Marcador molecular de 1 kb; carril 2: Control positivo (Salmonella
enteritidis ATCC); carril 3: Control negativo (agua nano pura estéril); Carriles
4,5,6,7,8,10,11,12,13,14; cepas sospechosas aisladas de heces de iguana verde
de los diferentes sitios de muestreo. Basandonos en la técnica utilizada por
Zahraei et al., (2009), los resultados se observan de forma similar a lo descrito
en el estudio que realizaron en reptiles, conejos y roedores, donde amplificaron
bandas de 284 pb utilizando como control positivo Salmonella Typhimurium y el
gen invA para el método de reaccién en cadena de la polimerasa. Con base en
la técnica utilizada por Wheeler et al. (2012), los productos visualizados en la
electroforesis con gel agarosa, con a la presencia de una banda fuerte y de
tamafo apropiado, revela que la muestra es positiva al fragmento del gen

correspondiente.
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Comparacion de resultados

I 42 44%
FMvz 44.44%

Restaurante "La Chuparrosa enamorada”  NHR— £6.66%

T ———.00%

Country club de Culiacan 60%

. 63.63%

Parque Riberas del Humaya 35%

e 55.55%
Isla de Oraba 85%

i - 60%
Parque las Riberas 90%
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M Biologia molecular metodos convencionales

Grafica 2.- Se observa la comparacién entre estudios convencionales y de biologia molecular
de las diferentes cepas aisladas de heces de iguana verde.

Durante el procedimiento y evaluacion de la prueba de susceptibilidad
microbiana se observdé como las cepas seleccionadas presentaron resistencia
en su mayoria a ampicilina (AM) en un 100%, carbencilina (CB) 95.23% vy
nitrofurantoina (NF) 38.09%. Con un valor intermedio solo se mostraron tres
distintos antibidticos como carbencilina (CB) 4.78%, nitrofurantoina (NF)14.28%.
Por otro lado, se observdé mayor susceptibilidad a los antibidticos, destacando
amikacina (AK) 100%, gentamicina (GE) 100% netilmicina (NET) 100%,
cefalotina (CF) 100% sulfametazol-trimetropima (SXT) 100%, norfloxacina (NOF)
95.23%, cefotaxima (CFX) 95.23%, ciprofloxacina (CPF) 90.47% vy

nitrofurantoina (NF) 47.61% como se muestra en el cuadro 3. La multirresistencia

68



bacteriana muestra que las bacterias son capaces de mutar como una respuesta
por el frecuente uso de estos antibidticos; asimismo se debe enfatizar en la
automedicacién que ocurre de manera comun y carece de una dosificacion
correcta. Los antibidticos con mayor auto prescripcidon son ciprofloxacino,
aminoglucosidos y tetraciclinas (Bada-Alambediji et al., 2006). Los elementos
genéticos conocidos como integrones poseen la habilidad de capturar conjuntos
de genes del ambiente para unirlos por medio de la recombinacion en espacios
especificos (Miko et al., 2005).

Estos resultados pueden ser comparables con la investigacion realizada en 2005
por Ebani et al. En donde se observa una susceptibilidad en 52 (71.23%) de las
muestras utilizando cloranfenicol y 59 (80.82%) con nitrofurantoina. También
demuestra una diferencia en la efectividad de la ampicilina, por poseer un
resultado favorable de 48 (65.75%) de muestras sensibles en comparacion con
nuestros resultados de 21 (100%) de muestras resistentes a este antibidtico; se
considera necesario realizar en un futuro pruebas de antibiograma con un mayor
numero de cepas. En otro estudio sobre la deteccion y resistencia a antibidticos
en E. coliy Salmonella en agua y suelo agricola en Culiacan, Sinaloa (2009), por
Lopez et al. Donde cepas de Salmonella presentan susceptibilidad
antimicrobiana a ciprofloxacina y sulfametazol-trimetroprim, dicho autor comenta
como lo publicado por el Sistema de Monitoreo Nacional de Resistencia en
Salmonella es dependiente del serotipo; esto puede explicar por qué en dicho
estudio Salmonella es susceptible a ampicilina, en tanto el mismo antibiético
presentd resistencia en el antibiograma realizado con cepas de Salmonella
aisladas de heces de iguana verde.

Los canales de utilizados para actividades agricolas del Valle de Culiacan se
localizan al aire libre, de manera se sugiere que la contaminacion proviene de
diversos origenes ya sea por agregar agua residual en canales, descargas
domésticas, y deposiciones de animales silvestres como reptiles y aves
(Thurston et al., 2002).
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Cuadro 8.- Resultados de antibiograma, muestra el numero de muestras
resistentes (R), intermedias () y susceptibles (S) de la bacteria Salmonella spp,
asi como sus respectivos porcentajes.

Muestras % Muestras % Muestras %
Antibiotico R I S

Ampicilina (AM) 21 100 * * * *
Carbencililna (CB) 19 95.23 1 4.76 1 4.76
Cefalotina (CF) * * * * 21 100
Cefotaxima (CFX) 1 4.76 * * 20 95.23
Ciprofloxacina (CPF) 2 9.52 * * 19 90.47
Cloranfenicol (CL) * * * * 21 100
Nitrofurantoina (NF) 8 38.09 4 14.28 10 47.61
Amikacina (AK) * * * * 21 100
Gentamicina (GE) * * * * 21 100
Netilmicina (NET) * * * * 21 100
Norfloxacina (NOF) 1 4.76 * * 20 95.23
Sulfametazol- * * * * 21 100

Trimetroprima (SXT)
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VIl. Conclusiones

Por medio de pruebas convencionales se confirma la presencia de Salmonella
en heces de iguana verde en el 75.22% de las muestras recolectadas en las
diferentes zonas de la ciudad donde fueron seleccionadas. Estos resultados son
respaldados con las pruebas de biologia molecular con un total de 69.56% y nos
indican una alta frecuencia de la presencia de la bacteria Salmonella en las
heces de iguana verde y su posible relacion antropomorfica ya sea por la
cercania de diferentes cuerpos de agua contaminados, la invasion a su habitat o

la convivencia con humanos, asi como su importancia en salud publica.

Las muestras evaluadas por medio de biologia molecular son consideradas mas
certeras, sin embargo, las muestras procesadas por medios convencionales son
de gran importancia, en las cuales se ven reflejadas diferentes caracteristicas
estructurales y morfolodgicas, siendo el resultado de la expresion de genes

controlando enzimas.
Conclusioén antibioticos

El presente estudio representa una gran oportunidad para indagar de manera
mas profunda en estudios futuros sobre la diversidad genética de esta bacteria
en animales silvestres localizados en lugares de convivencia adoptados por la

poblacion.

Es importante recalcar la falta de informacion de la poblacién en general en
cuanto a los riesgos relacionados a la salmonelosis y los reptiles. Es necesaria
la distribucién de informacion de manera adecuada sin generar aberraciones en
contra de la fauna y flora regional; hacer hincapié en las buenas practicas, asi
como la higiene de las manos. También es importante recalcar el
desconocimiento sobre si los proveedores de mascotas exoéticas o0 no
convencionales informan de las enfermedades potenciales en estas u otras
especies, lo anterior es de vital importancia, aun mas si los propietarios finales

son ninos.
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El aumento de la interaccion con serpientes, tortugas y lagartijas, tanto como
mascotas en cautiverio como mediante la invasion de su ecosistema natural,

puede resultar en un aumento en la transmisién de salmonelosis.
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IX ANEXOS
Anexo 1. Preparacion de medios.

A 1.1 Agua peptonada amortiguada (BWP).

Utilizada como preenriquecimiento para aumentar la recuperacion de Salmonella

atenuada para su posterior aislamiento.

Utilizar 25.5gr de medio deshidratado e incorporar en 1 L de agua destilada,
mezclar suave y continuamente hasta eliminar residuos o grumos; reposar a
temperatura ambiente por un periodo de 10 a 15 min Evaluar el nivel de pH (7.2
t+ 0.2) con un potenciometro limpio y previamente calibrado. Posteriormente

esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

A 1.2 Caldo Rappaport Vassiliadis (RV).

Medio utilizado como enriquecimiento selectivo de Salmonella. Suspender 42.5
gr de medio deshidratado por cada litro de agua destilada, homogenizar
mezclando gentil y continuamente hasta eliminar residuos o grumos; evaluar pH
de 5.2 = 0.2. Distribuir el volumen adecuado para cada muestra de manera
individual; esterilizar en autoclave a 116°C (10 libras de presién) por un periodo

de 15 min. Enfriar a temperatura ambiente previo a su uso.

A 1.3 Agar Entérico Hektoen (HK).

Es un medio sodlido, diferencial y selectivo para enterobacterias Shigella y
Salmonella. Se encuentra compuesto por proteosa peptona, extracto de
levadura, sales biliares, lactosa, sacarosa, salicina, cloruro de sodio, tiosulfato
de sodio, citrato de hierro y amonio, azul de bromotimol, fucsina acida y agar.
Para su preparacion se deben suspender 76 gr de medio deshidratado en 1L de
agua estéril, mezclar hasta homogenizar y posteriormente dejar reposar de 10 a

15 min; evaluar pH (7.5 = 0.2). Calentar y agitar de manera frecuente y hervir
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hasta lograr diluir completamente. No esterilizar. Enfriar y distribuir en placas de

Petri estériles.

A 1.4 Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD).

Es un medio diferencial y selectivo en el aislamiento de patégenos entéricos
Gram negativos, especialmente del género Shigella. Se compone de xilosa, L-
lisina, lactosa, sacarosa, cloruro de sodio, extracto se levadura, rojo fenol,
desoxicolato de sodio, tiosulfato de sodio, citrato férrico de amonio y agar. Para
su preparacion deben suspenderse 57 gr de medio deshidratado en 1L de agua
destilada, mezclar hasta homogenizar y dejar reposar de 10 a15 min. Calentar
con agitacion suave y continua hasta la ebullicion del medio. Se debe evitar el
sobrecalentamiento debido a la generacién de precipitaciones en el medio. No
esterilizar en autoclave. Dejar enfriar a temperatura de aprox. 45° a 50°C para

servir en placas de Petri estériles.

A 1.5 Agar Hierro Triple Azucar (TSI).

Se emplea para diferenciar de enterobacterias, especialmente Salmonella.
Contiene digerido pancreatico de caseina, digerido péptido de tejido animal,
cloruro sédico, lactosa, sacarosa, glucosa, sulfato ferroso de amonio, tiosulfato
sddico, rojo fenol y agar. Para prepararse se debe rehidratar 59.4 gr en 1L de
agua destilada, disolver hasta homogenizar, evaluar pH (7.3 + 0.2), calentar para
disolver el agar complétame y servir en tubos de ensayo con 4 ml del medio,
cubriendo con tapa de algodén. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 10 min.

Inclinar tubos para generar pico de flauta.

A 1.6 Agar Hierro y Lisina.

Disolver 29.5 gr de medio deshidratado en 1L de agua destilada, calentar

agitando hasta la ebullicion para homogenizar el medio en su totalidad. Medir el
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valor del pH (6.9 £ 0.2), servir en tubos de ensayo con 4 ml del medio y cubrir
con tapa de algoddn para posteriormente esterilizar en autoclave a 121°C

durante 10 min. Inclinar tubos para generar pico de flauta.

A 1.7 Agar Citrato de Simmons.

Medio selectivo y diferencial para probar la capacidad de los microorganismos
los cuales utilizan el citrato como fuente de carbono Unica, asi como los iones de
amonio como fuente unica de nitrégeno. Este medio es utilizado para la
diferenciacion de bacterias Gram negativas. Estd compuesto por sulfato de
magnesio, dihidrogenofosfato de amonio, citrato de sodio, cloruro de sodio, azul

de bromitol.

Disolver 24.2 gr de medio deshidratado y agregar 1L de agua destilada, calentar
agitando de manera continua para homogenizar, evaluar pH (6.9 + 0.2); calentar
hasta presentar ebullicidon en el medio, servir 4 ml en tubos de ensayo y cubrir
con tapa de algodon, posteriormente esterilizar por 10 min en autoclave a 121°C

durante 10 minutos. Inclinar tubos para generar pico de flauta.
A 1.8 Caldo Soya Tripticaseina (TSB).

Medio de cultivo liquido, muy nutritivo y no selectivo. Es considerado uno de los
medios de cultivo mas utilizados a nivel general en laboratorios dedicados a la

microbiologia.

Es capaz de reproducir bacterias patdégenas de importancia clinica las cuales
pueden ser exigentes desde el punto de vista nutricional, asi como bacterias

anaerobias.

Para su preparacion se debe homogenizar 30 gr por cada 1000 ml de agua
destilada; ya disuelto puede ser distribuido en tubos del tamafo requerido, y
utilizando algodoén o tapas de baquelita, debe ser esterilizado en autoclave a 121
°C por 15 minutos. El pH medio debe ser de 7.3 + 0.2; puede ser refrigerado de
2a8°C
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