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1. Introduccién

Los reptiles se han hecho populares como mascotas y son de las
principales atracciones en los zooldgicos donde se les exhibe, ademas han
resultado utiles como animales de investigacion en el laboratorio y en el campo. La
clase Reptiles comprende tortugas (orden Quelonios), lagartos, serpientes,
cocodrilos y caimanes asi como la tuatara de Nueva Zelanda. El nombre de la

clase se refiere al modo de andarse (Lat. reptare, arrastrarse) (Puga, 2003).
Los reptiles cuentan con las siguientes caracteristicas:

1. Cuerpo cubierto por una piel seca cornea (no mucosa), generalmente con

escamas o escudos ectodérmicos; pocas glandulas superficiales.

2. Dos pares de extremidades, ambas tipicamente con cinco dedos que
terminan en ufas cérneas, y adaptadas a correr, arrastrarse o trepar; en las
tortugas marinas las extremidades tienen forma de paleta, estan reducidas

en algunos lagartos y faltan en otros lagartos y en todas las serpientes.
3. Esqueleto completamente osificado; craneo con un condilo occipital.

4. Corazon incompletamente dividido en cuatro camaras, dos auriculas y un
ventriculo parcialmente dividido (los ventriculos estan separados en los
cocodrilos) ; un par de arcos aorticos; glébulos rojos nucleados, biconvexos

y ovales.

5. Respiracion por pulmones; respiracion faringea y cloacal en algunas

tortugas acuaticas.
6. Doce pares de nervios craneales.

7. Excrecion por rifiones metanéfricos; los desechos nitrogenados de los

lagartos, serpientes y quelonios terrestres son principalmente acido urico.

8. Temperatura del cuerpo variable, Poiquilotermos lo cual significa que
mantienen su temperatura absorbiendo el calor del ambiente o emitiéndolo,

algo superior a la ambiental (Fowler y col. 2001).



9. Fecundacién interna, generalmente por medio de o6rganos copuladores;
huevos grandes con mucho vitelo, dentro de cascaras coriaceas o calizas;
suelen ponerlos, pero en algunos lagartos y serpientes la hembra los
retiene durante el desarrollo.

10.Segmentacion meroblastica; membranas embrionarias (amnios, corion,
saco vitelino y alantoides) presentes durante el desarrollo; los individuos
jovenes, cuando salen del huevo, se parecen a los adultos; sin

metamorfosis.

En las Tortugas su cuerpo esta encerrado en un caparazéon oval formado
por una capa de huesos planos como placas, como un modelo definido y unidos
estrechamente entre si, sobre los cuales hay una cubierta de escudos cérneos,
también dispuestos regularmente. La parte dorsal convexa es el espaldar, y la
ventral, mas plana, el peto. Las vértebras toracicas y las costillas suelen estar
soldadas al espaldar 6seo. Las tortugas de caparazén blando tienen el tegumento
coriaceo, no dividido en escudos, y el caparazén esta poco osificado. La cabeza,
la cola y las patas de las tortugas se retraen entre las dos partes del caparazon y
en la mayor parte de las especies pueden retraerse del todo entre los bordes del
espaldar y el peto para mayor seguridad. Las mandibulas carecen de dientes, pero
poseen un robusto manto cornificado que sirve para cortar, desgarrar y aplastar el
alimento. Los dedos terminan en ufias corneas que son utiles para arrastrarse o
para cavar. En las tortugas terrestres los pies son rechonchos y en las tortugas
marinas las patas tienen forma de paleta, para nadar. El sistema excretor
comprende una vejiga, y la orina es liquida y contiene urea y acido urico. El macho
tiene un pene eréctil en la pared ventral de la cloaca. Conectados con la cloaca de
las tortugas acuaticas hay unos sacos vasculares de paredes delgadas que
funcionan como “branquias cloacales” cuando el animal esta sumergido (Storer y
col. 1986).



1. 1. Tortugas

No son animales domesticados y adaptados a las costumbres humanas.
Ademas son animales dependientes de su entorno para poder realizar su vida. Por
lo cual es importante adaptar su encierro a las condiciones naturales lo mas
cercanas posibles a las del origen del animal con la posibilidad de poder controlar
la luz, temperatura, humedad, radiacion, substrato, etc. y proporcionar el espacio
suficiente en proporcion al tamano del animal. Esto nos ayudara a disminuir el
estrés y lograr una adaptacion al cautiverio del ejemplar, de manera general las

instalaciones deben cumplir con los requisitos de cada especie (Puga, 2003).

1. 1. 1. Microbiota de las tortugas

Las tortugas poseen bacterias en su tracto digestivo que les ayudan a
digerir sus alimentos (Grupo Tortuga, 2005). En una tortuga normal, los
organismos Gram-negativos superan a los Gram-positivos. La microbiota normal
de la cavidad oral incluye especies de Pseudomonas, Proteus, Klebsiella,

Escherichia, Micrococcus y Corynebacterium (Fowler y col. 2001).

De los microorganismos aerobios, las Pseudomonas aeruginosa, Aeromona
hydrophila, Providencia rettgeri, Morganella morganii, Salmonella arizonae y
Klebsiella oxytoca, han sido aisladas de animales en cautiverio sanos y enfermos,
la invasion se presenta cuando hay algun cambio en su micro ambiente, ya que
debemos recordar que los reptiles dependen de la temperatura externa para poder
desarrollar cada una de sus funciones vitales y que cada uno de sus sistemas
funcione correctamente por lo que un cambio en el ambiente nos provoca una baja
o nula respuesta inmunoldgica. Estos organismos pueden ser parte de una
infeccidn secundaria tras una enfermedad primaria de origen viral (Puga, 2003).
Salmonella tiene especial importancia debido a ser un patégeno potencial para el

humano (Fowler y col. 2001).



Han sido identificados en las heces de tortugas enfermas Coccidias,
Criptosporidium sp. flagelados como Tricomonas sp., ciliados como Balantidium
sp., sacaridos, Proatractis sp., oxiuros y trematodos, sin embargo no es sencillo
caracterizar si los organismos son normales o patégenos. En muchas situaciones
se tiene que aceptar que en numeros moderados de la mayoria de los organismos
son benéficos para el hospedador. En vida libre cantidades importantes de
microorganismos estan presentes sin causar problemas graves, sin embargo, las
condiciones de cautividad acrecientan el auto-contagio, pudiendo ocurrir cambios
patolégicos. Una gran variedad de bacterias han sido reportadas como los

patdgenos primarios y secundarios de las infecciones (Puga, 2003).

En una investigacion en el 2000 de la microbiota bacteriana en la materia
fecal en tortugas Testudo sp. clinicamente sanas se encontré6 Aerococcus sp.,
Enterococcus sp., Micrococcus sp., Rhodococcus sp., Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp., Acinetobacter sp., Actinobacillus., Citrobacter., Enterobacter.,
Erwina., Escherichia sp., Klebsiella sp., Morganella sp., Pasteurella sp., Proteus
sp., Pseudomonas sp., Salmonella sp., Serratia sp., Shigella sp., Yersinia sp., y
otras especies inidentificables de las heces de tortugas en cautiverio en el Reino
Unido. Un estudio anterior en 1965 se intento aislar bacterias de diferentes partes
del intestino de tortugas, pero el método utilizado no fue el apropiado para la
investigacion. Ese mismo afio Bacteroides sp. fue identificado en el contenido
rectal de Testudo indicando la habilidad de la microbiota intestinal para actuar
simbidticamente en la degradacion de la ingesta en especies de herbivoros. Las
enzimas secretadas por las bacterias simbidticas intestinales son importantes en
la descomposicion de plantas originando celulosa. En 1981 se describi6
Escherichia coli, Proteus sp., Aeromonas sp. y Pseudomonas sp. como habitantes
normales de la cloaca y sugirieron que la microbiota normal de los reptiles se
puede ver alterada por cambios en la temperatura ambiental. Afios mas reciente
en 1998 se investigo la microbiota de tortugas terrestres sanas y enfermas del
Reino Unido concluyendo que en los lugares donde las tortugas eran mantenidas

en grupos la microbiota oral era generalmente similar. Esto puede sugerir que la



contaminacién oro-oral y oro-fecal es potencialmente frecuente y las bacterias y

enfermedades pueden transmitirse de estas formas (Fowler y col. 2001).

1. 2. Generalidades de Escherichia coli

La Escherichia coli (E. coli) fue aislada por primera vez en 1885 por el
pediatra aleman Theodore Escherich, quien la denominé bacteria Coli Comunne
para indicar su aparicion universal en el intestino de individuos sanos. En los
ultimos 100 anos la E. coli se ha estudiado de manera tal que es actualmente la

forma de vida libre mas comprendida sobre la tierra (Fernandez y col. 2003).

E. coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, cuyas principales caracteristicas bioquimicas se indican en el
Cuadro | (Rodriguez, 2002).

Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del
nacimiento y se le considera un microorganismo de microbiota normal, pero hay
cepas que pueden ser patdogenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros
clinicos (Rodriguez, 2002). Las enfermedades mas comunes causadas por E. coli
son infecciones del tracto digestivo, del tracto urinario, septicemia, mastitis,
sindrome urémico hemolitico (SUH), enfermedad edematosa porcina, enfermedad
edematosa bovina y colitis hemorragica (CH), ademas de que su importancia
también radica en la zoonosis, lo que puede ocasionar SUH, CH y purpura
trombocitopénica trombética (PTT) (Cortés, 2003).

Para determinar el grupo bioquimico al que pertenecen Kauffman
(Rodriguez, 2002) desarroll6 un esquema de serotipificacion basado en la
demostracidon de los antigenos existentes en cada variedad de la bacteria, estos
son: Ag “O” que se basan en la antigenicidad de los lipopolisacaridos (LPS) de la
membrana celular, Ag “H” refiriéndose a las proteinas del flagelo, Ag “K” que son
los polisacaridos presentes en la capsula y se consideran como extensiones
superficiales de los antigenos O, estos pueden ser L, A, o B; y Ag “F” que son

proteinas de las fimbrias y se han descrito dos en base a su capacidad de

5



hemoaglutinacion F1 y F2 (Cortés, 2003; Pérez, 2002). Este esquema
continuamente varia y actualmente tiene 176 antigenos somaticos (O), 112
flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno “O” es el responsable del
serogrupo; la determinacion del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el
serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en particular. El
Cuadro Il (Rodriguez, 2002) muestra algunos serotipos mas frecuentemente

asociados con los grupos patégenos.

Existen seis diferentes grupos de E. coli que causan enfermedad intestinal
(patotipos): enterotoxigénica (ECET), enterohemorragica también conocidas como
productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (ECEH o ECVT o STEC),
enteroinvasiva (ECEI), enteropatogena (ECEP), enteroagregativa (ECEA) vy
adherencia difusa (ECAD). Las principales caracteristicas de estos grupos se

muestran en el cuadro Il (Rodriguez, 2002).

Las cepas de E. coli pertenecientes al grupo enterohemorragico (ECEH)
producen una o ambas de las toxinas nombradas como Shiga like toxin (SLT) 1y
2. Mientras que para la SLT1 se han encontrado dos variantes antigénicas o de su

receptor sobre las células blanco, para la SLT2 han sido 5 (Valdivia, 2002).

La ECEH aparece en la década del 80 en casos esporadicos y en brotes
epidémicos fundamentalmente en paises desarrollados. Los serogrupos mas
comunmente aislados son: 0157 , 026 , O11 y los serotipos H7, H11 y H32
(Fernandez y col. 2003). E. coli O157:H7 ha sido implicada en casos de sindrome
Urémico Hemolitico (SUH) y Colitis Hemorragica (CH) en diferentes partes del
mundo. Cerca de 75, 000 casos de infeccion en humanos por este serotipo
ocurren en los Estados Unidos anualmente. La severidad de la enfermedad, la
falta de un tratamiento efectivo y la posibilidad de un brote a gran escala han
impulsado los estudios sobre su patogénesis y la deteccién de la bacteria. En los
cerdos se identificd una infeccion natural por cepas de ECEH, conocida como
enfermedad edematosa porcina siendo la otra especie susceptible en la naturaleza

a las cepas productoras de Stx (Valdivia, 2002).



Cuadro I. Principales caracteristicas bioquimicas de E. coli.

Prueba bioquimica

% de positividad

Prueba bioquimica

% de positividad

Oxidasa 0 Fermentacion de salicina 40
Produccion de indol 98 Fermentacion de adonitol 5
Rojo de metilo 99 Fermentacion de inositol 1
Voges-Proskauer 0 Fermentacion de L-arabinosa 99
Citrato de Simmons 1 Fermentacion de la rafinosa 50
H,S (TSI) 1 Fermentacion de L-ramnosa 80
Hidrdlisis de urea 1 Fermentacion de maltosa 95
Utilizacion de malonato 0 Fermentacion de D-xilosa 95
Acido de glucosa 100 Fermentacion de trealosa 98
Gas de glucosa 95 Fermentacion de celobiosa 2
Fermentacion de a-metil-D

Fenilalanina desaminasa 0 glucésido 0
Lisina descarboxilasa 90 Fermentacion de eritritol 0
Arginina dihidrolasa 17 Hidrdlisis de la esculina 35
Ornitina descarboxilasa 65 Fermentacion de melobiosa 75
Movilidad a 36°C 95 Fermentacién de D-arabitol 5
Hidrolisis de gelatina a 22°C 0 Fermentacion de D-manosa 98
KCN crecimiento en 3 Fermentacion de glicerol 75
Fermentacion de lactosa 95 Nitrato a nitrito 100
Fermentacion de la sacarosa 50 Tartrato de Jordan 95
Fermentacion de D-manitol 98 Utilizacién de Acetato 90
Fermentacion de D-sorbitol 94 Lipasa (aceite de maiz) 0
Fermentacion de mucato 95 Dnasa a 25°C 0
Fermentacion de dulcitol 60 ONPG 95

(Rodriguez, 2002)




Cuadro II: Serotipos y serogrupos mas comunes de Escherichia coli causante de

diarrea.
ECET ECEI ECEP ECEA STEC
06:H- 0O28ac:H- 018 0O3:H2 O1:MN, 023:H7, 0O85:H10, O117:H7,
0O6:H16 029:H- 026:H- 015:H18 0165:H-, O1:H1, 023:H16, 085:H23
08:H- 0O112ac:H- 026:H11 044:H18 H-, 086:H10, O117:H14, O165:H19,
0O11:H27 0124:H- 0O55:H- O77:H18 01:H20, 025:H11, 088:H-, O117:H19,
0O15:H11 0124:H7 0O55:H6 086:H- O1:HNT 026:H-, 091:H-, 0118:H16, O166:H15,
020:H- 0124:H30 0O55:H7 0111:H21 02:H1, 026:H2, 091:H10, O118:H30,
025:H- 0135:H- 086:H- 0127:H2 02:H2:K1, 026:H8, 091:H14, O119:H-,
027:H- 0143:H- 086:H34 ONT:H10 02:H6, 026:H11, 091:H21, O119:H5,
027:H7 0144:H- O111:H- 02:H7, 026:H21 098:H- 0O120:H19,
027:H20 0152:H- O111ab:H2 02:H27, 026:H32, 098:H-, O121:H-,
080 0167:H5 0119:H6 04:H40, 027:H-, 098:H8, O121:H8,
085:H7 0O125ac:H21 0O5:H-, 039:H4, 0103:H-, 0126:H-,
0O114:H21 0126:H- 05:H16, 0O39:H8, 0103:H2, 0126:H2,
0O115:H21 0126:H2 06:H-, 045:H-, 0103:H4, 0O126:H8,
0126:H9 0126:H27 06:H1, 045:H2, 0103:H6, 0126:H21,
0128ac:H27 0127:H21 06:H29, 045:H7, 0103:H25, 0126:H27,
0139 0128ab:H2 08:H-, O50:H-, 0104:H7, O128:H12,
0148:H28 0128:H12 08:H14, O55:H-, 0109:H2, 0137:H41,
0149:H4 0142:H6 08:H21, O55:H6, O110:H-, O141:H,
0149:H10 0158:H23 0O9ab:H-, 055:H7, 0110:H19, O144:H,
0153:H45 011:H49, 0O55:H10, O111ab:H-, O145:H,
0159: H- 0O14:H-, 055:H?, O111:H2, O145:H16,
0159:H4 015:H-, 060:H-, 0111:H7, O145:H25,
0159:H20 015:H27, 065:H16, O111ab:H8, O145:H28
0166:H27 016:H-, 070:H11, O111:H34, O146:H,
0167:H5 016:H6, O73:H34, O111:HNT, O146:H21,
0169:H41 017:H18, O75:H-, O112:H21, O146:H28,
0173:H- 018:H-, O75:H5, 0113:H2, O150:H10, O18:H?, O76:H19, O113:H4, O153:H2,

020:H7, O79:H7, O113:H53, O153:H25, 021:H5, 080:H-, 0114:H4, O154:H,022H-,

082:H-, 0114:H48, 0157:H, 022:H1, 082:H8, 0115:H18, O157:H7, 022:H8,

083:H1, 0116:H19, O161:H, 022:H40, 084:H2, O117:H-, 0163:H19, O169:H-,

0168:H-, 0166:H28, 0165:H2, O171:H2, O172:H, OX3:H2, ONT:H21, ONT:H25,

ONT:H28, ONT:H47, OR:H, OR:H20, OR:H21, 0117:H7:K1, O165:H10, O1:H2,

(Rodriguez, 2002) ECET E. coli enterotoxigénica, ECEI E. coli enteroinvasiva, ECEA E. coli enteroagregativa, ECEP E. coli

enteropatégena, STEC E. coli productora de toxina shiga, R rugosa, NT no tipificable.



Cuadro llI: Caracteristicas de los grupos de E. coli causantes de diarrea.

SEROGRUPOS Y
SINTOMAS SEROTIPOS FACTORES DE
GRUPO CLINICOS EPIDEMIOLOGIA MAS COMUNES PATOGENICIDAD
08:H9.
015:H11, O20:H-,
Nifios menores de 025:H-, 0O27:H7,
Diarrea aguda dos afos 078:H12. STyLT
ECET acuosa y diarrea del viajero | 0148:H28, O159:H20 CFA
SUH, CH, diarrea | Nifios y adultos que
sin la adquieren STX
Sangre, dolor por comer carne 0157:H7, 026:H11, AE
abdominal, cruda o mal 0103:H2, O113:H21 Intimina
ECEH Fiebre, vomito cocida 0119, 0128, 0145 Po157
Diarrea con moco
y sangre
o diarrea acuosa,
también se 028:H, O112ac:H-, Invasividad
presenta cuadro Niflos menores 0144:H-, O152:H-, Plasmido EAF
ECEI disentérico de seis meses 164:H-. 0167:H- de 50-70MDa
Diarrea aguda,
dolor abdominal, | Nifios menores de A/E, BFP
vémito, fiebre seis meses 055, 086, 0142, Plasmido EAF
ECEP baja hasta dos afos O111:H-, O127. de 50-70MDa
Diarrea liquida, Fimbria AAF1 y Il
verde con moco, EASTI
sin sangre, Proteinas Pet y Pic
diarrea Recién nacidos y PME
persistente nifos menores Plasmido de 60 MDa
ECEA hasta 20 dias de dos afios 044:H18 Citotoxina
Diarrea acuosa Fimbria FI 845
ECAD sin sangre Nifios de 1 a 5 afos 0126:H27 OMP

(Rodriguez. A. G. 2002) LT toxina termolabil, ST toxina termo estable, CFA factor de colonizacién antigénico, BFB Pili con
forma rizada, EAF factor de adherencia de EPEC, PME proteina de membrana externa, STX toxina shiga, EAST toxina ST

de cepas enteroagregativas.
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2. Antecedentes

2. 1. Riesgos de la convivencia con las tortugas

Los riesgos mas comunes de convivir con animales de fauna silvestre son las heridas fisicas
(principalmente mordeduras y rasgufios) y el peligro de adquirir enfermedades zoondticas (Mullineaux y col.
2003).

Microorganismos asociados a enfermedades de los hombres como Yersinia enterocolitica, Candida
albicans, Salmonella sp., Vibrio sp., y Criptosporidium sp., han sido reportados como parte de la microbiota
normal de las tortugas. En un estudio realizado en el afio 2000 obtuvieron que 22 géneros de bacterias
identificadas en heces de tortugas sanas en cautiverio del Reino Unido eran potencialmente zoonoticas
incluyendo Citrobacter, Klebsiella, Morganella, Serratia, Salmonella, Staphylococcus, Streptococcus y
Yersinia. Esto intensifica la necesidad de mantener condiciones higiénicas adecuadas al convivir con
tortugas y recalca la responsabilidad de que el Médico Veterinario informe acerca de los riesgos
involucrados con estos animales (Fowler y col. 2001).

El nimero de enfermedades que son clasificadas como variedades de zoonosis son
aproximadamente 100 de 3000 sin incluir alrededor de 2000 variedades de Salmonella sp. Una lista de
zoonosis obtenida en 1994 mostré que de 1991 a 1994 existieron 43, 507 casos de Salmonelosis, de 1995 a
1998 se reportaron 44, 259 casos principalmente transmitida por ovejas, ganado y roedores asi como aves,
reptiles y mamiferos en los Estados Unidos (Conover, 2002).

Salmonella sp. ha sido reportada en los reptiles desde 1975 representando un riesgo de infeccion
para los humanos, especialmente para los niflos (CDC, 2005). Esta ha sido ampliamente estudiada en
diferentes paises como Canada, Estados Unidos, el Reino Unido, Suiza, México, Puerto Rico, etc. (CDC,
1984).

Una alta proporcion de los reptiles son portadores asintomaticos de Salmonella sp. en las heces
fecales el numero asciende al 90% (CDC, 1995). En los afios 70’s en Ohio se estimo que el 14% de los
casos reportados de salmonelosis humana eran causados por tortugas. Estas mascotas adquieren facilmente
Salmonella sp. en el ambiente antes o poco después de salir del huevo. En una publicacion mediante el
tratamiento de huevos de tortuga con gentamicina se obtuvieron tortugas libres de Salmonella sp. (Giljahn,
1986). Esto es importante debido a que en los Ultimos afios los reptiles se han convertido en una mascota
doméstica comlin y con esto han ido aumentando las infecciones de Salmonella sp. a los humanos. En los
Estados Unidos Salmonella sp. causa un estimado de 1.4 millones de casos de infeccién y 400 muertes
anuales en los humanos (Jongy col. 2005).

El Centro de Enfermedades Infecciosas de los Estados Unidos (CDC) han hecho un seguimiento del
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afo 1994 al 2002 en 13 estados con personas infectadas con serotipos poco comunes de Salmonella sp. los
cuales tuvieron contacto directa o indirectamente con reptiles. En la mayoria de los casos el mismo serotipo
encontrado en el humano ha sido el del reptil (CDC, 1995). El serotipo mas frecuentemente encontrado es
Salmonella enterica serotipo enteritidis seguido de S. typhimurium (Jong y col. 2005). De esta forma
podemos ver como por décadas los reptiles han sido reconocidos como portadores de salmonelosis (CDC,
2002).

Desafortunadamente los datos de morbilidad y mortalidad en las zoonosis estan incompletos. El
departamento de los Estados Unidos de la Salud y Centro de Servicios Humanos para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) cuentan con los datos de “Enfermedades de Reporte Obligatorio” de los
Estados Unidos, 15 de ellas son zoonosis. Los casos de enfermedades de el resto del mundo son pobres
debido a que la mayoria de las personas enfermas no acuden a recibir atencion meédica, entonces, muchas
enfermedades no son reportadas (Fowler y col. 2001).

Ademas de los patdgenos potenciales, uno siempre puede esperar una variedad desconocida de
bacteria que este habitando el tracto intestinal de alguna tortuga sana. Cuando un solo tipo de bacteria es
encontrado en las heces, es posible que una gran variedad de influencias hayan alterado la microbiota y esto
puede afectar la salud de las tortugas (Fowler y col. 2001).

2. 2. Lastortugasy Escherichia coli STEC

De los pocos estudios en los que se ha aislado la bacteria E. coli como parte de la microbiota de las
tortugas en ninguno de ellos ha sido serotipificada, asi mismo, en ninguno de ellos se ha estudiado la manera
en la que E. coli puede afectar a las tortugas o a los humanos hablando de enfermedades de tipo zoonético
lo cual es una limitante importante para estudios mas especializados en esta especie animal.

Las tortugas comunmente presentan enfermedades crénicas del tracto gastrointestinal, los signos
clinicos incluyen diarrea, deshidratacion, anorexia, letargia y detrimento de masa corporal. La anorexia puede
ser el resultado de numerosas causas incluyendo infecciones como enteritis bacteriana, enterohepatitis o
enfermedades metabdlicas, parasitismo cronico u obstrucciones gastrointestinales como la obstrucciéon por
impactacion, condiciones ambientales inapropiadas incluyendo baja temperatura, estrés, dieta inapropiada y
sindrome de inadaptacion al cautiverio. Las enteritis bacterianas incluyendo salmonelosis, puede ser una
condicion cronica asociada a neumonia y septicemia pudiendo resultar en shock sistémico y muerte. Se
observa como una inflamacion del tracto digestivo que puede ocasionar animales deshidratados,
hipocalemicos, débiles, anoréxicos e inactivos y podria ser causado en las siguientes situaciones:

+ Dieta inadecuada.
* Intususcepcion.
* Parasitismo.
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* Enteritis/colitis.
e Septicemia.

« Toxemia.
+ Alteraciones en microbiota.
e Estrés.

» Desbalance metabdlico.
» Enfermedades virales y micoéticas.

Es comun ver la enteritis y colitis en las tortugas. En 1978 se encontrd enteritis y/o colitis en el 27%
de las necropsias realizadas a tortugas. Estas lesiones son generalmente asociadas a una invasion
bacteriana de la microbiota. Organismos encontrados en las lesiones son generalmente parte de la
microbiota que han invadido la mucosa debido a una inmunosupresion y desnutricion. La enteritis y colitis son
vistas comunmente en especies que son transportadas a diferentes regiones recientemente asi como
mascotas mantenidas a bajas temperaturas, hibernacion inapropiada y dietas inadecuadas (Fowler y col.
2001).

Se han encontrado diversas lesiones a lo largo del organismo de las tortugas donde se ha visto
relacionada E. coli (Frye, 1991). E. coli. ha sido aislada tanto de organismos sanos como enfermos, siendo
mas comun en los sanos habiendo sido reportada en cuatro investigaciones en muestras tomadas a partir de
la cloaca. En organismos enfermos fue encontrada en cuatro investigaciones también, de el tracto
respiratorio alto en una y del tracto respiratorio bajo en tres (Fowler y col. 2001).

La participacion de las bacterias en las enfermedades de las tortugas es tanto importante y
complicada. Complicado por que las bacterias son componentes naturales de su microbiota y en algunos
casos puede que actuen como agentes secundarios o incluso como patégenos primarios (Fowler, 1986).

Actualmente las tortugas se han convertido en una mascota muy popular dentro de las familias
mexicanas y en general del mundo, esto es debido a que estas aparentemente representan la mascota
perfecta para la familia, sin embargo, las tortugas tienen bacterias potencialmente peligrosas (CDC, 2005). E.
coli no es considerada un caso grave de salud publica en las tortugas (Fowler y col. 2001), pero se debe
considerar que dentro de los reportes donde ha sido aislada la bacteria a partir de muestras de tortugas
sanas o enfermas no se han serotipificado las cepas, por lo que no sabemos a que grupo de E. coli
pertenecen las cepas que tienen las tortugas, este desconocimiento hacia esta especie animal ya ha traido
consecuencias graves como lo muestra un estudio realizado con tortugas Trachemys scripta elegans en
ninos menores de seis afios con meningoencefalitis viral grave donde se concluyo que convivir con mascotas
aparentemente inocuas puede tener consecuencias graves en grupos a riesgo (De la Torre y col. 2004). Por
lo tanto es importante que se tengan estudios especializados dentro de esta especie animal donde se
determine su capacidad zoonética y asi poder preservar tanto su salud como la del humano.
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2. 3. Factores de virulencia de E. coli STEC

E. coli produce una serie de toxinas bien caracterizadas como las enterotoxinas, las citotoxinas y
también otro tipo llamadas Factor Citotéxico Necrotizante (FCN 1, y FCN 2), el cual causa necrosis en la piel
del conejo y células multinucleadas, con redondeamiento, en cultivos de tejidos (células HeLa, CHO o de
rifion de mono verde del Africa conocidas como Vero) las cepas productoras de este FCN se han aislado en
nifios y bovinos enfermos (Pérez, 2002). Existe otro presente en algunas cepas de E. coli llamado “cytolethal
distending toxin” que también tiene un efecto toxico en algunas células como las HeLa (McSweeney, 2005).

Las infecciones causadas por el grupo de las E. coli enterohemorragica (ECEH) estan asociadas con
cuatro principales factores de virulencia: capacidad para formar las lesiones de adherencia y esfacelacion
(A/E, en ingles “attaching and effacement”), la expresion de toxinas de “Shiga” (Stx o SLT), presencia del gen
cromosomal eae Y la presencia del plasmido pO157, de 60 megadaltones (MDa) (Ferndndez y col. 2003). No
todos los serotipos contienen todos los factores de virulencia.

La lesion A/E se caracteriza por la disolucién del ribete en cepillo intestinal y pérdida de la
microvellosidad intestinal (esfaceamiento) en el sitio de unién de la bacteria (adherencia) después de lo cual
se vuelve a arreglar la actina intracelular conduciendo a la formacion de un pedestal en el sitio de interaccion
bacteria-célula. La lesién A/E se lleva a cabo en tres fases: union a la superficie celular en un patrén de
adherencia localizada y asociada con las fimbrias formadoras de rizos (bundle-forming pili- BFP), se induce
una respuesta compleja de las células epiteliales que conducen a rearreglos del citoesqueleto y que son
inducidas por proteinas secretadas por la bacteria (Esps) y finalmente la unién intima y estrecha de la
bacteria a la célula, mediada por una proteina bacteriana, intimina, y un receptor celular secretado por la
misma bacteria (Tir); asi mismo, Tir actia como receptor celular par alas cepas ECEH (Valdivia, 2002).

El gen cromosomal eae codifica para la proteina de membrana externa (PME) de 94 kilodaltones
(kDa), intimina, cuya expresion es regulada por genes plasmidicos; el gen eae también se encuentra en
cepas EPEC. El plasmido pO157, de 60 megadaltones (MDa) codifica para la enterohemolisina (Fernandez y
col. 2003).

2. 3. 1. Toxinas de “Shiga”

La toxina Shiga es el factor principal de virulencia de Escherichia coli productora de toxina Shiga, esta
constituye entre los patdgenos bacterianos productores de enfermedad diarreica aguda el agente mas
comunmente aislado, provocando alrededor de 40 a 50 % de estas enfermedades (Ramirez y col. 1999).

Las toxinas producidas por las cepas ECEH son conocidas, ademas de toxinas de “Shiga” (stx) como:
Verotoxinas (VT) o como Shiga Like Toxin (SLT) debido a que se observo que la citotoxina se neutralizé con
antitoxina obtenida a partir de Shigella dysenteriae tipo | (Ramirez. M., y col. 1999). Los miembros de la
familia de toxinas Shiga (stx) tienen parecido con la toxina de Shiga, compartiendo las siguientes
propiedades: (Valdivia, 2002).
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1. Estructura polipeptidica de 5 subunidades B por una A.

2. Estructura de un operon, con el gen codificante de la subunidad A “corriente arriba” del gen para la
subunidad B.

3. Actividad bioldgica idéntica para la subunidad A.

4. Union del pentamero B al receptor de tipo esfingolipido sobre las células eucarioticas.

5. Actividades biologicas de enterotoxicidad en conejo, neurotoxicidad en raton y citotoxicidad para
cultivos celulares.

La toxina Shiga actua inhibiendo la sintesis de proteinas dentro de las células, esta toxina tiene dos
subunidades designadas A y B. La subunidad B es un pentdmero que tiene especificidad a los glucolipidos
de las células del hospedador especialmente al Gb3 (globotriosilceramido) que es el sitio de union para las
toxinas Shiga Like Toxin (SLT) 1, 2 y 2c y el Gb4 para la toxina SLT2e, existen evidencias de que la
composicion de acidos grasos de la molécula de Gb3 tiene un fuerte efecto sobre a union a la toxina
(Valdivia, 2002). La subunidad A se divide en dos partes; Al la cual actia en los ribosomas en la sintesis de
proteinas. Esta toxina requiere una especificidad muy alta para los receptores en las células del hospedador,
por lo tanto especies que tienen la bacteria toxigenita y no tienen los receptores no presentaran efectos
(Wikipedia, 2007). Se sugiere que en vista de que la corteza del rifidn humano expresa la glicoproteina GB3,
este 6rgano es el mas afectado por contar con los receptores adecuados para la union de las verocitotoxinas,
por lo tanto, una vez que se produce el dafio celular por la toxina bacteriana, se disparan diferentes
mecanismos de dafo endotelial “dirigido”. La subunidad B parece tener accidn toxica per se independiente de
la presencia de la subunidad A (Martin y col. 2007).

En las cepas ECEH aisladas, se han encontrado las variantes stx1 y stx2 que son inmunoldgicamente
diferentes y se reconocen siete subtipos, de tal manera que se pueden aislar bacterias que sinteticen alguna
de las toxinas o varias. stx1 es esencialmente idéntica a la toxina de Shiga y es denominada Verotoxina 1. La
otra estd mas lejanamente emparentada con la toxina de Shiga y se denomina Verotoxina 2. La toxina
produce inhibicion de la sintesis proteica ya que se une a la subunidad 60S de los ribosomas de las células
intestinales o renales del hospedero y muerte celular sin invasion del enterocito. Es la primera causa de
sindrome hemolitico urémico (SHU) en la nifiez, y una de las principales causas de insuficiencia renal aguda
(IRA), ((Rodriguez, 2002; Valdivia, 2002; Fernandez y col. 2003).

La trascripcion de stx 1 es regulada por la concentracién de hierro en el medio y la expresion de
stx2c se incrementa drasticamente por la presencia de mucina intestinal (Valdivia, 2002).

Los genes que codifican la producciéon de stxl y stx2 son portados por fagos temperados
independientes, sin embargo existen cepas ECEH que no albergan los genes codificadores de verotoxinas,
otras producen soélo una de ellas o ambas. Algunas cepas de ECEH producen un tipo de toxina citolitica, la
enterohemolisina, ésta se ha demostrado que esta estrechamente ligada al serotipo 0157:H7 y codificada por
un plasmido de 90 Kb (pO157), y esta regulada por fagos temperados. Se ha encontrado una fuerte
asociacion entre la produccién de enterohemolisina y la sintesis de verotoxinas. Dentro de las cepas 0157:H7
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el 96% aproximadamente son productoras de stx (Ramirez y col. 1999).

2. 3. 2. Expresion de los receptores para  Stx

Las toxinas Stx tienen como principal receptor al Gb3, por lo que las células afectadas son aquellas
que lo presentan en su superficie, condicionando la especificidad de los efectos en los diferentes érganos
afectados durante las infecciones por cepas productoras de toxinas Stx (STEC). Las citocinas pro-
inflamatorias regulan la expresion del glicolipido Gb3 sobre la membrana, sugiriendo que la respuesta del
hospedado puede contribuir a la patogénesis por sobre-expresion del Gb3. Varios autores presentan
evidencias de que el receptor Gb3 es regulado y sobrexpresado por las células endoteliales en respuesta a
diversas condiciones en las que se secretan citocinas (Valdivia, 2002).

2. 4. Patogénia de las infecciones por ECEH

Las cepas ECEH han adquirido gran importancia como causa de enteritis hemorragica y dentro de
esta categoria el serotipo 0157: H7 es el enteropatégeno mas aislado a escala mundial, sobre todo como
causa de brote y epidemias; se declaré recientemente como patdgeno emergente (CDC, 2005).

E. coli O157:H7 se puede encontrar en bovinos, cabras, borregos y con menos frecuencia en cerdos y
pollos, su principal reservorio es el intestino de ganado bovino. También se ha logrado recuperar de frutas y
vegetales como lechuga, rdbanos, alfalfa; ademas en productos industrializados como mayonesa y jugos de
naranja y manzana no pasteurizados, aun cuando estos alimentos tengan un pH de 3.4, condicion en la que
puede sobrevivir varios dias. La transmision de E. coli O157:H7 puede ser por ingerir carne cruda o mal
cocida, leche bronca, agua contaminada; también puede ser por contacto con personas infectadas como por
ejemplo los manipuladores de alimentos. Hay estudios que sugieren la importancia de la mosca domeéstica
como vector en la transmision de E. coli 0157:H7 (Fernandez y col. 2003).

La bacteria al ser ingerida en cantidades infectantes, lo que puede ser de menos de 100 bacterias,
llega al intestino donde sus verotoxinas son liberadas y fijadas a los receptores celulares formados por
glicolipidos (Gb3 o Gb4) (Cortés, 2003). Se adhiere a las células endoteliales y produce lesiones de unién
estrecha que se encuentran principalmente en el colon. En algunos estudios se reportan lesiones
basicamente al nivel de las placas de Peyer y no en toda la extension de la superficie de la mucosa
(Fernandez y col. 2003).

La subunidad B de la toxina se une al receptor celular y promueve la entrada por endocitosis de la
subunidad A, posterior al rompimiento de ella en las fracciones A; y A,. De esta forma, la fraccion A; es

transportada por el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico hasta los ribosomas, en donde actia como



2 Pégina7 del2

una N-glicosidasa, hidrolizando una adenina de la fraccion ribosomal 28S, inhibiendo el factor de elongacion
y blogqueando la sintesis de proteinas, conduciendo a la muerte celular (Valdivia, 2002). Al llegar a la
vasculatura las células endoteliales sintetizan el factor de coagulacién VIII por lo que al estar de forma
anormal provoca una trombocitopenia, coagulacion intravascular local y una acumulacion de fibrina en el
SNC en tubo digestivo y rifidn (Cortes, 2003). De esta forma la toxina alcanza el torrente circulatorio para ser
diseminada en todo el organismo (Valdivia, 1995). Ademas sus fimbrias plasmidicas codificadas por el gen
CDV419 unen a las bacterias al intestino y por medio de unas proteinas en su membrana externa llamadas
intiminas (codificadas por el gen eae) provocan lo que se denomina el A/E, borrando las microvellosidades
intestinales (Cortés, 2003).

La diarrea puede considerarse que se produce en dos partes, la primera se realiza con la colonizacion
del intestino que se produce de manera intensiva y la accion del LPS. Se menciona que el Pili de la bacteria
juega un papel esencial en la colonizacion y el fenomeno de A/E en la superficie del epitelio intestinal.
Después de la diarrea le sigue una anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia, disfuncién renal y
en raras ocasiones complicaciones neurolégicas, principalmente en los adultos, rara vez se llega a presentar
en los niflos. Los factores principales en la colonizacion incluyen la edad, el pH gastrico y la presencia en el
intestino de anticuerpos especificos. La microvasculatura renal expresa grandes cantidades de Gb3, por lo
que es altamente susceptible a las toxinas de E. coli. El dafio al endotelio vascular es debido a la circulacion
de las exotoxinas de la bacteria, las endotoxinas y citocinas que el huésped produce como el factor de
necrosis tumoral alfa (FNT-A) e interleucina 1-B (IL-1 B), los cuales juegan un papel importante en la
activacion de las células endoteliales por medio de las toxinas. Se sabe que estas verotoxinas provocan un
decremento de linfocitos especialmente los T, aunque también afectan en menor grado los linfocitos B, en los
cuales se estimula el fenbmeno de apoptosis, en contraste, cabe mencionar que la toxina stx no provoca
muerte celular, pero impide el aumento de la actividad metabdlica de estos, por lo cual no hay una respuesta
satisfactoria inmunologica debido a la ausencia de IgG anti-stx. Se cree que las variedades de E. coli que
provocan diarrea no causan infecciones en el sistema urinario ni meningitis (Cortés, 2003).

Las diferencias en la gravedad de los signos encontrados pueden estar explicadas en el tipo de toxina
(stx1 o stx2), la cantidad de toxina producida (moderadas o altas productoras) y/o la asociacién con otros
productos de la bacteria (LPS, FCN, etc.) (Valdivia, 1995).

La identificacién del grupo ECEH se puede hacer por serotipificacion o bien por poner de manifiesto
la produccion de la toxina stx también se puede cuantificar la elevacion de anticuerpos dirigidos hacia el
lipopolisacérido de E. coli O157:H7, asi como demostrar la presencia de factores de virulencia como p0O157,
el fenomeno de A/E o los genes involucrados, ademas de la fagotipificacion (Rodriguez, 2002).

2. 5. Cuadro Clinico de las infecciones por ECEH
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E. coli O157:H7. Este serotipo no fermenta el D sorbitol ni la ramnosa y no produce B-glucuronidasa;
esta bacteria puede producir principalmente SUH y Colitis Hemorragica (CH) (Fernandez y col. 2003), sin
embargo, también puede producir diarrea sin sangre, dolor abdominal, fiebre, vémito, etc. (Rodriguez, 2002).

El periodo de incubacion de ECEH es de 1 a 8 dias; inicialmente produce diarrea sin sangre, con o sin
vomito, dolor abdominal, fiebre, y después de 1 a 2 dias la diarrea se torna sanguinolenta y se intensifica el
dolor abdominal, de una duracion de 4 a 10 dias, con heces abundantemente sanguinolentas. Se cura o bien
llega hasta SUH (Rodriguez, 2002). El cuadro clinico tipico es el de una colitis hemorragica de aparicion
brusca, con pujos y dolor abdominal intenso y que habitualmente no se acompafia de fiebre. Este cuadro se
identificd por primera vez en EU. y Canada, en 1982. Los sucesivos brotes reportados en EU., Canada y
Japon, han motivado que la infeccion por este agente se considere por la Organizacion Mundial de la Salud
como una enfermedad emergente de transmision digestiva (Fernandez y col. 2003).

Se ha relacionado a ECEH con brotes caracterizados por dolor abdominal, diarrea acuosa con sangre
y poco o nada de fiebre, cuadro al que se le llamo colitis hemorragica y que era debido a la ingestion de
carne cruda o mal cocida. La colitis hemorragica es un tipo de gastroenteritis en la que cierta variedad de la
bacteria E. coli infecta el intestino grueso y produce toxinas que causan una diarrea subita con sangre y a
veces otras graves complicaciones. Una de las variedades mas frecuentes de E. coli que causan colitis
hemorragica es E. coli O157:H7. Esta variedad se encuentra en los intestinos de ganado vacuno sano. Los
brotes se pueden desencadenar al ingerir carne mal cocinada o por beber leche de vaca no pasteurizada. La
enfermedad también puede ser transmitida de persona a persona, sobre todo en nifios que usan pafales. La
colitis hemorragica puede ocurrir en personas de todas las edades (Manual Merck, 2007).

El SUH es la causa mas frecuente de insuficiencia renal aguda (IRA) en los nifios (en la mitad de los
casos necesita didlisis). Es un sindrome que incluye IRA, trombocitopenia y hemolisis. Es producido, en la
mayoria de los casos, por toxinas producidas por una bacteria: E. coli O157:H7. La muerte por sindrome
urémico hemolitico disminuyé gracias a la precocidad de los diagnésticos y a los nuevos métodos de control
de la insuficiencia renal. Hoy, la tasa de letalidad es del 2 por ciento. Segun datos del Comité Nacional de
Nefrologia, el 70 por ciento de los nifios que padecen esta enfermedad se recuperan sin secuelas, sin
embargo, es necesario controlarlos regularmente porque, en algunos casos, desarrollan problemas renales o
hipertension como consecuencia tardia del sindrome. La forma mas frecuente es la llamada forma tipica
asociada a diarrea (D+), que aparece con mayor frecuencia en nifios menores de 2 afios y adopta un caracter
epidémico. Esta forma, que predomina especialmente en Argentina, es casi siempre debida a una infeccion
por una E. coli enterohemorragica, aunque puede también estar causada por otros microorganismos
enteroinvasivos (Shigella disenteriae serotipo |, Campylobacter jejuni, Yersinia pseudotuberculosis,
Salmonella). Existen unas formas atipicas no asociadas a diarrea (D-), menos frecuentes y entre las que
cabe destacar la causada por Streptococcus pneumoniae y una forma hereditaria, que adopta un caracter
familiar o recurrente. La forma mas grave, denominada SHU atipico y presente también en adultos, se
caracteriza por la recurrencia de la patologia, que produce una elevada mortalidad y conduce a la mayoria de
los supervivientes hacia insuficiencia renal cronica. En estos enfermos, el porcentaje de recidivas
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postransplante es también muy elevado. Un 20-30% de los enfermos de SHU atipico presentan mutaciones
en el gen de factor H. Las mutaciones identificadas en enfermos de SHU atipico alteran especificamente la
capacidad de factor H para controlar la activacion del Complemento sobre superficies celulares En el Cuadro
IV se muestran diferentes causas que producen SUH ademas de E. coli. (Sanchez, 2004).

El cuadro clinico causado por las cepas no-O157 se caracteriza por diarrea acuosa con dolor
abdominal y colitis hemorragica. Las cepas no-O157 son capaces de causar brotes o casos aislados de
diarrea y en ocasiones no se logra establecer la fuente de contaminacion, aunque se sabe que se pueden
aislar de los mismos alimentos que las cepas de serotipo O157:H7 y también de carne de guajolote, ternera,
pescado y mariscos (Rodriguez, 2002).

Aunque la mayoria de los brotes y casos esporadicos de colitis hemorragica han sido provocado por
el serotipo O157:H7, esto no quiere decir que la produccion de verotoxinas se restrinja a este serotipo. La
diferencia en la presentacion depende de la virulencia de las cepas, edad, estado inmunolégico, dosis del
inoculo, estrés ambiental, asi como infecciones asociadas (Pérez, 2002).

2. 6. Diagnéstico Diferencial

La CH se diferencia de la clasica disenteria en que generalmente cursa en ausencia de fiebre y
pueden producirse graves complicaciones y aproximadamente el 10% de los pacientes terminan
desarrollando el SUH. Las lesiones identificadas en la CH producida en condiciones naturales en el humano
y las observadas en los diferentes modelos animales desarrollados se encuentran inicial y
predominantemente a nivel del intestino, con destruccion leve de entericitos, infiltrado mononuclear y
polimorfonuclear en la region y, a veces, con fusion de las vellosidades intestinales. Dichas lesiones pueden
ser confundidas con las producidas por algunos agentes virales tales como gastroenteritis transmisible del
cerdo (GET) o el rotavirus en diversas especies. Este ultimo agente al ser muy frecuente como causa de la
infeccibn en animales domeésticos y por producir lesiones semejantes, puede causar interferencia en el
analisis de la patogenia (Pérez, 2002).

Cuadro IV: Causas que producen SUH diferentes a E. coli.

I. Sindrome hemolitico-urémico tipico (D+)

Escherichia coli 0157:H7

Shigella disenteriae tipo 1
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(Sanchez, 2004)

II. Sindrome hemolitico-urémico atipico (D-)

Postinfeccioso (S. pneumoniae, Aeromonas hydrofila)

Postvacunacion. Postvirico (EB, enterovirus, etc)

Asociado a glomerulonefritis:

Glomeruloesclerosis focal y segmentaria

Glomerulonefritis postestreptococica

Glomerulopatia membranosa

Nefritis lGpica

Hereditario

Autosémico dominante

Autosomico recesivo

Asociado a hipocomplementemia C3

Inducido por farmacos: anticonceptivos, citostaticos

Tras irradiacion

Post-trasplante renal o de médula 6sea

Durante la gestacion

Intoxicaciones: veneno de la serpiente Habu

Hipertension maligna

Alteraciones hereditarias del metabolismo de la cobalamina
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2. 7. Brotes reportados de E. coli ECEH

En 1982 fue reconocida por primera vez la infecciéon por ECEH como patdégeno humano responsable
de dos brotes de diarrea sanguinolenta severa que afectaron a 47 personas en EU. Los brotes fueron
asociados epidemiolégicamente con hamburguesas contaminadas, consumidas en restaurantes
pertenecientes a una cadena de comidas rapidas. A partir de entonces numerosos brotes han sido
notificados en distintas partes del mundo. En 1993 se presentd un brote de diarreas en nifios en EU. que
habian consumido hamburguesas, varios de estos nifios murieron, otros nifios presentaron SUH, el
laboratorio demostré la existencia de ECEH O157:H7 (Cortés, 2003).

En un estudio realizado en Colombia dedicado a determinar la prevalencia y tipo de agentes
infecciosos causantes de la Enfermedad Diarreica Aguda en nifios menores de 5 afios se encontré a E. coli
como tercer agente causal en menores de 1 afio, y en general, en menores de 5 afos. (Manrique y col.
2006). En otro realizado en Villa Clara en los niflos menores a un afio fue aislada E. coli enterohemorrégica
en el 14,7% de los casos (Molina y col. 2004).

En nuestro pais en el brote de diarrea asociado con el desbordamiento del canal de aguas negras en
Chalco el 31 de mayo del 2000, el 76.6% de las diarreas fueron debidas a E. coli, de los cuales 0.08% fueron
de E. coli enterohemorragica O157:H7 (Cortés y col. 2002). En otro estudio realizado en el estado de
Veracruz enfocado a determinar los serotipos de E. coli en nifios veracruzanos con diarrea aguda se obtuvo
que de los 533 cultivos obtuvieron 434 cepas: 55.4% de los serotipos con capacidad patdgena
correspondieron a E. coli enterotoxigénica y 3.4% a la variedad verotoxigénica (Betancourt y col. 1999).

En septiembre del 2006 ingreso E. coli 0157:H7 a partir de vegetales contaminados de EU. a México
(Harper, 2006). Aunque en México no se comprobd que la mercancia ingresada estuviera contaminada con la
bacteria, en los EU. los vegetales provenientes de estos mismos lugares causaron signos de enfermedad por
O157:H7 (Pérez, 2006).

En los datos de incidencia, las proporciones informadas en los paises desarrollados son 5-8
casos/100,000 habitantes por afio, con variaciones regionales. En los pacientes de paises subdesarrollados
estos reportes son escasos y no refleja la informacion real (Pacheco y col. 2002).

No fue encontrado en la bibliografia consultada informacion a cerca de cuadros infecciosos de ECEH
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relacionados con las tortugas en México o el Mundo. A la fecha no ha sido reportado que las tortugas estén
relacionadas con el SUH en los humanos.

La flora microbiana que poseen las tortugas a nivel tegumentario y gastrointestinal es muy diferente
de las de especies endotermas, tienen microorganismos tales como Salmonella sp., que se considera como
flora normal en su tracto gastrointestinal. La salmonelosis es la zoonosis mas importante en estos animales;
sin embargo, hay otros microorganismos como bacterias, virus y parasitos, asociados a otras zoonosis.
Algunos son: Aeromonas sp., Campylobacter (jejuni y fetus), Klebsiella sp., Staphylococcus sp., Proteus sp.,
Clostridium sp., Bacteroides sp., Pasteurella sp., Mucor sp., Cryptosporidium sp., alfavirus, flavivirus,
arenavirus, herpesvirus, echovirus, togavirus, entre otros. Todos estos microorganismos han sido
documentados en varios estudios, éstos hacen notar que las tortugas pueden afectar a enfermos
inmunosuprimidos, como son, con quimioterapia, en tratamiento con esteroides, desnutridos principalmente
cuando son nifios menores de 10 afios (De la Torre y col. 2004). Debido a que generalmente es la poblacidon
mas susceptible la que cuenta con tortugas como mascotas es importante tener informacion de esta especie
en cuanto a ECEH para de esta forma descartar o afirmar una relacion entre estos.
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3. Justificacion

* En el tema a investigar no existe informacion lo cual es una limitante importante para estudios mas
especializados en esta especie animal.

* La convivencia del hombre con esta especie de fauna silvestre ha aumentado drasticamente en los
altimos afos y el desconocimiento en general que tenemos hacia las tortugas desde su fisiologia hasta
su manejo ha propiciado que aumenten los casos de algunas enfermedades de tipo zoono6tico debido
a que tienen microorganismos en su microbiota normal potencialmente patdgenos al humano como lo
es Salmonella sp. y otros que actualmente se siguen descubriendo. Por lo tanto es importante la
serotipificacion de E. coli en las tortugas debido a que en los estudios donde se ha aislado de su
microbiota no han investigado a que grupo pertenecen sus cepas.

4. Hipotesis

Las tortugas empleadas como mascotas estan colonizadas por cepas de E. coli productoras de toxina Shiga
(STEC).

5. Objetivo General

* Detectar a Escherichia coli productora de toxinas de Shiga (STEC) en tortugas mantenidas en
cautiverio.

6. Objetivos Especificos
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1.- Aislar e identificar Escherichia coli del tracto intestinal de tortugas mantenidas en cautiverio.
2.- Evaluar la produccién de verotoxina en las cepas aisladas.
3.- Detectar la presencia de los genes stx1, stx2 y eae en las cepas aisladas.

4.- Determinar el grupo seroldgico al que pertenecen las cepas productoras de toxina de Shiga
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7. Material y Métodos

7. 1. Material.

- Material biolégico:

48 tortugas mantenidas en cautiverio; 30 de la Marina del Puerto de Veracruz y 18 tortugas mantenidas
como mascotas en diferentes hogares, 11 de ellas pertenecian a la zona metropolitana de la ciudad de
México y el resto del Puerto de Veracruz, los géneros de estas fueron: 28 Trachemys scripta elegans,
17 Trachemys scripta venusta y 3 Kinosternon sp.

Cepas de referencia E. coli:

Cepa EDL933, la cual es una cepa original silvestre aislada en Canada donada al Instituto de
Biotecnologia (933 IBT) y a la Facultad de Medicina (933 MED).

Cepa K12C600, la cual es una cepa de laboratorio proveniente de una bacteria apatogena
perteneciente a la microbiota natural donde se eliminaron los tres genes que codifican la fermentacion
de la lactosa (no tiene eae).

Cepas EDL933J y EDL933W, obtenidas a partir de la cepa silvestre 933 tras una lisogenizacion
entrando a ciclo litico para obtener los bacteriéfagos que codifican tanto para stx1 y stx2. Estos fagos
se integraron al cromosoma de la cepa K12C600 propiciando asi una bacteria productora de toxina
para stx1 933J y stx2 933W, esta Ultima es mas patdégena que stxl y se dice que es tan patdgena
como la original.
Cepa EDLA Leer, obtenida a partir de la cepa 933 IBT la cual dentro de su genoma contiene la isla de
patogenicidad de los cinco genes del eae los cuales pueden ser tanto estructurales (codifican
proteinas) como de regulacion (regulan expresion de los otros genes). El quinto gen de esta isla de
patogenicidad es el gen Leer (lider) el cual fue eliminado de una cepa dando lugar a la cepa A Leer, la
cual es positiva a los genes eae pero no expresa la proteina (EAE).

- Material para toma de muestras.

- Material para medios de cultivo EMB, Mc Conkey, TSA.

- Material Tincién de Gram, prueba Catalasa, prueba Oxidasa.

- Material para pruebas secundarias Citrato, Urea, MR-VP, TSI, SIM, LIAy MIO.

- Material para PCR, cultivo celular, filtrado celular y serologia.

7. 2. Métodos



7 Péagina2 de8

A continuacion se muestra en el Cuadro V un resumen de la metodologia que se siguio para llevar a cabo
este trabajo.

Cuadro V: Resumen de metodologia
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Toma de muestra

v

Medio de transporte
¢ 24 hrs.

Siembra en agar EMB y Mc
Conkey.

¢ 24 hrs.

Colonias sugestivas a E. coli.

v

Siembra de 5 colonias de cada
muestra en Agar Soya Tripticaseina
(AST).

¢ 24 hrs.

Colonia pura

v

Pruebas catalasa, oxidasa y tincién de
Gram.

v

Gram -
Catalasa +
Oxidasa —

Enterobacterias

v

Pruebas TSI, MIO, LIA, citrato, urea,
sorbitol y MRVP

¢ 24 hrs.
Identificacion de E. coli

v

Resiembra a partir de TSI en AST para
su conservacion.

v

PCR multiplex para stx1, stx2 y eae.

v

Cepas positivas a alguno de los genes
|
Deteccion rapida de E. coli Determinacién de actividad toxigenica Serologia
Verotoxigénica en cultivo celular en filtrado celular

7. 2. 1. Obtencién y procesamiento de las muestras

Se realiz6 un muestreo de 48 tortugas mantenidas en cautiverio; 30 de la Marina y 18 mantenidas
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como mascotas en diferentes hogares (11 de la zona metropolitana de la ciudad de México y el resto de el
Puerto de Veracruz), de estas 28 eran Trachemys scripta elegans, 17 Trachemys scripta venusta y 3
Kinosternon sp., las cuales cuentan con las siguientes caracteristicas:

e 30 tortugas de la Marina (1 a 30) del puerto de Veracruz frente de la Zona Naval 3.

* Lastortugas 31, 47 y 48 de la zona Metropolitana de la ciudad de México en un hogar patrticular.
» 5 tortugas (32 a 36) de la zona Metropolitana de la ciudad de México en un hogar particular.

» 3tortugas (37 a 39) de la zona Metropolitana de la ciudad de México en un hogar particular.

7 tortugas (40 a 46) de el puerto de Veracruz dentro de un hogar particular.

A los animales se les tomd una muestra de heces a partir de la cloaca con hisopos estériles
introduciéndolos en medios de transporte caldo Soya los cuales se llevaron a la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria en Salud Animal (UIMSA) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan donde fueron
sembradas 24 horas después, sin ningun tratamiento previo, sobre placas con agar EMB y Mc Conkey,
fueron incubados a 37°C durante 24 h, posteriormente se reviso y evaluo el crecimiento (Valdivia, 1995).

De cada siembra en EMB se tomaron 5 colonias puras y sugestivas de E. coli las cuales son colonias
medianas (de 1 a 3mm) de color verde metalico forma circular completa elevada (Ortega y col. 1997) como
se muestra en la Imagen I; y se resembraron en agar Soya Tripticaseina donde se tomo una colonia pura y
se le realizaron las pruebas: catalasa, oxidasa y tincibn de Gram; como procedimiento de seleccion a
enterobacterias. De las bacterias clasificadas como enterobacterias se le realizaron las siguientes pruebas
bioquimicas para su identificacion: TSI. MIO, LIA, citrato, urea, sorbitol y MRVP, con técnica ya conocida. Se
interpretaron pruebas de acuerdo a la bibliografia (Berguey, 1984).

A los aislamientos de E. coli se les resembr6 en dos tubos de agar Soya como parte de un cepario
para su conservacion.

Imagen I: Colonias sugestivas de E. coli

7. 2. 2. PCR multiplex para stx1, stx2y eae
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Se realizo la prueba de deteccidn y caracterizacion de los factores de adherencia y esfacelamiento,
EAE, de E. coli usando la prueba PCR Multiplex para stxl, stx2, eae , que se describe brevemente a
continuacion:

La cepa se siembra por estria y se incuba durante 24h; a continuacion se resuspenden cinco colonias de
bacterias en 1ml de agua destilada estéril y se somete a ebullicion por 15 minutos para desnaturalizar el
ADN. De la suspension se toma una alicuota para el tubo donde se realiza la PCR (Rodriguez, 2002).
Terminado esto se enfriaron en el congelador por aproximadamente 10 minutos, después se tomaron los
tubos y se colocaron en la microcentrifuga a 14,000 rpm por 2 min. Posteriormente se prepararon para la
reaccion en tubos ependorf de 0.5 de la siguiente manera: (Paton y col. 1997).

» Buffer al 10x 2.5ul

+ MgCl, a concentracién de 50mM con 1 pl
* DNTP'smix 2 pl

* Oligos a 50pM/ pl con 3.5 pl

¢ H,Opara PCR 13.8 pl

e Taq polimerasa 0.2 pl

e 2 pl de ADN de cada muestra

Estas se corrieron en el Termociclador con los ciclos como se muestran en el Cuadro V! (Paton y col. 1997).
En el Cuadro VII se muestran las secuencias de oligonucleotidos y sondas empleadas en el diagnéstico
(Rodriguez, 2002).

Cuadro VI: Ciclos del Termociclador

Ciclos 1 2 3 |4 5 |6
Temperatura|94° [50° (72°/94° 560°|72°
Tiempo 5 min|2 min 0.45 min 10 min
Repeticiones|1 1 35 1

Paton y col. 1997

7. 2. 3. Corrimiento Electroforético

Al finalizar la amplificacién se tomaron alicuotas y fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa
con 0.6 de Agar y 30ml de agua TAE para observar la presencia del producto amplificado (Rodriguez, 2002).
Se afadié 5 pl en 200ml de agua TAE1x de Bromuro de Etidio, en cada uno de los pozos de el gel se puso
6.5 ul de muestra con 1.5 pl de buffer de corrimiento junto con los controles positivo y negativo asi como el
marcador de peso el cual fue de 4 pl, de esta forma fue conectado a 89 mili Amper/volts y observado al
término (Paton y col. 1997).
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Cuadro VII: Secuencias de oligonucleotidos y sondas empleadas en el diagnéstico de E. coli.

SECUENCIAS DE SECUENCIAS DE
FACTOR DE | OLIGONUCLEOTIDOS USADOS EN OLIGONUCLEOTIDOS USADOS
GRUPO | VIRULENCIA PCR COMO SONDAS
TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG GCTGTGAATTGTGTTGTAATCC
ECET STI CTTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC | GCTGTGAACTTTGTTGTAATCC
TTGTCTTTTTCACCTTTCCC
STall ACAAGCAGGATTACAACACA
GGCGACAGATTATACCGTGC
LT CCGAATTCTGTTATATATGTC GCGAGAGGAACACAAACCGG
CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAA
ECEH eae TCAGCGTGGTTGGATCAACCT ACTGAAAG AAGCGGTGGTG
TTTACGATAGACTTCTCGAC
Stx1 CACATATAAATTATTTCGCTC GATGATCTCAGTTGGGCGTTC
CCCAGTCACGACGTTGTA
Stx2 TATACTATCGTGCGTTTCCA TCTGAAACTGCTCCTGTGTA
CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA
ECEI ial GGAGGCCAACAATTATTTCC CCATCTATTAGAATACCTGTG
CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA
ECEP EAF TATGGGGACCATGTATTATCA TATGGGGACCATGTATTATCA
AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC
BFP GCCGCTTTATCCAACCTGGTA GCTACGGTGTTAATATCTCTGGCG
CTGGCGAAAGACTGTATCAT
ECEA plasmido CAATGTATAGAAATCGCTGTT

Rodriguez, 2002. Donde LT toxina termolabil; ST toxina termo estable; BFP pili con forma rizada; STX toxina siga; ial fragmento

asociado a invasividad presente en plnv y EAF factor de adherencia de EPEC.

7. 2. 4. Andlisis gréfico del Gel

El gel se rastred mediante un rastreador para computadora y la imagen digitalizada fue analizada
sobre el monitor de la computadora para la comparacién de los patrones de corrimiento (Valdivia, 1995).

7. 2. 5. Deteccion rpida de Escherichia coli Verotoxigénica en cultivo celular

Para la deteccion de cepas STEC se utilizaron células Vero cultivadas en Medio Minimo Esencial
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Dulbeco (DMEM), suplementado con suero fetal bovino al 10%, empleando microplacas de 12 pozos en los
que se inoculé 1ml de cultivo celular. La incubacion de la microplaca se realizé a 37 en atmo sfera al 5% de
CO, por 24 a 48 h hasta la formacién de la monocapa celular. A continuacion se removié el medio de
crecimiento luego se cubrié la monocapa con 2ml de una solucién compuesta por DMEM, suero fetal bovino
al 10% y agar purificado a 1%. Este paso se realiz0 a una temperatura de 44-45C . Una vez solidificada y
enfriada la capa de agar a temperatura ambiente, se sembré en cada pozo una colonia de E. coli e incubo a
37T con 5% de CO, durante 72 h. Como control positivo se empleo la cepa de referencia EDL933
productoras de stx y, como negativo, se us6 una cepa E. coli K12. Finalizando el periodo de incubacion, se
observaron con microscopio invertido para determinar la presencia de lesiones en las células Vero
provocadas por las toxinas stx de acuerdo a las alteraciones que se caracterizan por un efecto citolitico, las
células se redondean con notables y extensivos cambios destructivos de la monocapa que se acentlan
progresivamente con el tiempo de incubacion, produciendo la muerte celular, asi las alteraciones por otras
citotoxinas como la toxina termolabil (LT) se caracterizan por un efecto citotonico, las células estan
aumentadas de tamafo, engrosadas, refractiles y se pueden observar prolongaciones filamentosas (Zamora
y col. 2000).

7. 2. 6. Determinacién de actividad toxigenita en f iltrados celulares.

Para la realizaciéon del filtrado celular se utilizé un filtrado de las cepas que resultaron positivas a los
procedimientos anteriores; esto se hizo cultivando una colonia de cada cepa en 5ml de caldo Soya
Tripticaseina incubadas por 18h a 37C . Como control positivo se empleo la cepa de referencia IBT. Estas se
colocaron en la centrifuga a 5000rpm por 15 minutos a 6. El sobrenadante se paso por un filtro de 0. 2u de
poro de forma estéril y fue guardado para su uso y conservacion a -20C ; a 0.5ml de este sobrenadante se le

diluy6 decimalmente en 4.5ml de un amortiguador de fosfato (PBS) obteniendo una dilucion 108. Se utilizaron
células Vero cultivadas en Medio Minimo Esencial Dulbeco (DMEM), suplementado con suero fetal bovino al

5%, empleando microplacas de 96 pocillos incubadas en atmosfera humeda con inyeccion de CO, hasta
obtener una confluencia de 80%. A continuacién se removio el medio de crecimiento y se cubrié la monocapa

con 100ul del filtrado, posteriormente se les coloc6 una gota de DMEM al 3%. Como control negativo, se

uso PBS. Las microplacas fueron incubadas a 37°C con inyeccion de CO, al 5% por 96h realizando
observaciones diarias al microscopio ante la posible aparicion del efecto citotoxico. Fueron interpretadas de

la siguiente manera: 101, 102 bajas productoras de toxina, 102, 10* medianas productoras de toxina; 10°, 108
altas productoras de toxina (Valdivia, 1995).

7. 2. 7. Pruebas Seroldgicas: Técnica de aglutinaci  On directa
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Se utilizaron sueros anti GRUPO ECEH, GRUPO STEC-ECEP y un antisuero contra el serotipo
0157:H7 como se muestran en el Cuadro VIII. Se uso el sobrenadante conservado en la prueba de filtrado
celular y a este se le diluyo el antigeno a una solucion de 101 y de ahi se realizaron diluciones simples hasta

10°. Al final se dejo una muestra testigo, nada mas con diluyente. Después a cada unidad se le agreg6 una
cantidad de glébulos rojos estandarizados y se incubo a 37<C, durante 45 minutos, posteriormente se le yo el

titulo que alcanzo el antigeno. La dilucidon mas alta que provoco una clara aglutinaciéon se considerd6 como
punto final de la reactividad y represento el titulo de la bacteria (Martinez y col. 1999).

Cuadro VIII: Sueros polivalentes utilizados en la técnica de aglutinacion directa

STEC-ECEP |ECEH
026 02 0157:H7
0103 05
0111 026
0145 0103
0157 0111
0145
0157

Los cuales fueron donados por el Dr. Alejandro Cravioto y el M en C Armando Navarro del Laboratorio de Serologia de la Facultad

de Medicina de la UNAM. STEC E. coli productora de toxina Shiga, ECEP E. coli enteropatégena, ECEH E. coli enterohemorréagica.

Todas las cepas de E. coli que resultaron positivas a alguno de los genes de las stx se
probaron con los antisueros polivalentes y en caso de salir positivo al grupo ECEH, se les realizé la serologia
para el tipo O157:H7 (Valdivia, 1995).
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8. Resultados

8. 1. Obtencién y procesamiento de las muestras

Dentro de las condiciones de manejo que presentaron las tortugas muestreadas se puede mencionar
lo siguiente:

e Tortugas 1 a 30 de la Marina del Puerto de Veracruz contaban con un estanque al aire libre ubicado
alrededor de la estatua frente de la Zona Naval 3 donde eran atendidas por los marinos, la limpieza del
estanque se realizaba cada semana la cual constaba de un cambio de agua y se alimentaban
diariamente con comida para peces; la mayoria de ellas tenian problemas de osteodermatitis, sus
edades eran variables y dificiles de calcular ya que todas ellas eran donaciones de la poblacion y
debido a esto algunas han tenido retrasos en su crecimiento. Fueron muestreadas 13 machos y 17
hembras

» Las tortugas 31, 47 y 48 ubicadas en la zona Metropolitana de la Ciudad de México contaban con una
pecera equipada con filtros, alimentadas con peces.

* Las tortugas 32 a 36 fueron ubicadas en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México en una tina
fuera de su hogar, una de ellas se encuentra en una pecera separada.

* Las tortugas 37 a 39 fueron ubicadas en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México en una pecera
dentro del hogar equipada con filtros, calentadores y alimentadas con peces vivos y otros
complementos alimenticios.

» Las tortugas 40 a 46 fueron ubicadas en el puerto de Veracruz, contaban con un pequefio estanque al
aire libre ubicado en el patio de los duefios, su limpieza se realizaba una o dos veces a la semana la
cual constaba de un cambio de agua y se alimentaban diariamente con comida para tortugas a granel;
una de ellas tenia problemas de osteodermatitis. Fueron muestreados 3 machos, 2 hembras y 2
tortugas que no permitieron la revision del sexo.

Dentro de la identificacion de las tortugas de las 3 Kinosternon sp. 2 pertenecian a una misma
especie y la otra a una especie diferente de Kinosternon sp., muchas de las especies de Kinosternon son
muy parecidas entre ellas, y la coloracion es muy variable en cada ejemplar lo cual dificulta mucho su
identificacion (Infotortuga, 2005).

Del crecimiento obtenido a partir de EMB se obtuvieron en 34 de las 48 muestras por lo menos 1
colonia pura color verde metélico en el medio de EMB.

8. 2. Pruebas Primarias
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Como resultado a las identificaciones bacterianas en las pruebas primarias destacan las siguientes:

11 bacterias Gram positivas (+), catalasa negativas (-), oxidasa + se toman como posibles
pertenecientes a los grupos bacterianos: Actinomyces, Bifidobacterium, Eubacterium.

4 bacterias Gram +, catalasa +, oxidasa + se toman como posibles pertenecientes a los grupos
bacterianos: Propionibacterium, Bacillus.

12 bacterias Gram +, catalasa -, oxidasa - se toman como posibles pertenecientes a los grupos
bacterianos: Aerococcus, Streptococcus, Pediococcus, Gemella, Cocos anaerdbicos, Erysipelothrix,
etc.

12 bacterias Gram +, catalasa +, oxidasa - se toman como posibles pertenecientes a los grupos
bacterianos:  Micrococcus, Staphylococcus, Curtia, Corynebacterium, Listeria, Nocardia,
Mycobacterium.

4 bacterias Gram -, catalasa -, oxidasa + se toman como posibles pertenecientes a los grupos
bacterianos: Cardiobacterium, Eikenella.

12 bacterias Gram -, catalasa -, oxidasa - se toman como posibles pertenecientes a los grupos
bacterianos: Bacteroides, Veillonella, Haemophilus.

107 bacterias Gram -, catalasa +, oxidasa - se toman como pertenecientes al grupo de las
enterobacterias.

Habiendo sido analizadas 217 cepas de las cuales 55 tuvieron que ser eliminadas debido a malas

condiciones de manejo y preservacion de las muestras quedando asi 162 cepas de las cuales 107
pertenecieron al grupo de las enterobacterias.

8. 3. Pruebas Secundarias

El resultado de la identificacion bacteriana con pruebas secundarias de 107 cepas pertenecientes al
grupo de las enterobacterias fue de los grupos bacterianos Bacteroides sp., Escherichia coli, Klebsiella sp.,
Proteus sp. y Salmonella sp., lo cual fue basado en los siguientes resultados que se muestran en el Cuadro
IX: (Berguey, 1984).

Cuadro IX: Patrones de identificacion bacteriana

Geénero TSI MIO LIA

Bacteriano Glu | Lac | Sac | Gas | H,S [RM | DO DL [H2S | Gas | CIT [ URE | SOR | MR | VP
Klebsiella sp. + + + + - - + + |- + + - + + |-
Proteus sp. + - + - + + - -+ + + - + + |-
Salmonella sp. + + + - - - + + + - + + -
Bacteroides sp. + + + - - - |+ + + - + + |-
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|Escherichiaco|i |+ |+ |+ |+ | |+ |+ |+|+ | | | | |+ |+ | |

Berguey, 1984. Glu glucosa, Lac lactosa, Sac sacarosa, Gas produccion de gas, HZS produccion de éacido sulfhidrico, RM

motilidad, DO descarboxilacion de la Ornitina, | indol, DL descarboxilacion de la lisina, CIT citrato, URE urea y SOR sorbitol.

El ndmero de bacterias pertenecientes a cada género se muestra en la Grafica I.

Grafica |: Identificacion de enterobacterias

Enterobacterias
50%
40%
30%
20%
10%
=7
0% _é T T T
Bacteroides Escherichia Klebsiella Proteus sp. Salmonella
sp. coli sp. sp.
Bacteraiies Escher!chla Klebsiella sp. Proteus sp.
sp. coli
‘l Enterobacterias | 6 bacterias 8 bacterias 1 bacteria 7 bac

Se obtuvieron 8 bacterias de E. coli de 6 diferentes individuos cuya tabla de identificacion se
encuentra en el Cuadro X.

Cuadro X: Identificacion de E. coli.

TSI MIO LIA
ORIGEN Gram [Catalasa |Oxidasa |Glu [Lac |Sac |Gas |H4,s |RM [DO |I [DL |H2S |Gas |CIT |[URE [SOR [MR |VP
LASH 36-1 BG- [+ - + + + + - + + + |+ |- - - - + + -
LASH 40-1 BG- [+ - + + + + - + + |+ |- - - - + + -
LASH 41-3 BG- [+ - + + + + + + |+ |- - + - + + -
LASH 42-3 BG- [+ - + + + + + + + - - - + + -
LASH 42-Sa B G- |+ - + + + + + + - - - + + -
LASH 43-1 BG- [+ - + + + + + + + |+ |- - - + + -
LASH 43-3 BG- [+ - + + + + + + + |+ |- - - + + -
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B G- bacterias Gram negativas, Glu glucosa, Lac lactosa, Sac sacarosa, HZS produccion de acido sulfhidrico, RM es motilidad, DO

descarboxilaciéon de la ornitina, | indol, DL descarboxilacién de la lisina, CIT citrato, URE urea y SOR sorbitol.

8. 4. PCR multiplex para stx1, stx2y eae

Los resultados del PCR multiplex para stx1, stx2 y eae realizado a las 8 bacterias de E. coli se
muestra en la Imagen | donde se pueden observar dos bacterias positivas a alguno de los genes cuya
identificacion es 44-1 (siendo el niumero de la tortuga y de la colonia) positiva al gen stx1 y 43-1 positiva al
gen stx2.

Imagen Il: Gel de PCR

C+ control positivo, C- controll negativo.

8. 5. Deteccion rapida de Escherichia coli Verotoxigénica en cultivo celular
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Como resultado de la acciéon de las bacterias en las células VERO se obtuvieron cuatro bacterias con
efecto citolitico y cuatro con efecto citotonico como se muestra en el Cuadro XI:

Cuadro XI: Efecto de las bacterias en células VERO

Identificacion  |Efecto en células VERO
36-1 Citotdnico
40-1 Citolitico
41-3 Citolitico
42-3 Citolitico
42-Sa Citotoxico
43-1 Citolitico
43-3 Citotdnico
44-1 Citotdnico

Estas fueron analizadas de acuerdo al siguiente parametro como se muestra en la Imagen lll:

Imagen IlI: Fotografias del efecto en células Vero

Mostrando a la izquierda un

efecto citoténico y a la derecha un efecto citolitico

8. 6. Determinacion de actividad toxigenita en filt  rados celulares.

Como resultado a la lectura de las diluciones de los filtrados se obtuvo una baja productora de toxina

con titulacion de 102 la cepa 43-1 y una mediana productora de toxina con 10° la cepa 42-3.

8. 7. Pruebas Seroldgicas: Técnica de aglutinacién  directa
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Se obtuvo de resultado de la técnica de aglutinacion directa la identificacion de la cepa 44-1 como
positiva al grupo ECEH y negativa al serotipo O157:H7.

En el Cuadro Xll se muestran los resultados de las pruebas de PCR , Cultivo Celular en células
VERO, Filtrado Celular y Serologia realizadas a las ocho cepas de E. coli.

Cuadro XlI: Resultados PCR, Cultivo celular, Filtrado celular y Serologia.

Células Filtrado
Identificacion | Genes* VERO celular Serologia
36-1 Negativo CT Negativo Negativo
40-1 Negativo CL Negativo Negativo
41-3 Negativo CL Negativo Negativo
42-3 Negativo CL 103 Negativo
42-Sa Negativo CT Negativo Negativo
43-1 stx2 CL 102 Negativo
43-3 Negativo CT Negativo Negativo
44-1 stx1 CT Negativo |[ECEH Positivo, O157:H7 Negativo

Donde CT es efecto Citoténico; CL es efecto Citolitico. * Probados a partir de PCR.
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9. Discusion

9. 1. Obtencién y procesamiento de las muestras

En forma general las tortugas utilizadas en este trabajo no han recibido una alimentacion adecuada y
los cuidados de manejo varian de un sitio a otro sin poder encontrar en alguno el ideal en el cuidado de estos
animales; la mayoria de ellas tenian problemas de osteodermatitis, queratoconjuntivitis y retrasos en su
crecimiento lo cual se ha atribuido a una dieta desbalanceada ya que ha sido reportado que en los reptiles
una de las principales causas de enfermedad por frecuencia e importancia es la alimentacién incorrecta o
desequilibrada del espécimen (Puga, 2003).

9. 2. Colonias sugestivas a otros géneros bacterian  os

Como resultado a las identificaciones bacterianas en las pruebas primarias se obtuvieron colonias
sugestivas a los siguientes géneros bacterianos: Actinomyces, Bifidobacterium, Eubacterium,
Propionibacterium, Bacillus, Aerococcus, Streptococcus, Pediococcus, Gemella, Cocos anaerdbicos,
Erysipelothrix, Micrococcus, Staphylococcus, Curtia, Corynebacterium, Listeria, Nocardia, Mycobacterium,
Cardiobacterium, Eikenella, Bacteroides, Veillonella y Haemophilus. Coincidiendo en su mayoria con los
reportados por la bibliografia (Perea, 2001) los cuales son: Enterococcus, Aerococcus, Salmonella,
Micrococcus, Rhodococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Bacteroides, Acinetobacter, Actinobacillus,
Citrobacter, Enterobacter, Erwina, Escherichia, Klebsiella, Tricomonas, Ciliados como Balantidium,
Sacéridos, Proatractis, oxiuros y trematodos. Requiriendo de investigaciones posteriores para conocer el
género y especie de las bacterias pertenecientes a la microbiota de las tortugas utilizadas en nuestro trabajo,
ya que este no era uno de los objetivos del mismo.

9. 3. Aislamiento de Enterobacterias

En nuestro trabajo solo 8 de las 107 colonias color verde metalico probadas bioquimicamente
correspondieron a E. coli, dentro de las demés organismos encontrados tenemos: Bacteroides sp., Klebsiella
sp., Proteus sp. y Salmonella sp. Los cuales coinciden con la bibliografia (Perea, 2001) al reportar los
mismos géneros bacterianos.

9.3.1.E.coli
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Se obtuvieron 8 bacterias de E. coli de 6 diferentes tortugas las cuales en su mayoria, salvo una
tortuga, compartian un estanque en el puerto de Veracruz ubicado en el patio de un hogar particular como
mascotas. La otra tortuga permanecia sola en una pecera en un hogar particular en la zona Metropolitana de
la Ciudad de México. En la bibliografia (Puga, 2003) nos menciona que dentro de las tortugas que mantienen
convivencia constante es posible aislar los mismos microorganismos dentro de su microbiota, tal como es el
caso de estas tortugas. Sin embargo, solo de dos tortugas de este estanque no se aisld E. coli ambas eran
del mismo género y especie de Kinosternon sp., estos datos no fueron encontrados en la bibliografia
consultada por lo que no se pueden realizar comparaciones en la especie, sin embargo es importante tomar
en cuenta que de otra tortuga del género Kinosternon sp. en este estanque con diferente especie si fue
posible aislar la bacteria. Por lo tanto seria interesante realizar en investigaciones posteriores un mayor
namero de aislamientos en tortugas Kinosternon sp., en la Imagen IV se muestran las tortugas de donde no
fue posible aislar la bacteria.

Imagen IV: Tortugas Kinosternon sp. sin aislamiento de E. coli

‘, Las ocho cepas de Escherichia coli resultaron sorbitol positivo, sin
embargo, ya ha sido reportado gue hay cuadros de SUH producidos por cepas no-O157:H7 que son sorbitol
positivo (Rodriguez, 2002).

Habiendo sido muestreadas 48 tortugas solo de 8 fue posible aislar la bacteria las cuales representan
el 17%, para poder encontrar algunas posibles causas de que a partir del colon de estos animales si
pudiéramos aislar la bacteria seria necesario realizar una serie de estudios tanto a las tortugas donde fue
posible aislar la bacteria como de las que no, situacién que a la fecha no ha sido reportada debido a que la
frecuencia de E. coli en las tortugas ha sido baja por lo que ha sido reportada de forma aislada por no ser
considerada un caso grave de salud publica (Fowler y col. 2001).

9. 3. 2. Salmonella sp.
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Salmonella sp. fue aislada del 80% de las tortugas muestreadas al haber sido obtenida en 34 de los
48 individuos siendo, de esta forma, la bacteria de mayor frecuencia dentro de este trabajo. Esta situacion ha
sido ya ampliamente estudiada desde hace varios afios y se ha visto que una alta proporcion de los reptiles
son portadores asintomaticos de Salmonella sp. en las heces el numero asciende al 90% (CDC, 1995).

9. 4. PCR multiplex para stx1, stx2y eae.

Los resultados del PCR multiplex para stx1, stx2 y eae realizado a las 8 bacterias de E. coli fueron
dos bacterias positivas a alguno de los genes, la 44-1 positiva al gen stx1 y 43-1 positiva al gen stx2. Ninguna
de estas dio positivo al gen eae, por lo tanto, no pueden producir un cuadro clinico debido a que es necesario
que se presente tanto la citotoxina stx como el gen eae. Sin embargo, a pesar de que la mayoria de las
cepas de E. coli ECEH tienen ambos genes existen algunas cepas STEC eae-negativas tal como las cepas

091:H21y O113:H21, las cuales causan colitis hemorragica y SUH en humanos (Loukiadis, 2006).

9. 5. Deteccidn rapida de Escherichia coli Verotoxigénica en cultivo celular

Como resultado de la accion de las bacterias en las células Vero se obtuvieron cuatro bacterias con
efecto citolitico y cuatro con efecto citotdnico. La verotoxina, como se ha mencionado, es el factor principal de
virulencia de E. coli verotoxigénica produciendo un efecto citolitico en células Vero (Ramirez y col. 1999).

En los los cultivos donde se observé un efecto citoténico (como el descrito para la enterotoxina LT)
con algunas células con malformaciones, pudiera ser debido al factor FCN previamente descrito, 0 a la
produccion de LT (Valdivia, 1995). También pudiera ser al debido al mencionado factor llamado “cytolethal
distending toxin” (McSweeney, 2005).

Se obtuvieron dos bacterias con efecto citolitico que no presentaron genes stx o eae ni concentracion
en filtrado celular, esto puede ser debido al FCN, el cual causa necrosis en la piel del conejo y células
multinucleadas, con redondeamiento, en cultivos de tejidos de células HeLa, CHO o Vero (Pérez, 2002).

9. 6. Determinacion de actividad toxigenita en filt ~ rados celulares.

A la lectura de las diluciones de los filtrados se obtuvo una cepa baja productora de toxina con
titulacion de 102 y una mediana productora de toxina con 108,

De la cepa mediana productora de toxina no se encontraron los genes de virulencia stx, pero en la
prueba de cultivo celular esta presento un efecto citolitico; en este caso se debe tomar en cuenta que los
primers usados en la prueba de PCR fueron aislados a partir de cepas de humanos, los cuales no abarcan



9 Pégina4 de4

todas las variantes de la toxina stx encontradas en los animales, por lo tanto, es posible que esta cepa
pertenezca a otra variante de toxina stx que no ha sido probada en este trabajo, para esto, es necesario
realizar estudios posteriores donde se prueben diferentes primers en la prueba de PCR.

En la cepa que fue baja productora de toxina se le encontré el gen stx1 y fue positiva al grupo ECEH
en pruebas seroldgicas.

9. 7. Pruebas Seroldgicas

La cepa 44-1 fue positiva al grupo ECEH y negativa al serotipo O157:H7. El serotipo 0157: H7 es el
enteropatdgeno mas aislado a escala mundial (Fernandez y col. 2003), sin embargo existen muchos otros
serotipos de las ECEH productoras de enfermedad como se muestra en el Cuadro lll, por lo tanto, esta cepa
puede pertenecer a cualquiera de estos otros grupos, debido a que en nuestro trabajo solo se probaron hacia
los serotipos mostrados en el Cuadro VIII, haciendo necesario una nueva investigacion donde se determine
el serotipo de esta cepa y de esta forma conocer su capacidad patégena. Esto es importante debido a que
esta tortuga se localizaba en un hogar particular en el puerto de Veracruz y en dicho lugar vive una familia
compuesta por cuatro miembros: un matrimonio entre los 22 y 27 afios de edad y dos menores de edad, un
nifio de 3 afos y una bebe de 6 meses.
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10. Conclusiones

Por medio de métodos de diagndstico estandarizados para Escherichia coli se comprobo la hipotesis,
la cual menciona que las tortugas empleadas como mascotas estan colonizadas por cepas de E. coli
productoras de toxina Shiga (STEC).

Las demas bacterias aisladas en este trabajo coincidieron con resultados de publicaciones anteriores
como son Bacteroides sp., Klebsiella sp., Proteus sp. y Salmonella sp.,

Es necesario realizar un mayor numero de aislamientos en la especie Kinosternon sp. para poder
investigar la razon por la que no fue posible aislar E. coli de ellas a pesar de la convivencia que mantenian
con tortugas de donde se aisl6 E. coli STEC.

Solo una cepa fue positiva al grupo ECEH pero negativa al tipo O157:H7, esta present6 la toxina
stx1.

Se necesitan investigaciones posteriores para poder conocer el serotipo al que pertenece esta cepa y
de esta forma determinar su capacidad patdégena en los humanos.

Los hallazgos pertenecientes a la bacteria Salmonella sp. ratifican los multiples estudios que ya se
han realizado en esta especie a lo largo de los afnos, haciendo evidente su posible importancia como
problema de salud publica.

Este trabajo siendo pionero en su tema abre el campo a humerosas investigaciones como puede ser
el estudio de las cepas STEC de las tortugas en un modelo animal, etc.
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12. indice semantico

Adherencia y esfaceamiento (A/E): Lesidon histopatolégica producida en las microvellosidades de los
enterocitos en los humanos.

Anaerobio facultativo: Microorganismos que pueden vivir con o sin la presencia de oxigeno.
Bacteriéfago: Virus que se reproduce en células procariontes.

Células Hep-2: Son células epiteliales provenientes de un cancer humano, utiles para recuperar el virus
respiratorio sincitial, adenovirus y herpes simple.

EaST1: Toxina termoestable 1, su mecanismo de accion es similar al de ST de ECET vy los genes implicados
residen en un plasmido.

Endocitosis: Proceso celular que consiste en la invaginacion de la membrana citoplasmatica, formando una
vesicula cuyo contenido, que puede ser muy diverso, es asi transportado del exterior de la célula al interior.

Enterotoxinas: Exotoxinas que actlan sobre el intestino delgado, generalmente produciendo una secrecion
masiva de liquido hacia el interior del intestino delgado, lo que produce los sintomas de la diarrea.

Factor H: Regula la activacion de la via alternativa del Complemento en el plasma y sobre superficies
celulares.

Fenotipo: Manifestacion visible del genotipo.

Fimbrias: Estructura filamentosa que permite las primeras interacciones de la bacteria con la célula huésped.
Hemdlisis: Destruccion de los glébulos rojos, lo cual, lleva a una anemia.

Intimina: Proteina, llamada adhesina, que se ancla en la membrana externa de la bacteria.

Plasmido: Pequefias moléculas de ADN extracromosomico que aparecen en el citoplasma de las bacterias y
gue determinan ciertos rasgos, que no son vitales, pero que de alguna manera determinan la capacidad del
organismo para adaptarse. Estas moléculas de ADN portan solamente unos pocos genes que en cierto modo
estan ligados al cromosoma bacteriano, de forma que se replican en numeros fijos, junto con los
cromosomas.

Proteina Cinasa C: Es una parte integral de la maquinaria de transduccion de sefiales hormonales acopladas
a receptores que inician una cascada de degradacion de componentes lipidicos de membrana para controlar
importantes procesos biolégicos tales como apoptosis, memoria, neurotransmision, proliferacion celular y
diferenciacion celular.

Loci del cromosoma: Lugar que ocupa un determinado gen en el cromosoma es lo que se denomina locus, su
plural loci.

Microvellosidad: Es un entramado tridimensional de microtubulos y microfilamentos que proveen el soporte
interno para las células, anclan las estructuras internas de la misma e intervienen en los fendmenos de
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movimiento celular y en su division. Es una estructura dindmica que mantiene la forma de la célula, facilita la
movilidad celular, usando estructuras como los cilios y los flagelos, y desempefia un importante papel tanto
en el transporte intracelular, por ejemplo, los movimientos de vesiculas y organulos, y también en la division

celular.

Mucinasa: Enzima que ejerce su accion catalitica sobre la mucina, el glucolipido que constituye al moco, en
ausencia de moco, el microorganismo se adhiere mas facilmente al epitelio estomacal y, ademas, los iones

H* difunden libremente hacia el tejido gastrico, en donde llevan a cabo la hidrdlisis acida de las sustancias
estructurales de las células epiteliales.

Trombocitopenia: Disminucion del nimero de plaquetas en la sangre.
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