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RESUMEN

JONATHAN JOSUE LOPEZ ISLAS. Enterobacterias en poblaciones silvestres de
Carnivoros de la Reserva de la Biosfera de Janos, Chihuahua (Bajo la direccion del MVZ,
Dr Gerardo Suzan Azpiri, MVZ, Dr Daniel Martinez Gémez y MVZ, M. en C. Andrés
Mauricio Lépez Pérez)

La incidencia y distribucion de las enfermedades emergentes (EID’s) se ha incrementado en los
ultimos anos, ocasionando pérdidas economicas y problemas en la salud publica y animal. Se
estima que un 54.3% de las EID’s son causadas por agentes bacterianos, entre ellos Salmonella
spp Yy E. coli patégena. Estas han sido reportadas en fauna doméstica y silvestre de diferentes
ordenes, incluyendo los carnivoros. En este estudio se evallo la frecuencia y la presencia de
genes de virulencia Salmonella spp. y E. coli patdgenas, en carnivoros de la Reserva de la
Biosfera de Janos. Se capturaron 57 carnivoros silvestres en dos muestreos en los afios 2013 y
2014, a los cuales se les tomaron hisopados rectales. Las muestras obtenidas fueron analizadas
por métodos bacteriolégicos convencionales y técnicas moleculares (PCR) para determinar la
presencia de los genes ITS 16s, InvA, SopE, CdtB, Stx-1, Stx-2, EscV, bfpB, eae, LT y ST. Los
resultados obtenidos muestran que 23 de los 57 individuos (40.35%) fueron positivos a Salmonella
spp. De estos individuos se logré el aislamiento de tres cepas, las cuales fueron positivas a los
genes IT'S-16s, invA, sopE y cdtB. Estas cepas fueron evaluadas en cultivo celular en células
Hep2 mostrando sobrevivencia intracelular. Asi mismo, de los 55 muestras de heces se
recuperaron 1980 cepas de E. coli, las cuales fueron evaluadas por medio de la PCR. Se lograron
identificar: 30 cepas positivas a escV, de las cuales 8 fueron positivas también a eae; 6 cepas
positivas solo a eae; 4 positivas a stx1 y stx2; 19 positivas a stx2 y 2 positivas a stx1. Las 8 cepas
positivas a aea y escV fueron evaluadas en cultivo celular con células Hep2, mostrando en todos
los casos una adhesion localizada y lesiones sugerentes a la formacion de pedestal. Los
resultados obtenidos en este trabajo muestran que distintas especies de carnivoros silvestres
pueden ser portadoras de variedades atipicas de microorganismos patdgenos, lo cual muestra que
en los ambientes naturales se pueden presentar ciclos enzodticos.



Enterobacterias en poblaciones silvestres de Carnivoros de la

Reserva de la Biosfera de Janos, Chihuahua.

Introduccion

Enfermedades Infecciosas en vida silvestre

Las enfermedades infecciosas emergentes (EIDs) y remergentes (REIDs) han
sido, en los ultimos 20 anos, un tema relevante en la salud publica y animal.
(Jones et al., 2008). Esto se debe a que se ha habido un aumento en su incidencia
en varias partes del mundo, repercutiendo en la economia y la conservacién de
especies en esas regiones (Daszak y Cunningham 2002; Childs et al. 2007).
Algunos ejemplos que pueden citarse son: el virus de Nipah, SARS, la enfermedad
de Lyme, el virus de Ebola, Rinderpest, Distemper Canino, Borrelia, Escherichia
coli O157:H7, etc (Dobson y Foufopoulos 2001; Daszak y Cunningham 2002;
Woolhouse et al. 2005). Estos brotes se presentaron tanto en humanos como
animales domésticos y silvestres, afectando los sectores econémicos como la
produccion de alimentos. Ademas de afectar la salud publica y animal,
favoreciendo en algunos casos, la pérdida de la biodiversidad (Jones et al. 2008;
Arrivillaga y Caraballo 2009).

Las EIDs son aquellas enfermedades causadas por nuevos patégenos, mientras
que las REIDs, son las que han aumentado su incidencia y/o distribuciéon
geografica recientemente, incorporando en varias ocasiones nuevos huéspedes o
huéspedes en los cuales no se tenia conocimiento que se hallasen (Childs et al.
2007: Kahn et al. 2012).



Las EIDs y las REIDs son un componente de la dinamica del medio ambiente, la
cual se altera por cambios tecnoldogicos (en los medios de transporte), sociales,
econdmicos, ambientales, geograficos y demograficos (Arrivilaga y Caraballo
2009).

Estudios recientes sugieren que el surgimiento de estas enfermedades esta
asociado con actividades humanas que perturban los sistemas naturales, como
por ejemplo: la fragmentacién, reduccion y destruccién de habitats; crecimiento,
dispersidon y migracion de poblaciones humanas; desarrollo agricola; comercio de
especies silvestres; ecoturismo; entre otras actividades antropogénicas (Daszak et
al. 2001; Daszak y Cunningham 2002; Jones et al. 2008; Arrivillaga y Caraballo
2009). Muchas de estas actividades propician una mayor tasa de contacto entre
humanos, fauna doméstica y la fauna silvestres propiciando asi, la transmisién de

agentes patogenos (Jones et al., 2008).

Las enfermedades emergentes y remergentes en poblaciones de animales
silvestres, se pueden clasificar en tres tipos: 1) aquellas poblaciones que por
susceptibilidad del huésped se ha visto aumentada su incidencia (principalmente
poblaciones pediatricas y geriatricas), 2) las que se presentan por cambios
medioambientales que favorecen a los patdégenos volviéndolos mas virulentos y 3)
aquellas en que los patdgenos invaden huéspedes que se encuentran
inmunosuprimidos (Daszak et al. 2001; Dobson y Foufopoulos, 2001; Medina,
2010).

Los primeros reportes de EIDs ocurrieron en los afos cuarenta, y a partir de estos,
otros han ocurrido hasta nuestros dias, tal es el caso del Sindrome Respiratorio
Agudo Severo (SARS por sus siglas en ingles), la enfermedad de Lyme vy la
Tuberculosis ( Childs et al. 2007; Jones et al. 2008 ).

Para algunos investigadores, el incremento en la incidencia de las EIDs y REIDs
puede estar vinculado directamente con la aparicién de los sistemas de vigilancia
epidemiolégicos y no necesariamente con una aparicion de sus agentes
etiolégicos, los cuales pudieron haber estado presentes en el medio ambiente

desde hace siglos (Jones et al. 2008; Medina, 2010). Considerando esto, es



importante tener un conocimiento detallado de la epidemiologia; la dinamica de las
enfermedades infecciosas y sus agentes etioldgicos; como se lleva la transmision
estas enfermedades en diferentes poblaciones, especialmente en las poblaciones

silvestres (Boitani et al. 2012).

De acuerdo a algunos estudios, un 60.3% de las EIDs son causadas por agentes
patdgenos potencialmente zoondticos, de los cuales se considera que el 71.8 %
provino de individuos silvestres (Jones et al. 2008; Boitani et al. 2012). Las EIDs y
REID asociadas con el contacto fauna doméstica-silvestre representan un riesgo
considerable para ambos grupos de fauna. Cuando el ganado y la fauna silvestre
comparten el mismo habitat, varios patdégenos pueden ser transmitidos entre ellos,
colocando en riesgo a las especies silvestres, provocando que estén en peligro o

bajo alguna categoria de conservacion. (Daszak y Cunningham, 2002).

En este aspecto, los carnivoros pueden tener un papel de importancia en la
dinamica de diversas enfermedades (Baker et al. 2008). Debido a que existen
especies que se distribuyen ampliamente, recorren grandes extensiones de
terreno y pueden ser portadores de una amplia gama de microorganismos,
algunos zoondticos, el que su habitat se fragmente y sus poblaciones vayan en
decremento, tiene implicaciones epidemiolégicas (Murray y Kapke, 1999;
Lindenfors et al. 2007; Boitani et al. 2012; Farnleitner, 2010).

Actualmente, la Medicina de la Conservacion estudia a las EIDs y REIDs con un
enfoque distinto, el cual integra distintas disciplinas del area de las ciencias de la
salud y la ecologia (Arrivillaga y Caraballo, 2009; Tabor, 2002). En este aspecto, la
medicina de la conservacion representa un esfuerzo por examinar y comprender
los procesos de salud, en relacion con los procesos ecoldgicos, bajo los cuales se
rige la vida (Tabor 2002; Arrivilaga y Caraballo 2009). Asi mismo, esta nueva
disciplina, estudia también las multiples interacciones entre los patdégenos y sus
hospedadores, asi como las interacciones de estos, con el ecosistema y viceversa
(Tabor 2002; Arrivillaga y Caraballo 2009). Es decir, describe como los cambios en
la estructura del habitat y uso de la tierra podrian estar relacionados con la

emergencia y remergencia de agentes infecciosos, o como la biodiversidad se



asocia con la salud del ecosistema y la salud humana (Arrivillaga y Caraballo
2009).

Papel de los Carnivoros en la ecologia de enfermedades.

El orden de los carnivoros que comprenden 271 especies, las cuales se dividen en
dos subdrdenes, el Feliformia o Feloidea y Caniformia o Canoidea. Dentro del
suborden Feloidea estan agrupadas 5 familias las cuales son: Felidae, Viverridae,
Eupleridae, Nandiinidae, Herpestidae, y Hyenidae, en las cuales estan
comprendidos 56 géneros ( Nowak, 2005; Russell, 2010; Fowler, 2012). A su vez,
dentro del suborden Canoidea se agrupan 9 familias que son: Canidae, Ursidae,
Otoriidae, Odobenidea, Phocidae, Mustelidae, Mephitidae, Procyonidae, vy
Ailuridae, las cuales comprenden 73 géneros distribuidos en practicamente todo el
globo terraqueo, exceptuando Australia, Nueva Guinea, Nueva Zelanda, la

Antartica y varias Islas Oceanicas ( Nowak, 2005; Fowler, 2012).

En México los carnivoros son el tercer grupo de mamiferos mas diversos con 33
especies distribuidas en 6 familias (Huerta 1992;Lamberski 2012). Todas las
especies de carnivoros en México se encuentran en algun grado de riesgo (peligro
de extincién, amenazada o proteccion especial), esto debido a la perdida de
habitat, fragmentacion, caceria, entre otras actividades antropogénicas (Pacheco
et al. 2000a). Estos son algunos factores que predisponen al aumento en la
incidencia de enfermedades, modificando la dinamica y la ecologia de
enfermedades y el estado de salud de las poblaciones silvestres (Arrivillaga y
Caraballo 2009).

Los carnivoros, son los principales depredadores especializados, con
adaptaciones diversas desde su estructura anatomica, fisiolégica y conductual, lo
que les ha permitido sobrevivir y colonizar gran parte del planeta ( Russell, 2010;
Estes et al. 2012). Los carnivoros tienen un papel clave en el equilibrio y control de
las poblaciones a través de la depredacion (Keesing et al. 2006). De esta forma

pueden participar en el control de enfermedades evitando que algunos reservorios,



como los roedores aumenten sus poblaciones, en periodos cortos de tiempo
(Haydon et al. 2002). Sin embargo, también se ha reportado que los carnivoros
pueden tener un papel importante en la transmision de enfermedades pudiendo
actuar como reservorios y/o vectores dispersores de enfermedades infecciosas
(Ripple y Beschta, 2004; Baker et al. 2008), como pueden ser tularemia,
borreliosis, anaplasmosis, rabia, peste, moquillo, tuberculosis, SARS,
enfermedades parasitarias y enfermedades por enterobacterias (Ripple et al.,
2014).

En estudios previos se han identificado 52 enfermedades infecciosas en
carnivoros de vida silvestre, de las cuales 4% estuvieron asociadas a hongos,
21% a protozoarios, 31% a bacterias y 44% a virus (Murray y Kapke, 1999). Cabe
destacar que un numero importante de EIDs y REIDs son producidas por bacterias
(54.3%), entre las que se incluyen las enterobacterias como Salmonella spp y
Escherichia coli patdgenas, ambas presentes en carnivoros (Murray y Kapke
1999; Jones et al. 2008; Christou, 2011).

Salmonelosis

La salmonelosis es probablemente la zoonosis con una mayor distribucién en el
mundo (Lee et al., 2011). Los microrganismos del género Salmonella son bacilos
cortos, Gram negativos aerobios-anaerobios facultativos, con flagelos peritricos y
motilidad (exceptuando los serotipos Gallinarum y Pullorum) (Groisman, 2001).
Dentro del género Salmonella existen solo dos especies: Salmonella bongoriy S.
entérica. Para esta ultima se reportan 6 subespecies: entérica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica. Se han reportado mas de 2500 serotipos en el
género Salmonella, la mayor parte de ellos son considerados patdgenos para el
humano y los animales, muchos han sido aislados en diversos animales de fauna

silvestre, los cuales actuan como reservorios de Salmonella spp (Groisman, 2001).

La via de infeccién es generalmente fecal-oral y tiene distintas formas clinicas de
presentacion, como la enterocolitis y la septicémia (Aguirre et al., 2002). En las
infecciones crénicas se puede llegar a un estado de portador asintomatico con una

excrecion intermitente de la bacteria en heces (Gyles et al. 2008). Algunos



serotipos de Salmonella pueden sobrevivir en el medio ambiente, dicha
persistencia es una caracteristica importante en su epidemiologia, ya que permite
que el organismo contamine cuencas o cuerpos de agua. (Cox et al., 2005;
Compton et al., 2008).

Diversos factores de virulencia han sido descritos para organismos del género
Salmonella entre los que se incluyen: Islas de patogenicidad (SPIs), plasmidos de
virulencia, factores de supervivencia intracelular, lipopolisacaridos, fimbrias y

flagelos.

Las islas de patogenicidad (SPIs) son regiones en el cromosoma de las bacterias
patdgenas, que codifican para factores de virulencia. Estas regiones tienen un
porcentaje de GC distinto al resto del genoma, ademas de que se encuentran
ausentes en organismos no patdgenos. Dentro de las SPIs se han encontrado
genes que codifican para integrasas, transposasas o secuencias de insercion, lo
que sugiere que se comportan como elementos maéviles (Giunnella et al., 1973;
Marcus et al, 2000). Algunas islas han sido localizadas en regiones que codifican
para ARNt, lo que reafirma la hipotesis de que se trata de elementos genéticos
moviles, ya que estas regiones son sitios comunmente por fagos atemperado
(Howard y Groisman 1996; Fabrega y Vila 2013). Los procesos de arreglo,
delecion y transferencia de SPIs tienen un fuerte impacto en la microevolucion y
adaptacién de los microorganismos patdégenos (Ochoa y Rodriguez 2005; Fabrega
y Vila 2013).

Se han descrito mas de 20 SPIs en microorganismos patdégenos del género
Salmonella spp, sin embargo se considera a 5 como las importantes en la
patogenicidad de este microorganismo (Ochoa y Rodriguez, 2005; Fabrega y Vila
2013). La SPI-1, es una de estas cinco y se encuentra presente en todos los
microorganismos del género Salmonella sp. Codifica para un Sistema de
Secrecién Tipo Il (SSTII), el cual es requerido para la internalizacion de la
bacteria en células epiteliales. Dentro de esta SPI se encuentran genes que
codifican para reguladores transcripcionales y proteinas efectoras y estructurales
de el sistema de secrecion tipo Il (Marcus et al. 2000; Ochoa y Rodriguez 2005;



Fabrega y Vila 2013). Las proteinas efectoras son translocadas por este sistema
hacia el citoplasma de las células huésped, sitio donde inducen los cambios en el
citoesqueleto que permiten la entrada de Salmonella (Fabrega y Vila 2013). La
SPI-2, presente en microorganismos patogenos de Salmonella spp, es requerida
para la sobrevivencia dentro del macrofago. Esta SPI contiene también genes para
el sistema de secrecion tipo lll y genes de proteinas efectoras asociadas a la
sobrevivencia intracelular (Ochoa y Rodriguez 2005). La SPI-3 igualmente es
requerida para la supervivencia intracelular en macréfagos (Ochoa y Rodriguez
2005; Holzer y Hensel 2012; Fabrega y Vila 2013). La SPI-4 codifica un para un
sistema de secrecion tipo | (SSTI) que permite la secrecidn de toxinas. Se cree
que esta SPI participa también en la adaptacion de Salmonella al ambiente
intracelular dentro de los macréfagos (Marcus et al. 2000; Gerlach et al. 2007). La
SPI-5 codifica proteinas efectoras involucradas en la reaccion inflamatoria en la
mucosa intestinal, como SopB, que ademas de estimular la secrecion de cloro,
esta involucrada en la migracion de macrofagos (Marcus et al. 2000; Velge et al.
2012).

Con el fin de lograr una infeccion exitosa, los microorganismos del género
Salmonella spp patégena como; Dublin, Pollorum, Gallinarum, Cholerasuis,
Abortusovis, y algunas cepas de Thyphimurium y Enteritidis, deben colonizar
tracto intestinal. Para lograr esto, se ha observado en varios serotipos un gran
numero de operones fimbriales, ubicados en el cromosoma y plasmidos de
virulencia (Marcus et al. 2000). Estos plasmidos le confieren resistencia y
adaptabilidad para sobrevivir en células hospederas (Marcus et al. 2000; Gyles et
al. 2008).

Salmonella es capaz de utilizar diferentes tipos de fimbrias para adherirse a
diferentes tipos de células, entre los operones fimbriales que se han logrado
reconocer se encuentran Ipf, agf, fim, pef, bcf, stb, stc, std, stf, and sth (Ba y
Heffron 1998; Townsend et al. 2001;Weening et al. 2005). Uno de los plasmidos
que esta involucrado en el ataque al epitelio intestinal contiene el operon pef



(Plasmido codificado para fimbria) codifica para una fimbria de membrana, que

permite la adhesion al epitelio intestinal (Marcus et al. 2000; Ledeboer et al. 2006).

A través de la serotipificacién se ha podido establecer que algunos serotipos de
Salmonella spp, solo producen un tipo de flagelina (antigeno H), conociéndose
como monofasicos. no obstante la mayoria de los serotipos producen dos tipos de
antigeno H, denominandose bifasicas (Olsen et al., 2013).Se conoce que la
flagelina de Salmonella estimula la produccion de quimiocinas y citoquinas
proinflamatorias, como son: IL-18, IL-1B, IL-8, TNF-a y IL-6, en las células

epiteliales intestinales (Eom et al. 2013; Olsen et al. 2013).
Patogénesis de Salmonella

Dado que la transmision de Salmonella es por via oro-fecal, el microorganismo
debe sobrevivir al pH acido en el estbmago, para llegar al intestino sitio donde se
lleva a cabo la infeccion. Para ello Salmonella spp cuenta con 2 mecanismos de
resistencia a la acidez (Ochoa y Rodriguez 2005; Gyles et al. 2008), no obstante la
cantidad de microorganismos que sobreviven es menor en comparacion con el
que se ingresa (Ochoa y Rodriguez 2005; Velge et al. 2012). En el Intestino
delgado, Salmonella spp tiene que resistir la accion de las sales biliares, lisozimas,
enzimas proteoliticas, asi como el movimiento peristaltico que remueve
constantemente todo el contenido intestinal (Fedorka-cray et al. 1995; Holzer y
Hensel 2012; Velge et al. 2012). Por otra parte, en el intestino grueso Salmonella
debe de competir con una abundante y compleja flora intestinal, que representa un

obstaculo importante en la colonizacién de Salmonella (Marcus et al., 2000).

La invasiéon del epitelio intestinal en la salmonelosis comienza con la adhesion,
para lo cual, Salmonella spp cuenta con factores de virulencia que le permiten
adherirse e invadir células, los cuales ya fueron descritos. El principal sitio de
infeccion son las placas de Peyer que contienen células epiteliales especializas
membranosas (células M) en el epitelio del foliculo-asociado (FAE) superpuestas a
la agregacion de células linfoides, sin embargo las células M solo ocupan el 0.01%
(aproximadamente) del intestino, por lo que la invasién de enterocitos es de suma

importancia (Marcus et al. 2000; Velge et al. 2012). Otra via de ingreso es a través
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de sefalizaciones que inducen un arreglo en el citoesqueleto de las células. En
esta via de ingreso actuan las proteinas SipA, SopE, SopE2 y SopB codificadas
en la SPI-1 (Gerlach et al., 2007). La translocacion de estas proteinas, se ha visto
que estimula la actividad de la fosfolipasa C, que cataliza la escision del
fosfatidilinositol 4-5 bifosfato (PIP2) de membrana, generando inositol 1,4-5
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 estimula la liberacion de calcio (Ca*?)
almacenado en el reticulo endoplasmico (RE), la cual junto con el fosfoinositol
afecta a las proteinas de unidén a actina, las cuales son recluidas en el sitio de
entrada de la bacteria. El DAG junto con el Ca*? activan la proteina quinasa C
(PKC), el Ca*? junto con PKC sirve para activar enzimas y finalmente los factores
de transcripcion (Marcus et al. 2000; Holzer y Hensel 2012; Velge et al. 2012).
SopE y SopE2 son responsables de la activacion de la familia-Rho GTPeasas
Cdc42 y Rac1, que su funcion es activar un factor de cambio de guanina
induciendo la fosforilancion de GDP a GTP para el cambio de nucleétido, lo cual
genera la sefializacién para el re-arreglo del citoesqueleto y la formacion del
ruffling, permitiendo la invasion. SptP tiene la funcion de llevar la ubiquitancion de
Cdc42 y Rac1 para llevar el proceso a la inversa y restaurar la pared celular
(Groisman, 2001; Velge et al. 2012). Una vez que Salmonella alcanza la lamina
propia del intestino, es reconocida por receptores localizados en la superficie de
los macrofagos y en la cara interna de las células intestinales, lo que estimula la
produccion de citocinas que provocan la afluencia masiva de PMN y macréfagos
(Fabrega y Vila 2013). Una vez que es fagocitada e internalizada en SCV's por los
macrofagos a través de la sefal de gatillo, estos migran lo que facilita la
diseminacion por sangre presentandose la septicemia. Salmonella puede inducir
apoptosis de macrofagos a través de SipB, la cual se une y activa con la proteasa
proapoptotica, caspasa | (ICE) que activa a las citocinas proinflamatorias IL-1B y
IL-18 (Velge et al., 2012). Otro mecanismo mediante el cual Salmonella produce
enteritis es la produccién de enterotoxinas, que junto con la enteritis, producen

diarreas secretoras (Fabrega y Vila, 2013).
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Salmonellay los Carnivoros

En carnivoros silvestres se han reportado alrededor de 50 serotipos de
Salmonella, los cuales varian notablemente en su virulencia. Entre los carnivoros
reportados como portadores de Salmonella spp, se encuentran el zorro rojo
(Vulpes vulpes), mapache (Procyon lotor), tejéon (Meles meles), y Nutria (Lutra
lutra) (J. Millan et al. 2004; Jardine et al. 2011) . En un estudio realizado por Euden
(1990) en 4881 tejones se reportd la presencia de 26 serotipos diferentes de
Salmonella, en un 7% de las muestras (Williams y Barker 2001). En nutrias de rio
(Lutra lutra) en Portugal, se reporté una incidencia del 7.58%, identificandose a S.
enterica subesp. Arizonae y S. entérica subesp enterica servar Gallinarum. Estas
cepas mostraron resistencia a multiples farmacos con actividad antimicrobiana
como oxitetraciclinas, ampicilina, cefalexina, gentamicina y estreptomicina
(Oliveira et al., 2010).

Estudios llevados a cabo en poblaciones de zorra roja (Vulpes vulpes) y tejon
europeo (Meles meles) en vida libre, proponen a estas especies, como posibles
reservorios de Salmonella sp. En zorra roja (Vulpes vulpes) la incidencia de
Salmonelosis fue de 6.5%, las cepas aisladas mostraron resistencia a
antimicrobianos (Wilson et al. 2003; Handeland et al. 2008). Asi mismo en
mapaches (Procyon lotor), se ha reportado seroprevalencias del 5.7%, 8.7% y
27% en poblaciones distintas (Compton et al. 2008; Jardine et al. 2011; Lee et al.
2011). Para otras poblaciones de carnivoros la prevalencia de Salmonella es

desconocida (Williams y Barker 2001; Compton et al. 2008).

Las caracteristicas ecoldgicas de los carnivoros juegan un papel importante en la
ecologia de la Salmonelosis (Ripple et al., 2014). Dado que la via de infeccién es
oro-fecal, la transmisién no requiere del contacto directo entre las especies y
puede presentarse por alimento y agua contaminada (Gyles et al. 2008). Es este
aspecto la ecologia de los carnivoros favorece la formacion de ciclos enzodticos
en una comunidad, por su distribucion, habitos sociales, alimenticios y por la
perturbacion de su habitat que incrementa su contacto con fauna doméstica y

poblaciones humanas, permitiendo la propagacion de Salmonella spp (Daszak y
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Cunningham 2002; Jones et al. 2008; Ripple et al. 2014). Esta interaccion entre las
poblaciones silvestres, animales domésticos y poblaciones humanas le confiere la
capacidad de adquirir resistencia antimicrobiana (atraves de la seleccién de cepas
resistentes por el uso de antibiéticos en animales domésticos y en humanos),
aumentar su virulencia o infectar nuevos hospedadores; y la aparicion de

serovariedades en especies que no se habia reportado (Monsalve et al. 2009).
Escherichia coli.

Escherichia coli forma parte de la microflora intestinal de diversas especies y
generalmente se comporta como organismo apatdégeno. En heces de ganado
vacuno se han reportado en cantidad de 107 y 10° microorganismos por gramo de
heces (Lieberman et al., 2010). No obstante existen para esta especie, cepas
altamente virulentas las cuales son causa importante de enfermedades
gastroentéricas en todo el mundo (Mora et al., 2012). En E. coli su virulencia es
resultado de la adquisicion de elementos genéticos, que codifican para factores de
virulencia, como adhesinas, enterotoxinas y sistemas de secrecion (Clements,
Young, Constantinou, y Gad Frankel, 2012; Katouli, 2010). Se distinguen seis
patotipos de acuerdo a los mecanismos de patogenicidad los cuales son: E. coli
enteropatogénica (ECEP), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasiva
(ECELI), E. coli enterohemorragica (ECEH), E. coli enteroagregativa (ECEA) y E.
coli de adherencia difusa (ECAD) (Groisman, 2001). Estos patotipos producen
distintas enfermedades, las cuales pueden ser letales en humanos y animales.
Algunos de estos patotipos son considerados zoondticos, recientemente se ha
reportado que el ganado bovino es un importante reservorio (Harshman y Riley
1980;' Samadder, 2009).

Escherichia coli en Carnivoros

Diversos reportes en todo el mundo senalan la presencia de E. coli patégenas o
genes perteneciente a alguna cepa patdgena de E. coli en heces de carnivoros de
vida silvestre y en cautiverio, como coyotes (Canis latrans), mapaches (Procyon
lotor), pumas (Puma concolor), jaguares (Panthera onca), zorra gris (Urocyon

cinereoargenteus), coati (Nasua narica), oso negro (Ursus americanus) y
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cacomiztle (Bassariscus astutus), en muchos de estos estudios no se han
reportado prevalencias y en otros encontraron prevalencias del 4.6% a un 28%,
ademas la presencia de E. coli patégenas son reportadas en otras especies de
vida silvestres como bisontes (Bison bison), Venado cola blanca (Odoicolueus
virginianus) y muchos roedores (Ripple y Beschta 2004; Murray y Kapke 1999;
Souza y Rocha 1999; Kudva y Stasko 2013). Se ha observado que muchas de las
cepas de E. coli aisladas de vida silvestre presentan cierta resistencia a una gran
gama de antibidticos (Souza y Rocha 1999) (Schwab et al. 2011). En muchos de
estos estudios se observan cepas tipicas y atipas de ECEP, shigatoxinas para
ECEH y toxinas termolabiles de ECET (Schwab et al. 2011; Chandran y
Mazumder 2013) .

Recientemente se ha sugerido la existencia de un ciclo enzodtico en E. coli que
incluye carnivoros de vida silvestres, animales domésticos y el hombre
(Farnleitner, 2010). Sin embargo aun no se establece con exactitud el papel que
podrian tener las poblaciones silvestres de carnivoros en esta dinamica y
caracteristicas genéticas de las cepas posiblemente involucradas, pero se ha
logrado observar que existe relacion entre las cepas aisladas de humanos, cepas
aisladas de ganado vacuno y de poblaciones silvestres de carnivoros (Souza y
Rocha 1999).

La contaminacion por cepas patdogenas de E. coli puede estar vinculado: a un
afecto presa-depredador; contaminacion de agua y de alimento para ya sea por
ganado fauna silvestre o por asentamientos humanos, ya que la via de contagio es

oro-fecal y no necesariamente por contacto directo (Gyles et al. 2008).

E. coliy Salmonella spp pueden infectar una gran gama de huéspedes (Gyles et
al. 2008). Esta capacidad es resultado de cambios evolutivos en estos
microorganismos (Boto 2010). Se ha observado que estos cambios evolutivos, se
deben a la transferencia horizontal de genes (Jackson, Johnson, Clarke, y Arnold,
2011), en la cual se transfieren factores de virulencia que permiten la infeccion de
nuevos hospedadores (Boto 2010). Un ejemplo de este fendmeno es E. coli 0157

la cual ha mostrado diferencias en la distribucion alélica y en la frecuencia de los
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genes que codifican para las toxinas Stx (Jackson et al. 2011). Estos cambios
evolutivos son una de las causas por lo cual surgen nuevos serotipos patdogenos
causando una enfermedad emergente (Woolhouse et al., 2005). Esto cambios son
parte de una dinamica compleja en la cual los microorganismos buscan adaptarse,
y sobrevivir (Aminov, 2011; Falkow, 1998). En la que intervienen las dinamicas de

las poblaciones humanas, animales domeésticos y fauna silvestre (Falkow, 1998).

Considerando los aspectos ecolégico-evolutivos, que permiten la generacién de
nuevas variantes de microorganismos patogenos, en este trabajo se evaluo la
presencia de Salmonella spp y E. coli en poblaciones silvestres de carnivoros de
la Reserva de la Biosfera de Janos. El estudio de las cepas incluyo el analisis de
la presencia de genes de virulencia, asi como su capacidad para infectar células
humanas, con el fin de establecer la capacidad patogénica en estas cepas. El
objetivo de estos estudios es establecer la presencia de ciclos evolutivos de
bacterias patdgenas en los ambientes naturales, los cuales pueden ser afectados

por actividades antropogénicas.

Hipotesis

Considerando que los bovinos son portadores asintomaticos de enterobacterias,
principalmente E. coli y Salmonella spp y dado que en la Reserva de la Biosfera
de Janos, Chihuahua existe la interaccion entre esta especie y los carnivoros

silvestres, entonces es muy probable que estos ultimos se encuentren infectados

por estos microorganismos patdgenos.
Objetivo General

Analizar la presencia de Salmonella spp y Escherichia coli en la comunidad de
carnivoros de la Reserva de la Biosfera de Janos, Chihuahua, con el fin de
describir aspectos basicos de la ecologia de estos agentes en poblaciones de vida
libre de esta area.
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Objetivos Particulares

Analizar la composicion y estructura de la comunidad de carnivoros en la Reserva

de la Biosfera de Janos, Chihuahua.
Material y Métodos

Area de estudio. Este estudio se realiz6 en la Reserva de la Biésfera de Janos,
Chihuahua (en los anos 2014 y 2014) ubicada en el Municipio de Janos en el
noroeste de Chihuahua, México, limitado al norte por los Estados Unidos de
Norteamérica y al este con Sonora, localizada entre los meridianos 108° 56" 49" y
108° 56" 22" O y los paralelos 31° 11" 77"y 30° 11" 27" N (Figura 1). La Reserva
cuenta con una superficie de 5264 km? que incluyen en el norte parte de la Sierra
Madre Occidental y en el oeste parte del Desierto Chihuahuense, lo que resulta en
un rango de altitud de los 1200 a los 2700 msnm. Presenta dos tipos de clima, uno
arido templado, con una temperatura media anual de 15.7°C y una precipitaciéon
anual de 381 mm (77% de las lluvias entre abril y agosto) y en la regidén serrana,
un clima templado humedo, con una temperatura media anual de 11.8°C y una
precipitacion anual de 552 mm (Pacheco et al. 2000b). Los tipos de vegetacion
predominantes dentro de la Reserva de la Biosfera de Janos, Chihuahua son

pastizales, matorrales y bosques (Pacheco et al., 2000b).

Disefio de muestreo. Los permisos de colecta fueron otorgados por la Direccion
General de Vida Silvestre (DGVS) de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) con numero de licencia FAUT-0250. Se realizaron dos
muestreos, el primero en otofio 2013 (octubre-noviembre) y el segundo en
primavera 2014 (mayo-junio). En cada muestreo se establecieron cinco transectos
en tres tipos de habitats distintos: pastizal, matorral y bosque de encino pino
(Cuadro 1; Figura 2). En cada transecto se colocaron 16 sets de trampas
espaciados a intervalos de 500-800 metros, resultando en transectos de 10 km de
longitud. Cada set de trampas se consisti6 en una trampa Tomahawk (30”x
30"x70” y 60”x20"x28”) y cepos con goma (se colocaron de dos medidas, para

coyotes y zorras), distanciados a 50 metros entre si. En cada transecto los sets de
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trampas se dejaron activos por 10 dias, lo que resulto en un esfuerzo de captura
de 160 noches/trampa en cada habitat y en cada muestreo. Las trampas fueron
cebadas con sardinas, pollo, higado, algunas esencias como vainilla, valeriana,
orina de coyote y glandula de lince. Se mantuvieron abiertas durante las 24hrs, y
se revisaron dos veces, la primera en la madrugada a las 4:00hrs y la segunda por
la tarde a las 14:00hrs (Boitani et al. 2012).

Captura y contencion. Cada individuo capturado fue sujetado con una cuerda
para perros y una vara en forma de “Y” para lograr un mejor manejo. Dependiendo
de la especie, la inmovilizacion quimica fue con una mezcla de Xilacina vy
Ketamina (West et al. 2008), segun las dosis reportada por especie (0.2 - 4mg/kg
de Xilacina y 10-20mg/kg de Ketamina). Los ejemplares capturados fueron
identificados por especie y enumerados para su identificacion, se les coloco un
arete metalico. Durante todo el tiempo que los individuos estuvieron anestesiados,

se vigilaron sus constantes fisioldgicas.

Coleccion de muestras. A todos los individuos capturados se les tomdé una
muestra de heces por medio de hisopos, los cuales se colocaron en el medio de
transporte Agar Desoxicolato Lactosa modificado, Las muestras fueron
identificadas y posteriormente se almacenaron en refrigeracion a 4°C, hasta su
procesamiento en el laboratorio de Microbiologia Agropecuaria de la Universidad
Autonoma de México, unidad Xochimilco (UAM-X). Concluida la toma de muestra
y recuperados totalmente, los individuos, éstos fueron liberados en el mismo sitio

de su captura.

Composicion y estructura de la comunidad de carnivoros. Los datos
obtenidos de la captura directa de los individuos fueron utilizados para estimar la
diversidad a través del indice de Shannon (Krebs 1999), Se realizé una matriz
DAFOR y se ponderaron los valores observados de acuerdo a lo reportado por
Sage et al, (2010). De esta manera se considerd especie dominante, aquellas
cuya abundancia relativa estuviera por encima del 50%; especie abundante,

aquellas con valores del 25 al 50%, especie frecuente, con valores del 10 al 25%;
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especie ocasional, con 1 al 10 y especie rara, aquellas con valores menores del
1%.

Andlisis de la presencia de Salmonella por métodos bacterioldgicos
tradicionales. Las muestras colocadas en los medios de transporte Agar
Desoxicolato Lactosa modificado, fueron sembradas en tubos de vidrio con 10 ml
de Agua peptonada, los cuales fueron incubados 37°C con agitacion por 20 hrs
(MRC Modelo DFI). Transcurrido este tiempo, 1 ml del cultivo fue sembrado en 10
ml de Caldo selenito, e incubado a 37°C con agitacién por 20 hrs. Posteriormente,
el cultivo en caldo selenito fue sembrado en agar Salmonella-Shigella y agar
MacConkey, e incubado por 24 hrs a 37°C. Las colonias sugerentes a Salmonella
spp, obtenidas del medio Mc Conkey se sembraron en cajas con agar Salmonella-
Shigella, por un periodo adicional de 24 hrs a 37°C. De esta manera, todas las
colonias sugerentes a Salmonella spp, observadas en el agar Salmonella-Shigella,
fueron identificadas por medio de pruebas bioquimicas (TSI, Urea, Citrato, SIM,
MR-VP). Las colonias identificadas como Salmonella spp por este medio fueron
cultivadas en 10 ml de caldo Infusion Cerebro-Corazén, para su posterior
extraccion de ADN y confirmacion de especie por medio de la PCR (ver mas

adelante).

Analisis de la presencia de E. coli. Las muestras de heces colocadas en Agar
Desoxicolato Lactosa modificado, fueron sembradas en 10 ml de caldo Universal e
incubadas por 20 hrs a 37°C. Concurrido este tiempo el cultivo bacteriano fue
diluido 1/100 con caldo Universal. De cada dilucion se sembraron 50 yl en medio
Levin Eosina-Metionina Azul Agar, y se incubaron a 37°C por 20 hrs. Las colonias
de E. coli (coloracion verde metalico), se seleccionaron en grupos 36 colonias por
caja. Estos grupos en 10 ml en caldo Nutritivo y se incubaron a 37°C por 20 hrs.
Transcurrido este tiempo, la biomasa de los cultivos fue recuperada por
centrifugacion a 6000 xg 10 min a temperatura ambiente. De cada biomasa
recuperada, se extrajo ADN y se le realizé una PCR (ver detalles adelante). Los
grupos de 36 con resultados positivos, fueron divididos hasta lograr el aislamiento

de la cepa de E. coli portadora de genes de virulencia.
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Extraccion de ADN de caldo Selenito, caldo Luria Bertani y caldo nutritivo
para determinacion de la presencia de Salmonella y E. coli, por medio de la
PCR. Los cultivos bacterianos de Salmonella spp. crecidos en Selenito, y de E.
coli, crecidos caldo Nutritivo, fueron centrifugados (CLAY ADAMS Brand DYNAC)
a 5500 x g por 15 minutos. La pastilla colectada fue transferida a microtubos de
1.5 ml. Para la extraccion de ADN se adicion6 a cada muestra 600 ul de buffer de
extraccion (10 mM Tris-HCI pH 8, 400 mM NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0 y 1% de
dodecil sulfato de sodio) y 8 ul de proteinasa K (20mg/ml), incubandose todo en un
bafio seco (WISP-SA Dry Bath Incubator) por 1 hr a 56 °C. Transcurrido este
tiempo, los tubos fueron centrifugados (Hermle LaborTechnik GmbH - Z 160 M
Microlitre Centrifuge) a 5500 x g durante 5 min, y el sobrenadante fue transferido a
un microtubo nuevo. A éste sobrenadante se le agregé 500 pl de fenol—cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1), homogenizandose perfectamente con ayuda de un
vortex (IKA MS3 Basic) por 30 segundos. Esta mezcla se centrifugd a 10500 x g
por 2 min y el sobrenadante se transfiri6 a un microtubo nuevo. Al sobrenadante
recuperado se le agregd 50 pl de acetato de sodio 3M pH 6, homogenizandolo por
inversion. Después se le agreg6 10 ul de acrilamida (2% acrilamida, 100 mM TBE
pH 8.0), y se homogenizé perfectamente. A esta mezcla, se le adiciond 1 ml de
etanol al 100% frio y se incubd en hielo por 5 min para después centrifugar a
17000 xg a 4 °C durante 15 minutos (Thermo Scientific MicroCL 17R). A la pastilla
recuperada, se le adiciond 1 ml de etanol al 70% frio, cuidando de no suspenderla.
Esta mezcla se centrifugd a 17000 x g a 4 °C durante 15 min. El sobrenadante fue
decantado y la pastilla recuperada fue secada durante 30 minutos a 37 °C. Por
ultimo la pastilla se suspendié en 50 ul de solucion TE (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM
EDTA pH 8) y almacenadas a -12°C hasta su uso. Todas las extracciones de
ADN, fueron evaluadas por medio de electroforesis en geles de agarosa tenidos

con bromuro de etidio.

Controles positivos de Salmonella, ECEH y ECEP. Todas las pruebas de PCR
contaron con controles positivos, consistentes de ADN recuperado de cepas tipo
de Salmonella Thyphimurium, ECEH y ECEP pertenecientes al laboratorio de

Microbiologia Agropecuaria de la UAM-X. Estas cepas fueron cultivadas en 50 ml
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de caldo Luria Bertani (LB), para realizar la extraccion de ADN por medio del

protocolo antes mencionado.

PCR para la determinacion de la presencia de genes de virulencia. Se
utilizaron once juegos de iniciadores, de los cuales seis (InvA, SopE, CdtB, Eae,
LT y ST) fueron disefiados para este trabajo. Los restantes cinco (escV, bfpB, stx-
1, stx-2 y 16s-ITs) fueron tomados de Muller, et al. (2006) y Chiu, et al. (2004). Los
iniciadores 16s-ITS, invA, cdtB y sopE fueron utilizados para el analisis de
Salmonella spp. Los iniciadores eae, escV, bfpB, stx1, stx2, ST y LT para el
analisis de E. coli. Los iniciadores y los tamanos esperados de los fragmentos

amplificados se presentan en el siguiente cuadro (Cuadro 2).

Las condiciones de los ciclos de la PCR para cada par de iniciadores fueron:

16 IT’S: Desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min. Seguido de 35 ciclos de 94°C
por 1 min, 57°C por 1 min y 72°C por 1:30 min; por ultimo una extension final de
72°C por 5 min.

invA: Desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min. Seguido de 35 ciclos de 94°C
por 1 min, 55°C por 1 min y 72°C por 30 seg; por ultimo una extension final de
72°C por 5 min.

sopE: Desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min. Seguido de 33 ciclos de 94°C
por 1 min 15 seg, 43.5°C por 1 min 30 seg y 72°C por 1 min; por ultimo la
extension final 72° por 7 min.

cdtB: Desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min. Seguido de 30 ciclos de 94°C
por 1 min, 44°C por 1 min y 72°C por 1 min 45 seg; por ultimo la extension final 72°
por 5 min.

eae: Desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min. Seguido de 35 ciclos de 94°C por
1 min, 50°C por 1 min 'y 72°C por 1 min; por ultimo la extensién final 72° por 5 min.
Multiplex: Desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min. Seguido de 35 ciclos de
94°C por 1 min, 50°C por 1 min y 72°C por 1 min; por ultimo la extension final 72°
por 5 min.

LT y ST: Desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 min. Seguido de 95°C por 1 min,
52°C por 45 seg y de 72°C por 45 seg; por ultimo la extensién final 72° por 5 min.
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Cultivo celular. Todas las cepas de Salmonella enterica y las eae positivas de E.
coli se evaluaron en cultivo celular con la linea celular Hep-2. Las células fueron
crecidas en medio minimo esencial (MEM) con 10% suero fetal bovino y 1 mM
HEPES. Para los ensayos las células fueron contadas en una camara de

Neubauer, empleando azul de tripan.

Ensayos de sobrevivencia a la gentamicina en Salmonella. En una placa de
cultivo celular de 48 pozos se colocaron 5x10* células/pozo. Estas células fueron
infectadas a una MOI 1:100 por una hora. A partir de este tiempo, comenzo el
ensayo de proteccion a la gentamicina (100ug/ml). La sobrevivencia se evalué en
5 tiempos y cada cepa fue evaluada por duplicado. En cada tiempo un pozo fue
filado con metanol al 70% y tefido para evaluar el estado de la monocapa. Como

control positivo se usa la cepa ATCC de Salmonella Typhimurium14028.

Ensayo de Infeccion/Adhesién en E. coli. En una placa de cultivo de 48 pozos,
se colocaron 2x10* células/pozo. Estas células fueron infectadas con 1.5x10° UFC
de E. coli. Cada 50 minutos, durante 5:50 hrs, un pozo fue fijado con metanol al
70%, tenido con Giemsa y evaluado bajo el microscopio con los objetivos 10X,
40Xy 100X.

RESULTADOS

Composicion y estructura de la comunidad de carnivoros en la

Reserva de la Biosfera de Janos, Chihuahua

En el primer muestreo se capturaron un total de 35 individuos, los cuales
correspondieron a: 4 félidos (linces (Lynx rufus)), 18 canidos (6 zorras del desierto
(Vulpes macrotis), 10 coyotes (Canis latrans) y 2 zorras grises (Urocyon

cinereoargenteus)), 1 mustélido (1 tejon (Taxidea taxus)), 11 mephitidos (8
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zorrillos encapuchado (Mephitis macroura) y 3 zorrillos listados (Mephitis

mephitis)) y 2 procionidos (2 mapaches (Procyon lotor)) (Cuadro 3).

En el segundo muestreo se capturan 31 individuos. Entre ellos: 22 Canidos (zorra
del desierto 9, coyotes 8 y zorra gris 5), mustelidos 5 (tejones 5), félidos 1 (lince 1)

y procionidos 3 (Mapaches 3) (Cuadro 3; Figura 3).

En el primer muestreo no hubo especies dominantes. Se observaron especies
abundantes las cuales fueron los coyotes y zorrillos listados con 10 y 8 individuos
respectivamente, las especies ocasionales fueron la zorra gris con 2 individuos y
el mapache y tejon con un individuo ambas especies (Figura 4). Los sitios con
mayor diversidad fueron Rancho San Pedro y Rancho ojitos. Todos los indices de

diversidad estimados, muestran valores entre 1 y 1.6 (Cuadro 4; Figura 5).

En el segundo muestreo no se hallaron especies dominantes. Se observaron
especies frecuentes las cuales fueron las zorras del desierto y los coyotes, con 9y
8 individuos respectivamente. Las especies ocasionales fueron los mapaches y los
linces con 3 y 1 individuos para cada una (Figura 4). Los sitios con mayor
diversidad fueron Ejido San Pedro y Rancho Oijitos. Los indices estimados de

diversidad, muestran valores entre 0.793 y 1.09. (Cuadro 4; Figura 5)
Salmonella

De las 35 muestras inoculadas en caldo selenito, obtenidas en el primer muestreo,
sblo hubo crecimiento en 24. De estos cultivos se logré el aislamiento de dos
cepas (8.33%) de Salmonella spp, las cuales fueron confirmadas por la PCR 16s-
ITs, especifica para microorganismos de este género. Las cepas aisladas
provinieron de un lince (1.6%) y un zorrillo encapuchado (1.6%), ambos
capturados en Rancho ojitos (RO). A estas cepas se les realiz6 una PCR para

InvA, mostrando ambas una amplificacion del producto esperado.

Los 22 caldos selenitos negativos restantes, se les extrajo ADN y se les realizo la
PCR para 16s-ITs, encontrandose 5 muestras positivas (20.83%). Los cultivos

positivos pertenecieron a tres (12.5%) coyotes, un (1.6%) zorrillos listado y una



22

(1.6%) zorra del desierto (Cuadro 5; Figura 6 y 7). De igual manera que a las
cepas aisladas, se realiz6 una PCR para InvA, no obteniéndose un resultado

positivo.

La frecuencia de Salmonella spp. en el primer muestro fue de hi=0.2916. Es decir,
que en el 29.16% de la poblacién de carnivoros muestreada estuvo presente
Salmonella spp. La frecuencia para Salmonella entérica invA positivas, fue de
hi=0.0833 0 8.33% (Cuadro 5; Figura6y 7).

En el segundo muestreo, los 31 caldos selenitos inoculados mostraron
crecimiento. De estos cultivos, se logro el aislamiento de cuatro cepas de
Salmonella spp (12.90%). Estas cepas fueron recuperadas de dos (6.45%) zorras
grises, un coyote (3.22%) y una zorra del desierto (3.22%). Estas cepas
recuperadas fueron evaluadas por medio de la PCR para 16s-ITS, encontrandose
amplificacion para 3 (9.67%), dos provenientes de zorras grises (6.45%) y una de
un coyote (3.22%). De igual forma, las cepas fueron evaluadas por medio de la
PCR para InvA, de las tres cepas evaluadas, solo una (3.22%) muestro un
resultado positivo. Esta cepa fue recuperada de una zorra gris (3.22%), capturada
en Rancho San Pedro (Tabla 5; Figura 6, 7 y 8).

Los 28 cultivos en caldo Selenito restantes fueron evaluados también por medio
de la PCR para 16s-ITS. Con esta prueba 14 cultivos mostraron resultados
positivos (45.16%). Los caldos con resultado positivo correspondieron a las
muestras provenientes de: siete (22.58%) zorras del desierto, cuatro (12.90%)
tejones, tres (9.67%) zorras del desierto (Urocyon cinereoargenteus), dos (6.45%)
coyotes y un (3.22%) mapache (Tabla 5; Figura 6, 7 y 8). Todas las muestras
positivas al segmento 16s-ITS fueron analizadas por medio de la PCR para /InvA,

no encontrandose resultado positivo.

Las 4 cepas de Salmonella ssp. recuperadas en este estudio provinieron de sdlo
dos individuos, un Zorrillo encapuchado y una zorra gris. A estas cepas se les
evalu6 la presencia de SopE y CdiB a través de una PCR. Las 4 muestras

mostraron un resultado positivo a la presencia de SopE y CatB.
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E. coli

Se analizaron 24 cultivos del primer muestreo en agar eosina azul de metileno
(LEMBA) y 16 (70.83%) del segundo, el resto de los cultivos no mostré crecimiento

con la coloracién verde metalico, indicadora de E. coli.

A través de las pruebas moleculares, se obtuvieron para el primer muestreo, 4
(16.66%) muestras positivas: 2 (8.33%) a Stx-1, 1 (4.16%) Stx-2, y 1 (4.16%)
escV. Las cepas stx-1 positivas, provinieron de un zorrillo y un lince; la cepa stx-2
positiva de un coyote y la escV de un zorrillo, este mismo individuo mostro un
resultado positivo para gene eae (4.16%). De este primer muestreo, se lograron
aislar: 2 cepas de Stx-1y 2 cepas de Stx-2, 12 cepas de escV, de las cuales 1 era

positiva también para el gen eae (Ver cuadro 6).

Para el primer muestreo, la frecuencia observada de E. coli fue de h=0.7916 o
79.16%. Las frecuencias observadas para algun gen de virulencia en E. coli fue de
hi=0.1667. Es decir, el 16.67% de la comunidad tuvo en el analisis de heces, por lo
menos un resultado positivo para algun gen de virulencia (Stx-1, Stx-2, escV, eae)

(Ver cuadro 6).

En el segundo muestreo se analizaron 31 muestras. Soélo en 16 (51.61%) de ellas
se observo la presencia de E. coli en agar eosina azul de metileno. En los analisis
moleculares se obtuvieron 4 individuos con resultados positivos: uno (3.22%) a
stx-1y stx-2, correspondiente a un coyote; uno (3.22%) a stx-2 correspondiente a
otro coyote; 2 (6.45%) a escV correspondientes a dos zorras del desierto. De este
segundo muestreo se logré el aislamiento de 21 cepas positivas a Stx-2, de las
cuales 4 fueron positivas también al gen Stx-1, también 18 cepas positivas a escV,
de las cuales 7 eran positivas al gen eae y 6 cepas positivas solamente al gene

eae.

La frecuencia de E. coli en este segundo muestreo fue de h;=0.5806 o 58.06%. La
frecuencia para algun gen de virulencia en la comunidad fue de: hi= 0.1290, es
decir el 12.9% de la comunidad presentd en las heces por lo menos un resultado

positivo para un gen de virulencia (Stx-1, Stx-2, escV, eae) (Ver cuadro 6).
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Ensayo de infeccidn y sobrevivencia a la gentamicina en cultivo
celular de Salmonella

Sélo dos de las cuatro cepas de Salmonella sp, con resultados positivos a la
presencia de los genes InvA, SopE y cdt-B, fueron evaluadas en cultivo celular. La
denominacion de estas cepas fue Meph 18 y 1-B Uro. Los resultados obtenidos en
los ensayo sobrevivencia con ambas cepas mostraron un comportamiento
caracteristico de sobrevivencia intracelular (ver cuadro Cuadro 8; Figura 10). En
esta se observa en los primeros tiempos una cantidad menor de Salmonella
enterica dentro las células y posteriormente un incremento debido a replicacion

intracelular del organismo.

Con la cepa Meph 18, a las 6 horas postinfeccion, se pudo observar el valor mas
alto de la curva, mientras que con la cepa 1-B Uro se obtuvo a las 3 horas post
infeccion. En los resultados de la cinética también se observd, después de
alcanzar el valor mas alto, la curva tiene un declive en el numero de UFC, lo cual
se debid a la pérdida de la monocapa. Este comportamiento de la curva fue

observado también con la cepa control de Salmonella Typhimurium 14028.

Ensayo de infeccion en cultivo celular de E. coli

Con el fin de evaluar el patron de adhesion, 8 cepas E. coli escV positivas y eae
positivas, se evaluaron en cultivo celular. Cada 50 minutos las células infectadas
fueron fijadas y evaluadas al microscopio. Los resultados de estas evaluaciones
mostraron que a las 1:40 horas postinfeccion, 7 cepas tuvieron un patron de
adherencia localizada (AL) y sola 1 se mostré el mismo patrén a los 50 minutos.
También se logré observar dano celular con las 8 cepas, después de 1:40 horas
postinfeccidon. En algunas de las cepas, a las 2:30 hrs postinfeccién, fue posible
observar adhesién con una forma de pedestal. En la cepa control se observo la AL
a la 1:40 horas y el dafo celular después de esta hora. La lesion de pedestal se

observo, al igual que las cepas evaluadas a las 2:30 hrs postinfeccion.
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DISCUSION

En un estudio previo realizado en la Reserva de la Biosfera de Janos (RBJ), se
reportaron 16 especies de carnivoros silvestres en la zona (Pacheco et al., 2000).
En este estudio se logré un registro de 8 especies de carnivoros silvestres, por
captura directa de las 16 reportadas para esta reserva. Aunque en este trabajo se
obtuvo un registro del 50% de especies reportadas, para poder obtener el registro
de todas las especies de carnivoros presentes y realizar un adecuado analisis de
la estructura de la comunidad de carnivoros presentes en la zona, es necesario
apoyarse en otros métodos indirectos de captura, como son camaras trampas,
lampareo nocturnos, estaciones de huellas, etc. Pero para fines practicos de este
estudio se realiza la captura directa, para la toma de muestras y el estudio de

enfermedades.

En un estudio realizado en la RBJ, por List y Macdonald (1998), para la estructura
de las comunidades de carnivoros silvestres en diferentes temporadas, en un
periodo de 2.5 anos y observaron que la especies mas abundantes fue la zorras
del desierto seguida por los coyotes. En este estudio se observo de igual forma las
especies mas abundantes en son los coyotes y las zorras del desierto, aunque en
este estudio la mas abundante fueron los coyotes. Estos resultados pueden
explicarse por el hecho de los coyotes pueden ejercer una exclusidon competitiva
hacia las zorras del desierto. Debido a que usan el mismo espacio y porque tienen
muchas presas en comun que habitan en zonas de pastizal y mezquital, donde se

localizan estas especies (Cypher y Scrivner 1992; Ralls y White 1995;).

Se ha observado que la composicion de especies, en la estructura de
comunidades, puede variar en periodos determinados de tiempo, debido a
diversos cambios climaticos y/o de la disponibilidad de recursos (Mandujano,
2011). Para este estudio, en los diferentes periodos de muestreo (otofio vy
primavera) del afio 2013-2014, a través de un método de estimacion visual como
la matriz DAFORT, se observé un cambio en la composicion de especies entre los
dos periodos (otofio y primavera). Mientras que en primer periodo (otofio), la

especies reportadas consideras frecuentes (por la matriz DAFOR) fueron coyotes
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y zorrillos listados (Mephitis mephitis), con 10 y 8 individuos respectivamente. En
el segundo periodo (primavera) se observo que la zorra del desierto pasa de ser
una especie ocasional a una especie frecuente, con 9 individuos, mientras que los
zorrillos se vuelven una especie rara al no tener registro. Los coyotes permanecen
como especies frecuente con 8 individuos. Esto posiblemente se debe a que los
coyotes y las zorras del desierto, son especies generalistas lo que les permite una
estabilidad en sus poblaciones (Herranz et al 2000), logrando mantener una mayor

numero de individuos dentro de su grupo.

En estudios previos se ha descrito al ganado vacuno como un reservorio de
Salmonella spp (Miranda et al. 2007; Anon, 2008; Canales et al. 2009; Kudva y
Stasko 2013). Nuestra area de interés que es una zona ganadera, por lo cual es

posible la transmisién de Salmonella spp de fauna domestica a fauna silvestre.

En diferentes estudios en carnivoros de diferentes especies como civetas, nutrias,
diferentes félidos y canidos se ha reportado la presencia de Salmonella spp (Jones
y Twigg 1976; Millan et al. 2004; Miller et al. 2010; Oliveira et al. 2010; Jardine et
al. 2011)

Estudios previos en carnivoros, muestran frecuencias del 5.7% al 25% (Compton
et al. 2008; Jardine et al. 2011;Lee et al. 2011), en numero de muestras
analizadas dentro de un rango de 55 a 790 . En este estudio el rango encontrado
fue de 29.16% a 54.83% con 24 y 31 un muestras analizadas. Estos valores son
altos si se considera Las frecuencia con respecto al numero total de muestras

analizadas.

Estudios previos han propuesto a la zorra roja (Vulpes vulpes), al tejon europeo
(Meles meles) y los coyotes como posibles reservorios de Salmonella spp (Gese
et al.,, 1997; Handeland et al., 2008; Wilson et al., 2003). En este estudio las
especies con mayor frecuencia de Salmonella spp, en los dos periodos, fueron las
zorras del desierto, los coyotes y los tejones; con 8, 5 y 4 ejemplares
respectivamente. Este resultado podria reforzar la hipbtesis de estos carnivoros

son reservorios de naturales de Salmonella spp.
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Se ha observado en estudios que Salmonella spp puede tener un aumento en su
frecuencia, por factores ambientales que favorecen su diseminaciéon en ciertas
épocas del ano, principalmente entre los meses de abril a junio (Aurora Echeita et
al., 2005; Haley et al. 2009). En este estudio se observd un aumento en la
frecuencia de Salmonella spp, en el periodo de primavera, dentro de la comunidad
de carnivoros, el cual se puede deber a esta estacionalidad. Sin embargo este
fendbmeno podria ser resultado del incremento en numero de hospedadores
susceptibles que se reportan como posibles reservorios de Salmonella spp. (de las

cuales se obtuvo una mayor captura) y pueden transmitir al microorganismo.

Se ha reportado en fauna doméstica, que el movimiento y/o introduccion de esta,
puede influenciar en el aumento de la frecuencia de Salmonella spp. en fauna
silvestre, al ser un microorganismo que no requiere el contacto directo para llevar
acabo su ciclo, como se ha reportado para producciones de aves (Camacho-
Escobar et al. 2006). Por lo cual nuestro aumento en la frecuencia también puede

deberse por un efecto de perturbacion de habitat

En previos estudios, se han realizado infecciones con Salmonella enterica sub.
enterica serovar Typhimurium en zorras rojas (Vulpes vulpes) invitro. Y se
compardé con la incidencia observada en zorras rojas de vida libre capturadas y
con la presencia en cortes de intestino de zorras rojas que hallaron muertas. De
esta forma observaron que las zorras rojas pueden actuar como reservorios de la
infeccion de forma natural (Handeland et al., 2008). En este estudio se observa la
presencia Salmonella enterica en zorra del desierto (3.22%), zorrillo listado
(4.16%) y lince rojo (4.16%). Lo cual nos puede sugerir que no soélo canidos como
las zorras pueden ser reservorios de Salmonella enterica para lo cual faltaria

realizar mas estudios

En otros estudios se ha realizado aislamiento y pruebas bioquimicas para la
identificacion, pruebas moleculares PCRs para la tipificacion, ademas de
serotipificacion. En los cuales se encuentran prevalencias de 3.6 hasta el 27%
como se menciond anteriormente (Compton et al. 2008; Oliveira et al. 2010; Lee et
al. 2011; Jardine et al. 2011; Jardine et al. 2012). En este estudio se utilizaron
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aislamientos, pruebas bioquimicas y pruebas moleculares al mismo tiempo para
su identificaciéon obteniendo frecuencias de 29.16% y 54.83%. Por lo cual es
necesario hacer dos o mas pruebas al mismo tiempo para hacerlas

complementarias y no excluyentes.

En estudios previos para ver su virulencia de las cepas aisladas se realiza la
serotipificacion a partir del antigeno somatico (O), el antigeno flagelar (H) y el
antigeno capsulara (Vi) ( Liebana et al. 2002; Compton et al. 2008; Lee et al. 2011,
Jardine et al. 2012 ). En el presente estudio se realiza la identificacion de género y
genes de virulencia por PCR, asociados a la capacidad de sobrevivivencia dentro
de la célula. Como es la capacidad de invadir, el sistema de secrecion tipo lll y el
reordenamiento del citoesqueleto. Y para evaluar esta capacidad se realiza un
ensayo de infeccidbn y sobrevivencia intracelular, en un periodo de 24hrs,
recuperando 523 UFC.

La presencia de E. coli en diferentes huéspedes es esperada al ser un
microorganismo que forma parte de la microflora intestinal (Krause et al. 2005).
Por lo cual no es raro encontrar E. coli en los carnivoros presentes en la zona, ya

que forma parte de su microflora.

Sin embargo se ha visto en diferentes estudio la presencia de patotipos de E. coli
como ECEP y ECEH, causantes de enfermedad, los cuales se han reportado en
ganado vacuno, considerado lo reservorios de estos microrganismos (Ferens y
Hovde 2011). En otros estudios se sugiere a los bisontes como posibles
reservorios de ECEP (Kudva y Stasko 2013). Debido a que ambas especies
interaccionan con los carnivoros silvestres de la Reserva de la Biosfera de Janos,
es probable que las cepas encontradas en los carnivoros provengan de los
ungulados domeésticos y silvestres que se encuentran en la RBJ pudiendo estar
circulantes estos microorganismos, entre las diferentes especies y poblaciones

presentes en la reserva de la biosfera

Se ha visto en otros estudios que la frecuencia de algun gen de virulencia

(reportados para ECEH, ECEP y ECET) puede variar por estacionalidad,
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presencia de reservorios y variaciones en la dieta, este cambio se debe
principalmente a la composicién en la microflora (Gonzales et al., 2013; Miller et
al., 2010; Schwab et al., 2011). En este estudio se ve un cambio en las
frecuencias entre los periodos de otofio (16.67%) y primavera (12.90%). Tanto la
estacionalidad, la presencia de reservorios y el cambio de dieta influenciada por la
disponibilidad de recursos alimenticios en cada estacion puede explicar por qué el
cambio en las frecuencias (Schwab et al., 2011). Se requeriria realizar otros

analisis para establecer el origen del cambio.

En estudios previos relacionados a E. coli patdbgenas en carnivoros como: coyotes,
mapaches, diferente variedades de oso, linces, pumas, entre otros pequenos
carnivoros, se realizo la serotipificacion en base a su antigeno O y el antigeno H
para poder agruparlos (Souza et al. 1999; Baldy-chudzik et al. 2008; Ferens y
Hovde 2011; Xin Wang et al. 2013). Para nuestro estudio se buscaron genes de
virulencia asociados a patotipos patégenos de E. coli, entre los cuales
encontramos stx1, stx2, escV y eae en diferentes hospederos como coyotes,

zorras del desierto, linces, y zorrillos.

En otros estudios en carnivoros donde se utilizaron técnicas moleculares para
identificacion de genes, se observo la presencia de genes stx, escV y eae en
coyotes y algunas especies pertenecientes al orden feliformia (Souza et al. 1999;
Gonzales et al. 2013; Schwab et al. 2011; Miller et al. 2010). En nuestro estudio se
observa este arreglo de genes no solo en este canido, lo tenemos en las tres
especies de canidos de la zona, ademas de encontrar en linces y zorrillos, en los
cuales no se habia descrito. Lo que puede sugerir a los coyotes como posibles
reservorio ademas de sugerir la posible transmision de este agente entre

carnivoros.

En estudios en osos se logré identificar algunos genes de virulencia relacionados
directamente con el serotipo O157:H7, entre ellos genes como, eae, stx, spv, LEE,
entre otros (Miller et al. 2010). En los aislamientos de las cepas obtenidas de los
carnivoros en este estudio, se observé individuos con diferentes cepas, que se

diferencian por la variacion en sus genes de virulencia. Algunas de estas cepas se
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relacionan a ECEP atipicas, al presentar una combinacion de genes escV*, eae* y
bfpB- como lo ha mencionado Trabulsi et al. (2002). De igual se logr6 el
aislamiento de cepas con genes stx’s, las cuales se asocian a ECEH (Boerlin et

al., 1998). Lo que sugiere procesos de intercabios de cepas entre individuos.

Se ha observado en diversos estudios que las cepas atipicas de ECEP poseen la
capacidad de ocasionar la clasica lesion de pedestal provocada normalmente por
ECEP tipicas (Ruiz et al., 2014). La lesion de pedestal y adherencia localizada
(AL) se ha observado en células Hep-2 (Rocha et al. 2011). En este estudio se
logré observar estas caracteristicas ademas de dafo celular, en los ensayos de
infeccion con las cepas aisladas. Por lo cual es muy probable su capacidad
patdgena in vivo. En diversos estudios se ha observado estas lesiones, después
de las 4 horas de infeccion, tanto por cepas atipicas como tipicas de ECEP
recuperadas de individuos infectados y cepas de laboratorio (Nakazato et al. 2004;
Leverton y Kaper 2005; Scaletsky et al. 2010; Scaletsky et al. 2010; Rocha et al.
2011; Culler et al. 2014; Ruiz et al. 2014). En este estudio, en el ensayo de 12 hrs
de infeccion con intervalos de 50 minutos, se puede visualizar el avance y
determinar en qué momento se realizaron las lesiones. En una de las cepas, se
puedo observar que la AL se presentd a los 50 minutos y la lesion de pedestal a la
1:40 hrs. En las 7 cepas restantes cepas la AL empezé a la 1:40 hrs y la lesion de
pedestal se visualiz6 a las 2:30 hrs. De esta forma se logra ver el dafio ocasionado
de las cepas aisladas de carnivoros y descritas como atipicas por la presencia de
estos genes, lo cual concuerda con cepas atipicas encontradas en animales

domésticos (Xicohtencatl-Cortes et al., 2007).

Se ha reportado que cepas atipicas de ECEP se relacionan al serotipo O55:H7,
estas cepas atipicas se le atribuye la capacidad de evolucionar y dar origen a
patotipos de E. coli ECEH vy serotipos como el O157:H7, considerandose una
cepa como ancestro comun de varias (Kyle et al., 2012). La presencia de este
arreglo de genes, en este estudio, para los patotipos ECEH y ECEP, nos habla de
un posible proceso evolutivo de E. coli, en el cual se pueden estar ganando o

perdiendo genes de virulencia.
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Puesto que se conoce que E. coli tiene procesos evolutivos, los cuales han dado
origenes a diferentes patotipos ademas de proporcionarle la capacidad de
comportarse como un microorganismo comensal, por lo que es una especie
bacteriana muy versatil (Dobrindt et al. 2015). Posiblemente esto puede explicar
por qué hay una variacién en el arreglo de genes de las cepas aisladas. Este
proceso evolutivo puede estar involucrando a la comunidad silvestre de
carnivoros de la Reserva de la biosfera de Janos, y la cual puede involucrar otras

especies también presentes en la zona.

Uno de los mecanismos por el cual puede llevarse a cabo este proceso adaptativo
es la transferencia horizontal de genes, el cual es un mecanismo ya descrito para
la ganancia de factores de virulencia de E. coli (Cooper et al., 2014; Carvalho y
Loreto, 2012; Price et al. 2008). Aunque también puede estarse llevando una
pérdida de genes de virulencia para su adaptacion, como lo menciona Falkow, S
(1998), no necesariamente debe volverse mas patdégeno un microorganismo para
su sobrevivencia, si no debe regular su patogenicidad, involucrando una

coevolucién en la mayoria de los casos.

Conclusion

En base a los resultados obtenidos:

1) Pudimos establecer que las especies con mayor abundancia en diferentes

temporadas son los Coyotes y Zorras del desierto;

2) Se logré contar con un numero alto de capturas. Lo que nos permite obtener
datos de 5 familias de las 6 existentes en la zona, siendo el primer estudio de
genes de virulencia en carnivoros, en la reserva de la Biosfera de Janos, en

Chihuahua, México.

3) Las muestras obtenidas son suficientes para analizar la presencia de genes de
virulencia para Salmonella spp. y E. coli. Del cual se confirma la presencia de
InvA, SopE, CdtB, stx-1, stx-2, EscV y eae. Las cuales se detectan por pruebas

moleculares.
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4) Encontramos valores en la frecuencias para Salmonella spp, Salmonella
entérica sp. y en la frecuencia de genes de virulencia de E. coli, en una poblacion
de carnivoros que no se tenia registro, y se puede observar como estos valores en

las frecuencias se mueven en los periodos de muestreo.

5) Se confirma la capacidad de cepas aisladas de Salmonella con genes InvA,

SopE y cdt-B de internalizarse, replicarse y sobrevivir.

6) Se puede observar la capacidad de cepas aisladas de E. coli con genes EscV y

eae para infectar células y formar lesiones de pedestal.

7) Los diferentes arreglos en los genes presentes, en las cepas de E. coli, nos
sugiere la posibilidad eventos ecoldgicos-evolutivos, que se estén llevando acabo,
dentro de las poblaciones presentes en la zona, resultado de las interacciones

entre las especies tanto silvestres como domésticas.
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Figura 1. Mapa de la reserva de la Biosfera de Janos Chihuahua,

elaborado por la CONANP, donde delimita el area que abarca la
reserva.
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Figura 2. Los Cinco Sitios de Muestreo en la Reserva de la Biosfera de Janos, y las regiones que se toman en cuenta
para el estudio
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Figura 4. Frecuencias de capturas obtenidas por temporada, y a partir de la cuales toman en cuenta los porcentajes
utilizados para la Matriz DAFOR, en cual podemos observar que nuestras comunidad no cuenta con especies
dominantes y abundantes solo encontramos especies frecuentes, observadas y raras
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Figura 5. indice de Shannon, establecido para cada sitio de muestreo, en cual podemos observar, que durante la
segunda temporda todos los sitios de muestreo, tienen indices similares de diversidad, mientras que el primer
muestreo se muestreo podemos observar que el lugar con mayor diversidad es Rancho ojitos
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Figura 6. Frecuencia de Salmonella spp en el primer y segundo muestreo por especie, en el cual se puede observar
cuales son las especies con mayores porcentajes reportados.
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Figura 7. Frecuencia de Salmonella spp por sitio de muestreo en cada temporada, en el cual podemos observar que no

no es un evento aislado de un solo sitio, en todos los sitios de muestreo en ambas temporadas esta presente
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Figura 8 Muestras Aisladas de Carnivoros positivas a 1s-Its e InvA atravez de las técnicas moleculares y las cuales se
les evaluo en cultivo celular
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Frecuencia de genes de virulencia por temporada
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Figura 9 Frecuencia observada de por lo menos alguin gen de virulencia para E. coli por temporadas, en lo cual
podemos ver que estos estan presentes en la comunidad de carnivoros de la RBJ

Ensayo de sobrevivencia de Salmonella enterica
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Figura 10. Curva de sobrevivencia intracelular in- vitro durante 24 hrs, en la cual podemos observar como se lleva a
cabo la replicacion, y el nimero de UFC recuperadas en cada tiempo, lo que no es indicativo de la capacidad de
invadir en la célula hospedera



Figura 11. Fotografias a células Hep-2 en el ensayo de infeccion de E. coli. A) Células Hep-2 sin infectar, B) Células Hep-
2 infectadas con una tipica ECEP (Control) C) Cepa de E. Coli recuperada de Carnivoros positivas a EscV y eae, en la
cual se observa adherencia localizada en objetivo 40X, D) Cepa de E. Coli recuperada de Carnivoros positivas a EscVy
eae, en la que se ve lesiones sugerentes a pedestal en objetivo 40X, E) y F) Cepa de E. Coli recuperada de Carnivoros
positivas a EscV y eae, en la que se ve lesiones sugerentes a pedestal en objetivo y adherencia localizada con objetivo
100X
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Cuadros

Cuadro 1.
Se muestran los sitios donde se realizaron los distintos muestreos en este

trabajo y los tipos de habitat encontrados en estos sitios

Sitio de muestreo Habitats Esfuerzo de muestreo
(noches/trampa)
Rancho San Pedro | Bosque de Encino 160
El Cuervo Pastizal Natural 160
Rancho Ojitos Matorral Xerdfilo 160
Ejido San Pedro Pastizal Natural 160
Monte Verde Matorral Xerofilo 160
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Cuadro 2. Secuencia de iniciadores para la PCR

Nombre | Secuencia (sentido/contrasentido) amplicon (bp) | Referencia

16 ITS | 3'-TGCGGCTGGATCACCTCCTT-5/ 312 Chiu, et al.
5-TATAGCCCCATCGTGTAGTCAGAAC-3’ 2004

invA 3’-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-5"/ 280 Este trabajo
5" -TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3’

sopE 3’-GTGACAAAAATAACTTTATCT-5/ 700 Este trabajo
5-GGGAGTGTATTGTATATATTT-3’

cdtB 3-ATTTCTTTTGCCTGCGC-57/ 700 Este trabajo
5-GATCAGAAGCGAGTTGTGG-3°

eae 3-CGGGGACATTTTAGTCA-5/ 600 Este trabajo
5-GATCAGAAGCGAGTTGTGG-3’

escV 3-GGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG-5/ 534 Muller, et al.
5-CCTTTTACAAACTTCATCGCC-3’ 2006

bfpB 3-GATAAAACTGATACTGGGCAGC-5/ 826 Muller, et al.
5"-AGTGACTGTTCGGGAAGCAC-3’ 2006

Stx1 3’-GGCGTTCTTATGTAATGACTGC-5/ 250 Muller, et al.
5" -ATCCCACGGACTCTTCCATC-3’ 2006

Stx2 3’-CGTTTTGACCATCTTCGTCTG-5/ 325 Muller, et al.
5'-AGCGTAAGGCTTCTGCTGTG-3" 2006

ST 3-TAGAGACCGGTATTACAGAAATCTGA-5"/ 282 Este trabajo
5"-TCATCCCGAATTCTGTTATATATGTC-3’

LT 3 -GGGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA-5/ 183 Este trabajo
5"-ATTACAACAAAGTTCACAGCAGTA-3’

1¢": Primer temporada, época de otofio

2da: Segunda temporada, época de primavera

Cuadro 4. indice de diversidad de Shannon de la comunidad de carnivoros de
la reserva de la biosfera de Janos, Chihuahua, México
Localidad indice de Shannon
Primer muestreo Segundo muestreo

El cuervo 1.055 1.011

Ejido San Pedro 1.004 1.099

Rancho Ojitos 1.677 1.099

Rancho San Pedro 1.205 1.030

Monte Verde | - 0.7963

Total 1.823 1.655
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0/1 0%

3/5 60% = = = = = =l = = = = = =l=1=] = - on 0%- 60% 0% 0%
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Rancho San Pedro Rancho Ojitos Ejido San Pedro EL Cuervo Monte Verde
qer 2da 1er 2da 1er 2da 1er 2da 1er 2da qer 2da qer 2da
- = - 113 3333% 12 50% 1/1  100% O0/3 0% 12 50% 2/2 100% 1/1 100% - - 11 100% 3/7 42.86% 58 6250% 17 1419% 2/8 25%
- 11 100% 25  40% - - - - - - - - - - - === = - 11 100% 2/5  40% O/1 0% 0/5 0%
- - N - N - N - - 38 100% 22 100% 22 100% 2/2 100% - - 25 40% 95 100% 6/ ee.67% 05 0% 29 22.20%
s = 2/3 s 5 5 s 2/3 s 1/3 =
- - - 66.67% . - - - - 111 - o6 - 33.33% -
0
= = = = = 172 = 1/2 .
- - 11 100% - - oM 0% s s || . 50% . 50% .
- 11 100% - - 22 100% 01 0% - | = - on 0% - B I - 3/4 75% 01 0% 1/4 2505 0/1 0%
- - . 02 0% 11 100% o/ 0% - N - N - N - EEE - . 11 q00% 03 0% 01 0% 0/3 0%
- = = = - 11 100% - = - - 11 100% - - 33 100% - - 1/1 100% 1/1 100% 5/5 100% O/1 0% 0/5 0%
19/24 4/24
212 4009% 310 300 810 goop 13 33339% 37 4286% 45 so%w 5 80w 60 100% - - Y7 s57.14% 79.16% 8731 58.06% 16.67% 431 12.90%
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Cuadro 7. Genes de virulencia encontrados por especie y numero de cepas aisladas

Individuo y lugar de

captura

(El Cuervo)
Mephitis macroura
(Rancho ojitos)

(Rancho ojitos)
Mephitis macroura
(Rancho ojitos)
Vulpes macrotis

(Monte verde)

W
(= cuervo)

(= |do San Pedro)
ea - an

Cuadro 8. Valores de UFC obtenidos en la cinética de infeccion con las cepas de Salmonella
obtenidas de carnivoros silvestres

stx-2

1: escV+
2: eae+
7: escV+,eae+

escV-eae

Cepa/Tiempo |T13HRS T2 6HRS T3 8HRS T4 10HRS | T5 24HRS

14028 234 UFC 345 UFC 205 UFC 83 UFC 1 UFC
Meph 18 386 UFC 523 UFC 351 UFC 64 UFC 7 UFC
1-B Uro 347 UFC 341 UFC 106 UFC 52 UFC 1 UFC
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