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RESUMEN

Dentro de la medicina tradicional, la coleopteroterapia se ha usado para tratar
diferentes padecimientos. Esta consiste en la ingesta de escarabajos con
propiedades medicinales, dentro de los cuales se encuentra U. dermestoides,
comunmente llamado gorgojo chino. Se tienen antecedentes donde se reporta su
capacidad antiinflamatoria, antioxidante y antiproliferativa, sin embargo no se tiene
reportes de bacterias presentes en alguna de las etapas del ciclo de vida de este
coledptero. Por lo que el objetivo fue determinar el tipo de bacterias presentes en
la larva y adulto de U. dermestoides. Se aislaron bacterias de la epicuticula y
tracto digestivo de 10 larvas y adultos, estas bacterias se cultivaron en agares
Mueller-Hinton y Papa-Dextrosa, para posteriormente realizar cultivos en agares
diferenciales para su determinacion, de igual manera se realiz6 la tincion de Gram
de un frotis de cada uno de los cultivos bacterianos para observar la morfologia
microscopica. Se determind que la epicuticula de la larva y el adulto presenta
bacterias como Klebsiella spp. y Enterococcus spp, asi como la especie
Staphylococcus aureus. Mientras que para el caso del tracto digestivo se
determind la presencia de Klebsiella spp., Enterococcus spp. y Staphylococcus
aureus, asi como Pseudomonas spp., en los organismos adultos. Estas bacterias

a su vez presentaron resistencia frente a antibiéticos - Lactamicos.

PALABRAS CLAVE: Coleopteroterapia, Ulomoides dermestoides, Bacterias, Larva,

Tracto digestivo, Epicuticula.
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INTRODUCCION

El orden Coleoptera es uno de los grupos taxonémicos mas diversos, teniendo
registradas a nivel mundial, aproximadamente 387,100 especies de colebdpteros
clasificados en 211 familias (Bouchard et al., 2011). Sin embargo el 68% de las
especies descritas se agrupa en 8 familias taxonémicas, dentro de las cuales
destaca la familia Tenebrionidae (Deloya y Saavedra, 2016). Las especies de esta
familia son reconocibles por presentar coloraciones de tonos marrones a negro y

alimentarse principalmente de harinas.

Algunas especies de la familia Tenebrionidae, son usadas en actividades
humanas, desde su aplicacion para fines didacticos (Mondragén y Contreras,
2015) hasta ser alimento para animales de granja o mascotas (Finke y Winn,
2004). Dentro de una de estas aplicaciones se encuentra su uso en la
coleopteroterapia en la medicina tradicional, la cual consiste en la ingesta de
Ulomoides dermestoides con fines terapéuticos para tratar los sintomas de una
amplia gama de enfermedades como asma, artritis, cancer, diabetes, enfermedad
de Parkinson, impotencia, problemas oculares, psoriasis, quistes de ovario, reuma
y VIH-SIDA, entre otras (Kriton, 2008).

Para el tratamiento de enfermedades, las personas llegan a consumir 4900
escarabajos vivos en 140 dias; comenzando con la ingesta de uno el primer dia,
hasta llegar a consumir 70 en un solo dia; posterior a esto, la ingesta va
disminuyendo hasta llegar a consumir uno al dia. Los pacientes que utilizan la
coleopteroterapia, lo han hecho con base al conocimiento empirico, por esta razén
el escarabajo ha sido estudiado y a la fecha existen muchos testimonios de
personas que lo han consumido y que han manifestado mejoria en los sintomas

gue ocasionan sus padecimientos (Cupul-Magafa, 2010).

Ulomoides dermestoides, mejor conocido como “gorgojo chino”, es una especie
proveniente de China (Cupul-Magafa, 2010), sin embargo actualmente se

encuentra ampliamente distribuida por todo el mundo. Fue introducido en América

2
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Latina con el fin de utilizarlo en campafas para el tratamiento de pacientes con

problemas asmaticos (Castelli, 2005).

Las hembras de U. dermestoides ovipositan grupos reducidos de entre 3 a 9
huevos, pero cada uno de ellos es facilmente observable. Su coloracion inicial es
clara, y luego de apariencia translicida. El promedio de incubacion de las posturas
es de 16.4 dias, con un rango de 16 a 18 dias. Al eclosionar los huevos emergen
larvas de gran movilidad, presentan coloracion blanco-cremosa uniforme, variando
en tamafio desde 1 mm a 11 mm. Son tipicas elateriformes, presentando su
cuerpo visiblemente segmentado y viven en este estado aproximadamente 55 dias
(promedio) con un rango de 52 a 57 dias, pasando por 11 estadios larvales,
observables debido al niumero de ecdisis por las que éstas realizan (Garcés et al.,
2009). Posteriormente entra en fase de pupa, en la que dura de 5 a 6 dias, de
donde sale un juvenil de color blanco, que se torna de color marrén y luego negro

cuando alcanza la madurez (Castelli, 2005) (Figura 1).

|

Figura 1. Ciclo de vida larval de U. dermestoides, A: larva estadio 1; B: larva estadio 5; C:
larva estadio 11; D: pupa (Fotos originales de Pérez- Arteaga, 2018).

Se ha demostrado la presencia de bacterias en ejemplares adultos de U.
dermestoides, pertenecientes al grupo de enterobacterias, tales como: Escherichia
coli, Enterobacter aerogenes, Serratia liquefaciens, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae y Pantoea agglomerans (Medina et al.,
2015). Estas bacterias han sido reportadas como patégenas para el humano, de
las cuales destacan Klebsiella pneumonie, ya que puede originar una forma grave

de neumonia (Tortora et al., 2007) y Escherichia coli de la cual una de sus cepas
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puede ocasionar fiebre, calambres abdominales y colitis hemorragica en peores
casos, asi como ser una de las bacterias con mayor facilidad de infeccidn,

principalmente por medio de alimentos contaminados (OMS, 2018).

El tracto digestivo de insectos es un habitat distintivo para la colonizacion
microbiana y las comunidades bacterianas pueden ser las causantes de procesos
benéficos para sus huéspedes, ya sea en insectos adultos o en larvas de los

mismos (Jung et al., 2014).

Galvis et al. (2009), hallaron la presencia de bacterias en el tracto digestivo de
larvas de coleoptero de la familia Scarabeide, dentro de las cuales destacan cocos

y diplococos.

Por otra parte, Genta et al. (2006), analizaron la microbiota del tracto digestivo de
larvas de T. molitor, donde se especula que bacterias, levaduras y hongos ayudan
durante el proceso de digestion, asi como a la detoxificacion de algunos
metabolitos secundarios, o bien, para acoplarlos al organismo como un posible

mecanismo de defensa.

A pesar de que se ha comprobado la presencia de bacterias en coledpteros
adultos y larvas, con respecto a la larva de U. dermestoides existe muy poca
literatura al respecto, ya que la mayoria de estudios enfocados a éste, son
relacionados directamente con las propiedades medicinales de los adultos, al igual
que los estudios relacionados con larvas de coledpteros son dirigidos
mayoritariamente a las de T. molitor, debido a su importancia comercial

(Mondragén y Contreras, 2015).

Por lo tanto el determinar las bacterias presentes en tracto digestivo y epicuticula
de la larva y adulto de U. dermestoides, genera las bases para futuras
investigaciones acerca de las micro comunidades bacterianas presentes en estos
organismos, las posibles relaciones que entre éstos y posibles aplicaciones

biotecnolédgicas o de entomologia médica.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar y comparar los tipos de bacterias presentes en epicuticula y tracto
digestivo en larvas y adultos de Ulomoides dermestoides.

Objetivos Particulares

1. Obtener las bacterias de la epicuticula de larvas y adultos de U. dermestoides.

2. Determinar las bacterias obtenidas a nivel de género de la epicuticula de la
larva y del adulto de U.dermestoides

3. Obtener las bacterias presentes en el tracto digestivo de la larva y adulto de U.
dermestoides.

4. Determinar las bacterias obtenidas a género del tracto digestivo de la larva y

adulto de U. dermestoides.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo de gorgojo.

Los ejemplares de U. dermestoides (Apéndice 1, Cuadro 15) fueron adquiridos por
medio de un productor particular, e identificados por medio de la Coleccion de
Artrépodos de la Facultad de Estudios Superiores lztacala (CAFESI).Se
mantuvieron en un recipiente de plastico rectangular, con una cama de aserrin con
avena. Fueron alimentados con pan de caja integral y cascara de platano y
mantenidos en obscuridad (Apéndice 1). Para la extraccion de bacterias se usaron

larvas en estadio 11 de desarrollo y adultos maduros.

Obtencidn y determinacion de bacterias de epicuticula.

> Larvay Adulto
Se tomaron 10 larvas en estadio 11 6 10 adultos, segun haya sido el caso. Se

sacrificaron los organismos (larvas o adultos) en congelacion durante 5 minutos y
posteriormente se colocaron en tubos estériles con 10 mL de solucion salina (NaCl
al 0.9%) y se agitaron en vértex sin dafiar la integridad del organismo. Después,
se realizaron 2 diluciones de 100 pL en 10 mL respectivamente; de cada dilucion
se tomaron 50 pL y se sembraron en placas septadas de Agar Papa Dextrosa
(PDA) y agar Mueller-Hinton (M-H) y se incubaron por 24 h a 37°C (Quiroz, 2005;
Galvis et al.,, 2009). Posteriormente, se realizaron cultivos de cada colonia
bacteriana en agares diferenciales (Cuadro 1) para determinar el género de

bacterias y levaduras presentes en la epicuticula.
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Cuadro. 1 Agares diferenciales a emplear (Cultimed, 2003).

AGAR INDICADOR RESULTADOS
E.coli: Colonias grandes, color negro azulado,
brillo verde metalico
EMB Eosinay Azul Enterobacter/Klebsiella:  Colonias  grandes,
(Apéndice 5) de Metileno mucoides, color negro azulado
Salmonella/Shigella: Colonias grandes, desde
incoloras hasta color ambar
Citrato Vibrio fermentadores de sacarosa: Colonias
Férrico, Azul pequenas, color amarillo con halos amarillos.
TCBS de Bromotimol Bacterias no fermentadoras de sacarosa:
(Apéndice 8) y Azul ?e Colonias pequefias, opacas del color del medio.
Timo

Mac Conkey
(Apéndice 6)

Rojo Neutro,
Sales biliares
y Cristal
violeta

E.coli: colonias rosa, con precipitado biliar.
Enterobacter aerogenes: Colonias pequefias de
rosa-rojo.

Klebsiella: Colonias mucoides, grandes, rosadas
Proteus/Salmonella:  Colonias incoloras vy
transparentes

Enterococcus/Streptococcus bovis: Colonias
pequenas, translucidas, con zonas de color negro.

Enterococcosel | Citrato férrico Staphylococcus: Colonias grandes, blancas,
(Apendice 10) y esculina opacas.
Corinebacterium: Pequefios a grandes, color
blanco a amarillo grisaceo, lisos e irregulares.
S. aureus: Colonias pequefias redondas de color
S-110 Lactosa y “‘dorado’.
(Apéndice 7) Manitol Staphylococcus  spp. Colonias redondas
pequefas coloracion blanquecina.
Pseudomonas aeruginosa: Crecimiento con
Cetrimida Cloruro de pigmento verde azulado alrededor de las colonias;
(Apéndice 9) magnesio fluorescencia bajo luz UV.
Pseudomonas spp. : Crecimiento sin pigmento.
Candida albicans: Colonias de color verde claro a
mediano
CHROMagar Mezcla Candida krusei: Colonias planas, de color de rosa
Candida. cromdgena claro a rosa, con un borde blancuzco

(Apéndice 11)

Candida tropicalis: Colonias de azul grisaceo a
azul verdoso o azul metdlico
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Se incubaron por 24 horas a 37°C. Una vez transcurridas las 24 horas se observo
la morfologia colonial y se realiz6 tincion de Gram para su observacion en
microscopio y determinar si son Gram (+) o Gram (-) y la morfologia microscépica
(Olmos et al., 2010). Por ultimo se realizaron antibiogramas con multidiscos Gram
positivos y negativos para cada cultivo bacteriano de los agares diferenciales, para

determinar sensibilidad frente a antibiéticos ya establecidos (Apéndice 14).

Obtencidn y determinacidén de bacterias de Tracto digestivo.

» Larvay Adulto

Se tomaron 10 larvas en estadio 11 6 10 adultos segun haya sido el caso. Se
sacrificaron los organismos (larvas o adultos) por enfriamiento, colocadas durante
cinco minutos en congelacion a -18°C, antes de ser utilizadas. Los especimenes
ya sacrificados fueron sometidos a desinfeccién de la superficie sumergiéndolos
en etanol 95% durante 2 minutos y después en solucién salina al 0.9% (Suh et al.,
2003). Posteriormente se realizé la extraccion del tubo digestivo por medio de
diseccion (Apéndice 2) (Vasanthakumar et al., 2008), los cual fueron introducidos
en un micro tubo (Eppendorf) con 2 mL de solucién salina estéril al 0.9% y se
agitaron en el vértex por 30 segundos para separar los microorganismos de las
paredes del tejido. Luego 50 pL de la muestra fueron inoculados en placas de
Agar Papa Dextrosa (PDA) y Agar Mueller Hinton y se incubo por 24 horas a 37°C.
(Quiroz, 2005; Galvis et al., 2009). Posteriormente, se realizaron cultivos de las
colonias bacterianas en agares diferenciales para determinar el género de
bacterias y levaduras presentes (Cuadro 1). Adicionalmente, las colonias crecidas
en agar EMB y MacConkey fueron sembradas en CHROMagar Orientacion
(Apéndice 13).

Se incubaron por 24 horas a 37°C. Una vez transcurridas las 24 horas se observo
la morfologia colonial y se realizo tincion de Gram para su observacion en
microscopio y determinar si son Gram (+) o Gram (-) y la morfologia microscoépica
(Olmos et al., 2010). Por ultimo, se realizaron antibiogramas con multidiscos Gram

positivos y Gram negativos para cada cultivo bacteriano de los agares
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diferenciales, para determinar sensibilidad frente a antibioticos ya establecidos
(Apéndice 14).

RESULTADOS

> Epicuticula de la larva.

En el cuadro 2, se muestra la descripcion de la morfologia colonial presente en el
medio Mueller-Hinton, tras haber inoculado 50 pL de solucion homogénea de
larvas de U. dermestoides, como se ve en la figura 2. Se distinguen 3 colonias con

morfologia distinta asi como la presencia de hifas como se observa en la figura 3.

Cuadro 2. Morfologia colonial de bacterias presentes en Agar M-H.

Colonia Morfologia
1 Colonia con bordes irregulares, consistencia lechosa,
margen curvado, coloracion marron.
2 Colonias de tamafio grande, de forma circular
3 Colonias de tamafo pequefio de forma circular.
Hifas Presencia de hifas

Figura 2. A. Agar M-H con sembrado de bacterias de epicuticula de la larva.
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Figura 3. Microscopia de cultivo bacteriano en M-H, a, b y ¢ corresponden a
morfologias coloniales bacterianas distintas, d es crecimiento de hifas.

En el cuadro 3, se presenta los agares diferenciales empleados donde hubo
crecimiento bacteriano tras haber sembrado las 3 colonias diferentes en cada
agar. Destaca que en medio TCBS no hubo crecimiento de ninguna colonia,

mientras en agar Enterococcosel y EMB las 3 colonias presentaron crecimiento.

Cuadro 3. Crecimiento en Agar diferencial de colonias bacterianas.

Agar Diferencial Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3
MacConkey SC X X
$-110 X e SC
TCBS SC SC SC
Cetrimida SC SC SC
Enterococcosel X X X
EMB X X X

Se sefiala en donde hubo crecimiento con X. SC: sin crecimiento.

10
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Figura 4. Agares diferenciales con crecimiento bacteriano: a. Col.2 Maconkey, b.
Col. 3 Maconkey, c. Col. 1 S-110, d. Col. 1 Enterococcosel, e. Col. 2 Enterococcosel,
f. Col. 3 Enterococcosel, g. Col. 2 EMB, h. Col. 3 EMB.

En la figura 4 se observa el crecimiento bacteriano en los agares diferenciales, se
notan las diferentes morfologias coloniales, asi como el cambio de color en el agar
Enterococcosel y una coloracion morada en MacConkey y EMB. A su vez se
observa morfologia microscépica de las bacterias después de tincion de Gram,
donde se determind que las colonias 1, 2, y 3 del Agar Enterococcosel son
streptococos Gram Positivos, estafilococos Gram Positivos en el Agar S-110 para
la colonia 1 y Bacilos Gram Negativos para las Colonias 1 y 2 en los Agares
MacConkey y EMB.

En el cuadro 4 se aprecian los halos de inhibicion de los antibiogramas para Gram
(+) y Gram (-) realizados a cada cultivo bacteriano Para los antibiogramas G(+)los
antibiéticos Ampicilina (AM), Erytromicina (E), Cefuroxima (CXM), Penicilina (PE)
y Cefalotina (CF) a los que las bacterias presentaron una mayor resistencia y
Gentamicina (GE) y Sulfametoxasol (SXT) a los que fueron mas sensibles. Para el

caso de los antibiogramas Gram (-), los antibiéticos Cefaoltina (CF) y Ampicilina

11
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(AM) fueron a los que se presentd una mayor resistencia y Sulfametoxasol (SXT) y

Levoflaxacina (LEV) los que tuvieron una mayor sensibilidad

Cuadro 4. Halos de inhibicion en mm. de antibiogramas presentes

Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3
Antib. | S-110 Enterocc. | EMB Macck Enterocc | EMB Macck Enterocc

PE 0" o' o' o' 0* 0* 0 0*

DC 0" o 0* 0" o o o 0*

PEF 20" 16" 28" 28" 14" 24" 28 17

CXM 0" o 0* o o o o 0*

G E 25+++ 0+ 24+++ 19+++ 0+ 22+++ 21+++ 0+

CTX 0" o 14" 8" o 9* 13* 0*

SXT 28"+ o' 28" 31 20" 29" 29 ot

GRAM TE 18" 19" 19" 17" 21 18" 18" 18"
(+) AM 0* o' 0* o' 0* 0* 0* 0*
E 0* 13" 0" o 14" o o 15"

CAZ 0* 0 0" 0 0* 0* 0* 0*

CF 0* o 0" o o o o 0*

LEV 25+++ 18+++ 28+++ 28+++ 17+++ 24+++ 3+ 15

NET 0* 15" 14" 26™ 15" 25" 24™ 14

FEP 28 o 0" 11* o o 1 0*

CF 0* o' 0" o' 0* 0* 0* 0*

GE 2" 0" 17" 19™ 0" 16"  18™ 11

CTX o’ o' 14* 14" 0" 12* 14" o’

G RA M SXT 2 7+++ 0+ 3+++ 3+++ 26+++ 3 1+++ 27+++ 0+
(_) AK 24+++ 0+ 21+++ 24+++ 0+ 21+++ 22+++ 13
AM 0* 0" 0" 0" o o o 0*

CRO 11" 0’ 277 29" 13* 25" 26™ 0"

CI_ 21+++ 18+++ 18+++ 21+++ 19+++ 21+++ 19 19
N F 18+++ 24+++ 19+++ 20+++ 20+++ 20+++ 19 20+++

+ Resistente, ++ Intermediamente sensible, +++Sensible de acuerdo al Comité Nacional
de Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS). Lista de antibi6ticos en apéndice 14.

12
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Figura 5. Prueba de fermentacion de manitol positiva de cultivo de agar S-
110 de epicuticula de larva de U. dermestoides

Con respecto a la prueba de fermentacién de manitol de las colonias presentes en
agar S-110, se obtuvo un resultado positivo, ya que hubo un cambio de color de

rojo a amarillo como se observa en la figura 5.

Con respecto a las hifas sembradas en el CHROMagar Candida se obtuvo un
crecimiento de colonias de levaduras de un color azul distintivo para Candida

tropicallis, como se aprecia en la figura 6.

Figura 6. CHROM agar Candida con crecimiento de Candida tropicalis.

13
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Con base a los resultados anteriores, se construye el cuadro no. 5, en donde se
da la identificacion de los microorganismos que constituyen la microbiota de la
epicuticula de la larva de U. dermestoides, de acuerdo con el agar en donde hubo
crecimiento, morfologia colonial, morfologia microscépica tras la tincion de Gram y
prueba de fermentacién de manitol en el caso de las bacterias crecidas en el agar
S110

Cuadro 5. Bacterias identificadas de epicuticula de la larva U. dermestoides.

Agar Morfologia Morfologia  Fermentacion Género o
colonial microscoépica de Manitol especie
Color
S-110 blanquec_:ino Estafilocqc_:os Positiva Staphylococcus
textura lisa, Gram positivos aureus.
redondas.
Color
blanquecino-
transparente,
Enterococcosel muy pgqueﬁas, Cocos Gram - Enterococcus spp.
: positvos
cambio de
color del agar a
negro
Coloracion
EMB pl’Jr_pura,_ Bacilos _Gram - Klebsiella spp.
consistencia negativos
mucosa
Coloracion
purpura- Bacilos Gram .
MacConkey rosada, . negativos - Klebsiella spp.
consistencia
mucosa, lisa.

(-) No se realiz6 la prueba.

14
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> Epicuticula de Adulto

En el cuadro 6, se presenta en que agares diferenciales empleados hubo
crecimiento bacteriano tras haber sembrado las colonias bacterianas presentes en
Agar M-H. Destaca que en medio TCBS y Cetrimida no hubo crecimiento de

ninguna colonia.

Cuadro 6. Agares diferenciales empleados en donde hubo crecimiento
bacteriano.

Agar diferencial Crecimiento Bacteriano
MacConkey X
EMB X
Enterococcosel X
TCBS SC
S-110 X
Cetrimida SC

Se seflala en donde hubo crecimiento con X. SC: sin crecimiento.

"

Figura 7 Agares diferenciales de cultivos bacterianos de epicuticula de adulto de U.
dermestoides, a. EMB, b. Enterococcosel, c. Maconkey, d. S-110.

15



Bacterias presentes en Ulomoides dermestoides. 2018

En la figura 7 se observa el crecimiento bacteriano y morfologia colonial en los
agares diferenciales. Se presentd una coloracion purpura en el agar EMB, con una
textura mucosa similar a las crecientes en el agar MacConkey pero con una
coloracién rosada-parpura en éstas Ultimas. En el agar S-110 la coloraciéon fue
blanquecina con una textura lisa, y en el agar Enterococcosel la coloracion fue
transparente con colonias muy pequeias de forma circular pero hubo un cambio
de coloracién en el agar a negro. También se observa la morfologia microscopica
de las bacterias después de tincion de Gram, se determind que las colonias que
crecieron en agar MacConkey y EMB son bacilos Gram negativos, las presentes
en agar Enterococcosel, son streptococos Gram positivos y las que crecieron en
S-110 son estafilococos Gram positivos.

En el cuadro 7 se aprecian los halos de inhibicion de los antibiogramas para Gram
(+) y Gram (-), realizados a cada cultivo bacteriano, siendo los antibiéticos
Ampicilina (AM), Ceftazimida (CAZ), Cefuroxima (CXM), Penicilina (PE) vy
Cefalotina (CF) a los que las bacterias presentaron una mayor resistencia y
Gentamicina (GE) y Sulfametoxasol (SXT) a los que fueron mas sensibles en el
caso de los antibiogramas G (+). Para el caso de los Antibiogramas Gram (-), los
antibioticos Cefepima (FEP) y Ampicilina (AM) fueron a los que se presenté una
mayor resistencia y Sulfametoxasol (SXT), Levoflaxacina (LEV) y Amikacina (AK)

los que tuvieron una mayor sensibilidad.

16
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Cuadro 7. Halos de inhibiciéon en mm de los antibiogramas realizados

Antibiodtico MacConkey EMB Enterococcosel S-110
PE 0" 0" 0" 0"
DC o' 0" 0° 0"
PEF 28" 23" 19" 12*
CXM 0 0" 0 0
GE 18+ 19*+ 25+ 18+
Grams) X - - - o
SXT 28 27 26 11
TE 0 0" 18" 20"
AM 0" 0" 0" 0"
E o o 29+ 20"
CAZ 0" 0" o’ o'
CF 0" 0" 11" 0"
LEV 25+ 25+ 20+ 20
NET 19+ 18+ 25+ 21+
FEP 0" 0" 0* 0
CF 0" 0" 19" o'
GE 17 17 20+ 20"
Gram (-) CTX 10* 10* o’ o'
SXT 26" 20" 26" 15+
AK 21+ 20" 24+ 20+
AM 0" 0" 0" 0"
CRO 23" 23" 147 14"
L 18" 18" 20" 19*+
NF 0" 0" 15" 0"

+ Resistente, ++ Intermediamente sensible, +++Sensible, de acuerdo al Comité
Nacional de Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS). Lista de antibi6ticos en
apéndice 14.

Con respecto a la prueba de fermentacion de manitol de las colonias presentes en
agar S-110, se obtuvo un resultado positivo, ya que hubo un cambio de color de

rojo a amarillo como se observa en la figura 8.
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Figura 8. Prueba de fermentacion de manitol de bacterias crecidas agar S-
110 de epicuticula de adulto.
Con base en los resultados obtenidos, se realiz6 el cuadro 8, donde se observa la

identificacion de las bacterias presentes en la epicuticula del adulto de U.

dermestoides

Cuadro 8. Bacterias identificadas de epicuticula de adulto U. dermestoides.

Adar Morfologia Morfologia  Fermentacion Género o
9 colonial microscopica de Manitol especie
Color
S-110 blanquec_:ino Estafilocqc;os Positiva Staphylococcus
textura lisa, Gram positivos aureus.
redondas.
Color
blanquecino-
transparente,
Enterococcosel muy pgqueﬁas, COCO‘?‘ .Gram - Enterococcus
. positivos spp.
cambio de
color del agar a
negro
Coloracion
EMB pa(pura, . Bacilos _Gram - Klebsiella spp.
consistencia negativos
mucosa
Coloracion
purpura- .
MacConkey rosada, Bacnost_Gram - Klebsiella spp.
consistencia negativos
mucosa, lisa.

(-) No se realizé6 la prueba.
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> Tracto digestivo de larva.

En el cuadro 9, se presenta en que agares diferenciales empleados hubo
crecimiento bacteriano tras haber sembrado las colonias bacterianas presentes en
Agar M-H en cada agar diferencial. Unicamente en agar Cetrimida no hubo

crecimiento de ninguna colonia.

Cuadro 9.Agares diferenciales empleados en donde hubo crecimiento
bacteriano de tracto digestivo de larva de U. dermestoides.

Agar diferencial Crecimiento Bacteriano
MacConkey X
EMB X
Enterococcosel X
TCBS X
S-110 X
Cetrimida SC

Se seflala en donde hubo crecimiento con X. SC: sin crecimiento.
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Figura 9. Agares diferenciales de cultivos bacterianos de tracto digestivo de
larva de U. dermestoides, a. EMB, b. Enterococcosel, c. MacConkey, d. S-110,
e. TCBS

En la figura 9 se observa la morfologia colonial bacteriana presente en los agares
diferenciales empleados. En el agar EMB (a) se presenté una coloracion morada,
con una consistencia mucosa, en agar Enterococcosel (b) la coloracion era
blanquecina-transparente, con colonias de un tamafio muy pequefio de forma
circular y hubo un cambio en el color del agar a negro, en agar MacConkey (c) la
coloraciéon fue de color rosado, con consistencia un poco mucosa similar a la de
EMB, en agar S.110 (d) la coloracion fue blanquecina con una consistencia secay
en el agar TCBS (e) la coloracion fue amarilla al igual que el cambio de color del
medio, colonias de tamafio muy pequefio. Asi mismo se aprecia la morfologia
microscopica tras realizar tincion de Gram y se determind que las colonias que

crecieron en agar EMB y MacConkey son bacilos Gram negativos, las
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pertenecientes al agar TCBS y Enterococcosel son Streptococos Gram positivos, y
las pertenecientes al agar S-110 son Estafilococos Gram positivos.

Figura 10. Crecimiento bacteriano en CHROMagar Orientation de colonias
tomadas de: a. Agar EMB, b. Agar MacConkey

En la figura 10, se observa el crecimiento bacteriano en el agar cromogénico
Orientacion, de colonias de bacterias tomadas de los agares EMB y Epicuticula
respectivamente. Se puede apreciar que la morfologia colonial es la misma en
ambos casos, asi como el mismo color, indicando que ambos cultivos pertenecen
a la misma clase de bacteria. La consistencia y el color del cultivo bacteriano

corresponden a Klebsiella spp.

En el cuadro 10 se presentan las medidas de los halos de inhibicibn que se
obtuvieron al realizar los antibiogramas Gram negativos y Gram positivos. Resalta
gue, en el caso de los Gram positivos, los antibidticos a los que se obtuvo mayor
resistencia fueron la Cefalotina (CF) y la Ampicilina (AM), y los que presentaron
mayor sensibilidad fueron la Gentamicina (GE) y la Ciprofloxacina (CPF). En los
antibiogramas Gram negativos, los antibidticos a los que se les presenté mayor
resistencia fueron nuevamente Ampicilina (AM) y Cefalotina (CF), mientras los que
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presentaron mayor sensibilidad fueron Gentamicina (GE), Ciprofloxacina (CPF) y

Norfloxacina (NF).

Cuadro 10. Halos de inhibicion en mm de los antibiogramas realizados

Antibiotico MacConkey EMB Enterococc. $-110 TCBS
TE 23 T 29" 307 28
VA 18" o' 21+ 30" 18"
PE 23"+ 0" 23+ 29"+ 17"
SXT 13" 28" 0" 30" 0"
E 12" 10" 21 14" 16"
Gram (+) GE 24:++ 24:++ 24: 30: 29:+
CLM 0 0 22 24 19
CPE 25+ 28" 28" 28" 20"
DC 0" 0 0* 30 0"
CFX 30" 22" 18" 26" 24
CF 0" 0 0* 30" 0"
AM 0" 0" 0* 25" 0"
AM 0" 0" 10° 0* 0*
AK 26+ 23+ 5+ g+ o*
CB 11* 14" 10° 11° 0
GE g+ gt 26+ g+ 11*
CF 0 0 28" 0" 15*
Gram (-) CFX 29" 26" 21" 25" 0"
NET 21" 19" 21" 26" 10*
CPF 25" 28" 23" 24 12*
NOF 28" 28" 17 26" 13"
cL 2+ gt 5+ a4+ 18"
SXT 28" 28" 26" 23+ 0"
NF 11° 11° 17+ 10" 19"

+ Resistente, ++ Intermediamente sensible, +++Sensible de acuerdo al Comité
Nacional de Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS). Lista de antibiéticos en
apéndice 14.

En la prueba de fermentacion de manitol de las colonias presentes en agar S-110,
el resultado fue positivo, ya que hubo un cambio de color de rojo a amarillo como

se observa en la figura 11.
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Figura 11. Prueba de fermentacion de Manitol de bacterias crecidas agar S-

110 de Tracto digestivo de larva de U. dermestoides

Con base en los resultados obtenidos, se realiz6 el cuadro 11, donde se observa

la identificacién de las bacterias presentes en el tracto digestivo de la larva de

U.dermestoides.

Cuadro 11. Bacterias identificadas en tracto digestivo de la larva U.

dermestoides.

Agar Morfologia Morfologia Otras Género o
9 colonial microscopica pruebas especie
Color .

. . Fermentacion
blanquecino Estafilococos . Staphylococcus
S-110 : » de manitol
textura lisa, Gram positivos " aureus.
positiva
redondas.
Color
blanquecino-
9 Cocos Gram o Enterococcus
Enterococcosel transparente, " No se realizo
= positivos spp.
pequefias, color
del agar negro
Coloracion Coloracion
(rpur Bacil ram zul tur .
EMB purpura, actios .G a AU TITE ) Klebsiella spp.
consistencia negativos en
mucosa CHROMagar
Coloracion Coloracion
(rpura-r Bacil ram zul tur .
MacConkey pdrpura 033"&’ actios .G a azul turquesa Klebsiella spp.
consistencia negativos en
mucosa, lisa. CHROMagar
Coloracion
amarilla, Cocos Gram o Enterococcus
TCBS : ” No se realizd
colonias positivos spp.
pequefias.
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» Tracto digestivo de adulto.

En el cuadro 12, se presentan los agares diferenciales empleados donde se
observo crecimiento bacteriano tras haber sembrado las colonias bacterianas
presentes en Agar M-H en cada agar diferencial. Destaca que hubo crecimiento

en cada uno de los agares empleados.

Cuadro 12. Agares diferenciales empleados en donde hubo crecimiento
bacteriano.

Agar diferencial Crecimiento Bacteriano
MacConkey X
EMB X
Enterococcosel X
TCBS X
S-110 X
Cetrimida X

Se sefala en donde hubo crecimiento con una X
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Figura 12. Agares diferenciales de cultivos bacterianos de tracto digestivo de
adulto de U. dermestoides, a. Enterococcosel, b. Cetrimida c. EMB d.
MacConkey, e. S-110, f. TCBS.

En la figura 12 se observa la morfologia colonial bacteriana presente en los agares
diferenciales empleados, asi como la morfologia microscépica tras realizar tincién
de Gram, y se determiné que las colonias que crecieron en agar EMB, MacConkey
y Cetrimida son bacilos Gram negativos, las pertenecientes al agar TCBS y
Enterococcosel son Streptococos Gram positivos, y las pertenecientes al agar S-
110 son Estafilococos Gram positivos.
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Figura 13. Crecimiento bacteriano en CHROMagar Orientacion de colonias
tomadas de: A. Agar EMB, B. Agar MacConkey

En la figura 13, se observa el crecimiento bacteriano en el CHROMagar
Orientacion, de colonias de bacterias tomadas de los cultivos en agares EMB y
MacConkey respectivamente. Se puede apreciar que la morfologia colonial es la
misma en ambos casos, asi como el mismo color, indicando que ambos cultivos

pertenecen a la misma clase de bacteria, correspondiente a Klebsiella spp.
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En el cuadro 13 se presentan las medidas de los halos de inhibicion que se
obtuvieron al realizar los antibiogramas Gram positivos y Gram negativos. Para el
caso de los Gram positivos, los antibiéticos a los que se obtuvo mayor resistencia
fueron la Cefalotina (CF) y la Dicloxacilina (DC), y el que presentd mayor
sensibilidad fue la Ciprofloxacina (CPF). En los antibiogramas Gram negativos, el
antibiotico al que se presentd mayor resistencia fue la Carbenicilina (CB), mientras
los que presentaron mayor sensibilidad fueron Cloranfenicol (CL), Ciproflaxiacina
(CPF) y Sulfametoxazol y Trimetroprim (SXT).

Cuadro 13. Halos de inhibicion en mm de los antibiogramas realizados

Antibiotico MacConkey @ EMB  Enterococc. $-110 TCBS Cetrimida
TE 227 227 21 28" 21 12
VA o o' 17+ 20" 18"+ ot
PE o ot 18+ 24"+ 16" o*
SXT 30 30" 30" 30" 30" 30"
E 0" 11" 18" 11* 17" 10*
Gram (+) GE 30" 14" 0" 30" 0" 30
CLM 0" 0" 0" 30™ 0" 0"
CPF 30 Y 21+ 29+ 16" 31+
DC 0" 0" 0" 30™ 0" 0"
CEX 30" 29+ 15+ 18" o 31+
CF 0" 0" 0 30™ 0" 0"
AM 0" o' 14 21° 0" 0*
AM o 15+ 16" 22" 18+ ot
AK 30" 30" o o o 30"
CB 24" o' 0" 18" 0" 17"
GE 30" 30" 13* 14+ 14+ 30"
CE 18+ 19*+ 19+ 20" 20" 14"
Gram () CEX 30" 30" o 16" 18" 31+
NET 30" 30" o* 13" o* 30"
CPF 30" 21+ 15+ 29*+ 16" 25+
NOF 30" 30" 14" 15 16™ 30"
L 23+ 28"+ 23+ 30 24 14+
SXT 30" 17+ 30" 30" 30" 30"
NF 23+ 20+ 19*+ 20" 26" 20"

+ Resistente, ++ Intermediamente sensible, +++Sensible de acuerdo al Comité
Nacional de Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS). Lista de antibiéticos en
apéndice 14.
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Figura 14. Prueba de fermentacion de Manitol de las colonias crecidas en
agar S-110 de tracto digestivo de adulto de U. dermestoides.

En la figura 14 se observa la prueba de fermentacién de manitol de las colonias de
bacterias crecidas en agar S-110, donde se aprecia un resultado positivo, ya que

hubo un cambio de coloracion de rojo a amarillo.

Con base en los resultados obtenidos, se realizé el cuadro 14, donde se observa
la identificacion de las bacterias presentes en el tracto digestivo del adulto de

U.dermestoides.
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Cuadro 14. Bacterias identificadas en tracto digestivo del adulto U.
dermestoides.
Agar Morfologia Morfologia Otras Género o
9 colonial microscopica pruebas especie
Color L
, , Fermentacion
blanquecino Estafilococos : Staphylococcus
S-110 : ” de manitol
textura lisa, Gram positivos " aureus.
positiva
redondas.
Color
blanquecino-

Enterococcosel transparente, Cocos Gram i Enterococcus
muy pequenas, positivos spp.
cambio de color
del agar a negro

Coloracion Coloracién
EMB purpura, Bacilos _Gram azul turquesa Klebsiella spp.
consistencia negativos en
mucosa CHROMagar
Coloracion Coloracién
MacConkey purpurg-rosada, Bacilos _Gram azul turquesa Klebsiella spp.
consistencia negativos en
mucosa, lisa. CHROMagar
Coloracion
amarilla,
COIOn'? S Cocos Gram Enterococcus
TCBS pequefnas . - s
cambio en color P Pp-
de agar a
amarillo
Coloracion
Cetrimida blanquecina, Bacilos Gram i Pseudomonas
consistencia negativos spp.
lisa.

(-) No se realiz6 la prueba.
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DISCUSION

La ingesta de U. dermestoides dentro de la medicina tradicional en la
coleopteroterapia (Cupul-Magafa, 2010), crea la necesidad de saber si ésta no
representa un riesgo para los consumidores, ya que la presencia de

microrganismos patogenos pueden ser causante de enfermedades.

En el cuadro 5 se observa la identificacion bacteriana de la epicuticula de la larva
de U. dermestoides con base a la morfologia colonial que se presentd en los
cultivos en los agares diferenciales en donde se desarrollaron las bacterias y la
morfologia microscoépica con tincién de Gram (Figura 4). Se determind que las
bacterias presentes son del género Klebsiella, Enterococcus y Staphylococcus.
Para el caso de Staphylococcus, dio como resultado positivo a la prueba de
fermentacién de manitol (Figura 5), caracteristica distintiva para la especie

Staphylococcus aureus.

Esto concuerda en con lo reportado por Medina et al. (2015), quienes reportan la
presencia de 3 especies diferentes de Klebsiella en organismos adultos de U.
dermestoides. Sin embargo, no se encontr6 mas literatura con respecto a

bacterias presentes en epicuticula de larva de U. dermestoides.

Las bacterias del género Klebsiella pertenecen a la familia Enterobacteriace, éstas
son omnipresentes en la naturaleza y pueden encontrarse tanto en tracto digestivo
de humanos como en el de animales o en superficies mucosas de éstos (Cadavid-
Sanchez et al., 2015; Podsuchun y Ullmann, 1998), por lo que la presencia de
éstas en la epicuticula de las larvas de U. dermestoides se deba a que fueron
contaminadas durante su manipulacién; a pesar de que se tuvieron los manejos
adecuados y de limpieza, la obtencion de los ejemplares fue por medio de un
productor particular, el cual probablemente no tenia ningun tipo de control en el
manejo del cultivo de los escarabajos. De igual manera estas bacterias
posiblemente formen parte de la microbiota intestinal de la larva y por lo tanto, al
defecar las bacterias se impregnan en la epicuticula de las larvas que se

desplazan por el sitio del deshecho, fungiendo asi como vectores mecanicos de la
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bacteria. Dawe (2006), reporta que ejemplares de adultos y larvas de un
escarabajo de la familia Tenebrionidae (Alphitobius diaperinus), fungen como

vectores y reservorio de microorganismos transmisibles.

Asi mismo, las bacterias pertenecientes al género Enterococcus, se pueden
encontrar en superficies del entorno ambiental y estan presentes en la microbiota
intestinal de casi todos los animales incluyendo al humano (Harrington et al.,
2004), asi que los motivos de la presencia de éstas en la epicuticula de la larva,

probablemente sean similares a los estimados por la presencia de Klebsiella.

Staphylococcus aureus, es un microorganismo que se encuentra ampliamente
diseminado en el ambiente, est4d presente en la flora bacteriana comin en
humanos. De acuerdo a Zendejas-Manso et al. 2014, S. aureus tiene una gran
capacidad de adaptacion, por lo que es capaz de propagarse de manera muy facil
a nivel inter-especie en animales. Por lo tanto, la presencia de éstas en la
epicuticula de U. dermestoides podria deberse a la manipulacién por parte de

individuos portadores de la bacteria antes de ser adquiridos.

De igual manera no se encontro literatura referente a presencia de levaduras en
cuticula de larvas de U. dermestoides, sin embargo Villaverde (2014), reporta que
en algunos insectos plaga de granos almacenados, entre ellos U. dermestoides,
los lipidos e hidrocarburos cuticulares , pueden actuar como fuente de carbono
para el desarrollo de las primeras etapas de crecimiento y penetracion de hongos
entomopatdgenos, lo cual podria explicar la presencia de Candida tropicalis en su

epicuticula (Figura 6).

Con respecto a los antibiogramas, en el cuadro 4 se aprecia que las bacterias son
resistentes a los antibidticos: Penicilina (PE), Dicloxacilina (DC), Cefuroxima
(CXM), Ampicilina (AM), Ceftazidime (CAZ) y Cefalotina (CF), los cuales son
pertenecientes al grupo de antibiéticos - Lactamicos, distintivos por actuar a nivel
de pared celular bacteriana, interfiriendo en la sintesis de peptidoglucano (Gémez
et al., 2015). De acuerdo a lo reportado por Garcia (2014) y Camarena y Sanchez

(1999), esta resistencia se debe a que las bacterias determinadas cuentan con la
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presencia de enzimas - Lactamasas, las cuales hidrolizan el enlace amida del

anillo B-Lactamico, inhibiendo asi el efecto bactericida de éste.

Con relacion a los resultados obtenidos a los cultivos realizados de la epicuticula
del adulto, al no presentar crecimiento en los agares diferenciales de TCBS y
Cetrimida como se observa en el cuadro 5 se descarta la presencia de bacterias

pertenecientes al género de Pseudomonas o Vibrio.

En la figura 7, se observa la morfologia colonial de los cultivos bacterianos en los
diferentes agares diferenciales, asi como su morfologia microscépica con tinciéon
de Gram. Con base en los resultados obtenidos se determind que las bacterias
gue crecieron en agar MacConkey y EMB son pertenecientes al género Klebsiella,
las presentes en agar Enterococcosel al género Enterococcus, y las presentes en
S-110 a Staphylococcus. Este dltimo, después de un resultado positivo para la
prueba de fermentacion de manitol (Figura 8), se determind la especie de

Staphylococcus aureus.

Esto concuerda en con lo reportado por Medina et al. 2015, quienes reportan la
presencia de 3 especies diferentes de Klebsiella en organismos adultos de U.
dermestoides.

Como se describe anteriormente para el caso de la epicuticula de la larva, las
bacterias del género Klebsiella son omnipresentes en la naturaleza y estan
presentes tanto en tracto digestivo de humanos y animales como en superficies
mucosas de éstos (Cadavid-Sanchez et al., 2015; Podsuchun y Ulimann 1998),
Estas bacterias probablemente se encuentran en la epicuticula del adulto debido
al entorno en donde se desarrolla toda la colonia del escarabajo, ya que estan en
contacto directo con las larvas de éste, coexisten en el mismo recipiente. De igual
manera, la presencia de bacterias del género Enterococcus y de Staphylococcus
aureus, se deba a estos mismos motivos, ya que ambas bacterias son de facil
diseminacién y ambas se encuentran presentes en mucosas y/o secreciones

animales (Velasquez-Meza, 2005).
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Con respecto a los antibiogramas realizados, se observa en el cuadro 6 los halos
de inhibicién que se obtuvieron, se aprecia que aquellos antibioticos a los que se
presentd resistencia, Ampicilina (AM) Ceftazimida (CAZ), Cefuroxima (CXM),
Penicilina (PE), Cefalotina (CF) y Cefepima (FEP). Estos antibiéticos pertenecen la
a familia de los B-Lactamicos (Seija y Vignoli, 2006). Como se describio
anteriormente, éstos antibiéticos inhiben la sintesis de peptidoglucano de la pared
celular de las bacterias (Gomez et al., 2015), por lo que se estima un mecanismo

de resistencia debido a enzimas - Lactamasas.

En el cultivo realizado del tracto digestivo de la larva, tampoco se presento
diferencia en la morfologia de las colonias bacterianas que se desarrollaron en el
agar Mueller-Hinton. Posteriormente de los cultivos realizados en los agares
diferenciales, en el cuadro 7 se observa que s6lo no hubo crecimiento en el agar

Cetrimida.

De acuerdo a la morfologia colonial y a la morfologia microscépica después de la
tincion de Gram, se determind que las bacterias que crecieron en los agares
MacConkey y EMB pertenecen al género Klebsiella, lo cual fue confirmado al
resembrar en el CHROMagar Orientacion (Figura 10), al resultar la misma
morfologia colonial para ambos cultivos. Con respecto a las crecientes en el agar
S-110, corresponden al género Staphylococcus y tras haber dado positiva la
prueba de fermentacién de manitol (Figura 11), se determina la especie S. aureus.
Para el caso del TCBS y Enterococcosel, se identificé el género de Enterococcus,

Inicialmente, tras observar la morfologia colonial en el Agar TCBS, coincidia con la
morfologia de Vibrio cholerae, sin embargo, tras realizar el frotis después de
Tincion de Gram, y observar que se trataba de cadenas de cocos Gram positivas,
se descartd esa idea, ya que todas las bacterias del género Vibrio son bacilos
Gram negativos (Said y Drasar, 1996).

No se encontrd literatura relacionada con la larva de U. dermestoides, sin embargo
Ji-Hyun et al. (2014), reportan que la diversidad microbiota del tracto digestivo en

insectos depende de la dieta y del ecosistema habitacional del insecto,
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demostrando que aquellos insectos con una dieta omnivora presentan mayor
diversidad bacteriana que aquellos con una dieta carnivora. Esto podria explicar la
diversidad de bacterias encontradas en el tracto digestivo de la larva. Como se
explico anteriormente, no se tiene algin control o cuidado con respecto a la
manipulacion del escarabajo dentro del tratamiento de la cadena del gorgojo, por
lo que probablemente, las bacterias hayan sido adquiridas por pacientes
inmunodeprimidos y/o enfermos, portadores de estas bacterias que estaban en

contacto directo con el habitat de los escarabajos.

Schimid et al. (2014), reportan que en el escarabajo Harpalus pensylvanicus
(DeGeer) (Coleoptera: Carabidae), se tiene la presencia de bacterias del género
Enterococcus en su tracto digestivo, y que éstas mismas facilitan el consumo de
semillas para el hospedero. Al estar presentes bacterias Enterococcus en el tracto
digestivo de la larva, esta relacibn probablemente también ocurre en U.
dermestoides, ya que las semillas también forman parte de la dieta de este
escarabajo (Castelli, 2005),

Ziganshina et al. (2018), por medio de secuenciacion de genes bacterianos
presentes en el tracto digestivo de varias larvas de diferentes escarabajos,
detectaron la presencia de 4 filos bacterianos y establecen que estas
comunidades microbiales ocupan un rol potencial en el aprovechamiento de varios
recursos, siendo proveedores de necesidades nutricionales para el organismo.
Esta situacion, posiblemente también se esté llevando acabo para el tracto
digestivo de la larva de U. dermestoides, explicando asi la diversidad de bacterias

presentes.

Del cultivo realizado del tracto digestivo del adulto en el agar Mieller-Hinton, de
igual manera no hubo crecimiento de colonias morfolégicamente distintas. De los
cultivos realizados en los agares diferenciales, hubo crecimiento en todos los

agares empleados, como se observa en el cuadro 9.

En la figura 12, se observa las distintas morfologias coloniales de los cultivos

bacterianos de los agares diferenciales, asi como su morfologia microscopica tras
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haber realizado la tincion de Gram. De acuerdo a los resultados obtenidos, se
determind el género Enterococcus para las bacterias presentes en los agares
TCBS y Enterococcosel, Klebsiella para las presentes en los agares EMB y
MacConkey, confirmando el género al observar la morfologia colonial distintiva en
el CHROMagar Orientacion (Figura 13) de los cultivos de las bacterias crecidas en
estos agares, Pseudomonas para aquellas en el agar Cetrimida y Staphylococcus
para las presentes en el agar S-110, la cual, posterior a dar positivo a la prueba de

fermentacion de manitol (Figura 14), se determiné como Staphylococcus aureus.

De igual manera no se encontr@ literatura relacionada directamente con la
microbiota intestinal de U. dermestoides, pero si de otras especies de

Coledpteros.

Oyedokun y Adeniyi (2016), reportan la diversidad de la microbiota intestinal del
escarabajo Analeptes trifasciata (Coleoptera: Cerambycidae), dentro de la
diversidad encontrada, destaca la presencia de Klebsiella pneumonie,
Staphylococcus spp. y Pseudomonas spp., las cuales también fueron encontradas
en el tracto digestivo de U. dermestoides. Los autores concluyen que esta
diversidad de bacterias contribuye a la digestion y aprovechamiento de nutrientes
en la dieta del organismo. Esta situacion, puede estar relacionada en el caso de U.
dermestoides, y que la diversidad de bacterias presentes influya directamente en

la nutricién del organismo.

Con respecto a los antibiogramas, en el cuadro 10 se observan los resultados de
los halos de inhibicién obtenidos. Los antibidticos a los que se obtuvo mayor
resistencia fueron la Cefalotina (CF), la Dicloxacilina (DC), y la Carbenicilina (CB).
Igualmente, antibioticos perteneciente la familia de los B- Lactadmicos (Seija y
Vignoli, 2006). Se estima el mismo posible mecanismo de resistencia bacteriana

antes explicado.

La incidencia de las bacterias encontradas en las dos distintas etapas de vida del
coleodptero, tanto como en la epicuticula como el tracto digestivo, sugiere que esta

diversidad bacteriana encontrada, forma parte de la microbiota natural intestinal
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del organismo, y que a su vez, éstas contribuyen en gran parte en el
aprovechamiento y digestion de nutrientes en la dieta del escarabajo, ya que estas

bacterias no resultan ser patégenas para U. dermestoides.

Las bacterias identificadas en U. dermestoides, son de alta importancia médica ya
que son patdégenas para el ser humano. S. aureus es responsable de un amplio
espectro de enfermedades, que van desde infecciones de la piel y tejidos blandos
hasta infecciones graves que amenazan con la vida (Cervantes-Garcia et al.,
2014). Especies de Klebsiella spp. son determinadas como bacterias
intrahospitalarias, provocando infecciones de dificil tratamiento, con afectacion
muy variada: tracto urinario, pulmones, tejidos blandos, area quirdrgica y sepsis
(Echeverri y Catafio 2010). Con respecto al género Enterococcus, tienen poco
potencial patogénico en el huésped normal; sin embargo, en el anciano y en el
paciente inmunocomprometido, estos microorganismos constituyen patégenos

oportunistas (Diaz et al., 2010).

Resulta alarmante la presencia de bacterias patdégenas para el humano en ambos
estadios de U. dermestoides, ya que al ser ingeridos dentro del tratamiento
tradicionalista puede llegar a tener mas desventajas que ventajas, sobre todo en
las etapas del tratamiento en donde se llega a consumir mas de 300 ejemplares
en una semana (Cupul-Magafia, 2010), donde la cantidad de bacterias ingeridas
puede llegar a desencadenar una infeccion con muchas complicaciones, debido a

la resistencia frente a antibiéticos que presentaron las bacterias.
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CONCLUSION

La epicuticula de la larva y adulto de Ulomoides dermestoides presenta bacterias
del género Klebsiella y Enterococcus asi como de Staphylococcus aureus y la
levadura Candida tropicallis para el caso de la larva.

El tracto digestivo de la larva y adulto de U. dermestoides tiene presenta bacterias
del género Klebsiella y Enterococcus asi como de Staphylococcus aureus y el

género Pseudomonas para el caso del adulto.

Las bacterias presentes en el tracto digestivo de U. dermestoides, posiblemente
formen parte de la microbiota natural del organismo y contribuyan al

aprovechamiento de nutrientes y digestion de la dieta del organismo.

La bacterias presentes en U. dermestoides son resistentes a antibidticos de la

familia de los B- Lactamicos.

Este proyecto es el primero que expone informacién cientifica con respecto a las
bacterias presentes en U. dermestoides, estableciendo las bases para futuras

investigaciones en biotecnologia y entomologia médica.
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APENDICES
Apéndice 1

» Cultivo de Ulomoides dermestoides (Castelli, 2005).

Cuadro 15. Taxonomia de U. dermestoides
Reino: Animalia.

Filo: Arthropoda.
Subfilo: Hexapoda.
Clase: Insecta.

Orden: Coledptera.
Familia: Tenebrionidae.
Género: Palembus (Ulomoides).
Especie: dermestoides.
Nombre cientifico: Ulomoides
dermestoides.

Figura 15. U. dermestoides en etapa adulta. Tomado de Castelli 2005.

Descripciéon y generalidades de la especie

Ulomoides dermestoides es un escarabajo perteneciente a la familia
Tenebrionidae, que generalmente es conocido como gorgojo. Estos organismos
presentan forma del cuerpo oblonga, aplanada, la cabeza es tipo prognata, ojos
compuestos prominente, facilmente diferenciable en cualquier posicion de los
adultos y poseen fuertes mandibulas. Son de color negro en su etapa adulta y

miden aproximadamente 5 mm de largo. Necesitan ciertas condiciones
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ambientales para proliferar, la temperatura de crecimiento tiene un rango desde
los 18° hasta los 31°C, una temperatura mayor o menor a partir del rango
establecido pueden afectar su crecimiento y su tasa de reproduccion. Necesitan

humedad, generalmente entre un 50-70% y se desarrollan mejor en oscuridad.

Durante su desarrollo tiene 11 estadios larvales en la que duran
aproximadamente de 4-5 dias dependiendo de las condiciones ambientales,
posteriormente entran a fase de pupa, durando 5-6 dias. De la pupa emerge un
juvenil gorgojo de coloracion blanquecina, que se va tornando marrén vy
finalmente negra cuando alcanzan la madurez. Tienen una vida promedio de 60-
90 dias, aunque se puede extender si el alimento es abundante y las condiciones

de temperatura son apropiadas.
Distribucion

Se presume gque estos coledpteros son provenientes de Asia, en especifico China
y Mongolia, posteriormente fueron introducidos a Sudamérica en donde fueron
considerados plaga en paises como Argentina, Colombia y Chile donde atacaban
almacenes y cultivos de cereales. Hace unos afios fueron usados en la
coleopteroterapia y se distribuyeron en casi toda Latinoamérica a excepcion de

Brasil.
Alimentacion

La alimentacion de estos escarabajos se basa principalmente en cereales como el
trigo, avena, harina, cebada, entre otras; aunque es necesario alimentarlos de
manzana y lechuga ya que de ahi obtienen su fuente de agua. Se ha demostrado

gue también se pueden alimentar de productos como tortilla y pan integral.
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Apéndice 2

> Extraccion de tracto digestivo de larva y adulto de coledptero
por micro diseccion. (Modificado de Vasanthakumar, 2008).

Dentro de una campana de flujo laminar estéril, la cabeza y el dltimo segmento
abdominal de la larva se cortan, posteriormente el cuerpo de la larva se abre
longitudinalmente con tijeras de diseccion y se extrae el tracto digestivo.

En adultos, el térax del organismo se sujeta con férceps de punta fina, la cabeza
del organismo se separa del torax hasta que el tracto digestivo entero sale del
cuerpo, pero aun unido a este. El tracto posteriormente se retira del organismo por

medio de un corte en el extremo unido al resto del cuerpo.

I
|

Figura 16. Extraccidn de tracto digestivo de Adulto de U. dermestoides.
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Apéndice 3

» Agar Mueller Hinton (Becton Dickinson, 2017).
USO:

El agar Mueller-Hinton es un medio de cultivo microbioldgico utilizado
comunmente para realizar la prueba de susceptibilidad a antibiéticos.

PRINCIPIO:

Dado que los laboratorios de microbiologia clinica utilizaban a principios de la
década de 1960 una amplia variedad de procedimientos para determinar la
sensibilidad de bacterias a antibioticos y otros agentes quimioterapéuticos, Bauer,
Kirby y otros desarrollaron un procedimiento estandarizado en el que se
seleccion6 como medio de prueba el agar Mieller Hinton, un medio originalmente
disefiado para el aislamiento de gonococos. Un estudio colectivo internacional
posterior, confirmd el valor del agar Mueller Hinton para este propdsito por la
reproducibilidad relativamente buena del medio, la sencillez de su formula y la
riqueza de los datos experimentales que habian sido acumulados utilizando este

medio.

Cuadro 16. Composicion de Agar Mueller Hinton por litro de agua destilada.

Extracto de carne bovina 2 g/L
Hidrolizado acido de caseina 17.5g/L
Almidon 1.5¢g/L

Agar 17 g/L

PREPARACION

Rehidratar 38 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto
para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ib de presion)
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durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petri

estériles.
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Apéndice 4

» Agar Dextrosa Papa (PDA) (DIBICO, 2017).
USO:

Para cultivo y recuento de hongos y levaduras en productos lacteos, bebidas
embotelladas y alimentos. Como medio preparado (Catdlogo 1059-P) para la

cuenta de hongos y levaduras en liquidos.
PRINCIPIO:

La infusion de papa como fuente de almidones y la dextrosa son la base para el
crecimiento de hongos y levaduras. El bajo pH (3.5) evita el crecimiento de las
bacterias. Cuando se va a usar para el recuento de hongos y levaduras, agregar al
medio de cultivo una vez esterilizado y enfriado aproximadamente a 45°C, 14 mL
de una solucion estéril de acido tartarico al 10% para obtener un pH aproximado
de 3.5. Sembrar el medio de cultivo por estria en la superficie o adicionar la
muestra para la técnica de vaciado en placa. Incubar hasta 7 dias a temperatura

ambiente.

Cuadro 17. Composicion de Agar PDA por litro de agua destilada.

Agar 15 g/L
Dextrosa 20 g/L
Infusion de papa 4 g/L

PREPARACION:

Rehidratar 39 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto
para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 |Ib de presion)
durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar de acuerdo a la

técnica a seguir en cajas de Petri estériles. Cuando se requiera el medio inclinado
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en tubo, distribuirlo antes de esterilizar. Si se acidifica el medio, no sobrecalentar y

fundir solo una vez, para evitar la hidrdlisis del agar.
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Apéndice 5

» Agar con Eosinay Azul de Metileno (EMB) (DIBICO, 2017).
USO:

Es un medio ligeramente selectivo y diferencial para el aislamiento de

microorganismos entéricos a partir de diversas muestras
PRINCIPIO:

El Agar con Eosina y Azul de Metileno es una combinacion del medio de Levine y
el de Holt-Harris y Teague, contiene una mezcla de peptonas segun Levine y
presenta dos carbohidratos lactosa y sacarosa. Este medio de cultivo permite una
diferenciacion muy clara entre las colonias de organismos fermentadores de
lactosa y aquellos que no la fermentan; el contenido de eosina y azul de metileno
inhiben en cierto grado organismos Gram positivos. La presencia de sacarosa
permite para algunos miembros del grupo coliforme fermentarla con mas facilidad
que la lactosa. Las colonias lactosa positiva son azules a moradas con brillo
metélico o poseen centros oscuros con periferias transparentes incoloras y las que
son negativas en lactosa o sacarosa, se observan incoloras o rosa palido

transparentes.

Cuadro 18. Composicion de Agar EMB por litro de agua destilada.

Agar 135 Lactosa 5

Azul de Metileno 0.065 Peptona especial 10

EosinaY 0.4 Sacarosa 5
Fosfato dipotésico 2.0

PREPARACION:

Rehidratar 36 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto

para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (5 Ib. de presion)
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durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petri

estériles. Conservar a temperatura ambiente.
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Apéndice 6

» Agar MacConkey (DIBICO, 2017).
USO:

Es un medio selectivo y diferencial para el aislamiento de organismos coliformes,

Salmonella y Shigella a partir de diversas muestras.
PRINCIPIO:

Las sales biliares y el cristal violeta inhiben el crecimiento de gérmenes Gram
positivos. La lactosa y el indicador de pH rojo neutro, permiten la diferenciacion de
las bacterias lactosa positiva (colonias rosa intenso con halo de precipitacion), de
las no fermentadoras (colonias transparentes o ambar). Sembrar el medio de

cultivo con la muestra problema por estria cruzada. Incubar 24 h a 35°C.

Cuadro 19. Composicion de Agar Mac Conkey por litro de agua destilada.

Agar 13.5¢g/L Mezcla de sales biliares 1.5¢/L
Cloruro de sodio 5¢g/L Peptona especial 3g/L
Cristal violeta 0.001 g/L Peptona de gelatina 17 g/L
Lactosa 10 g/L Rojo neutro 0.03 g/L

PREPARACION:

Rehidratar 50 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto
para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 |Ib de presion)
durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petri

estériles. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.
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Apéndice 7

» Agar Estafilococos no.110 (S-110) (DIBCO, 2017).
USo:

El Agar Estafilococos 110 es utilizado para el aislamiento y diferenciacion de
estafilococos con base en la fermentacion de manitol, la formacion de pigmento y
la hidrdlisis de gelatina.

PRINCIPIO:

En este medio la peptona provee la fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas y
minerales. El extracto de levadura proporciona vitaminas del complejo B. La alta
concentracion de cloruro de sodio tiene un efecto en el desarrollo selectivo de los
estafilococos. La lactosa y el D-manitol proporcionan la fuente de energia. La
gelatina es el sustrato para la enzima gelatinasa. El agar es usado como agente
solidificante.

Cuadro 20. Composicion de Agar S-110 por litro de agua destilada.

Gelatina bacteriol6gica 30 g/L Lactosa 2g/L
Extracto de levadura 25g/L D- Manitol 10 g/L
Peptona de caseina 10 g/L Cloruro de sodio 75 g/L
Fosfato dipotésico 59g/L Agar Bacterioldgico 15g/L

PREPARACION:

Suspender 149 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar con agitacion
suave hasta su completa disolucién y hervir durante un minuto. Esterilizar en
autoclave a 121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos. Dejar enfriar a una

temperatura entre 45-50 °C y vaciar en placas de Petri estériles.
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Apéndice 8

» Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) (NEOGEN,
2016).

USO:

El Agar TCBS es utilizado para el aislamiento selectivo de Vibrio cholerae y otros

vibrios entero patogénicos
PRINCIPIO:

Extracto de levadura, digerido enzimatico de caseina y el digerido enzimatico de
tejido animal proporcionan el nitrégeno, vitaminas y los aminoacidos en el agar
TCBS. El citrato de sodio, tiosulfato de sodio, colato de sodio, y la bilis de buey
son los agentes selectivos que proporcionan un pH alcalino para inhibir los
organismos Gram positivos y suprimir los coliformes. Se usa un pH elevado para
mejorar el crecimiento de Vibrio cholerae, debido a que este organismo es
sensible a los ambientes acidos. La sacarosa es el carbohidrato fermentable. El
cloruro de sodio estimula el crecimiento de los organismos y mantiene el balance
osmoético del medio. El tiosulfato de sodio es también una fuente de azufre y actia
con el citrato férrico como un indicador para detectar la produccién de sulfuro de
hidrégeno. El azul de bromotimol y el azul de timol son los indicadores de pH. El

agar es el agente solidificante.

Cuadro 21. Composicion de Agar TCBS por litro de agua destilada.

Extracto de Levadura 5g/L  Colato de Sodio. 3g/L
Digerido Enziméatico de Caseina 59g/L  Sacarosa (Sucrosa). 20 g/L
Digerido Enzimatico de Tejido Animal 5g/L  Cloruro de Sodio 10 g/L
Citrato de Sodio 10g/L Citrato Férrico 1g/L
Tiosulfato de Sodio 10g/L  Azul de Bromotimo 0.04 g/L
Bilis de Buey (Oxbile) 5g/L  Azul de Timol 0.04 g/L
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PROCEDIMIENTO

Suspenda 88 g del medio en un litro de agua purificada. Caliente la solucién
agitando frecuentemente y permita que hierva por un minuto para disolver
completamente el medio. NO AUTOCLAVAR.
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Apéndice 9

» Agar Cetrimida (MicroKit, 2015).
USO:

El medio Cetrimide Agar (Pseudosel Agar), es un medio selectivo para el

aislamiento e identificacion del Pseudomonas aeruginosa.
PRINCIPIO:

King et al. (1954), desarrollaron un medio denominado Medio A con el fin de poner
en evidencia la produccion de Piocianina por la Pseudomonas. El Cetrimide Agar
es una modificacion donde se ha incorporado la Cetrimida (bromuro de
cetiltrimetilamonio), compuesto de amonio cuaternario, como agente inhibidor de
la mayoria de la flora acompafiante de Pseudomonas. Las cepas de
Pseudomonas son diferenciadas de otras especies por la produccion de
Piocianina, pigmento azul, soluble en agua , que unido a la morfologia de las
colonias y la produccion de un caracteristico olor a aminoacetofenona, permite la
identificacion de la P. aeruginosa. La produccion de Piocianina es estimulada por
la presencia de cloruro magnésico y del sulfato potasico. El Cetrimide Agar, esta
recomendada para andlisis de cosméticos, productos farmacéuticos y muestras

clinicas, y también para la evaluacion de desinfectantes.

Cuadro 22. Composicion de Agar Cetrimida por litro de agua destilada.

Hidrolizado pancreatico de gelatina 20 g/L
Cloruro magnésico 1.4 g/L
Sulfato potasico 10 g/L
Cetrimida ( Bromuro de 0,3 g/L

Cetiltrimetilamonio)
Agar 15g/L
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PROCEDIMIENTO:

Disolver 44.5 g de medio en 1 litro de agua destilada, afiadir 10 mL de glicerol,
calentar hasta ebullicién, agitando para su disolucion, autoclavar a 121 °C durante
15 minutos. Dejar enfriar a una temperatura entre 45-50 °C y vaciar en placas de
Petri estériles.

57



Bacterias presentes en Ulomoides dermestoides. 2018

Apéndice 10

» Agar Enterococcosel (Cultimed, 2003).
USO:

Enterococcosel Agar es un medio selectivo para el aislamiento y el recuento de
Streptococcus faecalis (grupo D) en muestras clinicas y no clinicas, sustitutivo del

Bilis Esculina Agar
PRINCIPIO:

Este medio se basa en la formula de Agar Bilis Esculina de Rochaix, modificada
mas tarde por Isenbergt y colaboradores al reducir la concentracién de bilis y
afadir azida sodica. Esta modificacién se suministra como Enterococcosel Agar.
El medio es una férmula estandar para el aislamiento de enterococcus. Dos
peptonas proporcionan los nutrientes. Los streptococos del grupo D (incluidos los
enterococos) hidrolizan la esculina para formar esculetina y glucosa. La esculetina
reacciona con una sal férrica para formar un complejo marrén oscuro o negro. Se
incluye el citrato férrico como indicador, que reacciona con la esculetina para
producir un complejo de marrén a negro. Se utiliza bilis de buey para inhibir las
bacterias Gram positivas diferentes de los enterococos. La azida sédica inhibe los

microorganismos Gram negativos.

Cuadro 23. Composicion de Agar Enterococcosel por litro de agua destilada.

Digerido pancreatico de caseina 17 g/L  Esculina 1g/L
Digerido péptico de tejido animal 3g/L Citrato Férrico Amoénico 0.5g/L
Extracto de levadura 5g/L  Azidasoddica 0.25g/L
Bilis de buey 10 g/L  Citrato s6dico 1g/L
Cloruro sodico 5g/L  Agar 13.5g/L
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PREPARACION:

Disolver 42.6 gramos del medio en un litro de agua destilada, mezclar bien y
caliente la solucién agitando frecuentemente y permita que hierva por un minuto
para disolver completamente el medio. Dejar enfriar a una temperatura entre 45-50

°C y vaciar en placas de Petri estériles.
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Apéndice 11

» CHROMagar Candida (MicroKit, 2015).
USO:

CHROMagar Candida es un medio selectivo para el aislamiento e identificacion
presuntiva de levaduras y mohos filamentosos y diferenciacion de Candida

albicans, Candida tropicalis y Candida krusei
PRINCIPIO:

Debido a las diferencias en morfologia y color de las colonias de levaduras, este
medio facilita la deteccibn de mezclas de cepas de levaduras en la muestra
analizada. También puede ser usado como un medio selectivo para el aislamiento

de otras levaduras o mohos filamentosos en lugar de Agar Sabouraud Dextrosa.

Cuadro 24. Composicion de CHROMAgar Candida por litro de agua destilada.

Cromopeptona 10 g/L
Glucosa 20 g/L
Mezcla cromogénica 2g/L
Cloranfenicol 0.5g/L
Agar 15 g/L

PROCEDIMIENTO:

Disolver 20 g de CHROMagar Candida en 250 mL de agua destilada estéril.
Calentar la mezcla (< 100°) hasta disolucion completa. EI medio no requiere
esterilizacion por autoclave, sin embargo, después de enfriado en bafio de agua a
45°C, el agar debe ser vertido en placas. Luego de solidificadas, las placas deben

almacenarse a 4°C hasta su uso.
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Apéndice 12

>CHROMagar Orientation (Becton Dickinson, 2011).
USo:

BD CHROMagar Orientation Medium es un medio no selectivo para el aislamiento,
la identificacidén directa, la diferenciacion y el recuento de patdégenos de las vias
urinarias. BD CHROMagar Orientation Medium permite la diferenciacion e
identificacion de Escherichia coli y Enterococcus sin pruebas de confirmacion.

PRINCIPIO:

Las evaluaciones de rendimiento han demostrado que BD CHROMagar
Orientation Medium es superior a los medios de diferenciacion comunmente
utilizados para el aislamiento, la diferenciacion y el recuento de los patdgenos
urinarios, tales como el agar CLED o una combinacion de agar sangre y agar
MacConkey3-5. BD CHROMagar Orientation Medium hace posible la identificacion
de E. coli y los enterococos directamente en la placa de aislamiento. Ademas, la
identificacion presuntiva de la mayoria de las cepas de Staphylococcus
saprophyticus y S. agalactiae, asi como también los grupos de Klebsiella-
Enterobacter-Serratia (=KES) y Proteus-Morganella-Providencia (=PMP) es
posible mediante la coloracion de colonias y medios. En el agar peptonas
especialmente seleccionadas suministran los nutrientes. La mezcla de
cromigenos esta formada por sustratos artificiales (cromogenos) que liberan
compuestos de colores diferentes al ser degradados por enzimas microbianas
especificas, por lo que se asegura la diferenciacion directa de determinadas
especies o la deteccion de ciertos grupos de organismos, con sélo un minimo de

pruebas de confirmacion.
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Cuadro 25. Composicion de CHROMAgar Orientation por litro de agua
destilada.

Cromopeptona 16.1 g/L
Mezcla cromogénica 1.3g/L
Agar 15 g/L

PROCEDIMIENTO:

Disolver 33 gramos del medio en 1 litro de agua purificada, Calentar la mezcla (<
100°) hasta disolucion completa. Posteriormente autolclavar a 121 °C durante 15
minutos. Enfriar a 45-50 °C agitando suavemente y verter en placas Petri estériles.

Luego de solidificadas, las placas pueden almacenarse a 4-8 °C hasta su uso.
RESULTADOS:

Cuadro 26. Interpretacion de resultados en CHROMagar Orientation.

Bacteria Morfologia y coloracion colonial

E.coli Rosa oscuro a rojizo

Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter,  Azul metalico (+/- halo rojizo)

Serratia

Proteus, Morganella, Providencia Halo de color marrén

Proteus vulgaris Azul con halo de color marrén

Pseudomonas Translucidas ( +/- pigmentacion natural de
crema a verde)

Acinetobacter Crema

Stenotrophomonas Incoloro

Enterococcus Azul turquesa

S. aureus dorado, opaco, pequefio tamafio

S.epidermidis crema, colonias puntiformes

S.saprophyticus rosa, opaco, pequefio tamafio
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Apéndice 13

> Tincién de Gram (Rodriguez et al., 2016)
USO:

Esta tincion desarrollada por el doctor Christan Gram en 1884, es hoy la mas
utilizada en los laboratorios de bacteriologia y permite, de acuerdo a la estructura
y grosor de la pared bacteriana, agrupar las bacterias en Gram positivas y Gram
negativas. Esta tincibn ademas, correlaciona con otras propiedades bacterianas
como endotoxinas, susceptibilidad a antibioticos , sensibilidad o resistencia a sales

biliares , punto isoeléctrico y tension superficial.
PRINCIPIO:

Las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas tifien de forma distinta debido a
las diferencias constitutivas en la estructura de sus paredes celulares. La pared de
la célula bacteriana sirve para dar su tamafio y forma al organismo asi como para
prevenir la lisis osmdética. El material de la pared celular bacteriana que confiere
rigidez es el peptidoglucano. La pared de la célula Gram-positiva es gruesa y
consiste en varias capas interconectadas de peptidoglucano asi como algo de
acido teicoico. Generalmente, 80%-90% de la pared de la célula Gram-positiva es
peptidoglucano. La pared de la célula Gram-negativa, por otro lado, contiene una
capa mucho mas delgada, Unicamente de peptidoglucano y esta rodeada por una
membrana exterior compuesta de fosfolipidos, lipopolisacaridos, y lipoproteinas.
So6lo 10% - 20% de la pared de la célula Gram-negativa es peptidoglucano.

Las células fijadas al calor sobre un portaobjetos se tifien, primero con una
solucion de cristal violeta y son lavadas después para quitar el exceso de
colorante. En este estado, todas las células, tanto las Gram positivas como las

Gram negativas, estan tefidas de azul.

El portaobjetos se cubre entonces con una solucion de yodo-yoduro potasico. El

ingrediente activo es aqui el I; el KI simplemente hace soluble el I, en agua. El
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I, entra en las células y forma un complejo insoluble en agua con el cristal violeta.
De nuevo tanto las células Gram positivas como las Gram negativas se

encuentran en la misma situacion.

Se lleva a cabo después la decoloracion, usando una mezcla de alcohol-acetona,
sustancias en las que es soluble el complejo I,-cristal violeta. Algunos organismos
(Gram positivos) no se decoloran, mientras que otros (Gram negativos) lo hacen.
La diferencia esencial entre esos dos tipos de células esta por tanto en su
resistencia a la decoloracion; esta resistencia se debe probablemente al hecho de
gue en el caso de bacterias Gram-negativas, la mezcla de alcohol/acetona es un
solvente lipidico y disuelve la membrana exterior de la pared de la célula (y
también puede dafiar la membrana citoplasmica a la que se une peptidoglucano).
La delgada capa de peptidoglucano es incapaz de retener el complejo cristal
violeta-yodo y la célula se decolora. Las células Gram positivas, a causa de sus
paredes celulares mas espesas (tienen mas peptidoglucano y menos lipido), no
son permeables al disolvente ya que éste deshidrata la pared celular y cierra los
poros, disminuyendo asi el espacio entre las moléculas y provocando que el
complejo cristal violeta-yodo quede atrapado dentro de la pared celular. Después
de la decoloracion las células Gram positivas son todavia azules, pero las Gram

negativas son incoloras.
PROCEDIMIENTO:

1.- Se fijan las células en un portaobjetos, tomando una pequefia cantidad de
bacterias de un cultivo y esparciéndolas en ésta con una gota de agua y dejandola

secar.

2.- Se tifie la preparacion con Cristal violeta durante 1 minuto y posteriormente se

retira el exceso con agua.

3,- Se adiciona Yoduro (lugol) durante 1 minuto posteriormente se retira el exceso

con agua.
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4.- Se adiciona la solucion alcohol-cetona durante 4 segundos y se retira con
agua.

5.-Se tifie con safranina durante 20-40 segundos.

RESULTADOS:
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Figura 18 Bacterias Gram positivas (Tomado de Agurto, 2016)
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Apéndice 14

» Antibiogramas por difusion en disco (Zaragoza et al., 2007 y
Picazo et al., 2000).

USO:

El antibiograma es un método de estudio in vitro del comportamiento de los
antibioticos frente a los agentes infecciosos. Tiene como finalidad proporcionar
informacion util para la iniciacion y marcha terapéutica anti infecciosa. Con los
resultados obtenidos se clasifican a las bacterias en sensibles, medianamente
sensibles y resistentes a un antibiético determinado.

PRINCIPIO:

Por su sencillez, la técnica de difusién con discos. o disco-placa, es uno de los
métodos mas utilizados. Emplea discos de papel impregnados con una solucion
estandarizada del antibidtico que se disponen sobre la superficie de un medio
sélido previamente inoculado en su superficie con una suspension bacteriana. El
disco libera, en contacto con el medio sélido, el antibiético que difunde sobre éste,
generando un gradiente de concentracibn a su al rededor. En la zona mas
acercada al disco, la concentracion es elevada y menor en la mas alejada. Cuando
ésta es superior al valor de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), se observa
un halo de inhibicion alrededor del disco. El didmetro del halo formado durante la
incubacion de 18 horas esté en relacion con el grado de sensibilidad o resistencia
del microorganismo a la accién del antibiético. La carga del disco esta ajustada
para que los halos de inhibicion permitan diferenciar los microorganismos

sensibles de los resistentes.
PROCEDIMIENTO:

1.- Preparacién del in6culo: Tomar de 3 a 5 colonias iguales de la placa de
cultivo de 18 a 24 horas y sembrarlas en 5 ml de un medio liquido (Brain-Heart,
Todd Hewitt, Tripticasa soja, etc.) e incubar en la estufa a 35°C durante 2 a 6

horas hasta conseguir o superar una turbidez del 0.5 de la escala de MacFarland.
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2.- Inoculacion de las placas: Antes de que transcurran 15 minutos de haber
ajustado el inéculo, introducir un escobillon dentro de la suspensiéon y al retirarlo
rotar varias veces contra la pared del tubo por encima del nivel del liquido con la
finalidad de eliminar el exceso de inéculo. Posteriormente, en placas de Mueller-

Hinton Inocular completamente, sin dejar ninguna zona libre.

3.- Dispensacion de los discos: Colocar los discos con los dispensadores o
manualmente con pinzas estériles. Debe asegurase que contacten perfectamente
con la superficie del agar, por lo que deben presionarse ligeramente sobre la
superficie del agar. No deben situarse a menos de 15 mm del borde de la placa, y
han de estar distribuidos de forma que no se produzca superposicion de los halos
de inhibicién. Para placas de 150 mm no se emplearan mas de 12 discos y para

las de 100 mm no mas de 6. Posteriormente incubar a 36 °C durante 24 horas.

4.- Lectura de resultados: Después de 18 horas de incubacion leer el diametro

de las zonas de completa inhibicion con un pie de rey o regla.

Abreviaciones de Antibi6ticos:

PE: Penicilina LEV: Levofloxacina
DC: Dicloxacilina NET: Netilmicina
PEF: Pefloxacina FEP: Cefepima
CXM: Cefuroxima AK: Amikacina
GE: Gentamicina CRO: Ceftriaxona
CTX: Ceftriaxona CL: Cloranfenicol
SXT: Sulfametoxasol-Trimetroprim NF: Nitrofurantonia

TE: Tetraciclina
AM: Ampicilina
E: Eritromicina
CAZ: Ceftazidima

CF: Cefalotina
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