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RESUMEN

La iguana verde, Iguana iguana, es uno de los reptiles iconicos de la urbe, sin embargo,
se desconocen muchos aspectos de su ecologia, del numero de poblaciones que
habitan en la regién, del numero de individuos que conforman cada poblacién y de la
diversidad filogenética de su microbiota intestinal. Estudios previos sugieren que este
reptil pertenece al grupo de Reptiles Asociados a Salmonelosis (RAS), lo que implica
que su tracto intestinal es posiblemente un hospedero natural de Salmonella,
convirtiéndolo en un posible vector de transmisiones de enfermedades zoondticas y
entero patdégenas a los humanos que mantienen contacto directo e indirecto con este
reptil. Para descartar la presencia de esta bacteria patdégena, fue necesario
caracterizar la microbiota que habita en las heces fecales de las iguanas verdes
utilizando métodos microbiolégicos, bioquimicos y de machine learning. Seis muestras
de heces fecales fueron colectadas en envases estériles, las heces fueron
posteriormente sembradas por 24h a 37°C en medios de cultivo sélidos (generales y
selectivos) y liquidos. Se aislaron 6 cepas bacterianas, las cuales fueron purificadas e
identificadas mediante pruebas bioquimicas: IMVIC, TSI y LIA. Para detectar la
presencia de Salmonella se enriquecieron las muestras de heces en agua peptonada
y posteriormente en RPV, las muestras fueron incubadas por 48 h a 42°C, transcurrido
este tiempo, las muestras que crecieron en RPV fueron sembradas en agar XLD por
24h a 37°C. En ninguna de las muestras analizadas se detectd la presencia de
Salmonella. La capacidad celulolitica de las bacterias que habitan en las heces fecales
fue determinada cualitativamente en agar nutritivo suplementado con 1% de CMC, una
cepa promisoria fue aislada y sembrada en medio selectivo CRC. La determinacion
cuantitativa de celulasas fue realizada por triplicado en tubos de ensayo que contenian
5 mL del medio selectivo liquido CRC, los tubos fueron incubados por 96h a 37°C, la
medicién de las celulasas liberadas se la realizé por espectrofotometria a las 48, 72 y
96 h utilizando el método de cuantificacidon de azucares reductores por DNS. Se
determind que la capacidad celulolitica de la bacteria promisoria fue 17% menor que

la del control positivo.

Palabras Clave: /guana iguana, capacidad celulolitica, Salmonella, micrografias.



ABSTRACT

The green iguana, Iguana iguana, is one of the iconic reptiles of the city; however, many
aspects of its ecology are unknown including the number of populations that inhabit the
region, the number of individuals that conform each population and the phylogenetic
diversity of their intestinal microbiota. Previous studies suggested that this reptile
belongs to the group of Reptiles Associated with Salmonellosis (RAS), which implies
that its intestinal tract may be the natural host of Salmonella, thus, green iguanas are
considered as a possible transmission vector of zoonotic and enteropathogenic
diseases especially to humans that maintain close contact with this reptile. In order to
dismiss the presence of this pathogenic bacterium, it was necessary to characterize
the microbiota that inhabits the feces of green iguanas using microbiological,
biochemical and machine learning approaches. Stool samples of 6 iguanas were
collected in sterile containers, the feces samples were subsequently seeded for 24 h at
37°C in solid (general and selective) and liquid culture media. Six bacterial strains were
isolated, purified and tentatively identified by the following biochemical tests: IMVIC,
TSI and LIA. To detect the presence of Salmonella, the stool samples were enriched in
peptone water and subsequently in RPV, the samples were incubated for 48 h at 42°C,
then the samples that exhibited an abundant growth in RPV were seeded on XLD agar
for 24 h at 37°C. The presence of Salmonella was not detected in any of the analyzed
samples. The cellulolytic capacity of the bacteria that inhabit the feces was qualitatively
determined in nutrient agar supplemented with 1% of CMC, a promising strain was
isolated to be grown in selective CRC medium. The quantitative determination of
cellulases was carried out in triplicate using test tubes containing 5 mL of the liquid
selective medium CRC, the tubes were incubated for 96 h at 37°C, and the
measurement of the released cellulases was performed by spectrophotometry at 48,
72 and 96 h using the method of quantification of reducing sugars by DNS. It was
determined that the cellulolytic capacity of the promising bacterium was 17% lower than
the positive control.

Keywords: Iguana iguana, cellulolytic capacity, Salmonella, micrographs.
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1.1

CAPITULO 1

INTRODUCCION

La iguana verde (Iguana iguana) también conocida como iguana de Guayaquil, se
encuentra ampliamente distribuida en zonas tropicales y subtropicales de América,
especialmente en los bosques secos de Meéxico hasta Argentina (Guerra &
Rodriguez, 2019). En Ecuador, se han reportado poblaciones de iguanas a lo largo
del litoral desde los 8 a los 340 metros sobre el nivel del mar (msnm). El desarrollo
urbano que Guayaquil experimenté principalmente durante la época de la colonia,
ocasiond el desplazamiento de varias poblaciones nativas de iguanas a zonas de
manglar no urbanizadas. Algunas poblaciones se adaptaron a convivir con los
humanos y actualmente habitan en zonas recreativas como el Parque Seminario, el
cual alberga docenas de iguanas verdes en sus instalaciones (Alcaldia de Guayaquil,
2019). Esta especie supone un potencial riesgo de transmision de enfermedades
zoonoticas como salmonelosis, infecciones gastrointestinales o enfermedades
invasivas a turistas nacionales y extranjeros y a los cuidadores que mantienen

contacto directo con las iguanas.

Barazorda Romero, Cizek, Masafikova, & Knotek, (2015) reportaron que cepas de
Salmonella potencialmente patégenas para los humanos, forman parte de la
microbiota natural de la cloaca de iguanas verdes que son mantenidas en cautiverio.
Se debe agregar que la creciente poblacion de estos reptiles y la transfaunacion a
las crias de manera directa, supone un riesgo adicional que amerita ser estudiado
(Mitchell & Shane, 2000). Por consiguiente, es importante realizar la caracterizacion
de las comunidades microbianas que habitan en las heces de las iguanas del Parque
Seminario para confirmar la presencia de cepas de Salmonella y determinar en

estudios posteriores la prevalencia de serotipos patdgenos.

Descripcion del problema

En paises subdesarrollados y en vias de desarrollo como el Ecuador,
enfermedades emergentes, infecciosas y gastrointestinales se producen
principalmente como consecuencia del contacto directo con animales
portadores de enteropatdégenos zoondticos. Estudios previos sugieren que a

pesar de que la transmision de Salmonella de perros, pollos u otros animales



a humanos no es alta (Vasco, Graham, & Trueba, 2016), es importante
establecer el potencial riesgo de transmision de esta bacteria a los
trabajadores del parque, a los turistas y a los otros animales que habitan en
el Parque y que podrian infectarse al estar en contacto directo con las iguanas

verdes.

1.2 Justificacion del problema

La contaminacién de alimentos por enteropatégenos como la Salmonella,
involucra la preocupacion y toma de acciones por parte de Organismos de
Salud Publica a nivel mundial. En el 2010, se estim6é que el numero de
personas infectadas con Salmonella no tifoidea debido al consumo de
alimentos contaminados fue de 6.43 millones, adicionalmente se reportd que
93.8 millones de casos correspondian a gastroenteritis, de los cuales se
registraron 155,000 muertes alrededor del mundo. En Ecuador, en el 2014, a
causa de la interaccion con animales domésticos y el consumo de alimentos
como carnes blancas, se reportaron 3,373 casos de salmonelosis transmitida
por alimentos contaminados (Vinueza-Burgos, Cevallos, Ron-Garrido, &
Bertrand, 2016). Actualmente, se ha podido identificar que las iguanas verdes
son reservorios naturales de esta especie (Sylvester, Amadi, Pinckney,
Macpherson, & Mckibben, 2014), por lo que forman parte del grupo de Reptiles
Asociados a Salmonelosis (RAS), reconocido como una zoonosis emergente
que se asocia constantemente a enfermedades invasivas. (Sauteur, Really,
Hug, Wittenbrink, & Berger, 2013)

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Caracterizar las comunidades microbianas aerobias que habitan en las heces
fecales de las iguanas verdes (/guana iguana) mediante métodos microbioldgicos,
bioquimicos, moleculares y de machine learning para determinar la prevalencia

de cepas bacterianas potencialmente patéogenas para los humanos.
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1.3.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar mediante métodos microbioldgicos, bioquimicos y moleculares las
comunidades bacterianas y fungicas aerdbicas cultivables que habitan en las
heces fecales de las iguanas verdes para determinar la diversidad genética de los
aislados.

2. ldentificar colonias bacterianas a nivel de género mediante el uso de una red
convolucional para acelerar el proceso de caracterizacion de las comunidades

bacterianas que habitan en las heces fecales de las iguanas verdes.

3. Evaluar mediante métodos cualitativos y cuantitativos la capacidad celulolitica de
los aislados para identificar microorganismos promisorios que puedan ser

utilizados en fermentadores para producir celulasas.

1.4 Marco teodrico

- Biologia de la iguana verde (Iguana iguana)

La iguana verde, Iguana iguana, pertenece a la clase Reptilia, orden
Squamata, suborden Sauria y familia Iguanidae. Fue descrita por primera vez
por Linnaeus en el afio 1758 y posee una gran capacidad de adaptacion a
zonas urbanas y rurales (Mitchell & Shane, 2001). Las poblaciones de iguanas
se distribuyen desde el noreste de México hasta el norte de Argentina, desde
los 0 m hasta un maximo de 1000 metros sobre el nivel del mar (msnm). Esta
especie se encuentra categorizada por la International Union for Conservation
of Nature and Natural Resources (IUCN) como una especie de preocupacion
menor, sin embargo, no se han reportado datos precisos sobre su poblacién
(Reynolds & Riggs, 2011). En Ecuador, se ha reportado la especie a lo largo
del litoral, desde los 8 a 324 (msnm). Las iguanas poseen una longitud
promedio de 2.3 metros de largo y un peso de 10.5 kilogramos y habitan
principalmente en las cercanias de cuerpos de agua, en zonas boscosas y en
la copa de los arboles, ya que les proporcionan alimento y refugio (Guerra &
Rodriguez, 2019).
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La ecologia y alimentacién de los reptiles varia de especie a especie, las
iguanas verdes tienden a tener una dieta rica en fibra vegetal (Troyer, 1987)
que incluye una variedad de hojas, brotes de flores y frutos como col, cilantro
y papaya (Diaz-Figueroa & Mitchell, 2014). Por lo que dependen de una
microflora intestinal funcional que facilite la transformacién quimica de
compuestos como la celulosa en acidos grasos volatiles (Diaz-Figueroa &
Mitchell, 2014), los &acidos grasos generados son importantes ya que
representan entre el 30% y 38% de los requerimientos diarios de energia de
las iguanas (McBee & McBee, 1982), de esta forma el contenido intestinal es
retenido por mas tiempo en el colon (Troyer, 1984) lo que implica que la

captacion de minerales como el calcio y zinc sea mayor.

El tracto gastrointestinal de los reptiles es anatomicamente sencillo en
comparacion con el de vertebrados de mayor tamafo. El sistema digestivo
esta formado por la boca, cavidad bucal, orofaringe, eséfago, estémago,
intestino corto, intestino largo, colon y cloaca (Diaz-Figueroa & Mitchell, 2014).
El intestino de los reptiles desempefia un rol importante en la captaciéon de los
nutrientes, es por ello que este 6érgano es mas largo que el de animales
omnivoros y carnivoros. Los procesos fermentativos que ocurren en el
intestino delgado y grueso estan ligados directamente a la capacidad de
termorregulacion y mantencién del pH (6.5 a 8) en estos ectodermos, es decir
al perder o ganar calor de su masa corporal, el pH varia y la fermentacion se
ve involucrada, acelerando o ralentizando la degradacién de materia organica
vegetal (Diaz-Figueroa & Mitchell, 2014). Asi mismo, la cloaca representa el
término del tracto gastrointestinal que a su vez comprende parte del sistema
reproductor y excretor, atribuyéndole la funcionalidad de absorcion activa de

electrolitos y la absorcién pasiva de fluidos (Diaz-Figueroa & Mitchell, 2014).

- Microflora gastrointestinal

Generalmente la microflora intestinal de estos reptiles esta formada por
bacterias aerobias y anaerobias, Gram-positivas y Gram-negativas, asi como
también de levaduras y protozoarios (Diaz-Figueroa & Mitchell, 2014) que se

12



encuentran condicionadas a posibles variaciones de temperatura dada la
fisiologia de la especie, incidiendo directamente en el anabolismo vy
catabolismo de los alimentos (Troyer, 1987). El treinta por ciento de las
calorias que requiere la iguana son provistas por la actividad metabdlica de la
microbiota (Diaz-Figueroa & Mitchell, 2014) del intestino posterior, lugar donde
se dan procesos de fermentacion para la degradacién de fibras vegetales
(Troyer, 1987).

La adquisicion de microorganismos capaces de realizar estos procesos
fermentativos se da a temprana edad (Troyer, 1984). Sokol (1971) y Mc Bee y
Mc Bee (1982) sugieren que los reptiles neonatales no tiene contacto maternal,
por lo que la inoculacién de estos microorganismo puede ocurrir por la ingesta
de suelo o material fecal materno depositado en los nidos o en sus
alrededores (Troyer, 1984), ademas, el proceso de transfaunacion puede
ocurrir también, por la ingesta de la cascara de huevo de la cria al nacer (Salb,
Mitchell, Riggs, Diaz-Figueroa, & Roy, 2007), después de tres a cuatro
semanas de haber adquirido estos microorganismos, los reptiles neonatales
seran capaces de fermentar en su intestino posterior, los compuestos
celulésicos de los alimentos que consumen (Troyer, 1984). Es importante para
las crias de iguana verde adquirir este sistema de fermentacion en las primeras

semanas de vida para alcanzar su maxima eficiencia digestiva (Troyer, 1984).

La caracterizacion de la microbiota en las iguanas verdes ha sido explorada
en cavidades bucales y cloacales, al comparar las muestras obtenidas por
hisopados de estas cavidades y con muestras obtenidas directamente del
intestino, reflejan un déficit en la cantidad de bacterias posibles de caracterizar
debido posiblemente a las limitadas pruebas bioquimicas que existen
actualmente y aunque un gran numero de bacterias han sido identificadas,
solamente representa una pequefia porcion de los posibles microrganismos
capaces de colonizar el intestino de esta especie. Organismo como
Clostridium y Leuconostoc han sido identificados como especies dominantes
en las iguanas verdes y consideradas principales comensales en la digestion

del material vegetal (Diaz-Figueroa & Mitchell, 2014). Diversos estudios han
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podido caracterizar bacterias colonias aerobias y anaerobias de diferentes

especies de reptiles (Diaz-Figueroa & Mitchell, 2014).

Tabla 1.1. Microorganismos aislados de reptiles (Diaz-Figueroa & Mitchell, 2014)

Caracteristica Microrganismos

Alcaligenes spp.

Actinobacter spp.

Flavobacterium spp.

Pseudomonas spp.
Gram-negativa

Salmonella spp.

Brevundimonas spp.

Escherichia coli
Aerobia

Klebsiella spp.

Shewanella spp

Micrococcus spp.

Corynebacterium spp.

Staphylococcus spp.

Gram-positiva
Bacillus spp.

Stenotrophomas spp.

Kocuria spp.

Gram-negativa Anaerobiospirillum spp.

Gram-positiva Anaerobias Clostridium spp.

Gram-positiva Eubacterium spp.

Salmonella spp., es considerada como una bacteria de alto riesgo biolégico
ya que podria colonizar la microflora intestinal de los humanos. Mas del
cincuenta por ciento de los reptiles han sido reportados como portadores
asintomaticos de Salmonella (Magnino et al., 2009) y actualmente, se ha
podido identificar que las iguanas verdes son reservorios naturales de esta
especie (Sylvester et al., 2014), por lo que forman parte del grupo de Reptiles
Asociados a Salmonelosis (RAS) que es reconocida como una zoonosis
emergente que se asocia constantemente a enfermedades invasivas.
(Sauteur et al., 2013).
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- Salmonella spp y salud publica

Salmonella es una bacteria Gram-negativa, motil y anaerobia facultativa
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Se ha reportado que existen
mas de 2400 serotipos (Mitchell, 2011) y 60 serogrupos (Mermin et al., 2004)
causantes de salmonelosis, todos estos son considerados patégenos para los
humanos (Mitchell, 2011). La clasificacion de este género ha sido reorganizada
en los ultimos 15 afios; la actual categorizacion comprende 2 especies
Salmonella entérica y Salmonella bongori. La subdivision de la primera
categoria agrupa hasta 5 subespecies aisladas del ambiente y en

poiquilotermos (Mitchell, 2011).

El 40% de todos los serotipos de Salmonella han sido aislados y cultivados de
reptiles y raramente aislados de animales o humanos (Mermin et al., 2004), en
tal sentido, esimportante determinar los serogrupos y serotipos de Salmonella
presentes en las poblaciones locales de iguanas verdes, los resultados
obtenidos podrian servir de base para establecer programas de salud publica
enfocados en evitar o disminuir el riesgo de transmisién de enfermedades
zoondticas (Mitchell, 2011).

A nivel mundial, en el 2001, 60% de enfermedades infecciosas y 75% de
enfermedades zoondticas emergentes fueron reportadas debido al contacto
con animales, comida o agua contaminada. En este ultimo grupo de
enfermedades, se encuentran los patdégenos entéricos:, Cryptosporidium,
Salmonella no tifoidea y Escherichia coli, generando un alto riesgo para grupos
vulnerables como nifios y personas con inmunodepresion (Hale et al., 2012).
En Estados Unidos de América, se reportan anualmente aproximadamente 1.4
millones de infecciones por Salmonella en humanos y alrededor de 600

muertas directamente asociadas a estas infecciones (Mermin et al., 2004).

El US Center for Disease Control and Prevention (CDC) ha reportado que las
incidencias de los casos ligados a RAS han incrementado dramaticamente en
estas ultimas décadas (Mitchell, 2011) debido al contacto directo o indirecto

con las iguanas, asi como también con su comida y agua. (Sauteur et al., 2013)
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Es importante mencionar que factores como la creciente poblacion de reptiles
como la iguana verde, la composiciéon de su microbiota y la incidencia de
enfermedades emergentes (Taddei, Dodi, Di lanni, Cabassi, & Cavirani, 2010)
incrementan significativamente el riesgo a la salud humana. En tal sentido,
esta especie podria ser usada como modelo para desarrollar métodos que
reduzcan y eliminen la transmision de Salmonella spp. por contacto con estos
reptiles (Salb et al., 2007).
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

La identificacion de los microorganismos aislados fue realizada también mediante
una red convolucional algoritmica como una neo alternativa propuesta por (Zieli et
al., 2017). La evaluacion cualitativa y cuantitativa de la capacidad celulolitica de los
aislados promisorios fue realizada siguiendo las especificaciones descritas por
(Orozco & Changas, 2014; Gupta, Samant, & Sahu, 2012).

- Area de estudio
El Parque Seminario se encuentra ubicado en la parroquia Rocafuerte de la ciudad
de Guayaquil, entre las calles Chile, 10 de Agosto, Chimborazo y Clemente Ballén.
Tiene una superficie total de 5.321 m?, incluyendo las areas verdes y cuerpos de

agua artificiales. (Castillo, Duche, & Ramirez, 2010)

CALLE CHILE
CALLE CHIMHORALO

Figura 1.1: Vista general del Parque Seminario (Castillo et al., 2010)
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La coleccion de las heces de las iguanas verdes se dio de manera aleatoria dentro
del parque en los espacios verdes donde existe mayor concentracion de visitantes

que interactuan directa e indirectamente con este reptil.

- Métodos microbiolégicos y bioquimicos
La identificacion de los aislados bacterianos se realiz6 mediante métodos
microbioldgicos y bioquimicos convencionales (Bou, Fernandez-Olmos, Garcia,
Saez, & Valdezate, 2011). La identificacion fenotipica se fundamenté en
caracteristicas observables de las bacterias en relacion con su desarrollo,
morfologia, propiedades metabdlicas y bioquimicas. La eleccién de los medios de
cultivo sigue siendo la principal herramienta para la deteccion, aislamiento,

identificacion y sensibilidad a antimicrobianos (Bou et al., 2011).

o Cultivo de medios

+ La preparacion de los de cultivo solidos y liquidos, el procesamiento y
el analisis de las muestras de heces, se realizd segun lo reportado por
(Barazorda-Romero et al., 2015) con ciertas modificaciones. Se realizo
un hisopado de las muestras fecales, los hisopos fueron transferidos a
fiolas de 250 mL que contenian 100 mL de caldo de enriquecimiento
(agua peptonada). Las fiolas fueron incubadas por 24-72 h a 37°C.
Posterior a la incubacion, se procedié a inocular las muestras mediante
extendido con hisopos estériles en medios selectivos agar eosina azul
de metileno (EMB) para la deteccion de coliformes totales y fecales (E.
coli), agar nutritivo (AN) medio de cultivo que soporta el crecimiento de
un gran numero de grupos bacterianos, agar Macconkey (MC) para el
aislamiento de bacterias Gram-negativas, agar extracto de malta (ME)
para el aislamiento de levaduras y mohos. Las colonias que crecieron
en estos medios fueron purificadas en AN, las colonias fueron
caracterizadas morfolégicamente y mediante microscopia (tincién de
Gram). Las cepas bacterianas purificadas fueron almacenadas en
microtubos de 2 mL que contenian 1 mL de agar nutritivo.

18



» Para detectar la presencia de Salmonella en las muestras de heces
fecales de las iguanas, se realizd un hisopado de las muestras fecales,
los hisopos fueron transferidos a fiolas de 250 mL que contenian 100
mL de caldo de enriquecimiento (agua peptonada). Las fiolas fueron
incubadas por 24-72 h a 37°C. Posteriormente, 100 yL de agua
peptonada de cada fiola fueron transferidos a Erlenmeyers de 250 mL
que contenian 100 mL de caldo de enriquecimiento selectivo
Rappaport-Vassiliadis (RPV), las fiolas fueron incubadas por 48h a
42°C. Muestras seleccionadas se inocularon en medio xilosa lisina
desoxicolato (XLD) 37°C por 24h (Barazorda-Romero et al., 2015)
formando colonias de color negro tipicas de Salmonella para su
posterior conservacion en medio AN dentro de tubos de

microcentrifuga.

» Para la deteccion de microrganismos fungicos a partir de las muestras
de heces fecales de la iguana verde se cultivd mediante la técnica de
hisopado en medio solidos como papa dextrosa agar (PDA) (Orozco &
Changas, 2014) y agar sabouraud dextrosa (SD) (Cushing, Pinborough,
& Stanford, 2011). La identificaron de estructuras fungicas fue llevado a
cabo a nivel macroscopico y microscépico del micelio superior, inferior
y mediante tincion con azul de bromotimol de sus estructuras
reproductiva e hifas. Se realizaron monocultivos para la purificacion,

aislamiento y conservacion en medio sélido, PDA.

Para la identificacion a nivel bioquimico y metabdlico se realiz6 una serie de
baterias denominadas IMVIC, triple sugar iron (TSl) y lisine iron agar (LIA) para
todas las cepas aisladas a excepcion de las fungicas, inoculandolas a 37°C por
24h.

Prueba IMVIC
Este diagndstico se encuentra compuesto por 4 pruebas: produccion de
indol, sustancia que logra obtenerse por la desaminacién del &acido

triptéfano sobre el medio de sulfuro para movilidad (SIM) y la produccion
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de acido sulfhidrico (H2S). Rojo de metilo donde se originan acidos estables
a través de fermentacion de la glucosa mediante un indicador de pH que
mide la cantidad de iones de hidrogeno presente en la solucién. Voges-
Proskauer sugiere la formacion de acetoina por procesos de degradacion
de la glucosa comun en el grupo de las enterobacterias y el consumo de
citrato como unica fuente de carbono del medio, lo que provoca un cambio
del pH y un viraje en el color de los medios de cultivo utilizados. Todos los
resultados se reportan como positivos (+) o negativos (-) (Muso & Acosta,
2017).

Prueba TSl y LIA

El medio TSI esta compuesto por 3 azucares (glucosa, sacarosa y lactosa)
que mediante la presencia de bacterias capaces de fermentar estos grupos
provoca el cambio de pH del medio (rojo fenol) a color amarillo, basico a
acido, respectivamente y produccién de gas a causa de la reaccion de
tiosulfato propio del medio. Por otro lado, el medio LIA fundamenta en la
reaccion de la enzima lisina descarboxilasa con el grupo carbono del
aminoacido L-lisina provocando el cambio de pH (purpura de bromocresol)
a amarillo. Ademas, la reaccién con los iones Fe3* convierten el tiosulfato a
acido sulfhidrico (H2S), que al combinarse con los iones de Fe3* producen

sulfuro de hierro, precipitado negro que se deposita en la base de los tubos

y gas.

- Determinacién cualitativa de celulasas usando el indicador de pH rojo
Congo

La determinacién presuntiva y confirmatoria de microrganismos capaces de

sintetizar celulasas en un medio selectivo que contiene 1% de carboximetil celulosa

como unica fuente de carbono fue realizada siguiendo la metodologia descrita por

(Orozco & Changas, 2014) con algunas modificaciones que se describen a

continuacion:
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= Etapa 1: Prueba presuntiva
Se prepararon cajas Petri con agar nutritivo (AN) suplementado con 1% w/v
de carboximetilcelulosa (CMC), las muestras de heces fueron sembradas
por extendido en las placas, posteriormente, las placas fueron incubadas a
28°C por 72h en oscuridad. La actividad enzimatica de la muestra
procesada después de la incubacion, se la detecté mediante la adicion de
una solucion de Red Congo (RC) al 0.1% w/v en 20 mL de agua destilada,
a la cual se anadieron 4 mL de la solucion RC sobre la placa incubada y se
dejé reposar por 15 minutos. Transcurrido este tiempo, se descarto el
exceso de la solucién y se procedio a lavar la superficie con 6 mL de NaCl
(0.5 M) de la solucion, durante 10 minutos. Las colonias que mostraron
resultados para la degradacién positiva de celulosa en el medio fueron

aisladas en AN e incubadas por 24 h a 37°C.

= Etapa 2: Aislamiento
Las colonias asiladas de la Etapa 1, fueron suspendidas en 500 pL de agua
destilada estéril, una alicuota de 30 L fue transferida a una placa con AN
suplementada con 1% w/v de CMC y 0.1% w/v de RC. Adicionalmente, se
preparé el medio antes mencionado, sustituyendo el RC por el MR. Todas
las muestras fueron incubadas a 37°C por 72 h en la oscuridad. Posterior a
la incubacion, la actividad enzimatica se determino cualitativamente
mediante la observacion del cambio de color alrededor de la zona de
crecimiento, lo que implica la degradacién de celulosa a causa de la

produccion de celulasas por parte de la colonia inoculada.

= Etapa: Prueba confirmatoria
La produccién positiva de celulasas por las bacterias degradadoras de
celulosa (BDC) donde la preparacion, procesamiento, analisis cualitativo y
cuantitativo se realizé segun el protocolo descrito por (Gupta et al., 2012).
Las BDC o microrganismos fungicos aislados, fueron inoculados en medio
Celulosa Red Congo (CRC): KH2PO4 0.5 g, MgS04 0.25 g, celulosa 2 g,
agar 15 g, Congo-Red 0.2 g, y gelatina 2 g en 1L de agua destilada con pH

de 6.8-7.2. Las colonias potencialmente capaces de decolorar el medio
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CRC se tomaron como positivas para la produccion de celulasas y

posteriormente cultivadas en medio liquido especifico para el analisis con

espectrofotometro.

Para la determinacién y cuantificacion de la actividad enzimatica utilizando

CMC como unica fuente de carbono, se sigui6é el protocolo descrito por
(Alfonsel, Negro, Saez, & Martin, 1986).

Etapa 4: Determinacion de la actividad enzimatica sobre

carboximetil celulosa

Los reactivos utilizados fueron:

Carboximetil celulosa (1%)
Tampon citrato (TC) 0.05 M pH 4.8

DNS

Solucion de glucosa en tampdn citrato (TC) 10 mg/mL

1.

2.

La CMC fue disuelta en agua caliente a 50°C, posteriormente se
afadieron 0.05 M (v/v, concentracion final) de tampdn citrato pH 4.8.
A partir de una solucion de glucosa (10 mg/mL), se prepararon los
siguientes estandares de glucosa 1.0, 0.75, 0.50 y 0.25 mg/mL en
0.5 mL de tampdn citrato 0.05 M (v/v, concentracion final), pH 4.8.
La muestra control y problema fueron calentadas a 50°C durante 30
minutos en bafo Maria. Posteriormente, se adicionaron 0.3 mL de
DNS a todos los tubos, muestra, problema, patron de glucosa vy
blanco TC.

. Los tubos fueron agitados y colocados en bafo Maria por 5 minutos

a 95°C, transcurrido ese tiempo, se afadieron 2 mL de agua
destilada para detener la reaccion y posteriormente se realizé la

lectura a 540 nm en un espectrofotdmetro.
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Tabla 2.1. Preparacion del reactivo DNS (Alfonsel et al., 1986)
Reactivo DNS

Acido dinitrosalicilico 1%
Hidroxido Soédico 1%
Sulfito Sédico 0.05%

Sales de Rochelle 20%
(Tartrato Na-K)
Fenol destilado 0.2%

Tabla 2.2. Preparacion del Tampodn Citrato 100 mL (1 M) (Advancing Assay & Test
Technologies Bioquest, 2019)

Tampon Citrato

Agua destilada 100 mL
Citrato de Sodio 2419
Acido Citrico 0.347 g
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CAPITULO 3
3. RESULTADOS Y ANALISIS

- Métodos microbiolégicos y bioquimicos.

Tabla 3.1 Resultados de pruebas bioquimicas.

Test Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa
FCV-1 FCV-2 FCV-3 FCV-4 FCV-5 FCV-6

TSI B/A A A A B/A B/A
TSI: produccion de gas + - + + - +
TSI: produccion de H.S + - - R _ +
LIA B B B B A B/A
LIA: produccioén de gas - - - - - +
LIA: produccion de H.S + - - R N +
Citrato + - + - - +
SIM: Motilidad + + + + + +
SIM: Indol - - - - - -
SIM: produccién de H.S + - - - - -
Metil Red/ Voges .. .. .. . " ..
Proskauer

Los resultados de las cepas aisladas de las heces fecales de las iguanas fueron reportados

como positivas (+), negativas (-), basico (B) y acido (A) respectivamente.

Las 6 cepas analizadas mediante pruebas bioquimicas (Tabla 3.1), reaccionaron en
medio TSI siendo FCV-2, FCV-3 y FCV-4 capaces de utilizar lactosa, glucosa y
sacarosa como fuentes de carbono, como consecuencia el pH del medio de cultivo
disminuyo y provoco que el indicador de pH (rojo fenol) vire de rojo a amarillo (pH <
6.2). FCV-1, FCV-5 y FCV-6 degradaron al menos uno de estos carbohidratos por lo
que el viraje de color fuer parcial, rojo y amarillo, basico/acido respectivamente. La
produccion de gas a causa de la fermentacién o degradacion de carbohidratos se
presento en FCV-3, FCV-4 y FCV-6. Adicionalmente, FCV-1y FCV-6 fueron capaces
de convertir el tiosulfato a acido sulfhidrico (H2S), que al combinarse con los iones
de Fe3* produjeron sulfuro de hierro, precipitado negro que se depositd en la base

de los tubos. En la prueba bioquimica de LIA, solamente |la cepa FCV-5 fue capaz
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de metabolizar la glucosa, como consecuencia el pH del medio de cultivo disminuyd
y provocé que el indicador de pH (purpura de bromocresol) vire de purpura a amarillo.
Las cepas FCV-1 y FCV-5, reaccionaron con los iones Fe3* fueron capaces de
convertir el tiosulfato a acido sulfhidrico (H2S), que al combinarse con los iones de
Fe3* produjeron sulfuro de hierro, precipitado negro que se deposité en la base de
los tubos. La produccién de gas fue observada en las cepas FCV-1, FCV-2, FCV-3,
FCV-4 y FCV-5. En el medio de cultivo sélido citrato de Simmons, las cepas FCV-1
y FCV-6 fueron capaces de sintetizar la enzima citrato permeasa lo que les permitio
utilizar el citrato como unica fuente de carbono, la degradacién del citrato fue
detectada mediante el viraje de color del indicador de pH (azul de bromotimol) de
verde a azul (pH > 7.8). El medio SIM, se determiné la motilidad de todas las cepas
y la reaccion negativa al reactivo de Kovac’s que indica indol negativo, es decir, las
cepas no fueron capaces de producir la enzima triptofanasa que desamina el
triptéfano del medio. Se reporto6 para la prueba MRVP, positivo y negativo, coloracion
roja a causa de la presencia de acidos y la ausencia de acetil metil carbinol (acetoina)

sin color, respectivamente para todas las muestras.

Tabla 3.2 Micromorfologia.

Microorganismo Caracteristicas

CEPA FCV-1

CEPA FCV-2

Bacillus

CEPA FCV-3 Gram_
Aerobias »
CEPA FCV-4 positivos

CEPA FCV-5
Staphylococcus

CEPA FCV-6

Colonias aisladas de las 6 cepas aisladas, fueron transferidas placas porta objetos y
tenidas por tincién de Gram, las placas fueron observadas en el microscopio 6ptico,
se determino la morfologia de las cepas (Bacillus y Staphylococcus Gram-positivos).

Las fotografias fueron tomadas unicamente con el lente objetivo 100x.
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Figura 3.1 Deteccion y cuantificacion de Salmonella.

Se realizaron diluciones seriadas a las muestras positivas para los medios
especificos, caldo RPV, de deteccion de Salmonella. Los resultados obtenidos en el
medio XLD (Figura 3.1), sugieren la ausencia de Salmonella en las 6 muestras de
heces fecales analizadas, ya que no se observaron en ninguna de las placas
sembradas, colonias negras redondeadas, caracteristica morfoldgica tipica de este

género.
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- Diagnéstico de celulasas utilizando RC

Figura 3.2 Prueba presuntiva de deteccion de celulasas con RC

Placas sin el colorante vista posterior y frontal, A y A1, respectivamente. Placas con el
colorante Rojo Congo, vista posterior y frontal, B y B1, respectivamente. Los circulos blancos

en la imagen B2, indican las zonas (translucidas) en las cuales se detecté la posible

presencia de celulasas.

Los resultados presuntivos se mostraron mediante la tincion con Rojo Congo (Figura
3.2), donde las colonias con capacidad de producir celulasas reaccionan con el
colorante, esto se debe que la estructura quimica del RC se acopla con la enzima,

dando un color mas claro que el resto del medio (ver imagenes A2 y B2). Las colonias
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que mostraron un halo de inhibicién alrededor de la zona de crecimiento fueron

seleccionadas para determinar de forma cuantitativa la produccién de celulasas.

Figura 3.3 Prueba confirmatoria de deteccion de celulasas en medio CRC y Rojo Metilo

Las colonias aisladas fueron sembradas en medio CRC (B, B1, C, C1) y Rojo Metilo (Ay A1)
para la deteccion cualitativa y confirmatoria de la produccion de celulasas, vista frontal y

posterior, respectivamente.

El hongo Aspergillus niger fue sembrado en los dos medios selectivos (Figura 3.3),
y fue utilizado como control positivo de crecimiento y de produccién de celulasas. El
crecimiento del hongo en los medios RM y CRC (A1 y B1) produjo la decoloracion
del medio, lo cual es una confirmacién de su alta capacidad productora de celulasas.
Por otro lado, en el medio RM no hubo crecimiento de la bacteria problema, C2, esto
puede deberse a la afinidad que pudiese tener la bacteria en el medio con el
colorante especifico y el pH que necesita para su crecimiento, mientras tanto en el

medio CRC, C1, la bacteria problema crecié en un periodo de 72 h decolorando el
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medio, indicativo de produccion de celulasas.

Figura 3.4 Medio CRC liquido, inoculados con muestra control y BDC, 48 h, 72 h y 96 h,

respectivamente

Figura 3.5 Diluciones de la muestra control, BDC y estandares de glucosa

El grupo control y la BDC fueron inoculados en 3 mL de medio CRC liquido e
incubados a 28°C y 37°C respectivamente (Figura 3.4). A partir de esto, se procedio
a la realizacién de las diluciones, para cada grupo. Se utilizaron distintas
concentraciones de glucosa para establecer una curva patrén (Figura 3.4). Para las
muestras A1 y B1 (Figura 3.5) la intensidad de DNS del control era mucho mayor a
la de BDC por lo que es un indicativo de alta produccién de celulasas a las 48 h, sin
embargo, en el tiempo de 72 h la concentracion de celulasas para el control era
menor, A2, que la de BDC, B2. Lo que sugiere un incremento de produccion de

celulasas por parte de la bacteria problema.
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Tabla 3.3 Resultados de espectrofotometria a 540nm por triplicado

- Cuantificacion de celulasas por espectrofotometria

Bacteria FCV-MI-1 Aspergillus niger
Tiempo Absorbancia Promedio Absorbancia Promedio
48 h 0,211 0,224 0,202 0,212 0,200 | 0,288 | 0,270 0,253
72 h 0,230 0,250 0,220 0,233 0,121 | 0,149 | 0,127 0,132
96 h 0,101 0,115 0,095 0,104 0,132 | 0,131 | 0,129 0,131

Cellulase production Aspergillus and bacteria FCV-MI-1

0.30
@ Aspergillus

Bacteria
* ECV-MI-1
0.25+

0.20+

AA540 nm

0.154

0.10

0.05 T T
48 72 96

Time (h)

Figura 3.6 Produccién de celulasas Aspergillus niger vs Bacteria FCV-MI-1 medidas a
540nm

Se tomaron 1000 pL de la muestra con DNS y se cuantifico la produccidon de celulasas
con un espectrofotdmetro (SPECTRONIC®, GENESYS 5) a 540 nm, se obtuvieron 3
mediciones por muestra en periodos de 48 h, 72 h y 96 h. La curva se construyo con el
promedio de las absorbancias medidas en cada una de ellas (Figura 3.6). Siendo la
mayor actividad enzimatica promedio de 0.253 U/mL en 48 h por el hongo Aspergillus
nigery 0.233 U/mL en 72 h por parte de la bacteria FCV-MI-1 (Tabla 3.3). Esto sugiere
que la maxima capacidad enzimatica del hongo ocurre en los primeros 2 dias a escala

de laboratorio en comparacion con la bacteria problema, en 3 dias.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las 6 cepas analizadas comparten caracteristicas similares como forma, tamafno
y color que dificultan su identificacidon morfologica. Los resultados obtenidos en
las pruebas bioquimicas indican que las cepas metabolizan de manera diferente
los compuestos de carbono y nitrégeno que contienen estas pruebas, por
consiguiente, se puede inferir que las cepas pertenecen a grupos bacterianos
distintos y probablemente a géneros diferentes. Por consiguiente, para
complementar la caracterizacién de las cepas, pruebas moleculares utilizando el
gen ribosomal 16s rRNA deben ser realizadas para determinar la diversidad

filogenética de los aislados.

Los resultados obtenidos sugieren que las muestras fecales de 6 iguanas no
poseen cepas de Salmonella. Para confirmar la ausencia de esta bacteria en la
poblacién de iguanas del Parque Seminario, se recomienda incrementar el
numero de organismos analizados ya que algunos miembros de esta poblacion
podrian poseer una microbiota intestinal distinta. Los resultados generados en
este estudio pueden ser utilizados por organismos de control sanitario para
determinar el potencial riesgo de transmision de enfermedades zoondticas de las
iguanas verdes a los turistas y trabajadores que estan en contacto directo con

estos animales.

Aun cuando la bacteria FCV-MI-1 produce 17% menos celulasas que el control
positivo (Aspergillus niger), los resultados obtenidos a nivel de laboratorio son
prometedores y mediante un estudio de factibilidad econémico, se determin6 que
esta bacteria podria ser utilizada en industrias biotecnolégicas para producir
celulasas a mediana escala (200 L), aportando al mercado industrial
biotecnoldgico con un producto nacional y basado en un microorganismo aislado

de ambientes poco explorados.
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Se tomaron ciento veinte y ocho micrografias de cepas tipo conservadas en el
Laboratorio de Microbiologia y Técnicas Moleculares: Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, Pseudonoma aeruginosa, Micrococcus sp., Klebsiella
aerogenes, E. coli, Basillus sp., y Staphylococcus aureus. Las micrografias
fueron utilizadas para entrenar un algoritmo de reconocimiento que coteja la
informacion mediante una red convolucional. Posteriormente, se incluyeron 72
fotografias de las 6 cepas aisladas de las muestras de heces fecales de iguanas
verdes, como prueba de concepto se comprobd que el algoritmo disefado es
capaz de establecer un porcentaje de similitud entre las muestras de las iguanas
con las fotografias de las cepas tipo. En total 200 micrografias fueron generadas

y almacenadas a la base de datos.

Recomendaciones

Se recomienda realizar las pruebas de deteccion de Salmonella con un mayor
numero de muestras fecales de iguanas verdes para descartar la presencia de

esta bacteria patdgena en la poblacién de iguanas del Parque Seminario.

Es importante que la base de datos de las micrografias sea actualizada
constantemente para que algoritmo continie su proceso de entrenamiento de
cotejar las micrografias en la red convolucional e incrementen las probabilidades
de encontrar similitudes entre las muestras a analizar y las fotografias
almacenadas en la base de datos. Futuros proyectos de investigacion podrian ser

realizados utilizando la informacién y los datos generados en este estudio.

Se recomienda que proyectos de investigacion, se lleven a cabo por un minimo
de 2 términos académicos, ya que la falta de tiempo implica que algunos objetivos,
como la identificacion molecular, no sean alcanzados ni incluidos en el documento

final.
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