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Deteccion de Salmonella Javiana en tortugas taricaya
(Podocnemis unifilis) en dos parques zoolégicos del Peru
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RESUMEN

El presente estudio tuvo por objetivo serotipificar y determinar el perfil de sensibi-
lidad a antibacterianos de cepas de Salmonella spp aisladas de tortugas taricaya
(Podocnemis unifilis) del Parque Zooldgico Huachipa (n=30), Lima, y del Parque Natural
de Pucallpa (n=43), Ucayali, ubicados en la region costa y selva del Peru, respectivamen-
te. Se obtuvieron 73 muestras de hisopados cloacales que fueron inoculados en medios
de transporte bacteriano Stuart, medios de enriquecimiento (caldo de tetrationato) y
medios selectivos (agar XLD y Salmonella-Shigella), encontrando colonias lactosa nega-
tivas tipicas de Salmonella, que fueron comprobadas mediante pruebas bioquimicas
estandar (4.11%, 3/73). Los resultados de la tipificacion seroldgica utilizando el esquema
de Kauffmann-White mostraron que dos de las tres cepas correspondieron a Salmonella
Javiana (09,12:1,Z28:H5) y la otra como no determinada. Las tres muestras positivas
fueron de tortugas juveniles, de sexo indefinido y de uno de los dos centros en estudio.
Las pruebas de sensibilidad frente a antimicrobianos determinaron que las cepas de S.
Javiana fueron sensibles a estreptomicina, trimetopim sulfametoxazol, fosfomicina,
furazolidona, gentamicina y cloranfenicol y resistentes a enrofloxacina, y tetraciclina.
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The aim of this study was to serotype and determine the antibacterial sensitivity
profile of Salmonella spp strains isolated from taricaya turtles (Podocnemis unifilis)
from the Huachipa Zoological Park (n =30). Lima, and the Natural Park of Pucallpa (n=
43), Ucayali, located in the coastal and jungle region of Peru, respectively. A total of 73
samples of cloacal swabs were obtained that were inoculated in Stuart bacterial transport
media, enrichment media (tetrathionate broth) and selective media (XLD agar and
Salmonella-Shigella), finding typical lactose-negative colonies of Sa/monella, which were
verified by biochemical tests standard (4.11%, 3/73). The results of the serological typing
using the Kauffmann-White scheme showed that two of the three strains corresponded
to Salmonella Javiana (09,12: 1, Z28: HS) and the other as not determined. The three
positive samples were from juvenile turtles, of indefinite sex and from one of the two
centers under study. Antimicrobial sensitivity tests determined that the strains of S.
Javiana were sensitive to streptomycin, trimetopim sulfamethoxazole, fosfomycin,
furazolidone, gentamicin and chloramphenicol and resistant to enrofloxacin, and

tetracycline.
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INTRODUCCION

La Salmonella spp es una de las prin-
cipales causas de gastroenteritis en humanos
y animales a nivel mundial. Estas infecciones
se reconocen como zZoonosis y son transmiti-
das por los alimentos (ETA). Existen dife-
rentes reportes en animales como fuente de
contagio, pero no hay suficientes estudios
acerca de las posibles infecciones produci-
das (Woodward, 1997; Zamudio et al.,2011).

La Salmonella se elimina por las heces
y se disemina en ¢l medio ambiente, donde
puede sobrevivir durante un tiempo variable,
segin las condiciones de temperatura, pH y
humedad. Esta bacteria provoca la
salmonelosis, la cual puede afectar a todas
las especies de animales domésticos. Tam-
bién ataca a los animales silvestres, princi-
palmente aves y reptiles, siendo mas suscep-
tibles los jovenes y las hembras gestantes
(Zamudio et al., 2011; OIE, 2018). En espe-
cies de quelonios se ha demostrado que for-
ma parte de la flora normal, siendo por este
motivo catalogados como portadores

asintomaticos. Esta bacteria, al tener un com-
portamiento de parasito intracelular, es opor-
tunista y puede llegar a generar altos niveles
de inmunosupresion en animales bajo condi-
ciones de cautiverio, como en zooldgicos y
zoocriaderos, o en aquellos mantenidos como
mascotas o como parte de trafico ilegal
(Fowler y Miller, 2003).

La tortuga taricaya (Podocnemis
unifilis) es criada como fuente de proteina
animal, como mascota y para su exhibicion
en parques naturales y zoologicos (Fachin y
Matheus, 2003; Sanchez et al., 2006). Esta
tortuga es comercializada y criada en dife-
rentes regiones del pais de manera ilegal, sin
tomar en cuenta el riesgo zoonético que re-
presenta y la posible diseminacion de cepas
multidrogorresistentes durante su manipula-
cion, manejo y cria. El objetivo de este estu-
dio fue serotipificar y determinar el perfil de
sensibilidad frente a antibacterianos de
Salmonella spp en tortugas taricaya, median-
te hisopados cloacales de la poblacion total
del Parque Zoolodgico Huachipa y del Parque
Natural de Pucallpa.

Rev Inv Vet Peru 2020; 31(1): e17554



Salmonella Javiana en tortugas taricaya

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 73 muestras de hisopados
cloacales de la poblacion total del Parque
Zoologico Huachipa (n = 30), Lima, y del
Parque Natural de Pucallpa (n=43), Ucayali,
Pert. Los hisopos fueron colocados en tubos
Falcon con medio de transporte bacteriano
Stuart (Merck) y llevados al Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Cientifica del
Sur, Lima.

Las muestras se inocularon en caldo
tetrationato (Merck) e incubadas a 42 °C por
24 horas. De alli fueron sembradas por ago-
tamiento en medios selectivos: Agar xilosa-
lisina-desoxicolato (XLD) y Salmonella-
Shigella (SS) e incubados a 37 °C por 24 ho-
ras, para proceder a la identificacion de las
colonias «sospechosas» de Samonella spp
utilizando pruebas bioquimicas estandar: fer-
mentacion de glucosa, lactosa, produccion de
acido de la glucosa (rojo de metilo), produc-
cioén de ureasa, Vorges Proskauer, fenil-
alanina, movilidad, malonato y citrato de
Simmons, descarboxilacion de arginina, lisina
y ornitina, oxidacion del acido gluconico y
produccion de sulfhidrico, siguiendo las reco-
mendaciones descritas en el formato de ins-
trucciones de la técnica de identificacion
bioquimica bacteriana del Instituto Nacional
de Salud (INS, 2013).

La tipificacion serologica de las cepas
se hizo en el laboratorio de Salud Publica de
la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de México, utilizando el esquema
de Kauffmann-White con sueros especificos
(DIFCO), basada en la identificacion de los
antigenos somaticos (O) y flagelares (H)
(Popoff et al., 2000). La determinacion del
patréon de susceptibilidad antibacteriana de
Salmonella enterica se hizo segun el méto-
do de Kirby Bauer, utilizando discos de
cloranfenicol (30 ug), enrofloxacina (5 ug),
oxitetraciclina (30 pg), gentamicina (10 ug),
trimetroprim sulfatrimetropim (25 pg),
estreptomicina (10 pg), fosfomicina (5 pg)y
furazolidona (100 pg).
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RESULTADOS

Se aislaron 68 cepas bacterianas de las
73 taricayas muestreadas, resultando tres
compatibles a Salmonella por identificacion
bioquimica, siguiendo la metodologia reco-
mendada por el INS. Sin embargo, en 32.87%
(24/73) de las taricayas no se pudo determi-
nar el sexo, debido a su inmadurez
reproductiva (Cuadro 1).

Los resultados del antibiograma reali-
zados con las cepas aisladas de Salmonella
spp se presentan en el Cuadro 2, observan-
dose una alta sensibilidad frente a la mayoria
de los antibacterianos evaluados. Entre las
cepas identificadas se encontrd 1.47% de
Salmonella spp y 2.94% de Salmonella
Jjaviana 09,12:1,728:HS (Cuadro 3), todos
ellos de un solo centro de cautiverio y de ani-
males juveniles.

DISCcUSION

En estudios previos de prevalencia
de infeccion por Salmonella spp en tortugas
taricayas (Podocnemis unifilis) se han re-
portado diferentes valores entre 4.4 y 25%
(Jackson y Jackson, 1971; Duque y Giraldo,
2008; Pachon, 2009). Jackson y Jackson
(1971) muestrearon varias especies de tortu-
gas terrestres y acuaticas mantenidas en cau-
tiverio en varios zoologicos de EEUU, entre
ellas taricayas, encontrando 12.1% (15/124)
de positividad a Salmonella spp. Pachon
(2009) trabajando con taricayas en cautive-
rio en la estacion de Biologia Tropical de la
Universidad Nacional de Colombia
(Villavicencio) encontrd 4.4% (12/27) de po-
sitivos a Salmonella spp, mientras que Toledo
(2009) tuvo 13% (3/23) de positivos en tortu-
gas de oreja roja (Trachemys scripta) pro-
venientes de una tienda de mascotas en la
ciudad de Valdivia, Chile, lo cual demuestra
una variable distribucion y frecuencia de pre-
sentacion, poniendo en evidencia el riesgo
para la salud publica.
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Cuadro 1. Aislamiento de Salmonella spp de hisopados cloacales en tortugas taricaya del
Parque Zooldgico Huachipa (n=30), Lima, y del Parque Natural de Pucallpa

(n=43), Ucayali, Peru

Huachipa Pucallpa Total
e Semonelle % ) N %)
Juvenil  Indefinido Positivo 3 10.00 0 - 3 4.10
Negativo 14 46.67 7 16.28 21 28.77
Adulto  Hembra Positivo - - 0 - - -
Negativo 6 20.00 22 51.16 28 38.36
Macho Positivo - - 0 - - -
Negativo 7 23.33 14 32.56 21 28.77
Total 30 100 43 100 73 100

Se logré aislar tres cepas bacterianas
compatibles con Salmonella spp por identifi-
cacion bioquimica (Cuadro 1), que represen-
tan el 4.1% (3/73) de la poblacion en estudio.
Este bajo porcentaje de distribucion de
Salmonella spp puede deberse a la caracte-
ristica de infeccion y colonizacion de la bac-
teria, sumada a la caracteristica intracelular
facultativa y eliminacion intermitente por las
heces que presenta la bacteria (Chiodini,
1982). En este sentido, Burnham ez al. (1998)
observaron en 10 cultivos de heces de un
mismo ejemplar de /guana iguana, que solo
uno de ellos dio positivo para Salmonella spp.
En algunos casos se ha requerido un multiple
muestreo para una mejor deteccidén de
Salmonella, mas ain cuando se decide utili-
zar la prueba por cultivo bacteriano como
método de diagnostico (Saelinger et al.,
20006).

Se ha comprobado que los reptiles que
se encuentran en condiciones de cautiverio
tienen mas posibilidad de eliminacion y aisla-
miento de Salmonella spp que reptiles en
estado libre, porque esta bacteria esta aso-
ciada a factores estresantes (Pachon et al.,
2009). Los animales que no estan sometidos
a estos factores predisponentes albergan can-
tidades menores de Salmonella que dificul-

Cuadro 2. Resultado (%) del antibiograma de
tres cepas de Salmonella spp aisladas de
hisopados cloacales de tortugas taricaya de
zoologicos (Pert)

Antibacteriano Sensible  Resistente
Cloranfenicol 100 0
Enrofloxacino 66.6 333
Estreptomicina 100 0
Fosfomicina 100 0
Furazolidona 100 0
Gentamicina 100 0
Sulfatrimetroprim 100 0
Tetraciclina 66.6 333

tan el aislamiento microbiologico (Burham et
al., 1998; Pasmans, 2003; Saelinger et al.,
2006). Los tres casos del presente estudio
dentro de una poblacion de 73 tortugas
muestreadas ocurrieron en solo uno de los
dos centros de cautiverio, el cual se caracte-
riza por presentar ambientes pequefios con
alta densidad animal; por otro lado, Duque y
Giraldo (2008) encontré la presencia de
Salmonella spp en tortugas Podocnemis
unifilis que fueron llevadas al centro donde
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las albergan para ser mantienen en cautive-
rio, donde el factor estrés pudo afectar la res-
puesta inmune. Este mismo efecto se obser-
va en el estudio de Toledo (2009), quien re-
portd Salmonella spp en tortugas acuaticas
Trachemys scripta elegans criadas en pe-
ceras provenientes del comercio como
mascotas o casas donde las mantenian como
mascotas.

Los aislamientos de Salmonella spp
provinieron de animales juveniles de sexo in-
definido (Cuadro 1). La madurez la alcanzan
a los 4-5 afos, edad en que con base a peso,
tamafio, forma de la entrada del caparazon
con la cloaca, direccion y tamaiio de cola,
permite diferenciar los sexos (Sanchezet al.,
2006). Esto podria estar relacionado a una
mayor oportunidad de colonizacion de la bac-
teria y una pobre respuesta inmunologica
(Duque y Giraldo, 2008).

En la serotipificacion desarrollada por
el método de Kauffman-White se identifico
en dos de los tres aislados de Salmonella a
la cepa Salmonella javiana, con la formula
antigénica [,Z28:HS, la cual pertenece a la
especie Salmonella enterica subespecie
enterica serovar javiana (S. javiana) con el
serotipo Javiana. Esta posee un antigeno so-
matico O que es un lipopolisacéarido (LPS), el
cual es un determinante importante de la vi-
rulencia de la bacteria (Popoff et al., 2000;
Grimont y Weill, 2007). El LPS estd com-
puesto de un lipido interno de una region inte-
grada en la membrana, mientras que la otra
region del nucleo O protege al microorganis-
mo mediante el aumento de la distancia con
la membrana celular (Brenner et al., 2000).

S. javiana ha sido vinculada con ali-
mentos comerciales contaminados y esta
geograficamente reportada en ciertas areas
de los Estados Unidos desde hace décadas;
por ejemplo Alley y Pijoan (1942) reportaron
un brote de Sal/monella Javiana en 15 pa-
cientes por consumo de queso cottage en
Nuevo México; Hedberg et al. (1992), re-
portaron un brote multiple de 136 casos de S.
Javiana asociados al consumo de queso
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Cuadro 3. Cepas aisladas a partir de
hisopados cloacales (n=68) de tortugas
taricaya criados en dos de zooldgicos (Pert)

Cepa n %
Arizona 7 10.3
Citrobacter sp 3 4.4
Citrobacter freundii 12 17.7
Citrobacter amalonaticus 1 1.5
Edwarsiella 2 2.9
Enterobacter agglomerans 5 7.4
Enterobacter gergoviae 1 1.5
Enterobacter arogenes 1 1.5
Enterobacter cloacale 12 17.7
Enterobacter sakazakii 2 2.9
Klebsiella sp 1 1.5
Klebsiella Pneumoniae 3 4.4
Klebsiella oxytoca 1 1.5
Providencia sp 2 2.9
Providencia stuartii 4 59
Providencia milabilis 1 L.5
Proteus sp 1 1.5
Proteus vulgaris 1 1.5
Salmonella spp. 1 1.5
Salmonella Javiana 2 2.9
Serratia liquefaciens 1 1.5
Shigella sonnei 2 2.9
Shigella sp 1 1.5
Yersenia enterolitica 1 1.5
Total 68 100

mozarella; Burnham et al. (1998) aislaron
66 cepas de S. Javiana de alimentos manipu-
lados en un brote de gastroenteritis en
Massachusetts; Srikantiah et al. (2001) ana-
lizaron 55 casos de S. Javiana, donde 30 tu-
vieron contactos con anfibios; e Iveson y
Bradshaw (1973) encontraron S. Javiana en
las muestras fecales de un bebé de 14 meses
que estuvo estrechamente asociado con un
quokka (Setonix brachyurus) y con una ser-
piente. Por otro lado, el CDC (2013) realizé
un cuadro de los 10 serotipos mas importan-
tes respecto a las incidencias de enfermeda-
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des transmitidas por alimentos contaminados
con Salmonella reportadas por FoodNet
(Foodborne Diseases Active Surveillance
Network), en el cual S. Javiana se ubico en
un cuarto lugar, con 739 casos durante el 2011
en EEUU. Tomando en cuenta estos estu-
dios y reportes, se considera que la S. Javiana
es un riesgo de infeccion por el consumo de
alimentos contaminados o el contacto directo
con animales infectados.

El antibiograma arroj6 que Salmonella
Javiana mostré6 mayor sensibilidad a
fosfomicina y la sulfa-trimetroprim (Cuadro
2), mientras que la tetraciclina y la
enrofloxacina resultaron resistentes. Dicha
resistencia fue encontrada también por Pa-
chon (2009) quien aislo Salmonella spp (per-
teneciente a los serogrupos B, C1, C2, D1 y
otros atipicos) que resultaron resistentes a
tetraciclina. Singh et al. (2011) reportaron
cepas de Salmonella Javiana resistentes a
la penicilina y la estreptomicina. Asi mismo,
Chen et al. (2011) realizaron un estudio en
reptiles identificando 44 serotipos de
Salmonella que resultaron resistentes a
ampicilina, cloranfenicol, gentamicina,
estreptomicina, sulfa-trimetroprim y
tetraciclina; sin embargo no existe un reporte
especifico de la sensibilidad de la Sa/monella
Javiana a antibacterianos en tortugas
taricayas. Esta variada presentacion de re-
sistencia a los diferentes antibidticos es una
evidencia de que este proceso es propio de
una evolucion de las cepas bacterianas en
relacion con su entorno, y no una respuesta
de especies o géneros bacterianos.

Las tortugas poseen diversidad de
enterobacterias en su flora intestinal normal.
En el presente estudio, de las 73 muestras se
identificaron 22 especies en 68 de ellas (Cua-
dro 3). Duque y Giraldo (2008), en Medellin
Colombia, identifico en tortugas taricayas,
aparte de Salmonella spp, Serratia
odorifera, Serratia liquefaciens, Providen-
cia rettgeri, Raoutella ornithinolytica,
Enterobacter sakazaki, Citrobacter
braakii, Kluyvera sp y Enterobacter
cloacal. De estas, solo E. cloacae coincide

con los resultados obtenidos en el presente
estudio, posiblemente por la diferente ubica-
cion de los centros de cautiverio. Por otro
lado, Santoro et al. (2006), en el Pacifico
Norte de Costa Rica, muestrearon 45 tortu-
gas golfinas (Lepidochelys olivacea) me-
diante hisopados cloacales y obtuvieron 35
aislados bacterianos, entre ellos Aeromonas
spp (13/45), Citrobacter freundi (6/45),
Salmonella spp (3/45), Acinetobacter spp
(3/45), Alcaligenes fecalis (1/45),
Enterobacter faecalis (2/45), Escherichia
coli (3/45), Proteus mirabilis (1/45) y
Pseudomonas aeruginosa (3/45).

CONCLUSIONES

e  Se reportd por primera vez en el Peru la
presencia de S. enterica Javiana
(I,Z28:H5) en tortugas taricayas.

e Salmonella javiana fue resistente a
tetraciclina y enrofloxacina.
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