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RESUMEN

El objetivo de este proyecto fue determinar la prevalencia de Salmonella spp. en
tlacuaches (Didelphis virginiana) de zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de
Santiago de Querétaro. Se capturaron 45 ejemplares de agosto a diciembre del
2016, en zonas periurbanas (“Zibata” y Parque Nacional El Cimatario), y en zona
urbana (campus Centro Universitario de la UAQ “CU” y Cerro de las Campanas
“CC”). La contencion fisica se hizo con trampas Tomahawk, utilizando como
atrayente  sardina comercial;, y la contencibn quimica mediante
Tiletamina/Zolazepam (Zoletil®). A cada uno se le tomé frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria, temperatura, sexo, peso y longitudes total, corporal, del pie
y de la oreja. Se determiné la edad de cada individuo utilizando férmula dentaria,
talla y peso; se obtuvieron hisopados cloacales y heces. Al terminar los animales
fueron liberados en el sitio de captura. La identificacién del microorganismo se
hizo por PCR en punto final y aislamiento microbiolégico. Como resultado, sin
incluir a PANEC por ser muy pequefio el nimero de ejemplares capturados (n=5),
23 individuos fueron positivos, correspondiendo a una prevalencia general de
Salmonella spp. de 57.5 %, sin embargo Zibatd y CU-CC tuvieron diferencias
significativas (P<0.05) con 40 % (8/20) y 75 % (15/20) respectivamente. No
obstante, la excrecion de Salmonella spp. no esta relacionado con el peso, la talla,
la edad o el sexo de los individuos (P>0.05). Asi mismo las constantes fisioldgicas
no tienen diferencias significativas entre individuos positivos y negativos. Mas del
50 % de los tlacuaches excretan Salmonella, siendo mayor la prevalencia en zona
urbana.

(Palabras clave: Salmonella, patégenos zoondticos, tlacuache, prevalencia,
urbano, periurbano)



SUMMARY

The objective of this project was to determine the prevalence of Salmonella spp. in
opossums (Didelphis virginiana) from urban and periurban areas of the city of
Santiago de Querétaro. A total of 45 specimens were collected from August to
December of 2016 in periurban areas ("Zibata" and Parque Nacional El Cimatario),
and in urban areas (Centro Universitario of the UAQ "CU" and Cerro de las
Campanas "CC"). The physical containment was made with Tomahawk traps,
using as attractant commercial sardine; and chemical containment by Tiletamine /
Zolazepam (Zoletil®). Each was given heart rate, respiratory rate, temperature,
sex, weight and total length, body length, foot length and ear length. The age of
each individual was determined with the dental formula, body length and weight;
cloacal swabs and feces were obtained. At the end the animals were released at
the capture site. Identification of the microorganism was done by end-point PCR
and microbiological isolation. As a result, not including a PANEC because the
number of specimens captured was small (n=5), 23 individuals were positive,
corresponding to a general prevalence of Salmonella spp. of 57.5%, however,
Zibata and CU-CC had significant differences (P <0.05) with 40% (8/20) and 75%
(15/20) respectively. However, the excretion of Salmonella spp. is not related to
weight, body length, age or sex of the individuals (P> 0.05). Also the physiological
constants do not have significant differences between positive and negative
individuals. More than 50% of the tlacuaches excrete Salmonella, being the greater
the prevalence in urban zone.

(Key words: Salmonella, zoonotic pathogens, opossum, prevalence, urban, peri-

urban)
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I.  INTRODUCCION

El aumento de la poblacion humana, especialmente en las zonas urbanas,
ha derivado en la ocupacibn de areas naturales. De esta manera se ha
incrementado el contacto entre la fauna nativa desplazada, los animales
domésticos y el hombre. En consecuencia, el riesgo de transmision de
enfermedades entre ellos se ha elevado, pues la relacion entre los multiples
factores propios del agente causal, el hospedero susceptible y el habitat se ven
afectados por el impacto antropogénico (Weiss, 2001; Medina-Vogel, 2010).

Con el fin de prevenir enfermedades que puedan representar un problema
para la salud publica en un futuro, es importante generar informacion sobre los
agentes patdgenos presentes en la fauna silvestre. Todo el conocimiento obtenido
al respecto es relevante debido a que de 1415 especies de organismos
infecciosos identificados como patégenos para los humanos, 868 (61 %) son
zoonoticos (que se pueden transmitir de los animales domésticos o silvestres a los

humanos), de los cuales 31 % son bacterias (Taylor et al., 2001).

Entre los agentes infecciosos de caracter zoono6tico mas importantes se
encuentra Salmonella spp. y se ha estimado que 93.8 millones de casos de
gastroenteritis debidos a las especies de Salmonella ocurren a nivel mundial cada
afio, con 155,000 muertes (Majowicz et al., 2010). Esta bacteria es de especial
importancia por su capacidad de mantenerse en multiples hospederos, que
incluyen animales tanto domeésticos como silvestres, entre ellos el tlacuache,
Didelphis virginiana (Hoelzer et al., 2011). Esta especie silvestre de habitos de
alimentacion generalistas se ha adaptado muy bien al entorno humano, lo que lo

hace un modelo muy apropiado para este estudio.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y de
acuerdo al esquema Kauffmann-White se divide en dos especies S. bongori y S.
enterica, que cuenta con 6 subespecies. Se han registrado mas de 2,600 serotipos
(Barrow y Methner, 2013) que pueden ser de hospedador restringido, de

hospedador especifico o generalistas (Murray et al., 2009; Hoelzer et al., 2011).
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Los serotipos mas frecuentes aislados en humanos en México son: Typhimurium,

Enteritidis, Derby, Agona y Anatum (Gutiérrez-Cogco et al., 2000).

El presente trabajo tuvo la finalidad de obtener la prevalencia de
Salmonella spp. En Didelphis virginiana que habitan en zonas urbanas y

periurbanas de la ciudad de Santiago de Querétaro.
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Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Medicina de la conservacion

La medicina de la conservacion es la union de las disciplinas de la salud y
la ecologia, por ello se enfoca en el estudio del contexto ecolégico de la salud y la
solucion de sus problemas. Examina la relacion entre el cambio climatico, la
calidad del habitat, el uso del suelo, el impacto de la diversidad y rareza de las
especies sobre el mantenimiento y transmisién de enfermedades asi como la
emergencia y re-emergencia de agentes infecciosos, parasitos y contaminantes
ambientales y desde luego, el mantenimiento de la biodiversidad y funciones de
los ecosistemas, dado que son el sustento de la salud de las comunidades de
plantas y animales incluyendo a los humanos (Aguirre et al., 2012).

En este sentido, es importante el estudio de las enfermedades infecciosas,
gue son aguellas causadas por microorganismos patdégenos que pueden ser
baterias, virus, parasitos u hongos (OMS, 2017). Estas son transmisibles cuando
el agente o sus productos téxicos, pueden pasar de una persona, animal o
reservorio a un hospedero susceptible, en forma directa o indirecta (Uribarren,
2016).

Thruesfield (2007) indica que la transmision de las enfermedades
infecciosas puede ser de manera horizontal o vertical. La primera es la que ocurre
de cualquier segmento de la poblacion a otro y puede ser de forma directa, por
contacto fisico de un hospedero susceptible con uno infectado o con sus
descargas infectadas, o indirecta, cuando existe un intermediario vivo 0
inanimado. La segunda es la que se da de una generacion a la siguiente y puede
ser hereditaria, portada dentro del genoma de cualquiera de los padres, o
congénita, presente al momento del nacimiento, es decir adquirida en el Gtero o en

el huevo.
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2.2 Enfermedades infecciosas en fauna silvestre

Las enfermedades infecciosas en especies silvestres existen debido a la
relacion de factores climaticos, geogréficos y ecoldgicos especificos, que al ser
alterados tienen el potencial de modificar su epidemiologia (Medina-Vogel, 2010).
El impacto ambiental antropogénico ocasiona la fragmentacion del habitat, lo que

puede influir en la transmision de agentes patégenos.

En México existe poca informacion sobre la prevalencia de infecciones en
el ambito silvestre y no estan consideradas dentro de los programas
gubernamentales de monitoreo sistematico; no obstante deberian formar parte de
ellos y de los programas de conservacion de la fauna silvestre, ya que los agentes
patdégenos estan integrados a los ecosistemas y tienen efectos reguladores sobre
las poblaciones de sus huéspedes (Ruiz et al., 2011). Ademas, existen epidemias,
gue son ocurrencias de una enfermedad infecciosa o no infecciosa a un nivel que
excede el esperado (Thrusfield, 2007), que han causado reducciones dramaticas
en las poblaciones de especies silvestres como distemper en focas, parvovirus en
leones, micosis en anfibios, tuberculosis en mustélidos entre otras (Daszak y
Cunningham, 2002).

Cabe resaltar que los animales también pueden adquirir enfermedades
infecciosas por contacto con el hombre, éstas se denominan antropozoonosis. Lo
cual hace que la fauna silvestre este en riesgo debido a la invasién de su habitat
por parte de los humanos. La exposicion a cadaveres desechados
inapropiadamente es una causa comun por la que los buitres y carnivoros salvajes
suelen adquirir infecciones del mundo civilizado como salmonelosis, brucelosis,
antrax, tuberculosis, rabia, E. coli O157:H7, campilobacteriosis, etc. (Kuldeep et
al., 2013).

Existen estudios que demuestran que la dinamica huésped-patdégeno entre
especies silvestres o entre especies silvestres y humanos puede ser gravemente
afectada como resultado de la alteracion, fragmentacidén o eliminacion del habitat
(Weiss, 2001). No obstante, el alcance de su influencia, la ecologia de las

enfermedades de la fauna silvestre es poco investigada, por lo que su papel sobre
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la aparicion de las enfermedades es también relativamente desconocido (Daszak
et al., 2001). Ademas todo esto aumenta el riesgo de la emergencia y
reemergencia de enfermedades infecciosas. Las enfermedades infecciosas
emergentes se definen como aquellas de nueva aparicion en una poblacién dada
en los ultimos 30 afios. Entre estas se encuentran el sindrome pulmonar por
Hantavirus, la fiebre hemorragica de ébola y el sindrome hemolitico urémico D*
por Escherichia coli O157:H7. Las enfermedades infecciosas reemergentes son
las ya conocidas, cuyo impacto habia disminuido e incluso se pensaban
desaparecidas y que han comenzado a elevar su incidencia o su alcance
geografico en los ultimos 30 afios (Riverén, 2002). Entre estas estan la fiebre

amarilla, leptospirosis y colera (Suarez y Berdasquera, 2000).

Las zoonosis son enfermedades infecciosas transmisibles desde animales
vertebrados al ser humano bajo condiciones naturales (Dabanch, 2003). En este
sentido, se ha estudiado mucho sobre la participacion de los animales domésticos
y de compafiia en la transmisién de las enfermedades zoondticas, pero se sabe
muy poco del papel que desempefia la fauna silvestre. La mayoria de las
enfermedades infecciosas emergentes en humanos son zoonoéticas en origen
(Brown, 2003). Esto indica que tienen nidalidad, que es la habilidad de mantener
un foco dindmico y permanente de circulacion del patégeno en animales en un

ambiente geografico determinado (Cabello y Cabello, 2008).

Gran parte de los cambios que modifican los equilibrios dinamicos de los
reservorios animales silvestres de patdégenos con potencial zoonoético, son
antropogénicos como la contaminacién, la globalizacion y el cambio climatico
(Cabello y Cabello, 2008). Ademas, sus modos de transmision son muy variados,
muchos se pueden transmitir directamente de su reservorio silvestre a los
humanos como Francisella tularensis por contacto de la piel con una liebre o
roedor infectado, enfermo o muerto, el virus de la rabia por la mordida (saliva) de
un animal enfermo, los Hantavirus se diseminan a través de aerosoles en el polvo
de las excretas de los roedores. Asi mismo la propagacion puede ser de forma
indirecta por medio de alimentos y agua contaminados (Kruse et al., 2004) como
en el caso de la salmonelosis, leptospirosis, campilobacteriosis, Escherichia coli
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O157. H7 vy Listeria monocytogenes, que siguen siendo enfermedades
preocupantes para la salud publica. Campylobacter spp. causa enfermedad a
alrededor de dos millones de personas por afio en los Estados Unidos, y

Salmonella spp. enferma a otros uno punto tres millones (Brown, 2003).

2.3 Tlacuaches (Didelphis virginiana)

Los tlacuaches pertenecen a un antiguo y diverso grupo de mamiferos, los
marsupiales, cuyos primeros restos fosiles fueron encontrados en rocas que datan
del periodo cretacico. Los marsupiales Unicamente se encuentran en Australia y
América (Armati et al., 2006), sin embargo son habitantes de una amplia gama de
ambientes; desde regiones de alta montafia hasta bosques costeros y desiertos.
Hay especies que son Unicamente arboricolas, otras son arboricolas y terrestres,
algunas completamente terrestres y una sola, Chironectes minimus, es acuatica
(Vogelnes, 2014).

En México se distribuyen 8 especies de marsupiales, dentro del orden
Didelphimorphia, en 7 géneros (Marmosa, Tlacuatzin, Caluromys, Chironectes,
Didelphis, Metachirus y Philander) (Medina et al., 2012). De los cuales, el género
Didelphis es uno de los mas ampliamente distribuidos con 2 especies: D.

virginiana y D. marsupialis (Cruz et al., 2014).

2.3.1 Clasificacion taxondmica (Cuardn et al., 2008)

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Clase: Mammalia

Orden: Didelphimorphia
Familia: Didelphidae
Género: Didelphis

Especie: Didelphis virginiana
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2.3.2 Generalidades

Didelphis virginiana es un marsupial de cuerpo robusto y fuerte, con un
rostro largo y puntiagudo. Difiere de D. marsupialis por presentar mejillas blancas,
usualmente su cola prensil es mas corta o igual que la longitud del cuerpo y su
porcion negra es mayor que la blanca. La coloraciéon de su cuerpo en la parte
dorsal es gris o blancuzca (raramente oscura), presenta pelos de guardia con
puntas blancas. Toda la parte ventral es blanca, crema o amarillenta, la parte
media basal de la cola, las piernas y las patas son negras, sus orejas son
desnudas y negras. El peso de D. virginiana oscila de 1100 a 2800 g y sus
medidas corporales son: longitud total de 645 a 1017 mm, cola vertebral de 255 a
535 mm, pata de 48 a 80 mm y oreja de 45 a 60 milimetros (Zarza y Medellin,
2005). A diferencia de Didelphis marsupialis, D. virginiana puede presentar una
tactica de defensa pasiva llamada tanatosis (Ceballos y Oliva, 2005), que es un
estado catatonico en respuesta a una situacion de acoso, comportamiento

conocido comunmente como “hacerse el muerto” (Aranda, 2012).

El tlacuache es una especie de habitos nocturnos, su periodo de mayor
actividad es entre las 23:00 y las 02:00 horas (Ceballos y Oliva, 2005), aunque
puede ser activo en el dia durante el clima frio, solitario y nbmada (Cruz-Reyes,
2009) permanece en un sitio entre seis meses y un afio. La densidad poblacional
promedio es de 0.26 ind/ha en los Estados Unidos y en México se ha registrado de
1 a 23 ind/ha (Ceballos y Oliva, 2005).

2.3.3 Distribucién

Esta especie se distribuye desde el sureste de Canada y parte este de los
Estados Unidos hasta el noroeste de Costa Rica. En México se encuentra en casi
todo el pais con excepcion de la peninsula de Baja California y parte del desierto
chihuahuense (Zarza y Medellin, 2005; Aranda, 2012).

2.3.4 Habitat

La documentacién de un buen habitat para Didelphis virginiana incluye

una combinacion de arboles grandes y espesos matorrales, agua abundante y en
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muchas ocasiones campos de cultivo. Puede establecer una madriguera casi en
cualquier lugar mientras esté seco, abrigado y protegido, como en arboles huecos,
troncos y pilas de maleza. Una madriguera de hierba y hojas es usualmente el sitio
de anidacion. El tlacuache utiliza varias madrigueras dentro de su area de
actividad, que abarca de 10 a 15 hectareas (Aranda, 2012) y no es territorial pero

puede defender el espacio ocupado en un tiempo determinado (UN-L, 1992).
2.3.5 Alimentacion

Los tlacuaches son omnivoros, su dieta puede incluir desde insectos hasta
carrofa. Consumen considerables cantidades de materia vegetal, especialmente
frutas y granos. En cercania con la gente visitan pilas de composta, botes de
basura, o platos de comida destinados a perros, gatos y otros animales
domeésticos (Jackson, 1994). En una noche pueden forrajear una distancia de 1.6
a 2.4 Km (Ceballos y Oliva, 2005). Las excretas en general son de forma cilindrica,
de color café oscuro o negro, y los tlacuaches pueden defecar en cualquier sitio
(Aranda, 2012).

2.3.6 Tracto gastrointestinal y microbiota

El tracto gastrointestinal del tlacuache comprende, como en todos los
mamiferos, la cavidad bucal, el eséfago, el estbmago, los intestinos delgado y

grueso y termina en la cloaca, con sus 6rganos accesorios (Figura 1).

La ingesta de materia tanto vegetal como animal tiene como
consecuencias nutricionales que se requiere una mayor lubricacion para proteger
el revestimiento del tracto gastrointestinal de traumas fisicos durante el paso de
residuos de las partes estructurales de las plantas, y que los residuos de plantas
no digeridos proveen un sustrato adicional para bacterias y otros microbios
residentes del tracto, principalmente en el ciego. En consecuencia, el tracto
digestivo de un omnivoro tiene un tamafio total mayor al de un carnivoro, con un
intestino delgado mas largo, mayor capacidad cecal, y un aumento en la longitud y
diametro del colon. El ciego de D. virginiana representa 20-40 % de su longitud

corporal, pero es simple en su morfologia (Armati et al., 2006).
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En la cavidad bucal las glandulas salivales son representadas por grandes
glandulas mandibulares que secretan una saliva mucosa, y glandulas sublingual y
parétida mas pequefias. La formula dentaria que en adultos es (I 5/4, C 1/1, PM
3/3, M 4/4) x 2 = 50 puede utilizarse para determinar la edad del tlacuache como

se muestra en el Cuadro 1 (Petrides, 1949; Macedo et al., 2006).

( ;\‘ Rectum

“\ \ g
Stomach N ) /
\ J
) / Colon
Oesophagus "Z/\Y\— / l NS
Opening of — / /~~.,/

common bile
and
pancreatic

duct \f/ & % \
g |- - __r
Small 7/—\2 g\(>\\./i & /’ -

7
intestine \/1\,

Figura 1. Representacion del tracto gastrointestinal de Didelphis virginiana
(Armati et al., 2006).

Rodriguez et al. (1992) examinaron a 20 tlacuaches adultos hembras y
machos de entre 2 y 4.5 Kg, sin signos de enfermedad como diarrea, fiebre o
cambios en sus habitos alimenticios, para estudiar su microbiota estomacal, del
intestino delgado, del ciego y la bilis. Los ejemplares fueron capturados en su
habitat natural, desparasitados a su llegada con tres dosis de
Ivermectina/Praziquantel y luego mantenidos en cautiverio en jaulas individuales

por un mes antes del estudio. Obtuvieron que el nimero de bacterias aisladas fue
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menor en el estbmago e incrementaba progresivamente del duodeno al ileon, con
los numeros mayores en el ciego. Bacilos Gram negativos fueron los
predominantes a lo largo de los intestinos delgado y grueso, mientras que en el

estbmago predominaron las bacterias Gram positivas.

Cuadro 1. Determinacion de la edad en tlacuaches de acuerdo a la férmula

dentaria. I: incisivos; C: caninos; PM: premolares y M: molares.

Edad en meses Férmula
dentaria
ICPMM
Aproximadamente 3 5120
4120
4 5131
De5a8.5
7a11

10 en adelante

I3, 1F NS, | NS, 1N
WWWWwWwlWwlw
FN TN IANN SIS

(Petrides, 1949)

La microbiota que encontraron fue: enterobacterias, detectando que las
predominantes fueron Escherichia coli (16 animales), Edwardsiella tarda (12
animales), Klebsiella pneumoniae (10 animales), Morganella morganii (9
animales), Citrobacter freundii y Salmonella spp. (8 animales), Proteus mirabilis (7
animales) y Providencia alcalifaciens (5 animales). Otros bacilos Gram negativos
aislados fueron Pseudomonas spp. (10 animales), Acinetobacter calcoaceticus (5
animales), Pasteurella spp. y Moraxella spp. (4 animales), Aeromonas hydrophila y
Alcaligenes faecalis (2 animales). En cuanto a las bacterias Gram positivas los
estafilococos coagulasa negativos (S. xylosus, S. hominis, S. cohnii, S. Sciuri) y
los estreptococos viridans fueron los predominantes, encontrados en 17 y 11
animales respectivamente. Staphylococcus aureus fue recuperado de 5 animales.

Estreptococos [B-hemoliticos pertenecientes a los grupos C, D y G fueron
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encontrados en 8 tlacuaches. Aislaron enterococos de 15 ejemplares, la mayoria
fueron E. durans. Los bacilos Gram positivos incluyeron lactobacilos (17 animales)
y otras bacterias tipo difteréides (13 animales). Solamente de 3 animales aislaron
levaduras. Bactetrias anaerobias obligadas pertenecientes al grupo Bacteroides
fragilis fueron aisladas del intestino grueso de los 20 tlacuaches. La mayoria de la
microbiota del ciego incluy6 al grupo B. fragilis, B. capillosus, B. oralis/veroralis,

Clostridium perfringes, C. sordelii, C. clostridiforme, C.glycolicum y E. coli.
2.3.7 Comportamiento reproductivo

Los Didelphis spp. estan catalogados como animales de vida corta (1-4
afos en vida libre) y camadas grandes. La reproduccion se da en cualquier época
con picos de apareamiento en enero-febrero y junio-julio, y dos camadas al afo
(Rademaker y Cerqgueira, 2006) que varian por lo general de una a diez crias. El
periodo de gestacion es de 13 dias, después del parto las crias, en estado fetal, se
arrastran hasta el marsupio donde se aferran a un pezon permaneciendo de ese
modo por dos meses aproximadamente hasta completar su desarrollo. Después
de ese periodo emergen para explorar paseando a menudo sobre el dorso de su
madre. (UN-L, 1992; Aranda, 2012), regresando al marsupio para alimentarse de
manera mas intermitente (Adamski y Demmer, 2000). El destete se da en un
periodo de 90 a 108 dias cuando miden de 17 a 23 cm, de nariz a cola, y pesan de
280 a 450 g, aproximadamente (NOS, 2015).

2.3.8 Relevancia de la especie

El caracter sinantrépico (que frecuenta el entorno humano) de los
tlacuaches, aunado a que también son mantenidos como mascotas exéticas luego
de ser rescatados del marsupio de sus madres, que han sido asesinadas por
perros o atropelladas (Johnson-Delaney, 2006 y 2014) y el aprovechamiento de su
carne para consumo O para Su uso empirico en el tratamiento de algunas
enfermedades como parte de la medicina tradicional mexicana (Jacobo-Salcedo et
al.,, 2011; Alonso-Castro et al, 2011; Alonso-Castro, 2014), los hace

potencialmente importantes como dispersores de enfermedades zoonéticas de
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trascendencia para la salud publica, debido a que son portadores naturales o

reservorios de una gran diversidad de agentes zoonoticos (Ruiz et al., 2011).
2.3.9 Aislamiento de Salmonella spp. en tlacuaches

El tlacuache ha sido mencionado como reservorio de Salmonella spp., hay
antecedentes que indican que es hospedero de algunas variedades llegando a
presentar la enfermedad o manteniéndose como portador asintomatico. En
América, Salmonella spp. en marsupiales ha sido reportada principalmente en
Estados Unidos, Brasil y Argentina. En Carolina del Norte, Thigpen et al. (1975)
examinaron aproximadamente 200 zariglieyas clinicamente normales, muertas y
moribundas para detectar Salmonella. Cultivos con resultados positivos se
obtuvieron de hisopados rectales en 39 de 56 (70 %) muestras recogidas en el
otofio, y en 30 de 50 (60 %) recogidas durante la mitad del invierno de un grupo
adicional de animales clinicamente normales, que fueron mantenidos en
aislamiento por aproximadamente 3 meses antes de la prueba; 87 de 108 (81 %)
enfermos resultaron con cultivos positivos. Los serogrupos B y R de Salmonella se
aislaron a partir del bazo, higado, rifiones o sangre del corazoén, asi como del ileon
de 57 enfermos. En 23 casos, S. Typhimurium o S. Bern se aislo en cultivo puro
de los d6rganos viscerales. Estos hallazgos indican septicemia bacteriana. En
contraste, las salmonelas de los serogrupos C1, E1, y F se aislaron de heces de
zariglieyas clinicamente normales y enfermas, lo que sugiere un habitat restringido

al tracto intestinal y, probablemente, los nédulos linfaticos mesentéricos.

En este mismo sentido, Runkel et al. (1991) obtuvieron cultivos
bacteriologicos de linfonodos mesentéricos, conducto biliar, sangre, higado, bazo
y pancreas de 18 tlacuaches (D. virginiana). La incidencia general de salmonelosis
fuera del tracto intestinal fue de 61 %. Se recuperd Salmonella de la vesicula biliar
de seis animales (33 %), indicando infeccion crénica del tracto biliar. De esos seis
ejemplares, se observd translocacion de Salmonella a los ndédulos linfaticos
regionales en cinco, bacteriemia en tres, y se extendié al higado o el bazo en
cinco. El tracto biliar era estéril en 12 zariglieyas (67 %). En estos 12 animales, las

bacterias se aislaron de los nédulos linfaticos celiacos y mesentéricos superiores
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de cinco, la sangre de dos, y el higado y el bazo de uno. Cultivos bacteriolégicos
se obtuvieron a partir del tracto intestinal y de sitios extraintestinales en nueve
ejemplares. Se encontré al microorganismo en el intestino delgado de dos, los
cuales tenian la salmonelosis biliar. Ademas, Salmonella fue aislada de érganos
extraintestinales de tres animales con cultivos negativos del intestino. Todos los

aislamientos fueron de S. enterica subsp. houtenae.

En Didelphis virginiana se ha encontrado Salmonella entérica
serovariedad Oranienburg en centros de rehabilitacion de Ohio (Jijon et al., 2007).
En Argentina S. enteritidis se ha reportado en Didelphis albiventris (Villafafie et al.,
2004). En Brasil, Salmonella enterica subespecies diarizonae, enterica y houtenae
fueron encontradas en los intestinos de Didelphis aurita, donde los serotipos mas
frecuentes de S. entérica enterica fueron Newport, Typhimurium y Cerro. En
cambio en D. albiventris los serotipos fueron Newport, Typhimurium, Barelley y
Thompsom (Casagrande et al., 2011).

En México existen pocos estudios de la excrecion de enteropatdgenos en
marsupiales. Sin embargo, en el estado de Yucatan se ha detectado Salmonella
enterica subsp. enterica serotipos Sandiego, Newport, Anatum, y Minnesota, y S.
arizonae serovar O44 en heces de Didelphis virginiana en zonas semiurbanas
(Ruiz-Pifa et al., 2002). No obstante no se tiene informacion de la excrecién de

Salmonella spp. en el centro de México.

2.4 Género Salmonella
Salmonella spp. es reconocida como uno de los principales patdgenos
zoonoticos causantes de enfermedades alimentarias a nivel mundial, colonizando
animales tanto domésticos como silvestres, asi como al humano (Gonzalez et al.,
2014).

2.4.1 Etiologiay clasificacién

Se puede estimar que un ancestro comun del género Salmonella existia
hace unos 25 a 45 millones de afios (Baumler et al., 1998). De acuerdo al

esquema Kauffmann-White se divide en dos especies S. bongori y S. enterica, que
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cuenta con 6 subespecies (Figura 2), y mas de 2,600 serotipos (Barrow y Methner,
2013). La caracterizacidon se hace mediante 3 antigenos de superficie: flagelar “H”,
somatico “O” y capsular o de virulencia “Vi" (PHAC, 2015). Los factores “O”, son
polisacéaridos especificos que forman parte del lipopolisacarido de la membrana
celular, determinan la agrupacion o serogrupo, mientras que los factores “H”
permiten definir el serotipo de una cepa de Salmonella (Lim y Thong, 2009).

Algunos serogrupos y los serotipos que los conforman se aprecian en el Cuadro 2.

Las bacterias pertenecientes al género Salmonella son patdgenos
obligados que habitan en el tracto gastrointestinal y pueden colonizar a casi todos
los animales incluido el hombre. No obstante también estan muy distribuidos en el
ambiente, encontrandose con frecuencia en las aguas residuales humanas y en
cualquier material con contaminacion fecal (OIE, 2012) debido a que se excretan
principalmente por las heces y son capaces de contaminar la vegetacion, el agua y
el suelo, donde en condiciones de sombra y humedad adecuadas pueden

sobrevivir hasta nueve meses.

Subespecie

Especie
Género /
Salmonella,
o]
=
E——

Figura 2. Esquema de especies y subespecies de Salmonella, por clasificacion
Kauffmann-White (Lim y Thong, 2009).

27



Cuadro 2. Serogrupos y serotipos de las cepas de Salmonella.

Serogrupo Serotipo Serogrupo Serotipo Serogrupo Serotipo
Agona Altona London
Brandenburg Blockley Senftenberg
E
Coeln Hadar Tambacounda
B
Indiana Kentucky Tilburg
Cc2
Java Manhattan Cerro
Typhimurium Muenchen Friedrichsfelde
Infantis Newport Grumpensis
Livingstone Tallahassee Jangwani
Mikawasima Enteritidis Nima
D Otros
Ohio Panama Paratyphi A
C1
Rissen Anatum Pomona
Tennessee Give Urbana
E
Thompson Goelzau Veneziana
Virchow Lexington Worthington

(Herrera-Leon et al., 2007).

2.4.2 Caracteristicas del género Salmonella

Las especies del género Salmonella son bacilos gram-negativos, en su
mayoria moéviles, pues poseen flagelos peritricos, con excepcion de S. Gallinarum
y S. Pullorum, aerobios o anaerobios facultativos, fermentan la glucosa, maltosa y
manitol pero no la lactosa ni la sacarosa (Vila et al., 2009). Ademas, Salmonella
spp. no forman esporas, son oxidasa negativos, catalasa positivos, crecen bien en
el medio de MacConkey, reducen los nitratos a nitritos, utilizan citrato como Unica
fuente de carbono, producen sulfuro de hidrogeno, son ureasas negativos, no des-

aminan fenilalanina y son tetrationato reductasas (Linder, 1995).
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Respecto sus propiedades, estas bacterias se desarrollan entre 8 y 45 °C,
aungue se ha sefialado que presentan un crecimiento hasta 5.3 °C (Parra et al.,
2002); sin embargo, no sobreviven a temperaturas mayores a 70 °C, ni a elevadas
concentraciones de sal. Pero pueden resistir la deshidratacion durante un tiempo
muy prolongado, tanto en heces como en alimentos. Requiere un pH de 4.1 a 9
(Brands, 2006).

2.4.3 Salmonelosis

En 2011 ocurrieron aproximadamente 1.03 millones de infecciones por
Salmonella no tifoidea en Estados Unidos, con alrededor de 378 muertes y mas de
19,000 personas hospitalizadas. Aunque se estima que la incidencia real de
salmonelosis es al menos 29 veces mayor al numero de casos registrados, ya que
a mayoria de las personas experimenta sintomas moderados y no solicita atencién
médica (Doyle, 2013). En los paises en desarrollo, es dificil evaluar la situacion,
debido a que se carece de datos de vigilancia epidemioldgica, pero se sabe que
se presentan brotes epidémicos (Acha y Szyfres, 2001). Majowicz et al. (2010)
estimaron que 93.8 millones de casos de gastroenteritis debidos a las especies de
Salmonella ocurren a nivel mundial cada afio, con 155,000 muertes debidas a

Salmonellas no tifoideas.

La salmonelosis puede afectar a todas las especies de animales
domeésticos, siendo mas susceptibles los mas jévenes, gestantes o lactantes. Las
infecciones pueden variar desde un estado de portador subclinico a la septicemia
fatal aguda. Dichas infecciones se dan fundamentalmente en los meses calidos
del afio y tienen una distribuciéon mundial. La manifestacion clinica mas comun es
la enfermedad entérica, que a menudo se presenta como diarrea sanguinolenta o
profusa acompafiada de fiebre, pero hay una gran variedad de signos clinicos que
se pueden observar, como septicemia aguda, aborto, artritis, necrosis de las

extremidades y enfermedad respiratoria (OIE, 2012).

S. bongori y S. enterica subsp. arizonae y diarizonae son normalmente
comensales de hospederos reptiles, pero ocasionalmente pueden infectar a
humanos. Salmonella enterica serotipos Typhi (cuyo Unico hospedador conocido
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es el hombre) y Paratyphi causan enfermedades severas en humanos, como el
sindrome séptico y las fiebres tifoidea y paratifoidea, respectivamente. El resto de
los serotipos ocasionan en su mayoria diarrea, fiebre, calambres abdominales,
vomito y diarrea (Parra et al., 2002). Los serotipos méas frecuentes aislados en
México en humanos son: Typhimurium, Enteritidis, Derby, Agona y Anatum. Sin
embargo también se han identificado Typhi, Newport, Heidelberg, Infantis,
Worthington, Orangienburg, Hadar, Muenchen, Senftenberg, Give, Saintpaul,
Panama, Cerro, Montevideo, Meleagridis, Arizona, Sandiego, Thompson, Haviana,
Dublin, Paratyphi A y B, entre otros (Gutiérrez-Cogco et al., 2000). Los estados en
los que se ha reportado el mayor nimero de casos son: Tabasco, Chiapas,
Coahuila, Sinaloa, y Veracruz. Las entidades federativas con menos reportes
fueron Durango, Hidalgo, México, San Luis Potosi, y Tlaxcala (Hernandez et al.,
2011). En Querétaro los casos registrados de Fiebre Tifoidea son 15, de Fiebre
Paratifoidea son 7 y de otras Salmonelosis son 103, de acuerdo al Boletin
Epidemiolégico de la Secretaria de Salud (2017) hasta la semana epidemiologica
15.

2.4.4 Epidemiologia

Salmonella spp. es prevalente en animales comestibles tales como aves,
porcinos y vacunos, y también en mascotas, incluidos gatos, perros, pajaros y
reptiles. Puede atravesar toda la cadena alimentaria, desde los piensos para
animales y la produccion primaria hasta los hogares o los establecimientos e
instituciones de servicios de comidas. Entre las fuentes de infeccion de
salmonelosis para las personas se encuentran los alimentos de origen animal
(principalmente huevos, carne, aves y leche), aunque también otros alimentos se
han vinculado a la transmisién, incluidas hortalizas asi como el agua
contaminadas por estiércol (Dhama et al., 2013). También, esta bacteria puede
transmitirse entre las personas por via fecal-oral. Ademas, se pueden producir
casos cuando las personas entran en contacto con animales infectados, incluidas
las mascotas. Generalmente, esos animales no presentan signos de la
enfermedad (OMS, 2017).
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El reservorio de Salmonellas no tifoideas son los animales. La distribucion
entre otras especies animales de los 18 serotipos mas frecuentes aislados en
humanos en Estados Unidos del 2006 se aprecia en la Figura 3. Estos son
Typhimurium, Enteritidis, Newport, Heidelberg, Haviana, Montevideo, Muenchen,
Orangienburg, Mississippi, Sainpaul, Braederup, Agona, Infantis, Thompson,
Paratyphi B, Stanley, Tennessee y Hadar. Salmonella Typhi se excluyé por

representar un serotipo con hospedero restringido adaptado a humanos y primates

no-humanos (Hoelzer et al., 2011).

Ganado Ganado  Pequefios  Caballos  Perrosy Fauna Aves
Vacuno Porcino  Rumiantes Gatos Silvestre  Domésticas

Figura 3. Distribucién entre los animales de los serotipos de Salmonella mas
comunes aislados en humanos en Estados Unidos. Modificado de Hoelzer et al.
(2011).

Entre las diferentes vias de transmisién por las que la fauna silvestre
puede estar involucrada en la salmonelosis humana se encuentran: el
acercamiento con animales domeésticos como vectores de transmision o
reservorios; contacto directo con los seres humanos; a través de la carne de
animales salvajes, asi como por contaminacion ambiental y de los alimentos
(Hilbert et al., 2012).
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2.4.5 Hospederos

Los serotipos de Salmonella pueden ser de hospedador restringido, de
hospedador especifico o generalistas. A los primeros pertenecen los serotipos
Paratyphi A, Gallinarum biovariedades Gallinarum y Pullorum, o Typhi que solo
causan enfermedad en una especie de hospedero. En contraste los serotipos del
segundo grupo, como Salmonella Dublin y S. Choleraesuis adaptados al ganado
vacuno y porcino respectivamente, estan predominantemente asociados a una
especie de hospedero pero pueden causar enfermedad a otras especies también.
Por ultimo los serotipos generalistas como Typhimurium y Enteritidis comunmente
causan enfermedad en una amplia gama de hospederos (Murray et al., 2009;
Hoelzer et al., 2011). Los de mayor interés veterinario pertenecen a S. enterica

subsp. enterica.

Salmonella ha sido aislada de un gran nimero de mamiferos silvestres o
de sus heces, incluidos tlacuaches, ardillas, marmotas, mapaches, zorros,
visones, pumas, tigres, jabalies, hipopdtamos, rinocerontes, focas y ballenas;
resaltando que el patégeno puede causar enfermedad en estos animales, pero los
portadores asintomaticos parecen ser comunes Yy probablemente también

representan un considerable riesgo de infeccién (Holzer et al., 2011).
2.4.6 Factores de virulencia

Durante el proceso infeccioso de Salmonella ocurre la adhesion, invasion,
replicacion, resistencia a los mecanismos de defensa y dafio al hospedero. Cerca
del 90 % de los genes en las serovariedades Salmonella Typhimurium y S. Typhi
son idénticos y el 10 % de los genes que difieren incluyen los factores de
virulencia, que se muestran en la Figura 4, que determinan su potencial

patogénico (de Jong et al., 2012).

Las adhesinas de las bacterias gram negativas en general son fimbria,
fibrilla, flagelo, lipopolisacarido (LPS) y capsula. Solamente los serovares Typhi,
Paratyphi y Dublin de Salmonella enterica presentan capsula, y todas las
salmonelas se consideran moviles a excepcion de S. enterica serovar Gallinarum.

Salmonella también expresa una amplia variedad de fimbrias con diferente
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especificidad de unién (Figueroa y Verdugo, 2005) como las tipo 1 codificadas por
el gen fim, o las codificadas por el gen de 90 Kb pef del plasmido pSLT, presente
en todas las cepas patdgenas de la bacteria. Otros genes productores de fimbrias
son Ipf y agf, el primero corresponde a la fimbria polar larga que contribuye a la
afinidad de la bacteria por las placas de Peyer y la adhesion a las células M, el
segundo a la frimbria agregativa que promueve la interaccion inicial con el
intestino del hospedero y estimula la unidn entre las bacterias lo que lleva a
mayores probabilidades de supervivencia de las mismas (Parra et al., 2002,
Borges et al., 2013). En la mayoria de los aislados de Salmonella dos genes son
los responsables de codificar los antigenos flagelares. El gen fliC codifica los
antigenos de fase 1, se ubica en un operdn de biosintesis flagelar, presente en
todas las bacterias del género Salmonella y tiene un homologo en Escherichia coli.
El gen fljB codifica los antigenos de fase 2, localizado en una region del genébma
gue es unico para Salmonella y esta presente en 5 subespecies. Ambos genes se
expresan de forma coordinada de uno por vez (McQuiston, et al.,, 2004). La
expresion de estos dos antigenos diferentes es Unica para Salmonella y le confiere
la capacidad de variar de fase con respecto a sus antigenos flagelares. Aunque la
caracteristica bifasica esta limitada a cuatro de las subespecies de Salmonella
enterica que son enterica, salamae, diarizonae e indica, mientras que las
subespecies arizonae y houtenae, asi como Salmonella bongori, tienen
unicamente el gen fliC por lo que se consideran monofésicas. Serotipos
especificos dentro de las subespecies bifasicas pueden ser monofasicos
(McQuiston, et al., 2008). El LPS, la flagelina y el peptidoglucano son patrones
moleculares asociados a patégeno (PAMP) y su reconocimiento por parte de los
receptores tipo Toll 4 (TLR4) causa combios proinflamatorios en la expresion de

genes de la célula hospedera (Barrow y Methner, 2013).
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Figura 4. Factores de virulencia de Salmonella Typhimurium y Salmonella Typhi
(de Jong et al., 2012).

Los genomas completos de Salmonella enterica serovar Typhi CT18 (4
809 037 bp), Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 (4 857 432 bp) vy
Salmonella enterica serovar Paratyphi A cepa ATCC 9150 (4 585 229 bp) se han
secuenciado, asi como de otras cepas, y se ha detectando la presencia de
pseudogenes, profagos funcionales, plasmidos, islotes de patogenicidad, islas de
patogenicidad y sistemas de secrecién. Salmonella enterica serovar Typhi CT18,
Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 comparten cerca del 89 % de sus
genes, sus diferencias incluyen =480 genes unicos para S. Typhimurium and =600
genes unicos para S. Typhi (McClelland et al., 2001; Parkhill et al., 2001).

Los plasmidos y profagos son moleculas de ADN de cadena sencilla o
doble que pueden ser intercambiados de manera horizontal entre las bacterias

para pasar o recibir genes selectos que pueden mejorar la virulencia o
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proporcionar resistencia a antimicrobianos (de Jong et al.,, 2012). Todos los
plasmidos de virulencia comparten una region altamente conservada denominada
SpvRABC que promueve el rapido crecimiento y supervivencia de Salmonella spp.
Dentro de las células del hospedero y es importante para la infeccion sistémica
(Libby et al., 1997).

Las islas de patogenicidad (SPI por sus siglas en inglés) son grupos de
genes involucrados en codificar factores especificos de virulencia, estan presentes
en el genoma de bacterias patégenas y ausentes en el de cepas no patdgenas de
la misma especie 0 especies muy cercanamente relacionadas (Gal-Mor et al.,
2014), su porcentaje de G-C difiere del promedio del genoma bacteriano, lo que
apoya la idea de adquisicion de SPI mediante transferencia lateral de genes, se
presentan repeticiones directas en sus extremos, portan genes que codifican
factores de movilidad como integrasas, transposasas o secuencias de inserciéon y
se encuentran frecuentemente insertadas en loci de tARN (Figueroa y Verdugo,
2005; Nieto et al., 2016). Las SPI que se conocen son 21 la mayoria estan
presentes en ambas especies y a traves de todas la subespecies (McClelland et
al., 2001). SPI-1 y SPI-2 son las mas estudiadas y son conservadas y estables en
todos los miebros de Salmonella enterica (Nieto et al., 2016). No obstante sus
genomas tienen 11 SPI en comun (de Jong et al., 2012), la SPI-14 es especifica
de S. Typhimurium, asi como SPI-7, que codifica para el antigeno Vi, SPI-15, SPI-
17 Y SPI-18 estan presentes estan presentes en el genoma de S. Typhi pero no

en el da la primera (Dougan and Baker, 2014; Gal-Mor et al., 2014).

La SPI-1 se encuentra en el centisoma 63, es un segmento de 35-40 Kb
gue contiene 31 genes algunos de los cuales codifican el Sistema de Secrecién
Tipo Il (SSTIII) denominados inv-spa, otros codifican las proteinas involucradas
en la traslocacion de las moléculas efectoras dentro del citoplasma de la célula
hospedero, y otros mas que codifican las proteinas efectoras y sus chaperonas.
Esta isla se encuentra en S. bongori y todas las variedades de S. enterica
(Figueroa y Verdugo, 2005). Los sistemas de secrecion tipo Il (SSTIII) son un
grupo de organelos especializados de las bacterias gram negativas que transfieren

las proteinas de la bacteria a través de la membrana celular del hospedero
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(Brands, 2006). Salmonella spp. tiene dos SSTIII, codificados por dos islas de
patogenicidad distintas, SPI-1 y SPI-2. El primero esta implicado en la penetracion
inicial de la bacteria, el segundo es importante para los siguientes estadios de la
infeccion (Parra et al., 2002). Dentro de las proteinas mas importantes para el
ensamblaje del SSTIII y exportacidon de proteinas efectoras, se encuentra InvA. Es
una proteina de membrana interna involucrada en la formacion de un canal,
relacionado con el proceso de invasion al epitelio intestinal que es utilizado
durante el proceso de infeccion por Salmonella spp. y otros enteropatégenos como
Shigella spp. (Chacén et al., 2010). El gen invA la codifica y es el primero de un
operdn gue contiene también los genes invB e invC (Figueroa y Verdugo, 2005),
ademas de estar presente en todas las variedades invasoras lo que sugiere su
asociaciéon con cuadros virulentos, y ser muy estable por estar codificado en el
cromosoma bacteriano (Chacon et al., 2010). El gen hilA codifica para el regulador
central HilA, el cual es indispensable para la la expresion de los componentes del
SSTTII ademas de participar en la invasion a las células epiteliales e inducir

apoptosis en los macrofagos (Borges et al., 2013).

Salmonella spp.invade en su hospedero células que no son normalmente
fagociticas enviandoles sefiales que inducen un rearreglo del citoesqueleto. Las
proteinas efectoras involucradas en este mecanismo son SipA, SopE, SopE2 y
SopB, mientras que la proteina SptP es la responsable de que la superficie celular
vuelva a la normalidad. La proteina efectora SipB induce apoptosis de macréfagos
acivados y fagositosis inducida en macréfagos no activados, para que la bacteria
sea transportada a higado y bazo. Las proteinas efectoras pueden ser
consideradas como toxinas aunque a diferencia de éstas, carecen de receptores
de unién por lo que requieren del Sistema de Secrecién Tipo lll para acceder a su

sitio de accion (Figueroa y Verdugo, 2005).

La SPI-2 también codifica para un SSTIIl y se activa cuando la bacteria se
encuentra en una vacuola al interior de una fagocitica como los macréfagos o las
células dentriticas. Esta isla de patogenicidad se localiza en el centisoma 31, tiene
un tamafio de 40 Kb con 32 genes y se divide en dos segmentos el menor (14.5
Kb), esta presente en S. bongori, y el mayor (25.3 Kb) presente GUnicamente en S.
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enterica y tiene importantes genes de virulencia (Figueroa y Verdugo, 2005). Los
genes que contiene SPI-2, estan envueltos en la fase sistémica de la enfermedad
(Parra et al., 2002).

La SPI-3 se ubica en el centisoma 82, con un tamafo de 17 Kb, requerida
para la supervivencia intracelular en macrofagos, provee productos esenciales
para el crecimiento en condiciones limitadas de Mg?*. La SPI-4 codifica un
supuesto sistema de secrecion tipo | que media la secrecion de toxinas y se cree
participa en la adaptacién de la bacteria al ambiente intracelular en los
macrofagos, es de 27 Kb, con 18 genes en el centisoma 92. La SPI-5 de 7.5 Kb,
centisoma 20, codifica proteinas efectoras como PipA, involucradas en la
secrecion fluida y reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal (Figueroa y
Verdugo, 2005).

2.4.7 Patogenia

Un numero reducido de serotipos de Salmonella mas especializados se
asocian con infecciones  sistémicas (Figura 5) en  hospederos
inmunocomprometidos, como es el caso de Salmonella enterica enterica serotipo
Typhi, Sendai y Paratyphi A, B o C que estan estrictamente adaptados al humano,
que es su reservorio exclusivo (Barrow y Methner, 2013; Gal-Mor et al., 2014). La
gran mayoria de los serotipos de Salmonella son capaces de producir
gastroenteritis en humanos y un gran nimero de otras especies de animales,
infeccion que permanece localizada en la porcion terminal del ileon, célon y
linfonodos mesentéricos. La respuesta inflamatoria del hospedero es responsable
en gran medida de los signos clinicos caracteristicos que incluyen diarrea,
nauseas, vomito, calambres intestinales y fiebre, producidos durante la infeccion.
Estos serotipos son conocidos como no tifoideos. No obstante en un poco més del
5 % de los casos debidos a dichos serotipos, la bacteria causa una enfermedad
invasiva, extra-intestinal, que lleva a una bacteremina e infecciones sistémicas
focales (Gal-Mor et al., 2014).

La forma de transmision de Salmonella es principalmente por via oral,

aunque las bacterias también pueden penetrar a través de la mucosa de las vias
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respiratorias superiores y de la conjuntiva, como experimentalmente o mostraron
Sanchis et al. (1995). Una vez ingerida Salmonella transita por el sistema digestivo
y se une a la mucosa del intestino delgado, pero también puede liberarse hacia la
sangre o la circulacién linfatica. La infeccion primero se localiza en la mucosa del
ileon, ciego y colon, especialmente la regidén cercana al recto asi como en los
noédulos linfaticos mesentéricos de los animales afectados. La entrada del
microorganismo se asocia mas con las microvellosidades de los enterocitos que

con las células M, como se pensaba anteriormente (Parra et al., 2002).

Transmision fecal-oral ~~__ |Complicaciones

/| -Encefalopatia toxica con
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Figura 5. Diseminacién de Salmonella Typhi durante una infeccidén sistémica (de
Jong et al., 2012).

Salmonella invade los enterocitos mediante un mecanismo denominado
disparo (trigger). Este consiste en enviar sefiales a las células epiteliales que

inducen rearreglos del citoesqueleto dando lugar a la formacién de ondulamiento
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(ruffling) en su superficie permitiendo la internacién de Salmonella en vacuolas,
después la superficie celular vuelve a la normalidad. Para todo este proceso se
han reconocido proteinas efectoras involucradas pertenecientes a la isla de
patogenicidad 1 (Nieto et al.,, 2016). Una via alterna de Salmonella para
diseminarse y producir infeccién sistémica desde el tracto gastrointestinal es a
través de las células fagociticas que expresan CD-18 como las células dendriticas
sin alterar la barrera epitelial. Para ésta via es importante el plapel del segundo
SSTIII codificado por la SPI-2, previniendo la formacién del fagolisosoma. Una vez
dentro de las células tanto fagociticas como no fagociticas la bacteria puede
sobrevivir y replicarse también con ayuda de la SPI-2. Posteriormente provoca la
apoptosis de la célula hospedera para liberarse e invadir otras células
circundantes y llegar al tejido linfoide para de ahi diseminarse a érganos como el
higado y el bazo (de Jong et al., 2012).

Los sistemas de secrecion tipo Il estdn encargados de inyectar las
proteinas necesarias para interferir en el metabolismo y por consiguiente, en la
funcion de las células infectadas. Debido a esta perturbacion las células
hospederas producen citoquinas que atraen polimorfonucleares, los cuales liberan
prostaglandinas con accion en el metabolismo de la adenilato ciclasa,
incrementando asi los niveles de AMPc y consecuentemente interrumpen la
absorcién de Na+ y el aumento de la secrecién de Cl-. Esto lleva a una pérdida de
liquido intracelular, signo claro de diarrea secretora (Parra et al., 2002).

2.4.8 Diagnéstico de Salmonella spp.

De manera tradicional la deteccion de Salmonella consiste en cinco pasos
basicos (NOM-114-SSA1-1994):

1. Preenriguecimiento de la muestra en un medio nutritivo no selectivo
para restaurar y estabilizar fisiologicamente las células de
Salmonella dafadas.

2. Enriquecimiento selectivo para incrementar las poblaciones de

Salmonella e inhibir a otros organismos presentes en la muestra.
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3. Seleccién en medios sdlidos que restringen el crecimiento de
géneros diferentes a Salmonella y permiten el reconocimiento visual
de colonias sospechosas.

4. ldentificacién bioquimica del género de los cultivos de Salmonella
para eliminar cultivos sospechosos falsos.

5. Serotipificacion que es una técnica serolégica que permite la

identificacion especifica de un cultivo.

Cuadro 3. Pruebas bioquimicas para identificaciéon del género Salmonella.

Prueba Resultado
Fermentacion de glucosa Positivo
Fermentacion de lactosa Negativo

Fermentacion de sacarosa Negativo

Formacion de gas desde la glucosa = Positivo

Produccién de acido sulfhidrico Positivo
Hidrdlisis de la urea Negativo
Descarboxilacion de la lisina Positivo
Produccion de indol Negativo
Enzima (B-galactosidasa Ausente

El procedimieno consiste en inocular la muestra en medios de pre
enriquecimiento, agua peptonada y caldo infusién cerebro corazon los cuales se
incuban a 37 °C durante 24 h. A partir de éstos se inocula 1 ml de muestra en 9 ml
de caldo Rappaport y Tetrationato con un periodo de incubacion de 24 h a 42 y 35
°C respectivamente. Posteriormente se subcultivan en agar XLT4, SMID, SS,

Hekctoen, XLD y bismuto sulfito, incubando a 37°C por 24 horas, las colonias
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sospechosas de Salmonella se identifican con pruebas bioquimicas
convencionales (Cuadro 3) y se confirman con antisueros polivalentes y
monovalentes para Salmonella. La identificacion serologica se realiza utilizando el

esquema de Kauffman- White (Parra et al., 2002).

La deteccién de Salmonella spp. por métodos de cultivo microbiol6gico
tradicionales se dificulta cuando en numero de células bacterianas presentes en la
muestra es bajo, ademas de que son tardados, requieren mucho material. La
confirmaciéon por pruebas bioquimicas tiene la desventaja de que no puede
diferenciar entre serotipos que comparten caracteristicas bioquimicas, la
excepcion es S. Typhi con caracteristicas bioquimicas Unicas (Gonzalez et al.,
2014).

Por lo que se han desarrollado varios métodos como los seroldgicos que
incluyen ensayos de aglutinacion, de inmunoprecipitacién e inmunoenzimaticos
como el ELISA o el ensayo de flujo lateral y la técnica de inmunoseparacion
magnética. No obstante los resultados de éstas técnicas siempre son
considerados como presuntos positivos y requieren connfirmacién por métodos
tradicionales (Gonzélez et al.,, 2014). También se han desarrollado técnicas
moleculares entre ellas la electroforesis de campo pulsado (PFGE), la tipificacion
multilocus de secuencias (MLST), el analisis multilocus de secuencias repetitivas
en tandem (MLVA/VNTR), chip de ADN, secuenciacion (EFSA,2010), asi como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con sus multiples variantes. Dichas
técnicas son altamente sensitivas, muy especificos y reproducibles ademas de
ofrecer resultados mas rapidos que los métodos tradicionales de identificacion
(Herrera-Leon et al., 2007). En el Cuadro 4 se muestra una breve comparacion de

diversas técnicas utilizadas para la identificacion de Salmonella spp.
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Cuadro 4. Comparacion de diversas técnicas para identificacion de Salmonella

Spp.

Tipo Prueba Fundamento Ventajas/Desventajas

Seroldgico | Ensayo por Deteccion de los antigenos Permite distinguir las
Inmunoabsorcion soméaticos de superficie y serovariedades presentes
Ligado a Enzima antigenos flagelares por en distintas zonas
(ELISA) anticuerpos especificos. geogréficas.

Seroldgico | Reaccion de Widal Determina presencia de Bajo costo y rapidez en

anticuerpos contra el antigeno O resultados. Baja
y H de Salmonella Typhi. especificidad y sensibilidad.

Serolégico | Ensayo de Flujo Membrana de nitrocelulosa con

lateral (LFAS) proteina inmovilizada (Antigeno o
anticuerpo), el segundo
anticuerpo es conjugado con
perlas de latex coloreadas, oro
coloidal o carb6n en vez de una
enzima. La muestra migra por
accion capilar. Los resultados
positivos son un patrén o linea.

Seroldgico | Inmunoseparacion  Captura, separa, concentra y Acorta el tiempo de
Magnética (ISM) purifica, en presencia de un recuperacién de la bacteria

campo magnético, antigenos a partir de un caldo de pre-
solubles, &cidos nucleicos o0 enriguecimiento y
microorganismos viables. Usa enriquecimiento  selectivo
perlas de distintos tamafios con tradicionales, no a partir de
material paramagnético que se muestra pura. Uniones
magnetiza en presencia de un inespecificas por riqueza de
campo magnético externo. microbiota asociada. Los
productos  pueden  ser
secuenciados.

Molecular | Reaccién en Multiplicacién in Vitro de uno o Simple, reproducible, rapida
Cadena de la varios segmentos de ADN, por y flexible. Puede detectar
Polimerasa (PCR)  accién de enzima ADN un bajo namero de células

polimerasa. al asociarse a etapa previa
de enriguecimiento.
Selectividad, especificidad y
sensibilidad dependiente de
oligonucledtidos y tipo de
matriz. Requiere personal
entrenado, alto costo del
sistema.

Molecular | Reaccién en Uso de Elimina la contaminacién
Cadena de la fluorébmetros/fotomometros para por arrastre. Detecta la
Polimerasa en la deteccion de amplicones acumulacién de productos
Tiempo Real fluorescentes. de PCR tanto especificos
(gPCR) como inespecificos, se

42 puede solucionar  con
sondas marcadas con
fluorocromos para
deteccion especifica del




Molecular

Molecular

Molecular

Molecular

Molecular

Pirosecuenciacion

Amplificacion
Basada en la

$ecuencia del
Acido Nucleico
(NASBA)

Técnicas de
hibridacién

Microensayos

Electroforesis en
Gel de Campo
Pulsado (PFGE)

Basada en la deteccion de
pirofosfato  libre durante la
sintesis de ADN por la

polimerasa, la luz visible
generada es proporcional al
ndmero de nucleotidos
incorporados.

Basado en la amplificacion
mediante una reaccion isotérmica
(37-42 °C). Detecta moléculas de
ARN. Reaccién. Ciclos continuos
donde transcriptasa reversa
media la sintesis de ADNc a
partir de una secuencia de ARN,
seguido por una transcripcién in
Vitro por la ARN polimerasa. El
producto de ARN se puede
detectar por sondas.

Uso de sondas que son genes
marcados, por lo general con
enzimas, moléculas
guimioluminiscentes o]
radiois6topos. Son secuencias
gue van de 15 hasta varias miles
de pares de bases (pb) que se
hibridan con la secuencia
complementaria.

Soportes de cristal, silicona o
nylon, en los que se anclan en
sitios especificos las sondas de
oligonucleotidos conocidos. Las
muestras son marcadas con
fluorescencia o durante la
amplificacion en la PCR y luego
hibridizadas con su secuencia
complementaria, detectable por
escaner de alta resolucion.

Permite la separacion de
fragmentos de ADN de alto peso
molecular (10 Kb a 10 Mb). E |
ADN viaja a través de un gel de
agarosa concentrado, bajo la
influencia de dos campos
eléctricos. Los dos angulos de
los campos eléctricos se
encuentran cerca a la
perpendicularidad, no son
uniformes en la intensidad de
campo y cambian de manera
alterna (pulsos). Las moléculas
de igual tamafio migran con
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producto deseado.

Ideal para el andlisis de la

composicién de las
comunidades microbianas
en sistemas complejos.

No requiere

termocicladores.

Ideal para deteccion de
microorganismos de
crecimiento lento.  Féacil
aplicacion  aunque  sus

limites de deteccion son
inferiores a los de PCR.

Poderosa herramienta
diagndstica para
caracterizacion molecular y
tipificacion  paralela  de
muchos aislados de
Salmonella a la vez.

Ut en brotes, puede
discriminar y rastrear
exitosamente la fuente de
infeccion por Salmonella
diferenciando entre
serovariedades. Técnica
lenta, laboriosa y no tiene
sensibilidad equitativa con
diferentes serotipos.



Molecular

Serotipificacién
molecular

diferentes,
posicion

velocidades
dependiendo de su
inicial en el gel.

Diversas técnicas basadas en la
identificaciéon de Salmonella en
base a los genes que codifican
los antigenos somaticos y
falgelares, o la sistematica
secuenciacion de varios alelos de
los genes de flagelina, entre
otras.

Reproducible, no requiere
tanta experiencia técnica,
rapidos resultados. Da
resultados parciales
(serogrupo) para cepas que
expresan antigenos H con,
hasta ahora, firma genética
no identificada. Da
resultados erréneos para
algunos serotipos
caracterizados por
antigenos H complejos
cuyas firmas genéticas son
alelicamente diversas.

(Liu et al., 2011; Wattiau et al., 2011; Gonzélez et al., 2014)
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ll.  JUSTIFICACION

Las enfermedades infecciosas para existir en una poblacion requieren de
la interaccion de multiples factores propios de la especie hospedera, del agente
causal y del habitat. El equilibrio entre ellos puede ser afectado por aspectos muy
variados, como son los cambios en la distribucion de los asentamientos humanos
derivados del constante incremento en la poblacion y su distribucion hacia
regiones antes desocupadas. Dichos cambios aumentan el contacto entre
personas con animales domeésticos y silvestres, lo que puede provocar que el
riesgo de transmision de enfermedades ya conocidas y el surgimiento de nuevas

se eleve.

La ciudad de Santiago de Querétaro se encuentra en constante
crecimiento. La mancha urbana sigue ampliandose y ya no hay un cambio gradual
de area natural a zona rural y posteriormente a zona urbana, sino que se ocupan
cada vez mas los escasos fragmentos de paisaje silvestre para construccion de
viviendas, corredores industriales, desarrollos comerciales, etc. De esta manera se
ha ido desplazando a la flora y fauna silvestre nativa. No obstante la informacion
sobre los agentes patdégenos presentes en las poblaciones silvestres locales es
escasa. La transmision de agentes patdégenos puede darse tanto de fauna
silvestre a humanos como de fauna silvestre a animales domésticos y en ambos
sentidos. Es importante conocer estas dinamicas para prever probleméaticas de

salud publica como la transmisién de enfermedades zoondticas.

El tlacuache o zarigleya (Didelphis virginiana), es una especie silvestre
gue se adapta muy bien al entorno humano y que es reservorio natural de varios
agentes infecciosos, entre ellos Salmonella spp. la cual es una bacteria patégena
de caréacter zoonético de gran importancia, amplia distribucion y mdultiples
hospederos. Dicho agente es considerada como una de las principales bacterias
causales de intoxicaciones alimentarias a nivel mundial. En México hay poca
informacion sobre la prevalencia de infecciones zoonéticas en el ambito silvestre,
pero en Querétaro no hay informacién sobre el tema, lo cual es de relevancia en

salud publica. Este proyecto se enfoca en el estudio de la prevalencia de

45



Salmonella en zonas urbanas y periurbanas en fauna silvestre nativa para asi

contribuir al conocimiento de la dinamica del agente patdgeno.
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IV. HIPOTESIS

El tlacuache (Didelphis virginiana) es reservorio de Salmonella spp. y por
su caracter sinantropico puede adquirir y diseminar serotipos de importancia en

salud publica en zonas urbanas y periurbanas.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Determinar la prevalencia de Salmonella spp. en tlacuaches (Didelphis
virginiana) en zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de Santiago de

Querétaro.

5.2 Objetivos particulares:

5.2.1 Detectar la presencia de Salmonella spp. en los individuos muestreados
mediante técnicas microbiolégicas y moleculares.

5.2.2 Obtener informacion general sobre el estado de salud de los tlacuaches.

5.2.3 Determinar si hay diferencia en la prevalencia de Salmonella spp. en zona

urbana respecto a la zona periurbana.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Area de estudio

El estudio tuvo lugar en la Zona Metropolitana de Querétaro, ubicada al
suroeste del estado de Querétaro. Se conforma por cuatro municipios:
Corregidora, Huimilpan, ElI Marqués y Querétaro (INEGI, 2009-2012). Se
encuentra a 1820 m de altitud. Presenta clima seco, semiseco y templado
subhiumedo. El rango de temperatura va de 12-20 °C, con un rango de
precipitacion de 500-700 mm con lluvias en verano, en los meses de junio a
septiembre. Predominan la selva baja caducifolia, matorral y pastizal (INEGI,
2010).

Dado el crecimiento de la ciudad la fragmentacion de la region es amplia,
y la transicion de hébitats naturales a areas urbanas es directa, lo que complico la
determinacidén franjas que no tuvieran impacto antropogénico. Por ello se
seleccionaron zonas que mantienen habitat natural mediante la obtencion de
imégenes satelitales utilizando herramientas electronicas. Las capturas se hicieron
en las zonas aledafas al Anillo Vial Fray Junipero Serra (Zibata) y en el Parque
Nacional El Cimatario (PANEC), que se determinaron como areas periurbanas. Asi
como el Centro Universitario de la Universidad Autbnoma de Querétaro y el Cerro
de Las Campanas (CU-CC), que se seleccionaron como representantes de areas

urbanas.

6.2 Modelo de estudio

El tlacuache (Didelphis virginiana) sirvi6 como modelo de estudio por sus
habitos generalistas de alimentacion y por su adaptacién a entornos humanos. El
tamafio de muestra calculado fue de 60 individuos, determinado estadisticamente
en base a la prevalencia encontrada por Ruiz-Pifia et al. (2002) utilizando la
formula para célculo del tamafio de muestra para estimar una proporciéon, n=
(z?pq)/e?, donde n= tamafio de muestra, z= nivel de confianza, p= variabilidad
positiva, q= variabilidad negativa, e= precision o error.
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No obstante por la dificultad de captura y la necesidad de procesar las
muestras, se capturaron en Zibata y CU-CC 20 animales en cada uno, en PANEC

por el contrario solo se tuvieron 5 ejemplares.

6.3 Capturas

Las capturas de los ejemplares se llevaron a cabo durante los meses de
agosto a diciembre de 2016, utlizando el permiso de colecta
SGPA/DGVS/05871/16 expedido por la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT). Se utilizé contencion fisica como lo mencionan Gallina y
Lépez-Gonzalez (2011), usando trampas Tomahawk modelo 109.5 (107 x 31 x 31
cm) (Tomahawk Live Trap Co.), las cuales fueron colocadas cerca de veredas
naturales con separacion de 100 a 200 m entre ellas, y se fijaron con cadenas a
un arbol o arbusto, se hizo el camuflaje de las mismas con ramas y piedras. Se
uso un atrayente con base en sardina comercial. Se llevo un registro detallado de
la ubicacién de las trampas por geo-posicionamiento utilizando un receptor GPS y
por descripcion del area. Se activaron las trampas al anochecer (18-20 h), se
revisaron e inactivaron durante las primeras horas de la mafiana (inicio seis-siete

h), las horas dependieron de la puesta y salida del sol.

6.4 Manejo inicial

Se procuré determinar lo mas certeramente posible mediante observacion
por el exterior de la jaula, si se trataba de macho o hembra. Posteriormente, se
calculo el peso haciendo uso de una béascula electronica portéatil (NOVAL, EL10)
en la que se coloco la jaula con el ejemplar en su interior, a la medida registrada
se le resto el peso de la jaula vacia obtenido previamente. Posteriormente se llevo
a cabo la contencién quimica utilizando Tiletamina Zolazepam (Zoletil® 100) por
via intramuscular (IM). Cada vial de liofilizado para 5 ml de diluente del producto
contenia 250 mg de Tiletamina y 250 mg de Zolazepam ambos como clorhidrato

mas 990 mg de excipiente c.b.p. La dosis utilizadaada fue la recomendada para la
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especie de 15 mg/kg (West et al., 2007; Morgan et al., 2012). Bajo efecto
anestésico, utilizando guantes de piel o carnaza, se extrajo al ejemplar de la jaula
sujetando la cabeza por su porcion dorsal desde el cuello con una mano mientras
se detenia la base de la cola con la otra (Johnson-Delaney, 2014), se colocé en la
parte superior externa de la jaula sobre un pafial desechable para adulto y se
cubrié con una bolsa de tela de algodon para prevenir la pérdida excesiva de calor
corporal derivada del uso del farmaco. A continuacion se usaron guantes de nitrilo
para la manipulacién del paciente (se cambié de par con cada uno). Un pafio
suave rodeando el rostro del ejemplar se coloc6é para proteger los 0jos y unos
tapones adaptados en los oidos para disminuir el impacto de la luz y los ruidos
fuertes del ambiente, respectivamente. Las constantes fisiologicas (frecuencia
cardiaca, frecuencia respiratoria y temperatura) fueron monitoreadas, se confirmé
el sexo, se determiné el peso ya sin la jaula y se clasificaron en juveniles y adultos
utilizando la formula de los maxilares que considera la erupcion y el desgaste
dentario (Petrides, 1949; Macedo et al., 2006) asi como la talla, el peso y en el
caso de las hembras el desarrollo del marsupio. Las longitudes total, de la cola,
del pie y de la oreja se obtuvieron mediante una cinta métrica. La longitud
corporal, considerada de la punta de la nariz a la base de la cola, se determiné a
partir de restar la longitud de la cola a la longitud total. Por dltimo se inspeccioné a
los animales para detectar heridas, recientes o en proceso de cicatrizacion, en la

piel o en la mucosa oral.

6.5 Toma de muestras

Las muestras recolectadas durante la captura fueron heces frescas,
hisopados cloacales y sangre. Las heces frescas se recolectaron colocandolas en
tubos de 1.5 o 15 ml libres de DNAsas y RNAsas, en los casos en que el
tlacuache defeco durante el manejo. Ademas se tomaron muestras por duplicado
directamente de la cloaca por medio de hisopos estériles que se transportaron en
medio Stuart (para identificacion de enteropatdgenos) (Ruiz-Pifia et al., 2002;

Nardelli et al., 2011). Lasmuestras de sangre se obtuvieron en tubos colectores de
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3 ml con y sin anticoagulante acido etilendiaminotetracético (EDTA) en cantidad <
1.5 % del peso corporal del ejemplar (Sikes et al., 2011), de las venas: coccigea
ventral, safena o cefalica (Johnson-Delaney, 2014), la puncién de la vena
coccigea ventral permiti6 extraer sangre de machos y hembras tanto juveniles
como adultos, siendo una técnica sencilla con minimo peligro de lesién al animal
(Williams-Newkirk et al., 2013).

6.6 Manejo pre-liberacion

Para la identificacion de los ejemplares se emplearon métodos de
identificacién temporal, rasurando de 2.5 por 5 cm en la porcién toracica dorsal
mas aplicacion de marcador para ganado en aerosol, y/o permanente, microchip
subcutaneo ubicado en la porcion dorsal medial entre el cuello y el térax. Una vez
terminado el manejo el ejemplar se regreso a la jaula sobre el pafial desechable vy,
si la talla del ejemplar lo permitia, dentro de la bolsa de tela con el rostro
emergiendo de la misma. Durante la recuperacion de la anestesia (30 min-2 h) se
procurd reducir el estrés del ejemplar colocando a su disposicion agua limpia ad-
libitum, ubicando la jaula bajo la sombra en un area segura y cubriéndola con una
funda de manta sin restringir la ventilacion. Cuando los animales se recuperaron

de la anestesia fueron liberados en el sitio de captura.

6.7 Manejo de hembras con crias

En el caso de las hembras con crias se tuvo en cuenta que las menores a
dos meses de nacidas se encuentran en el marsupio donde permanecen aferradas
a uno de los pezones de su madre. Las que son mayores pero aun no han sido
destetadas a menudo viajan sobre la espalda de su madre (UN-L, 1992),
regresando al marsupio para alimentarse de manera mas intermitente (Adamski y
Demmer, 2000). Con base en lo anterior en los casos de las cuatro hembras
capturadas que tenian crias, todas fueron menores de 70 dias de edad. Estas adn

estaban en el marsupio donde permanecieron durante el manejo de la madre, que
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se procur6 fuera muy breve (menor a una hora), de manera que no pasaron mas
de dos horas sin alimento, basado en la frecuencia de alimentacion recomendada
para crias pequefias por Arcangeli (2014). De este modo se aseguré que
mantuvieran una alimentacién y temperatura corporal adecuadas. Durante este
periodo se previno que sufrieran pérdida de calor corporal cubriendo a la madre
con una bolsa de tela de algodon. Al momento de la liberacion se asegurd no se

guedara ninguna cria abandonada.

De esta forma se minimiz6 el estrés, derivado del manejo, tanto para la

madre como para sus crias.

Las muestras de heces y sangre fueron refrigeradas a 4 °C vy
transportadas al laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la Facultad de
Ciencias Naturales (FCN), en el campus Juriquilla. Los hisopos, de igual manera
refrigerados, fueron trasladados a la Facultad de Quimica de la Universidad
Auténoma de Querétaro (UAQ).

6.8 Andlisis de laboratorio

6.8.1 Pre enriquecimiento de los hisopos cloacales

Los hisopos cloacales fueron sometidos a pre-enriquecimiento con el
método descrito por Ternent et al. (2004) con modificaciones, en agua peptonada
amortiguada, incubados por 24 h a 35 °C. Posteriormente se realizaron 2 alicuotas
de 1 ml para extracciéon de ADN y 2 de 1.2 ml a las que se les agregaron 0.3 ml de
glicerol (20 %) como crioprotector a cada una. Las 4 alicuotas se congelaron para
Su posterior procesamiento. Se hicieron tanto en el laboratorio de Microbiologia
molecular de la Facultad de Quimica (FQ) como en el de Microbiologia veterinaria
de la Facultad de Ciencias Naturales (FCN) de la UAQ.
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6.8.2 Aislamiento e identificacion de Salmonella spp. a partir de pre

enriguecimientos

En el laboratorio de Microbiologia molecular de la Facultad de Quimica de
la UAQ se llevo a cabo el aislamiento de Salmonella spp., cuatro muestras fueron
procesadas en fresco y 41 se hicieron a partir de las alicuotas del pre
enriguecimiento almacenadas con glicerol al 20 %. Para éstas se siguid un
protocolo de descongelamiento a 50 °C, resucitacion en bafio maria a 27 °C por
una hora seguido de incubacién a 37 °C por una hora mas descrito por Urdahl et
al. (2012). A continuacion se llevo a cabo el protocolo de aislamiento de
Salmonella spp. con modificaciones descrito por Kozak et al. (2009) inoculando
100 ul del pre-enriquecimiento a 10 ml de caldo Rappaport Vassiliadis R10
(Acumedia, NEDGEN®), incubado a 42 °C por 24 h, y 1000 pl en 10ml de caldo
Tetrationato (Acumedia, NEDGEN®) activado con 180 ul de yodo, incubado a 35
°C por 24 h. Al dia siguiente se hizo el sembrado de los enriquecimientos en
medio sdlido XLD adicionado con novobiocina a 10 ppm, incubado a 35 °C por 24
h. Una caja de Petri se utilizé por ejemplar dividida a la mitad para tener los dos
enriquecimientos. Posterior a la incubacion se hizo el pase de 3 colonias
sospechosas a cajas nuevas con el medio solido con el mismo proceso de
incubacion. Un tercer pase se hizo de las colonias sospechosas. Las colonias del
ultimo crecimiento fueron sometidas a la prueba de la urea, colocandolas en 1 ml
de medio con incubacién a 37 °C por 24 h. Las negativas a ella (sin cambios de
coloracién) se inocularon en caldo tripticasa soya y se incubaron a 35 °C por 24 h.
Posteriormente se realizaron dos alicuotas de un ml para extracciéon de ADN vy tres
de 500 pl con glicerol al 33.33 % cada una. Las cinco alicuotas se almacenaron a -

20 °C para su posterior procesamiento.

6.8.3 Extraccién de ADN de muestras fecales, preenriqguecimientos,

cultivos bacterianos y muestras sanguineas

La extraccion de ADN de las muestras fecales y de todas las muestras
sanguineas se llevé a cabo utilizando los kits comerciales QlAamp DNA Stool
Mini Kit (50) y DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN) respectivamente. De las colonias
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aisladas obtenidas de los hisopos cloacales se realizd la extraccion con el kit
Quick-gDNA Mini Prep 50 (Zymo Research). Las especificaciones del fabricante
con las adaptaciones necesarias fueron efectuadas como se muestra a

continuacion.

Para las muestras fecales los pasos de centrifugacién se hicieron a 14000
rpm a temperatura ambiente. De las heces congeladas se pesaron 220 mg en un
tubo de 2 ml que se colocé sobre hielo. Acto seguido se agregaron 1.4 ml de ASL
Buffer mezclando por vértex continuo por dos min aproximadamente hasta
homogenizar completamente la muestra. La suspension se calent6 por cinco min a
70 °C aplicando vortex por 15 s al finalizar. Para formar una pastilla con las
particulas de heces se centrifugd por dos min. En un tubo nuevo de 2 ml se
pipetearon 1.2 ml del sobrenadante, desechando la pastilla. Una tableta de Inhibit
EX se agreg6, aplicando vértex inmediatamente después de forma continua por
dos min aproximadamente hasta obtener una mezcla homogénea y se incubo a
temperatura ambiente por un min. Para formar una pastilla con los inhibidores
unidos a la matriz Inhibitex se centrifugé por ocho min. Todo el sobrenadante de
las muestras se pipete6 en un tubo de 1.5 ml nuevo, desechando la pastilla y
después se centrifugd por ocho min. En un tubo nuevo de 1.5 ml se pipetearon 15
ul de proteinasa K y se afadieron 200 ul del sobrenadante anterior. A continuacion
se agregaron 200 ul de AL Buffer y se mezcld por vortex por 15 s para formar una
solucién homogénea que se incubd a 70°C por 10 min. Al lisado se le agregaron
200 pl de etanol (96-100%) y se mezcld por vortex. Cuidadosamente se aplicaron
600 pul del lisado a la columna de centrifugado QlAamp, se centrifugd por 1 min y
se coloco la columna en un nuevo tubo colector de 2 ml, desechando el tubo con
el filtrado. A continuacion se agregaron 500 ul de buffer AW1 y se centrifug6 por 1
min, colocando la columna QIAamp en un nuevo tubo colector de 2 ml. El tubo
colector con el filtrado se descartd, se afiadieron 500 pl de buffer AW2 en un tubo
de 2 ml nuevo y se centrifugd por 3 min, descartando el tubo colector con el
filtrado al final. La columna QlAamp se colocd en un nuevo tubo colector de 2 ml
centrifugando por 3 min. A un nuevo y etiquetado tubo de 1.5 ml fue tranferida la

columna y se pipetearon 200 pl de buffer ATE directamente sobre la membrana

55



QlAamp. A temperatura ambiente se incub6 por 1 min, luego se centrifugd por 1
min para la elucién del ADN. Finalmente la columna se desechd y el producto se

almacend a -20 °C para su uso posterior.

Con las muestras sanguineas las centrifugaciones se hicieron a
temperatura ambiente (15-25 °C) y el vortex por 10 s. Primero se pipetearon 20 pl
de proteinasa K en un tubo de 2 ml, se afiadieron 100 pl de sangre con
anticoagulante y se ajusto el volumen a 220 ul con PBS. Para producir una
solucion homogénea se agregaron 200 ul de buffer AL (sin etanol afadido), se
mezclé a fondo por vértex y se incub6 a 56 °C por 10 min. A la muestra se le
afiadieron 200 pl de etanol (96-100 %), se mezcléo a fondo por vértex para
homogenizar y luego se pipeted dentro de la columna de centrifugado DNeasy
mini colocada en un nuevo tubo colector de 2 ml. Se centrifugé a 8000 rpm por 1
min y se desechd el sobrenadante y el tubo colector. La columna se colocé en un
tubo nuevo de 2 ml al que se agregaron 500 pl de buffer AW1 y se centrifugo por 1
min a 8000 rpm. El fluido y el tubo colector se descartaron, la columna se colocé
en un nuevo tubo colector de 2 ml y de afiadieron 500 pl de buffer AW2. Para
secar la membrana de la columna se centrifugé por 3 min a 14000 rpm, luego se
desecho el fluido y el tubo colector. La columna se coloc6 en un tubo limpio de 1.5
ml y se pipetearon 100 pl de buffer AE directamente sobre la membrana DNeasy,
se incubd a temperatura ambiente por 1 min. Para la elucidon se centrifugd por 1
min a 8000 rpm. Para incrementar la concentracion final de ADN se repitio la
elucién con 100 pl mas de buffer AE como se indicé anteriormente, reutilizando el
tubo de la primera. El producto fue almacenado a -20 °C para ser utilizado

posteriormente.

Para la extraccion de ADN de las alicuotas de 1 ml de caldo tripticasa
soya de los aislamientos positivos las centrifugaciones se hicieron a 11000 rpm
por un minuto a excepcion de algunos pasos. Primero se centrifugaron las
muestras por tres minutos para obtener una pastilla de bacterias, desechando el
sobrenadante. Para resuspender se agregaron 500 pl de Genomic Lysis Buffer se
aplicé vortex y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. La mezcla se

transfiri6 a una columna dentro de un tubo colector de 2 ml y se centrifugd
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después de lo cual se desechdé el tubo con el fluido. La columna se transfirié a un
tubo nuevo y se adicionaron 200 ul de DNA Pre-Wash Buffer, se centrifugo para
después desechar el fluido asegurandose de que el tubo quedara seco. Luego se
afadieron 500 pul de g-DNA Wash Buffer a la columna y se centrifugé.
Posteriormente se cambid la columna a un tubo nuevo de 1.5 ml y se agregaron
50 ul de DNA Elution Buffer directamente al centro de la columna, se incubé por
cinco minutos a temperatura ambiente. Para la elucion se centrifugé por 30 s
después de lo cual se deseché la columna y el producto se almacené a -20 °C

para su posterior procesamiento.

De las alicuotas de 1 ml de pre enriquecimiento se realizo la liberacion de
ADN por calor de acuerdo a los protocolos descritos por Kongmuang et al. (1994)
y Soumet et al. (1999) con las siguientes modificaciones: las muestras se
descongelaron y homogenizaron por voértex para tomar 200 pl, éstos se
centrifugaron a 14 000 rpm por 10 min para formar una pastilla con el material
celular y desechar el sobrenadante. A continuacion se hizo un lavado con 400 pl
de PBS con un ciclo de centrifugado como el anterior. Para concluir la pastilla se
resuspendio en 50 ul de PBS y la mezcla se calenté a 100 °C por 10 min, para
finalizar se centrifug6 a la misma velocidad que antes por 30 s para sedimentar el
material celular indeseado. EI ADN se refrigeré a 4 °C para su posterior uso en la

PCR dentro de un periodo no mayor a 72 h posteriores a su liberacion.
6.8.4 Estandarizacion de PCR en punto final

La estandarizacion de los oligonucleotidos invA3 se realizd con el kit
Phusion Hot Start 1l con Salmonella Typhimurium, Salmonella spp. y muestras de
ADN extraidas de heces de un donador diagnosticado con Salmonelosis para
obtener un control positivo (C+). Primeramente se realiz6 un gradiente utilizando
S. Typhimurium para encontrar la temperatura de alineamiento mas adecuada
para los oligonucleotidos. Como referencia se utilizé la temperatura obtenida a
partir del programa en linea Tm Calculator de Thermo Fisher Scientific, que fue de
64.5 °C, siguiendo la recomendaciéon de que la temperatura inicial fuera 6 a 10 °C

menor a la calculada.
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De esta manera el gradiente se hizo de 55 a 65 °C, las temperaturas
intermedias fueron 55.7, 57, 59, 61.4, 63.3 y 64.5 °C. Se obtuvo amplicon por
debajo de 300 pb en todas la temperaturas excepto a 65 °C (Figura 6). Se hizo
otro gradiente con las muestras An 1y 2 de heces para determinar si podian ser
usadas como C+. Las temperaturas fueron 55, 55.6, 56.9, 58.8, 61, 62.9, 64 y 64.5
°C. De dicho experimento se obtuvieron amplicones mejor definidos a partir de 61
°C y hasta los 64 °C, se tom0 la temperatura de 62.9 °C por tener una banda bien
definida (Figura 7).

Finalmente se realiz6 una PCR en punto final con las muestras An 1y 2,
S. Typhimurium, asi como con ADN extraido de colonias de Salmonella spp.
identificadas como S 1y S 10 y con un pool de ADN de heces de tlacuache, con la
temperatura de alineacion de 62.9 °C (Figura 8).
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Gradiente temperatura invA - S.Typhimurium

Figura 6. Gradiente de temperatura de 55 a 65 °C con oligonucledétidos invA y
ADN de Salmonella Typhimurium. E: marcador de peso molecular; C-: control

negativo; pb: pares de bases.
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Figura 7. Gradiente de temperatura de 55 a 64.5 °C con oligonucledtidos invA y
ADN de heces An 1y 2. E: marcador de peso molecular; C-: control negativo; C+:
S. Typhimurium; 1: 55 °C; 2: 55.6 °C; 3: 56.9 °C; 4: 58.8 °C; 5: 61 °C; 6: 62.9 °C; 7:
64 °C; 8: 64.5 °C; pb: pares de bases.
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Figura 8. Resultados PCR en punto final con oligonucleotidos invA, controles
positivos y pool de ADN de heces de tlacuache. E: marcador de peso molecular;
C-: control negativo; An 1 y 2: ADN de heces; ST: S. Typhimurium; S 1 y 10:
Salmonella spp.; PH: pool de ADN de heces de tlacuache; pb: pares de bases.
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6.8.5 Amplificacion por PCR en punto final de Salmonella enterica

A partir de las colonias aisladas se hizo reaccion en cadena de la
polimerasa en punto final (PCR por sus siglas en inglés) con amplificacion del gen
16S rRNA, con oligonucledtidos “MIN” utilizados por Sgborg et al. (2013), asi
como del gen invA, con oligonucledtidos tanto de Liu et al. (2002) invAnest 1y 2,
“invA”, como los utilizados por Garrido et al. (2013), validados por Cheng et al.
(2008), (denominados “invA3” para diferenciarlos de los anteriores) para deteccion
molecular de Salmonella spp, especie a la que pertenecen la mayoria de los
serotipos de interés para el estudio por ser los que principalmente afectan a los
mamiferos. Para las 22 muestras fecales, 44 sanguineas y 41 pre
enriquecimientos a partir de hisopados cloacales se amplific6 mediante PCR el
gen invA utilizando los oligonucleétidos invA3 mencionados anteriormente. En el
Cuadro 5 se detallan las secuencias de los tres pares de oligonucleotidos que se

diluyeron a una concentracioén de 10 uM para su uso.

Cuadro 5. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para cada gen

amplificado.
Gen Nombre Secuencia (5-3) Referencia
Sentido: ACGGTAACAGGAAGMAG Sghorg et al.
16SrRNA  MIN
Antisentido: TATTAACCACAACACCT (2013)

Sentido: AACCAGCAAAGGCGAGCAG
II’]VA inVA Antisentido: L|u et al. (2002)
GCGCACGCCATAATCAATAAA

Sentido: AACGTGTTTCCGTGCGTAAT ~ CcMeng et al.

iNnvA invA3 (2008); Garrido
Antisentido: TCCATCAAATTAGCGGAGGC
et al. (2013)
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La mezcla de reaccion para la PCR se muestra en el Cuadro 6 en volumen
de 17 pl del kit Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA)
utilizado con los oligonucleétidos MIN e invA. En el Cuadro 7 se muestra la mezcla
por reaccién en volumen de 12 ul del kit Maxima Hot Start PCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific, USA) utilizada con el ADN de las colonias aisladas y con el de
los pre enriquecimientos con los oligonucleétidos invA3. En el Cuadro 8 se
muestra la mezcla por reaccién en volumen de 15 ul del kit Phusion Hot Start I
(Thermo Scientific, USA) utilizados con los oligonucleétidos invA3 con el ADN de
las muestras fecales y sanguineas. En los Cuadros 9 a 12 se describen los
programas de amplificacion para cada par de oligonucledtidos llevados a cabo en

termociclador C1000 (Bio-Rad Laboratories).

Cuadro 6. Mezcla por reaccion de PCRpf con kit Maxima Hot Start Tag DNA

Polymerase (Thermo Scientific, USA). Volumen final 17 pl.

Reactivo ]
10X Hot Start PCR Buffer 1.7
10 mM dNTPs 0.34
Oligonucleotido sentido 0.68
Oligonucledtido anti sentido 0.68
Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase | 0.085
25 mM MgCl» 1.36
H,O 10.2
ADN 2
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Cuadro 7. Mezcla por reacciéon de PCRpf con kit Maxima Hot Start PCR Master
Mix (2X) (Thermo Scientific, USA). Volumen final 12 pl.

Reactivo Ml
Maxima Hot Start PCR Master Mix 6
(2X)
Oligonucledtido sentido 0.4
Oligonucleotido anti sentido 0.4
BSA 1:10 1.6
H-.O 1.6
ADN 2

62



Cuadro 8. Mezcla por reaccion de PCRpf con kit Phusion Hot Start Il (Thermo
Scientific, USA). Volumen final 15 pl.

Reactivo M
H-O 4.6
5X Phusion HF Buffer 3
10 mM dNTPs 0.3
MgCl» 0.2
invA 3 sentido 0.75
invA 3 anti sentido 0.75
BSA 1:10 2.25
Phusion Hot Start 1| DNA Polymerase 0.15
ADN 5 ng/ul 3

Cuadro 9. Programa de amplificacion de PCRpf para gen 16S rRNA, con kit
Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA).

Paso Temp. (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 3 min 1
Desnaturalizaciéon 94 30s
Alineacion 57.4 30s 35
Extension 72 30s
Extensién final 72 5 min 1
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Cuadro 10. Programa de amplificacion de PCRpf para gen invA, con kit Maxima
Hot Start Taq DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA).

Paso Temp. (°C)  Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 3 min 1
Desnaturalizacion 94 20s
Alineacién 53 30s 32
Extension 72 30s
Extension final 72 2 min 1

Cuadro 11. Programa de amplificacion de PCRpf para gen invA, con kit Maxima
Hot Start PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, USA).

Paso Temp. (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 4 min 1
Desnaturalizaciéon 95 30s
Alineacion 57 30s 35
Extension 72 30s
Extension final 72 5 min 1
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Cuadro 12. Programa de amplificacion de PCRpf para gen invA, con kit Phusion
Hot Start Il (Thermo Scientific, USA).

Paso Temp. (°C) Tiempo  Ciclos
Desnaturalizacién inicial 98 30s 1
Desnaturalizacion 98 10s
Alineacién 62.9 30s 32
Extension 72 30s
Extension final 72 5 min 1

6.8.6 Visualizacion de DNA y productos de PCR

Los productos de DNA y de PCR se visualizaron mediante una
electroforesis en gel de agarosa. La concentracion que se utiliz6 para la
verificacion de la integridad del ADN y para los productos de PCR fue de 1.5 0 2
%. Los geles se prepararon pesando los gramos correspondientes de agarosa en
polvo (Thermo Fisher Scientific Inc.). Posteriormente se disolvid la agarosa en
bdfer Tris, Acido acético y EDTA 1x (TAE: Thermo Fisher Scientific Inc.) mediante
calentamiento en microondas. Luego se cargaron 2 pl del marcador de peso
molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (#SM1153, Thermo Fisher
Scientific Inc.) y 2 pl de bufer de carga 6X Orange DNA Loading Dye (#SM1153,
Thermo Scientific Inc.) adicionado GelRed Nucleic Acid Stain 10 000 X in Water
(41003, Biotium) diluido 1:10 000. A su vez, se cargaron 5 pl de muestra de ADN y
2 ul de bufer de carga con GelRed, como recomienda el fabricante. Los geles de
agarosa se corrieron en bufer TAE 1x frio a 60 V/ 400 mA durante 60 minutos y se
visualizaron mediante exposicion a luz UV en el fotodocumentador Gel Doc XR+
Gel Documentation System (Bio-Rad Laboratories) utilizando el programa Quantity

One (Bio-Rad Laboratories).
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6.8.7 Secuenciaciéon de productos de PCR obtenidos

Para comprobar que las bandas obtenidas correspondieran a Salmonella
enterica el producto de la PCR de la muestra de sangre del tlacuache Zi 17 que
dio resultado positivo se envié a secuenciar a la Unidad de Proteogendmica del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM. El resultado de la secuenciacion se analizé
mediante el programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). La
secuencia se transformé a formato FASTA y posteriormente se utilizé el algoritmo
BLAST (Altschul et al., 1990) para buscar en la base de datos de GenBank y
confirmar que perteneciera al gen esperado. Del 89% de la secuencia comparada
hay una similitud del 98% con Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Heidelberg (Apéndice 10.3).

6.8.8 Procesamiento de muestras sanguineas

De las muestras de sangre con EDTA se tom6 una submuestra que se
envio a un laboratorio externo (LABSA S.A. de C.V.) para efectuar el hemograma
gue sirvié para tener de manera indirecta una referencia del estado de salud de los
tlacuaches, y se hicieron frotis. El resto de la muestra se congeld a -20 °C para la
posterior extraccion de ADN. De las muestras de sangre sin EDTA se obtuvo

suero (se centrifugé a 3000 rpm por 20 min), el cual fue congelado a -20 °C.

6.9Manejo de residuos peligrosos, biolégico-infecciosos

Los residuos solidos no anatomicos fueron colocados en bolsas
trasllicidas de calibre 200 y los punzocortantes en recipientes rigidos, ambos de
polipropileno color rojo, impermeables, libres de cloro, llenos al 80 % de su
capacidad, marcados con el simbolo universal de riesgo biologico y la leyenda
Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos, cerrandolos antes de transportarlos al
sitio de almacenamiento temporal que fue el laboratorio de Microbiologia
Veterinaria, donde fueron recolectados y transportados por una empresa
especializada y autorizada por la SEMARNAT que se encargd de darles el
tratamiento correspondiente (NOM-087-ECOL-SSA1-2002).
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6.10 Determinacion de la edad

Para clasificar en juveniles y adultos a los ejemplares capturados se
cotejaron las formulas dentarias con el cuadro elaborado por Petrides (1949) en
combinacion con el cuadro comparativo de las clases de edad empleadas por
distintos autores mostrado por Gardner y Sunquist (2003) (Cuadro 13). Ademas se
tomo6 en cuenta la relacion entre la longitud corporal y el peso de los ejemplares
utilizando los 400 mm y 1300 g como la division entre juveniles y adultos de
acuerdo a Hartman (1928) (Gardner y Sunquist, 2003), especialmente de aquellos
cuya formula no se ajustaba a las esperadas.

Cuadro 13. Erupcion dentaria en Didelphis virginiana con detalle de reemplazo del
tercer premolar desiduo (D) para clasificacién, en juveniles y adultos, de los

ejemplares capturados. I: incisivo; C: canino; PM: pre molar;, M: molar; los
numeros entre paréntesis indican dientes en erupcion.

Reemplazo
Formula  deltercer Secuencia de erupcion de  Edad Clasificacion
total premolar molares final
(1,C,PM,M)  desiduo meses
3er PM 1M 2M  3M  4M
5120 0 L 0o 0o 0o
4120 0 0 0 0 0
D3 0 0 0 Q 3 aprox.
D3 (2) 0 0 0
D3 1) 0 0 0
D3 1 0 0 0
5131 D3 1 0 0 0 4
4132 D3 1 (2) 0 0 Juveniles
D3 1 2 0 0
5132 D3 T %L 30 g
4133 D3 1 2 (3) 0 '
3) 1 2 3 @)
5133 ©) 1 2 3 0
4134 3 1 2 3 4 211
3 1 2 3 (4)
3 1 2 3 4
5134 3 1 2 3 4 Mas de Adultos
4134 3 1 2 3 4 10

Modificado de Petrides, (1949) y Gardner y Sunquist (2003).
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6.11 Anélisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados se utiliz6 del paquete
estadistico IBM SPSS Statistics 24. Unicamente se compararon los datos
obtenidos de Zibata y CU-CC. PANEC no se incluyé por tener una n demasiado
pequefia (n=5). Los valores de peso se normalizaron mediante logaritmo
neperiano, los de longitud de la cola se elevaron al cubo, la frecuencia cardiaca al
cuadrado, la frecuencia respiratoria, los neutréfilos, los baséfilos, los monocitos y
los linfocitos mediante logaritmo base 10. De tal forma que los valores
normalizados del peso, las longitudes y las frecuencias cardiaca y respiratoria se
evaluaron juntos en un modelo lineal general multivariante, los valores
normalizados de los hemogramas se evaluaron en otro modelo lineal general
multivariante y la temperatura se evalu6é por un ANOVA univariado con el fin de
probar asociacién de dichos parametros con el sitio de captura, el sexo, la edad, la
presencia de lesiones, a ser positivos a Salmonella spp. 0 a alguna interaccion
entre dichos factores. Para las correlaciones de Pearson se utilizaron los valores
normalizados y para las de Spearman se utilizaron los valores sin transformar.
Para evaluar la existencia de relacion entre la prevalencia de Salmonella spp. y el
sitio de captura, el sexo, la edad o la presencia de lesiones en los tlacuaches se
uso la prueba ji-cuadrado. El andlisis de riesgo se realiz6 mediante tablas de
contingencia con el programa Epidat version 3.1 (Junta de Galicia y OPS/OMS,
2006) calculando la razén de probabilidad, u Odds Ratio (OR), que constituye una
medida de efecto alternativa al riesgo relativo, y que permite expresar los
resultados de estudios transversales. La evaluacion de proporcion de sexos se

llevé a cabo mediante una prueba binomial para una muestra.
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VIl.  RESULTADOS

7.1Proporcion de sexos

Los porcentajes de hembras y machos en general y para Zibata y CU-CC
se muestran en la Figura 9. En el estudio se capturaron un total de 22 hembras y
18 machos de Didelphis virginiana. La proporcion de sexos general fue de 1:0.8,
es decir 0.8 machos por cada hembra. En Zibata se obtuvieron 9 hembras y 11
machos con una proporcion de 0.82:1. En CU-CC el numero de hembras fue 13y
7 machos con una proporcion 1:0.54. No obtante a pesar de que numéricamente
hay diferencia en la proporcion de sexos en ambas localidades, no se observo
diferencia significativa tanto en Zibata como en CU-CC (P= 0.824 y P= 0.263,
respectivamente con IC=95 %) por lo que las muestras proceden de una poblacién

con una proporcion de 1:1 en hembras y machos.
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Figura 9. Porcentaje (%) de hembras y machos de tlacuaches (D. virginiana) en
ambos sitios (General) y para cada sitio de captura (Zibata, CU-CC). Q: hembras;

& machos.
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7.2 Morfometria y constantes fisioldgicas

Los valores promedio y desviacion estandar de las medidas corporales y
del peso de los tlacuaches de acuerdo al sexo y a la edad se describen en el
Cuadro 14, por sitio de captura y en general. En el Cuadro 14.1 se muestran los
valores de P obtenidos para las medidas corporales y el peso de tlacuaches de
acuerdo a categorias de sitio, sexo, edad, lesiones asi como las interacciones
entre ellas. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
sitios de captura, hembras y machos o la presencia de lesiones (IC= 95 %; g.l.= 1;
P>0.05 para cada uno de los factores). Sin embargo, si hubo diferencias en el
peso entre animales con lesiones y si lesiones (F=7.8; g.l.= 1; P=0.012). Asi
mismo hay diferencias significativas en la edad con respecto al peso (F=16.51;
g.l.=1; P= 0.001) y las longitudes total (F=14.68; g.l.= 1; P= 0.001), corporal
(F=17.52; g.l.= 1; P= 0.001), de la cola (F=6.59; g.l.= 1; P= 0.019), del pie
(F=12.51; g.l.= 1; P= 0.002) y de la oreja (F=7.22; g.l.= 1; P= 0.015),
encontrandose valores menores en los animales juveniles.

El peso y la longitud corporal promedio por edad para cada sitio de
captura y en ambos sitios (general) se muestran en la Figura 10. El peso esta

positivamente correlacionado tanto con la longitud total (R=0.753; n=40; P=0.000)
como con la corporal (R=0.794; n=40; P=0.000).
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Cuadro 14. Media y desviaciéon estandar de medidas corporales y del peso de tlacuaches (D. virginiana) para Zibata, CU-

CC y en ambos sitios (General) de acuerdo a categorias de sexo y edad.

Parametro 0 Peso () Long. Total (mm) | Long. Corporal (mm) | Long. Cola (mm) | Long. Pie (mm) |Long. Oreja (mm)
Promedio | DE (t) | Promedio | DE () | Promedio | DE (+) | Promedio | DE (+) | Promedio | DE (+) | Promedio | DE (&)
Hembras | 9 1339 526 725 107 417 67 308 98 53 7 46 7
Machos |11| 1495 897 766 105 427 65 339 43 56 6 49 8
Zibata | Adultos | 10| 1945 720 814 110 475 39 339 101 59 5 53 7
Juveniles | 10 905 185 680 38 369 32 311 20 50 4 43 4
General |20| 1425 739 747 105 422 65 325 72 54 7 48 7
Hembras | 13| 1590 859 784 77 443 54 340 32 50 6 46 5
Machos | 7 1693 999 771 137 438 91 334 47 52 8 49 7
CU-CC | Adultos |11| 2270 606 846 78 483 61 363 24 55 6 50 5
Juveniles | 9 839 367 698 46 391 27 307 25 a7 3 43 3
General 20| 1626 885 779 99 441 67 338 37 51 7 47 6
Hembras | 22| 1487 737 760 93 432 60 327 67 51 6 46 6
Machos |18 1572 914 768 115 431 74 337 44 54 7 49 7
General | Adultos |21| 2115 667 831 93 479 51 352 71 57 6 51 6
Juveniles | 19 874 280 689 42 379 31 309 22 48 4 43 4
General |40| 1526 811 763 102 432 66 332 57 53 7 47 6

Long.: Longitud. DE +: desviacion estandar
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Cuadro 14.1 Valores de P obtenidos para las medidas corporales y el peso de tlacuaches (D. virginiana) de acuerdo a

categorias de sitio, sexo, edad, lesiones asi como las interacciones entre ellas.

Valor de P
Sitio 0.9560.164/0.209|0.786|0.155/0.567
Sexo 0.928/0.633(0.818|0.824|0.443|0.324

Edad 0.001*/0.001*/0.001*/0.019*/0.02*|0.015*

Lesiones (0.012*0.204|0.063|0.252|0.353/0.223

Sitio*Sexo |0.665|0.764|0.475|0.682|0.701|0.653

Sitio*Edad | 0.892|0.381|0.198|0.828 [0.306/0.653

Sitio*Lesiones [0.5340.64410.944|0.218| 1 (0.402

Sexo*Edad |0.202|0.967|0.749|0.899 0.927|0.469

Sexo*Lesiones [0.143|0.104|0.407/0.1491|0.976|0.435

Sitio*Sexo*Edad|0.601| 0.1 |0.064| 0.28 |0.052|0.267

(IC: 95 %; g.l.: 1)

* Valores estadisticamente significativos (P <0.05)
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Figura 10. Peso promedio en gramos (A) y Longitud corporal promedio en mm (B)

de tlacuaches (D. virginiana) para Zibata, CU-CC y en ambos sitios (General).

En la Figura 11 se observa la relacién entre la longitud corporal y el peso
de los ejemplares de acuerdo al sexo en los dos sitios de captura, los cuales

fueron utilizados para la clasificacién de juveniles y adultos en base a los 400 mm
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de longitud corporal y los 1300 g de peso, valores que se tomaron como punto de
division. El ndmero de hembras y machos adultos y juveniles para Zibata, CU-CC
y en general se detallan en la Figura 12. No se encontré asociacion entre la edad
de los ejemplares y el sitio de captura (X?=0.1; g.l.= 1; P=0.75).

Entre los ejemplares se observaron lesiones generales en la piel que que
consistieron en laceraciones y abrasiones recientes, en proceso de cicatrizacion o
ya cicatrizadas. No obstante una hembra capturada en Zibat4 presentaba
amputacion de la cola a aproximadamente 5 cm de la base. El nimero de adultos
y juveniles con lesiones se muestra en la Figura 13, obteniendo que hay relacion
entre estos parametros (X?=10.545; g.l.= 1; P=0.001). Ademas se observé una
correlacion negativa moderada entre la edad y la presencia de lesiones (Rho de
Spearman=-0.513, n=40, P=0.001). No obstante la presencia de lesiones no esta
asociada al sexo de los ejemplares (X?=0.08; g.l.= 1; P=0.781). Los andlisis de
riesgo de presencia de lesiones por sexo, edad y sitio de captura se muestran en

los Cuadros 17, 18 y 19, respectivamente.
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Figura 11. Relacion del peso y la longitud (Long.) corporal de tlacuaches (D.
virginiana) hembras (A) y machos (B) en Zibatd y CU-CC. Los rectangulos
punteados indican la divisidbn entre adultos y juveniles de acuerdo a Hartman
(1928) tomado de Gardner y Sunquist (2003).
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Figura 12. Frecuencias para Zibat4d, CU-CC y en ambos sitios (General) de
hembras y machos por edad en los tlacuaches (D. virginiana).
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Figura 13. Frecuencia de ejemplares D. virginiana adultos y juveniles con lesiones
en la piel (laceraciones y abraciones) para Zibata, CU-CC y en ambos sitios
(General).
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Los promedios de temperatura, frecuencia respiratoria y frecuencia
cardiaca para cada uno de los dos sitios de captura y en en ambos sitios tanto en
hembras como en machos se muestran en el Cuadro 15. Como se puede apreciar
no se encontraron diferencias significativas en las constantes fisiolégicas entre
sexos, adultos y juveniles, el ser positivo a Salmonella spp. o el sitio de captura
(IC=95 %; g.l.= 1; P>0.05 para cada uno de los factores). No obstante diferencias
significativas fueron observadas en la temperatura entre lesionados y no
lesionados (F=7.527; g.l.= 1, P=0.014), siendo menor la temperaturoa en animales
lesionados. También se observaron diferencias en la frecuencia cardiaca entre
juveniles y adultos (F=7.67; g.l.= 1; P=0.012), teniendo un mayor promedio en los
tlacuches juveniles, y por la interaccion sexo y edad (F=4.54; g.l.= 1; P=0.046).
Donde los promedios de frecuencia cardiaca de mayor a menor fueron obtenidos
por hembras juveniles, machos juveniles, machos adultos y por dltimo hembras
adultas. Por ultimo se observd una la interaccion sitio de captura y edad con la

frecuencia respiratoria (F=5.6; g.l.= 1; P=0.029).
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Cuadro 15. Media y desviacion estandar (DE +) de constantes fisiologicas de tlacuaches (D. virginiana) de acuerdo al

sexo para Zibata, CU-CC y en ambos sitios (General). rpm: respiraciones por minuto; Ipm: latidos por minuto.

) Temperatura (°C) Frec. Resp. (rpp) Frec. Card. (Ipp)
Parametro
n Promedio DE (%) n Promedio DE (%) n Promedio DE (%)
Hembras 9 335 1.1 9 78 33 9 206 64
Zibata Machos 10 343 1.0 11 48 12 11 227 26
General 19 33.9 1.1 20 62 27 20 217 47
Hembras 11 34.0 1.0 13 63 15 13 244 28
CuU-CC Machos 7 33.8 0.4 7 59 17 7 251 33
General 18 33.9 0.8 20 62 16 20 247 29
Hembras 20 33.7 1.0 22 69 24 22 229 49
General Machos 17 34.1 0.8 18 52 15 18 236 30
General 37 33.9 1.0 40 62 22 40 232 41
Valor de P
Sitio 0.67 0.663 0.055
Sexo 0.372 0.133 0.217
Edad 0.131 0.667 0.012*
Lesiones 0.014* 0.288 0.805
Sitio*Sexo 0.743 0.084 0.792
Sitio*Edad 0.201 0.029* 0.079
Sitio*Lesiones 0.529 0.737 0.694
Sexo*Edad 0.244 0.825 0.046*
Sexo*Lesiones 0.708 0.392 0.218
Sitio*Sexo*Edad 0.647 0.128 0.128

(IC: 95 %; g.l.: 1) * Valores estadisticamente significativos (P <0.05)
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7.3Prevalencia de Salmonella spp.

De los 40 hisopados cloacales obtenidos se aislaron colonias con la
morfologia tipica de Salmonella spp. (rojas con centro negro negativas a la prueba
de la urea) de 11. De las 39 muestras de sangre, las 19 de heces, las 36 de pre
enriguecimientos, asi como de los 11 aislamientos presuntamente positivos se
detectd Salmonella enterica en 24, 18, 16 y 8 respectivamente, mediante PCR en
punto final (Apéndice 10.1). Los ejemplares que se tomaron como positivos fueron
aquellos que en por lo menos dos tipos de muestra diferentes tuvieron
amplificacion del fragmento de ADN deseado en las técnicas moleculares
(Apéndice 10.2). Como resultado de la deteccidbn molecular se obtuvo que 23
ejemplares fueron positivos a Salmonella spp. EI nidmero de positivos y la
prevalencia en Zibat4, CU-CC y en ambos sitios se muestra en el cuadro 16. En la
Figura 14 se aprecia el nUmero de positivos y negativos en hembras y machos de

acuerdo a la edad obtenidos en los dos sitios de captura y en ambos sitios.

Cuadro 16. Prevalencia y frecuencias de positivos y negativos a Salmonella spp.
en tlacuaches (D. virginiana) para Zibata, CU-CC y en ambos sitios (General).

Zibata CU-CC General

N 20 20 40
Positivos 8 15 23
Prevalencia (%) @ 40 75 57.5

Al analizar los datos de Zibata y CU-CC se encontré que hay diferencias
significativas en la prevalencia de Salmonella enterica entre sitios (X?=5.01; g.l.=
1; P=0.025). No obstante es independiente del sexo (X?=1.13; g.l.= 1; P=0.289), la
edad (X2=0.35; g.l.= 1; P=0.554) o la presencia de lesiones (X?=0.005; g.l.= 1;
P=0.944) de los ejemplares. Los analisis de riesgo se detallan en los Cuadros 17,
18 y 19.
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Figura 14. Numero de tlacuaches (D. virginiana) positivos y negativos para Zibata,

CU-CC y en ambos sitios (General).

Cuadro 17. Relacién entre la presencia de Salmonella spp. y lesiones en
tlacuaches (D. virginiana) hembras y machos en general. +: positivos; -: hegativos;
RP: razdén de prevalencias; OR: odds ratio; P: valor de P.

. Salmonella spp. Lesiones
Factor de riesgo
+ | - |Total|OR| P Presentes | Ausentes | Total | OR P
Hembras 11(11] 22 7 15 22
Machos 12| 6| 18 |0.5|/0.29 5 13 18 |1.21]0.78
Total 23117 40 12 28 40

Cuadro 18. Relacion entre la presencia de Salmonella spp. y lesiones en
tlacuaches (D. virginiana) adultos y juveniles en general. +: positivos; -: negativos;
RP: razon de prevalencias; OR: odds ratio; P: valor de P.

. Salmonella spp. Lesiones
Factor de riesgo
+ | - |Total| OR | P | Presentes | Ausentes | Total | OR P
Adultos 131 8| 21 11 10 21
Juveniles 10| 9| 19 |1.46|0.55 1 18 19 |19.8 | 0.001
Total 23117| 40 12 28 40
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Cuadro 19. Relacion entre la presencia de Salmonella spp. y lesiones en
tlacuaches (D. virginiana) de CU-CC y de Zibata. +: positivos; -: negativos; RP:

razon de prevalencias; OR: odds ratio; P: valor de P.

Factor de riesgo Salmonella spp. Lesiones
+ | - |Total | OR| P | Presentes | Ausentes | Total | OR| P
Cu-cC 15/ 5| 20 7 13 20
Zibata 8 12| 20 |4.5/0.03 5 15 20 | 1.6 |0.49
Total 23|17| 40 12 28 40

En general no hay diferencias significativas en el peso, las medidas
corporales, la temperatura, la frecuencia respiratoria, la frecuencia cardiaca
(Cuadro 20), ni en los valores obtenidos en las biometrias de los ejemplares

positivos a Salmonella spp. con respecto a los negativos (Cuadro 21).
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Cuadro 20. Media y desviaciéon estandar del peso, las medidas corporales, la temperatura y las constantes fisiologicas de

los tlacuaches (D. virginiana) positivos y negativos a Salmonella spp. en Zibata, en CU-CC y en ambos situos (General).

Zibata CU-CC General
Parametro Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos
& Promedio I(3+I§ ! Promedio I(DE i Promedio I(DE i Promedio | DE (%) & Promedio | DE (t) & Promedio | DE (%)
Peso (g) 1388 861 1450 686 1725 784 1330 1195 1607 808 1415 827
Long. Total (mm) 756 109 741 107 77 92 786 130 770 96 754 112
Long. Corporal (mm) 418 70 425 64 437 63 453 83 431 65 433 68
8 15 5 23 17
Long. Cola (mm) 339 44 316 87 340 34 333 50 339 37 321 77
Long. Pie (mm) 54 7 1 55 7 52 6 50 9 52 6 53 7
Long. Oreja (mm) 50 8 46 7 47 5 a7 8 48 6 46 7
Temperatura (°C) 7 34 1 34 1 14 34 1 4 33 1 21 34 1 16 34 1
Frec”encéf‘p'?nis‘)irato”a 54 27 67 28 61 17 62 14 59 21 65 24
8 15 5 23 17
Frecuencia Cardiaca (Ipm) 212 53 221 44 248 29 243 31 235 42 227 41
Valor de P
Parametro Salmonella spp. | Sitio*Salmonella spp. | Sexo*Salmonella spp. Edad*i;gﬁonella sSpﬂT:sr;gggs Sexo*Edasdgsalmonella
Peso (9) 0.934 0.273 0.839 0.815 0.718 0.337
Long. Total (mm) 0.404 0.882 0.83 0.817 0.691 0.237
Long. Corporal (mm) 0.167 0.763 0.66 0.658 0.472 0.098
Long. Cola (mm) 0.936 0.858 0.91 0.92 0.929 0.742
Long. Pie (mm) 0.645 0.49 0.772 0.977 0.636 0.331
Long. Oreja (mm) 0.994 0.551 0.842 0.995 0.694 0.181
Temperatura (°C) 0.678 0.709 0.267 0.132 0.374 0.143
Frecuencia Respiratoria (rpm) 0.418 0.917 0.16 0.142 0.318 0.797
Frecuencia Cardiaca (Ipm) 0.649 0.675 0.15 0.196 0.329 0.885

DE (£): desviacion estandar; rpm: respiraciones por minuto; Ipm: latidos por minuto. (IC: 95 %; g.l.. 1). * Valores estadisticamente significativos (P <0.0)
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Cuadro 21. Media y desviaciéon estandar de los valores obtenidos de los hemogramas de los tlacuaches (D. virginiana)

positivos y negativos a Salmonella spp. en Zibat4, en CU-CC y en ambos sitios (General).

Zibata CU-CC General
Parametro Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos

Promedio | DE (%) f Promedio | DE () " Promedio | DE (%) " Promedio | DE (%) " Promedio | DE (%) f Promedio | DE (%)

(E)(r;t(;og/':ﬁsm - 50 | 05 48 | 07 47 | 05 48 | 02 49 | 05 48 | 06

Hb (gr/dL) 12.0 1.2 12.0 13 11.6 13 11.9 0.6 11.8 1.2 12.0 11

Hct (%) 40.3 3.2 390.1 5.5 38.4 4.1 38.7 0.9 39.2 3.7 39.0 4.6

VGM (fL) 80.3 5.9 81.7 33 81.1 4.4 81.1 3.7 80.8 4.9 81.5 3.3

CMHC (g/dL) 29.8 1.2 31.1 4.4 30.1 1.0 30.7 1.2 30.0 11 31.0 3.7
Leucocitos (ul) 9983.8 |2201.8 12 11954.2 | 4387.9 1 8742.7 |3412.3 > 8760.0 |2602.0 19 9265.3 |2958.1 17 11014.7 | 4144.9
Neu. Seg. (pl) 5348.5 |1973.7 6337.5 |3874.6 4853.5 |2945.0 4127.0 |1850.0 5061.9 |2529.1 5687.4 |3500.6
Eosindfilos (ul) 195.3 94.5 231.0 133.6 169.1 92.5 195.0 80.5 180.1 91.6 220.4 119.1
Basofilos (ul) 370.9 390.4 346.0 224.5 235.4 121.8 244.8 130.9 292.4 268.8 316.2 202.9
Monocitos (pl) 155.4 60.8 318.6 | 289.6 4119 | 512.6 333.8 | 269.9 303.9 | 405.4 323.1 | 2755
Linfocitos (ul) 3914.0 |1298.4 4721.4 |2283.0 3072.7 | 1083.5 3859.8 | 918.1 3426.9 | 1220.6 4468.0 |1989.4
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Cuadro 21.1 Valores de P obtenidos para los valores obtenidos en las biometrias de los tlacuaches (D. virginiana) de

acuerdo a categorias de sitio, sexo, edad, lesiones asi como las interacciones entre ellas..

Valor de P

Parametro saimonella | StorSatonel | Serorgamonel | ol | oha | SexoEdadSamonela spp
Eritrocitos (x1046/mm~3) 0.814 0.828 0.177 0.679 0.947 0.82
Hb (gr/dL) 0.524 0.979 0.026* 0.473 0.219 0.965
Hct (%) 1 0.914 0.139 0.73 0.49 0.883
VGM (fL) 0.685 0.755 0.921 0.795 0.225 0.879
CMHC (g/dL) 0.538 0.986 0.522 0.736 0.735 0.963
Leucocitos (ul) 0.168 0.354 0.141 0.369 0.81 0.717
Neu. Seg. (ul) 0.469 0.809 0.425 0.85 0.645 0.951
Eosindfilos (ul) 0.425 0.778 0.039* 0.39 0.702 0.44
Basdfilos (ul) 0.569 0.906 0.815 0.586 0.888 0.773
Monocitos (pl) 0.657 0.794 0.584 0.993 0.918 0.882
Linfocitos (ul) 0.431 0.731 0.227 0.353 0.904 0.802

(IC: 95 %; g.l.: 1)

* Valores estadisticamente significativos (P <0.05).
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7.4Hemogramas

De los 40 tlacuaches capturados en Zibatd y CU-CC se obtuvieron solamente
hemogramas de 36 ejemplares. En el Cuadro 22 se detallan los promedios y
desviaciones estandar obtenidos en los hemogramas por hembras y machos de
Didelphis virginiana en los dos sitios de captura y en ambos sitios. En el Cuadro
22.1 se observan los valores de P obtenidos para los valores de las biometrias de
los tlacuaches (D. virginiana) de acuerdo a categorias de sitio, sexo, edad,
Lesiones asi como las interacciones entre ellas. Los promedios de los
hemogramas de tlacuaches positivos y negativos a Salmonella enterica se detallan
en las Figuras 15y 16. En los valores de los hemogramas de los tlacuaches no se
detectaron diferencias entre sexos, edades, los sitios de captura, la presencia de
lesiones o el ser positivo a Salmonella spp. (IC=95 %; g.l.= 1; P>0.05). No
obstante los eosindfilos difirieron significativamente solamente por sexo (F=8.074;
g..=1; P=0.012).
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Cuadro 22. Media y desviacion estdndar de valores obtenidos en los hemogramas de tlacuaches (D. virginiana) hembras
y machos de Zibata, CU-CC y en ambos sitios (General).

Zibata CU-CC General
Parametro Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
X DE (%) n X DE (&) n X | DE (%) n X | DE (%) n X DE (%) n X | DE (%)
Eritrocitos
(x10'6/mmn3) 5 1 5 1 5 1 5 0 5 1 5 1
Hb (gr/dL) 12 1 12 1 12 1 11 1 12 1 12 1
Hct (%) 39 5 40 5 40 4 36 2 40 4 39 4
VGM (fL) 83 3 80 5 82 4 79 4 82 4 80 4
CMHC (g/dL) 32 5 30 1 30 1 30 1 31 4 30 1
Leucocitos (ul) 11736 | 4009 10700 | 3612 9344 | 3187 7755 | 2921 10477 | 3705 9661 | 3595
11 10 6 19 17
Neutrofilos () 6703 | 3474 5320 | 3018 4968 | 2708 4057 | 2574 5790 | 3134 4874 | 2855
Eoszrl‘l‘l’)f"os 265 | 123 177 | 103 225 | 75 98 | 27 244 | 100 149 | 91
Basofilos (pl) 259 174 435 351 257 | 136 207 91 258 151 354 | 304
Monocitos (ul) 369 318 159 71 388 | 337 386 | 619 379 319 239 | 368
Linfocitos () 4140 | 1876 4610 | 2074 3506 | 1212 3007 | 786 3806 | 1551 4044 | 1872
X: Promedio
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Cuadro 22.1 Media y desviacion estandar de valores obtenidos en los hemogramas de tlacuaches (D. virginiana)

hembras y machos de Zibata, CU-CC y en ambos sitios (General).

Valor de P

Parametro Sitio | Sexo | Edad | Lesiones | Sitio*Sexo | Sitio*Edad | Sitio*Lesiones | Sexo*Edad | Sexo*Lesiones | Sitio*Sexo*Edad
Eritrocitos (x1076/mm~3) | 0.525| 0.892 [0.834 | 0.642 0.06 0.761 0.989 0.795 0.435 0.945
Hb (gr/dL) 0.754| 0.586 |0.839| 0.785 0.007* 0.838 0.348 0.721 0.278 0.381
Hct (%) 0.593 | 0.439 | 0.583 0.71 0.034* 0.821 0.742 0.981 0.555 0.913
VGM (fL) 0.899| 0.101 {0.471| 0.073 0.872 0.803 0.544 0.584 0.469 0.685
CMHC (g/dL) 0.881| 0.796 | 0.388| 0.828 0.811 0.942 0.674 0.675 0.742 0.381
Leucocitos (ul) 0.317| 0.677 |0.172| 0.748 0.569 0.392 0.608 0.186 0.045* 0.264
Neutrofilos (ul) 0.507| 0.542 |0.366| 0.464 0.836 0.758 0.637 0.101 0.048* 0.266
Eosinofilos (ul) 0.177(0.012*|0.458| 0.264 0.312 0.643 0.555 0.109 0.051 0.66
Basofilos (ul) 0.722| 0.397 |0.518| 0.407 0.434 0.58 0.923 0.791 0.829 0.669
Monacitos (ul) 0.763| 0.809 | 0.421 0.17 0.824 0.9 0.541 0.191 0.271 0.914
Linfocitos (ul) 0.301| 0.919 | 0.23 | 0.799 0.657 0.655 0.973 0.349 0.59 0.877

(IC: 95 %; g.l.: 1)

87



* Valores estadisticamente significativos (P <0.05).
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No obstante la interaccion sitio de captura y sexo influye en la
hemoglobina (F=9.757; g.l.= 1; P=0.007) y el hematocrito (F=5.411; g.l.= 1,
P=0.034). Ademas, la interaccion sexo con Salmonella influye en la hemoglobina

Promedios eritrogramas
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(F=6.123; g.l.= 1; P=0.026) y los eosindfilos (F=5.138; g.l.= 1; P=0.039). Asi mismo
la interaccion sexo y lesiones influye en los leucocitos (F=4.779; g.l.= 1; P=0.045)
y los neutrdfilos (F=4.628; g.l.= 1; P=0.048). No se encontrd una baja correlacion
entre la presencia de lesiones con los monocitos (Rho de Spearman=0.386, n=40,
P=0.02) y con los eosindfilos (Rho de Spearman=0.395, n=40, P=0.017). Pero si
se observO una correlacion moderada del sexo con los eosinéfilos (Rho de
Spearman=-0.450, n=40, P=0.006).

Figura 15. Promedios obtenidos en los eritrogramas de tlacuaches (D. virginiana)
positivos y negativos en cada sitio de captura y en general. VGM: volumen
globular medio; CMHC: concentracion media de hemoglobina corpuscular; +:
positivos; -: negativos. Eritrocitos: x1026/mm23; hemoglobina: gr/dL; hematocrito:
%; VGM: fL; CMHC: g/dL.
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Figura 16. Promedios obtenidos en los leucogramas de tlacuaches (D. virginiana)
positivos y negativos en cada sitio de captura y en general. A. Leucocitos,
neutrofilos y linfocitos; B. Eosindfilos, basofilos, monocitos; +: positivos; -:
negativos.
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VIll.  DISCUSION

La proporcion de sexos encontrada de 1:1 es similar a lo hallado por Cruz-
Salazar et al. (2014). No obstante, los autores mencionan que a pesar de que
dicha proporcién en una poblacion puede ser considerada como una condicidn
ideal para el crecimiento de la misma, para especies como D. virginiana que son
poligamas se esperaria mayor numero de machos sobre todo si estan en areas
con mayor disponibilidad de recursos y menor competencia. Por ello consideran
gue la proporcion de hembras y machos de 1:1 podria asociarse a un tamafio
poblacional bajo. No obstante la dieta suplementada (Sunquist y Eisenberg, 1993)
o la condicion y edad de la madre (Wright et al., 1995) no influyen en la proporcién

de sexos en las camadas de D. virgniana.

En D. virginiana se considera que los machos son mas grandes y mas
pesados que las hembras, distincion que comienza con la madurez sexual y es
debido de la demanda energética que representa la crianza de la progenie para
las hembras. Ademéas no hay una correlacion tan cercana entre el peso y la talla
en D. virginiana como en otros marsupiales de América y el peso esta influenciado
por la estacién del afio siendo mayor en el otofio e inicios del invierno (Gardner y
Sunquist, 2003).

Los resultados del peso y longitud total obtenidos de los tlacuaches en
este estudio tanto en ambos sitios | y en Zibata se ajustan a esta afirmacion, no
obstante en CU-CC unicamente el peso lo hace pero los promedios de las
longitudes total y corporal de las hembras son mayores a los de los machos; lo
mismo que ocurre en el promedio de la longitud corporal general. Lo anterior
puede deberse Unicamente a que se capturaron un mayor nimero de hembras
gque de machos en CU-CC. Sin embargo, diferencias estadisticamente
significativas no fueron encontradas en el peso o la talla entre hembras y machos.
Cruz—Salazar et al. (2014) registraron para D. virginiana un peso y longitud total
promedio de 1500 (+ 340) g y 681 (x 67) mm en Los Altos y de 2210 (+ 250) g y
791.2 (x 9.9) mm en la Depresion Central de Chiapas, sin detectar diferencias

significativas entre las regiones. Estas regiones son contiguas y poseen variacion
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de asociaciones vegetales, areas de cultivo activas o abandonadas y pequefios
asentamientos humanos. Ademas los autores sefalaron que la diferencia podria
deberse a la mayor disponibilidad en calidad y cantidad de recursos alimenticios y
refugio lo cual deberia evaluarse en estudios futuros. Y que las actividades
antropogénicas tienen un efecto sobre la abundancia y distribucion de los
recursos, en los sistemas urbanizados los recursos artificiales son tipicamente

mas abundantes y concentrados (Prange et al., 2004).

El promedio del peso de los tlacuaches de CU-CC fue mayor al de los de
Zibata, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa. Los promedios
de peso y longitud total obtenidos en general y en CU-CC fueron mayores que en
Los Altos y menores que en la Depresion Central, y el peso fue menor y la longitud
total mayor en el caso de Zibata que el de los tlacuaches de los Altos. Wright et al.
(2012) encontraron que el peso promedio de tlacuaches que viven dentro de los
limites de la ciudad fue 34 % mayor al de aquéllos que viven en areas rurales, 3.0
(= 0.8) Kg y 2.2 (£ 0.6) Kg, respectivamente. Sugiriendo que las areas urbanas
proveen mas recursos lo que puede beneficiar a las poblaciones de D. virginiana.
Finalmente los promedios tanto del peso como de las longitudes e general y en los
dos sitios de muestreo se encuentran dentro de los rangos descritos para la

especie por Zarza y Medellin (2005).

Gardner y Sunquist (2003) resumieron las diferentes formas en las que se
ha utilizado la férmula dentaria por distintos investigadores para categorizar por
edad a los tlacuaches. No obstante en vida libre la formula dentaria no siempre
estd completa o hay variaciones que podrian complicar su uso. Por ello se pueden
utilizar la relacion que hay entre el peso y la longitud corporal de los ejemplares.
Para ello se tomaron como referencia los 400 mm y 1300 g como la division entre
juveniles y adultos de acuerdo a Hartman (1928) (Gardner y Sunquist, 2003),
especialmente de aquellos cuya formula no se ajustaba a las esperadas.

En México los tlacuaches han sido estudiados por su papel en el
mantenimiento y la transmisién de Leptospira interrogans, Salmonella enterica, y

rabia (Ruiz-Pifa et al., 2002; Arenas, 2016) asi como de Tripanosoma cruzi,
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protozoario causante de la enfermedad de Chagas (Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes,
2002). D. virginiana es una especie que se ve con frecuenta en ambientes
peridomésticos urbanos y rurales de los que se beneficia por las caracteristicas
gue presenta como su tamafo, sus habitos nocturnos y su alta capacidad
reproductiva (Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes, 2002; Arenas, 2016). Ruiz-Pifa et al.
(2002) en su estudio tuvieron que todos los tlacuaches infectados con Salmonella
enterica fueron hembras con embriones en sus marsupios, capturadas durante la
estacion seca en habitat peridoméstico. Asi mismo observaron mayor densidad de
adultos y actividad reproductiva de D. virginiana durante la estacion seca, y en la
lluviosa por el contrario la poblacion fue predominantemente de juveniles
(animales susceptibles). Hart et al. (1985) también detectd una variacion
estacional en la frecuencia de la infeccibn por Salmonella en un marsupial
silvestre, Setonix brachyurus, en Australia que se relacionaba con la pobre calidad
del alimento disponible en verano respecto al invierno, habiendo mas positivos en
la primer estacion. Ademas no encontraron evidencias de enfermedad en campo a
pesar del elevado numero de positivos durante el verano. Kourany et al. (1976)
también observaron una mayor incidencia de infeccion por Salmonella en

mamiferos durante la estacion seca que en la lluviosa.

Las capturas del presente estudio abarcaron la parte final de la estacion de lluvias,
gue en Querétaro va de junio a septiembre (INEGI, 2010), es decir el final del
verano y casi todo el otofio. Para poder determinar a los ejemplares positivos a
Salmonella spp. se tom6 en cuenta que se tuvieron muestras distintas y no todos
los ejemplares tuvieron de todos los tipos de muestras recolectados. Por lo tanto
se tomaron como positivos aquellos que tuvieron amplificacion del fragmento de
ADN con las técnicas moleculares en por lo menos dos tipos de muestra. La
decision se fundament6 en que en base a un solo tipo de muestra las debilidades
de la misma podrian afectar la veracidad de los resultados. Por ejemplo
Salmonella spp. no se excreta de manera constante en las heces o el nUmero de
bacterias puede ser limitado, ademas de que la presencia de inhibidores de la
PCR como lo son las sales biliares y la bilirrubina (Chiu and Ou, 1996). Asi mismo

los hisopados cloacales que tuvieron un proceso de preenriquecimiento para
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favorecer el aumento de las poblaciones bacterianas presentes en la muestra,
pero no sélo la poblacion del patégeno de interés. En el aislamiento microbiolégico
se pudo hacer tomado una alicuota con poco contenido bacteriano. En sangre
pudiera haberse detectao un fragmento de ADN que correspondiera al hospedero
y no a la bacteria. Por todo ello resultados positivos en dos muestras diferentes en
las técnicas moleculares son mas confiables. Ademas, el peso y la longitud
corporal de los ejemplares fueron junto con la férmula dentaria una base para
clasificar de manera mas confiable a los tlacuaches en juveniles y adultos. No
obstante en este estudio el nimero de juveniles fue casi igual al de adultos. De
modo que se obtuvo que ni el sexo ni la edad de los individuos se relacion6 con
ser positivo a Salmonella spp. Sin embargo hay que hacer enfasis en que el
trampeo fue continuo y no se hizo distincion por época de lluvias o sequia ni por
estacion del afio, lo que seria importante considerar para estudios posteriores,
para ver si hay algin cambio en la prevalencia de Salmonella. Ya que es
importante comparar si la prevalencia de Salmonella spp. se modifica de acuerdo
a la temporada de lluvias o secas asi como a la estacion del afio en zonas con

distinto grado de impacto antropico.

Por otro lado Salmonella spp. ha sido aislada en tlacuaches silvestres
extraidos de su habitat natural con fines de investigacion que han sido mantenidos
en cautiverio para asegurar que no presentan signos de enfermedad como fiebre,
diarrea o cambios en sus habitos alimenticios como en el caso de Rodriguez et al.
(1992) asi como en ejemplares clinicamente normales, enfermos e incluso
moribundos como mencionan Thigpen et al. (1975) y Runkel et al. (1991). De
éstas dos ultimas investigaciones se ha recuperado a la bacteria de sangre, signo
clinico de bacteremia, asi como de la bilis o de vesicula biliar, hallazgo que es
relacionado con el estado de portador crénico y que puede ser un riesgo de
infeccidon tanto para otros animales como para los técnicos cuando son utilizados
con fines de investigacion (Rodriguez et al.,, 1992). Ademas, al servir como
reservorio de varios serotipos de Salmonella puede tener un papel importante en
la epizootiologia de la salmonelosis en la fauna silvestre (Thigpen et al., 1975).
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Un reservorio puede mantener a la bacteria en sus intestinos como parte
de su microbiota y no sufrir una infeccién activa (Brands, 2006). No obstante debe
tomarse en cuenta que los tlacuaches pueden parecer saludables a pesar de
cursar con una enfermedad, o pueden tener signos clinicos de enfermedad que
toman tiempo en manifestarse (Johnson-Delaney, 2014). Por lo tanto a pesar de
gue en el presente estudio no se detectaron signos como diarrea o fiebre, no se
puede descartar que alguno de los ejemplares positivos a Salmonella spp.
estuviera cursando con la enfermedad y no fuera solo un portador asintomético.
Més aun debido a que se obtuvieron amplificaciones en las técnicas moleculares a
partir de muestras sanguineas lo que significa que dichos animales presentaban

bacteremia.

Las Salmonellas no tifoideas producen por lo general una infeccion auto-
limitada al tracto gastrointestinal que provoca inflamacion en el mismo. No
obstante al sobrepasar las defensas del hospedero la bacteria puede acceder a la
circulacion linfatica y sanguinea diseminandose asi a otros érganos, lo que implica
una septicemia bacteriana. Cuando se aloja en el higado y vesicula biliar puede
ocurrir una reinfeccién cuando la bacteria vuelve al intestino delgado via bilis
(Barrow y Methner, 2013). Si los tlacuaches padecian salmonelosis es una
interrogante que persiste después de este estudio, pero para responder a ella se
requiere de la obtencion y andlisis de muestras mas invasivas que permitan
recuperar a la bacteria no solamente de los intestinos y nddulos linfaticos
asociados sino también de otros 6rganos como el higado, el bazo o los rifiones, lo
gue seria indicativo de septicemia bacteriana (Thigpen et al., 1975; Runkel et al.,
1991).

Dado que la invasion de la bacteria al tejido epitelial del intestino
desencadena una reaccion inflamatoria caracterizada por la infiltracion de
neutrdéfilos, principalmente (Barrow and Methner, 2013), la neutrofilia es un signo
clinico de infeccion que se esperaria encontrar en los animales que cursan con
Salmonelosis, sin embargo esto no siempre sucede. Del analisis de los valores

obtenidos en los hemogramas se desprende que no hay asociacion entre ellos y la
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presencia de Salmonella spp.. Al comparar los valores individuales obtenidos por
los tlacuaches en el eritrograma se observo que no se presenté anemia. En cuanto
a los valores de los distintos tipos celulares evaluados en el leucograma se tuvo
gue la mayoria de las anormalidades correspondian a inflamacion aguda,
seguidas por leucograma de estrés (linfopenia con o sin neutrofilia) y por ultimo
debidas a inflamacion con cronicidad de dias a semanas (monocitosis) (Nufiez y
Bouda, 2007).

La temperatura corporal en el tlacuache varia diariamente y por estacion
del afio, siendo mas elevada en verano. Ademas fluctua debido a la actividad, el
tamafio corporal, el estado nutricional, la temperatura ambiental y a los métodos
de manipulacién utilizados por los investigadores (Gardner y Sunquist, 2003). Al
comparar las temperaturas individuales de los ejemplares con el rango normal de
temperatura cloacal mencionado por Johnson-Delaney (2014) que va de 32.2 a 35
°C, tres hembras juveniles tuvieron temperaturas ligeramente por debajo de lo
normal y un macho juvenil, uno adulto y una hembra adulta la tuvieron elevada,
ésta ultima fue la Unica de los positivos a Salmonella spp. en presentar
temperatura elevada. En este sentido se uso Zoletil para la contencién quimica de
los ejemplares y éste provoca una disminucion transitoria en la temperatura
corporal. Aunado a esto se debe considerar que la temperatura determinada fue
cloacal y es mas baja que la temperatura corporal real (Johnson-Delaney, 2006).
Por lo tanto no es posible descartar que alguno de los otros ejemplares positivos
cursaba con un cuadro febril al momento del muestreo aunque por efecto del
farmaco utilizado no se detectd. La fiebre es un signo que se relaciona a una
condicion patoldgica. La presencia de heridas si se asocia con la temperatura
corporal. El promedio de temperatura de los ejemplares que presentaron heridas
fue menor respecto al de los no heridos. Dicho hallazgo puede deberse a que los
animales que presentaron heridas fueron adultos, a excepciéon de uno que fue
juvenil. Debido a esto los ejemplares que no tenian heridas fueron en su mayoria
juveniles. Las hembras, las hembras gestantes y los animales jovenes suelen
tener temperaturas basales mas elevadas que los machos, las hembras no

gestantes y los animales mayores (Radostits et al., 2002).
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En cuanto a la mayor prevalencia de Salmonella spp. en ejemplares de la
zona urbana respecto a la periurbana, resalta el hecho de que en ambas esta
implicado el mayor contacto entre la fauna nativa, especialmente la mejor
adaptada como es caso del tlacuache, los animales domésticos y los humanos. Lo
cual es un riesgo de transmision de agentes patdégenos entre ellos (Daszak et al.,
2001, Cabello y Cabello, 2008). El aislamiento de Salmonella spp. en fauna
silvestre se ha dado tanto en zonas conservadas como en la interface a zonas con
algun grado de impacto antrépico como las unidades de produccion pecuaria, las
areas rurales, periurbanas y urbanas (Kourany et al. 1976; Rodriguez et al., 1992;
Ruiz-Pifa et al., 2002; Bondo et al., 2016). Kourany et al. (1976) observaron que la
mayoria de los mamiferos que resultaron infectados por Salmonella durante su

estudio fueron capturados en o cerca de areas de actividad humana.

Las fuentes ambientales de Salmonella spp. incluyen agua, suelo e
insectos contaminados con materia fecal. Asi como el uso de aguas residuales
para el riego de jardines y cultivos (Brands, 2006). La fauna silvestre puede
adquirir Salmonella al consumir a otros individuos o agua contaminados o por
contacto con construcciones agricolas o pecuarias contaminadas, abono, o por
contacto directo con otros animales portadores de la bacteria, con desperdicios
humanos o con heces de mascotas. Salmonella spp. puede estar en aguas
tratadas o no tratadas y sobrevivir en ellas por semanas a meses por lo que la
fauna silvestre que viva cerca de cuerpos de agua contaminados tiene mas riesgo
de infeccion. Es por eso que Salmonella spp. es mas prevalente en fauna silvestre
gue vive cerca de asentamientos humanos (Bondo et al., 2016). En concordancia
con lo anterior, los resultados del presente estudio son que los ejemplares que
viven en las zonas urbanas tienen mayor probabilidad de infeccién por Salmonella

spp. que los de las zonas periurbanas.

Finalmente hay cuestiones que no se pueden responder con los datos
obtenidos en este estudio y que sin duda son importantes para el entendimiento
de la dinamica de Salmonella spp. en la fauna silvestre en las zonas estudiadas y

su impacto en la salud publica. Entre dichas cuestiones se encuentra por ejemplo
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el determinar los serotipos y la cantidad de microorganismos que se estan
excretando. Esto puede llevarse a cabo por serotipificacion, tipificacion de
bacteriéfagos o por técnicas de tipificacion molecular como la electroforesis en gel
de campo pulsado (Liu et al., 2011; Wattiau et al., 2011; Gonzélez et al., 2014).
Obtener muestras ambientales para investigar si dichos serotipos son un reflejo de
los que se encuentran en las areas tanto urbanas como periurbanas e incluso en
conservadas, y si hay diferencia entre ellas. Ademas si corresponden con los que
son mas frecuentemente aislados en los casos humanos en la region. Por ultimo,
no se encontraron relaciones entre los resultados de los hemogramas y la
presencia de bacteria, lo cual podria indicar que es un reservorio asintomatico. Sin
embargo, no se pudo determinar si los animales que la presentaron en sangre
tenian lesiones por dicha bacteria; por lo que es necesario realizar otros estudios
determinar con mas certeza si los tlacuaches también estan siendo afectados por
la bacteria o si es sélo un reservorio asintomatico, o si su sistema inmune puede

inhibir la diseminacién de la bacteria.
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IX. CONCLUSIONES

Este estudio confirma la presencia asi como la excrecion de Salmonella
spp. en tlacuaches de zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de Santiago de
Querétaro, con una prevalencia de Salmonella spp. general de 57.5 %. Asi mismo
se hall6 que la prevalencia es mayor en zona urbana en comparacion con la

periurbana.

No se encontr6 evidencia de que los ejemplares estuvieran cursando con
enteritis por Salmonella spp. al momento de su captura en base a las muestras e

informacion recolectadas durante el estudio.

Los tlacuaches de zona urbana son en promedio mas pesados y mas
grandes que los de zona periurbana, sin embargo no existe diferencia de peso

entre sexos.

Los tlacuaches tuvieron alteraciones en los valores de los leucogramas
correspondientes a procesos inflamatorios o infecciosos en general, sin que éstos
tuvieran relacion especificamente con el ser positivos a Salmonella spp. o con el

sitio donde viven.

X. RECOMENDACIONES

Esto es el inicio del estudio del comportamiento de este agente dentro de
la fauna nativa, sin embargo hay que hacer mas investigacion, ya que surgen mas
interrogantes que pueden ser estudiadas a detalle mas adelante. Es necesario
realizar estudios complementarios para poder concluir de manera mas certera, Si
los tlacuaches son so6lo un reservorio para el agente, o bien si son portadores
asintomaticos o crénicos. Ademas de determinar los serotipos presentes en los
tlacuaches, asi como si son un reflejo de los serotipos del ambiente y si difieren

entre areas urbanas, periurbanas e incluso conservadas.
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Xll.  APENDICES

12.1 Geles

Como resultado de las técnicas moleculares se tuvieron las amplificaciones que se

muestran en las figuras siguientes.

cucc  Pa Zbata

_ pasje. . 2
_— 410111215161718203 7 Ca*Z 10

E4 1011121516 171820 3 7 Ca*Z 10 . -
P - ;

Cu-CC Pa Zibata

C+C+C-C -C-
C+C+ C-C -C-

Figura 17. Resultados de la PCR en punto final con oligonucleétidos invA (A) y
MIN (B), de los aislamientos presuntamente positivos a partir de hisopados
cloacales de Tlacuaches. E: marcador de peso molecular; Pa: PANEC; Ca:
cacomixtle; *Z: aislamiento de hisopado salival de zorra gris; C+: control positivo;

C-: control negativo.
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5
EC.3 4 5 B 7 jpMixE

Figura 18. Resultados de la PCR en punto final utilizando oligonucleétidos invA3
en las muestras sanguineas de PANEC. E: marcador de peso molecular; C-:

control negativo; S10: control positivo.

M <

T 2 29
E00 1234567 8911121319141516171820¢ 0 O 12345678 910111’21314151617181920586

Figura 19. Resultados de la PCR en punto final utilizando oligonucleétidos invA3
de las muestras sanguineas. A. Zibatad, B. CU-CC. E: Marcador de peso
molecular, C-: Control negativo, S10: Control positivo.
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Figura 20. Resultados de la PCR en punto final utilizando oligonucleétidos invA3
en las muestras fecales de los tlacuaches capturados en Zibata. E: marcador de
peso molecular; C-: control negativo; Anl: control positivo; Perf.: perforado; ZoG:
muestra de heces de zorra gris.

Figura 21. Resultados de la PCR en punto final utilizando oligonucleétidos invA3
en las muestras fecales de los tlacuaches capturados en PANEC y CU-CC. E:
marcador de peso molecular; C-: control negativo; S10: control positivo; Perf.:
perforado; ZoG: muestra de heces de zorra gris.
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12.2 Determinacion de positivos

Cuadro 23. Determinacién de positivos por comparativo de resultados de la
deteccion molecular en las distintas muestras. ID: identificacion del ejemplar; Zi:
Zibata; CU: CU-CC; SM: sin muestra.

ID Heces Sangre Pre enriquecimientos Aislamientos Resultado

1Zi + - SM - Negativo
27i + - SM - Negativo
3Zi SM + SM - Negativo
47 SM + SM - Negativo

Negativo

Negativo
12Zi SM - + - Negativo
13Zi SM + - - Negativo
147Zi SM + - - Negativo
16Zi + - - - Negativo
17Zi = + - - Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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Negativo

12.3 Secuenciacion

La secuencia obtenida del fragmento de 362 pb fue:
CCGCCATGGNGGCCGCGNGAATTCNATTAAACGTGTTTCCGTGCGTANTATG

AAATTAATTATGGAAGCGCTCGCATTGTGGGCGCCAAGAGAAAAAGATGTCAT
TAACCTTGTGGAGCATATTCGTGGGGCAATGGCGCGTTATATTTGCCATAANT
TCGCCAATGGCGGCNAATTACGAGCAGTNATGGTATCTGCTGAAGTTGAGGA
TGTTATTCGCAAAGGGATCCGTCAGACCTCTGGCAGTACCTTCCTCAGCCTTG
ACCCGGAAGCCTCCGCTAATTTGATGNAATCACTANTGAATTCGCGGCCCGC

CTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCANCGCGTTGNAATGCATA. En la
Figura 22 se aprecian la representacion grafica de los resultados de la busqueda
en la base de datos de GenBank mediante el uso del algoritmo BLAST.
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Figura 22. Representacion grafica de los resultados de la busqueda en la base de
datos de GenBank mediante el uso del algoritmo BLAST. Secuencia obtenida a
partir del producto de PCR de la muestra sanguinea del tlacuache Zi 17.
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12.4 Morfometriay constantes fisiolégicas

Cuadro 24. Relacion del sexo, edad, constantes fisiologicas, presencia de
lesiones y deteccion de Salmonella enterica obtenidos de los tlacuaches (D.
virginiana) capturados. Zi: Zibata; CU: CU-CC.

Frecuencia Frecuencia

Ejemplar Sexo Edad Tem(plecr;;ltura respiratoria cardiaca Lesiones Silr?:gr?fga
(rpm) (Ipm)
1Zi Hembra Adulto 35 52 112 No Negativo
2Zi Hembra Juvenil 32.1 56 236 No Negativo
3Zi Hembra Juvenil 32 96 184 No Negativo
47i Macho  Juvenil 36.4 40 212 No Negativo
BZi Hembra Adulto 33.4 48 104 No Positivo
6Zi Macho  Juvenil . 36 212 No Positivo
7Zi Macho  Juvenil 33.8 48 228 No Positivo
8Zi Hembra Adulto 325 116 208 Si Negativo
9Zi Macho  Adulto 33.1 44 224 Si Positivo
10zi Macho  Juvenil 34.1 56 272 No Negativo
11Zi Macho  Adulto 33.7 28 188 No Positivo
12Z7i Macho  Adulto 334 60 212 Si Negativo
13Zzi Macho  Adulto 35.7 68 252 No Negativo
14Zi Hembra Juvenil 34.1 60 280 No Negativo
15Zi Macho  Adulto 34 60 200 Si Positivo
16Zi Hembra Adulto 34.1 40 208 Si Negativo
17Zi Hembra Juvenil 33.4 116 240 No Negativo
18Zi Hembra Juvenil 34.5 116 280 No Positivo
19Zi Macho  Juvenil 34.4 52 262 No Positivo
20zi Macho  Adulto 34.1 40 232 No Negativo
1CU Hembra Adulto 35.6 96 200 No Positivo
2CU Macho  Juvenil 34 76 240 No Positivo
3CU Hembra Juvenil 33.1 56 281 No Positivo
4CU Macho  Juvenil 34 44 284 No Positivo
5CU Hembra Juvenil 33.4 72 276 No Negativo
6CU Hembra Juvenil 32.1 56 236 Si Negativo
7CU Hembra Juvenil . 60 272 No Negativo
8CU Macho  Adulto 34 44 204 No Negativo
9CU Hembra Adulto 34.5 64 256 No Positivo
10CU Hembra Juvenil 34.7 44 240 No Positivo
11CU Macho  Juvenil 33.8 56 296 No Positivo
12CU Hembra Adulto 34.6 68 248 No Positivo
13CU Hembra Adulto . 60 240 Si Positivo
14CU Macho  Adulto 33.1 60 264 Si Positivo
15CU Hembra Adulto 33.1 72 244 Si Positivo
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16CU Macho  Adulto 33.5 88 224 Si Positivo

17CU Hembra Juvenil 34.8 36 268 No Positivo
18CU Hembra Adulto 34.2 80 228 Si Negativo
19CU Hembra Adulto 334 56 188 Si Positivo
20CU Macho  Adulto 34.4 44 244 No Positivo

Cuadro 25. Relacién del peso y longitudes obtenidos de los tlacuaches (D.
virginiana) capturados. Zi: Zibaté; CU: CU-CC.

Longitud  Longitud  Longitud Lonaitud Longitud
Ejemplar Peso (g) Total Corporal Cola Pie (gmm) Oreja
(mm) (mm) (mm) (mm)

17Zi 1900 845 470 375 60 50
2Zi 850 675 365 310 46 40
3Zi 1000 690 393 297 50 40
4Zi 700 660 367 293 49 41
5Zi 2000 880 505 375 60 58
6Zi 900 706 416 290 55 47
7Zi 1050 728 402 326 56 51
8Zi 1800 820 455 365 62 45
9Zi 1300 784 422 362 51 45
10Zi 1050 652 338 314 52 40
117i 1200 764 431 333 56 49
127Zi 3200 947 546 401 65 60
13Zi 1500 822 466 356 63 51
14Zi 850 701 376 325 46 37
15Zi 3250 932 513 419 63 65
16Zi 1750 555 495 60 54 52
17Zi 1250 735 382 353 52 48
18Zi 650 622 309 313 43 41
197Zi 750 635 344 291 46 44
20Zi 1550 792 450 342 57 50
1CU 2150 713 363 350 42 49
2CU 600 630 343 287 45 42
3CU 1050 755 411 344 50 39
4CU 1550 651 371 280 47 46
5CU 550 656 386 270 40 40
6CU 950 740 419 321 45 46
7CU 250 712 392 320 47 42
8CU 3250 990 584 406 63 60
oCuU 2650 850 519 331 51 49
10CU 800 723 392 331 49 40
11CU 800 676 374 302 45 45
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12CU
13CU
14CU
15CU
16CU
17CU
18CU
19CU
20CU

2770
2400
1250
2250
2850
1000
1650
2200
1550

830
860
746
901
915
740
830
878
790

474
486
415
515
540
429
483
494
436
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356
374
331
386
375
311
347
384
354

56
52
51
59
61
51
53
61
55

51
52
43
54
54
47
48
44
50



12.5 Hemogramas

Cuadro 26. Relacion de los valores de los eritrogramas obtenidos de los
tlacuaches (D. virginiana) capturados. Zi: Zibata; CU: CU-CC.

Concentracion

Ejemplar Eritrocitos  Hemoglobina Hematocrito \é?(l;énl];? Media dg
x1026/mmn3 gr/dL % : Hemoglobina
Medio fL Cos lar g/dL
puscular g

1Zi 4.74 11.6 39.8 84.1 29.1
2Zi 4.98 12.2 40.5 81.3 30.1
3Zi 5.04 12.7 42.1 83.5 30.3
4Zi 5.23 135 44.3 84.6 30.4
5Zi 4.55 10.5 38.2 84 27.4
6Zi 5.28 13.4 43.3 81.9 31
7Zi 4.98 12.4 41.9 84.2 29.7
8Zi 4.55 11.8 394 86.6 29.9
9Zi 5.57 11.5 38.1 68.4 30.3
10Zi 3.58 8.6 28.5 79.5 30.2
117Zi 5.4 13.7 44 81.5 31
12Z7i 5.01 12.2 39.8 79.3 30.8
13Zi 4.65 11.4 37.9 81.6 30.1
14Zi 3.43 13 29 84.8 44.9
15Zi 5.71 12.5 42.5 74.4 29.5
16Zi 5.67 13.1 45.9 80.9 28.6
17Zi 6 13.2 44.8 74.6 29.5
18Zi 4.18 10.7 34.7 83 30.8
19Zi 4.64 11.4 39.5 85.1 28.9
20Zi 4.74 11.1 37.5 79.1 29.6
1CU 5.12 12.3 42.1 82.2 29.1
2CU 4.34 11.6 36.5 84.1 31.9
3CU 5.29 13.4 44.9 84.8 29.8
4CU 4.44 10.4 34 76.7 30.7
5CU 4.5 11.8 39 86.6 30.3
6CU 5.16 12.6 39.5 76.6 31.9
7CU 4.75 12 37.7 79.4 31.7
8CU 4.66 11 37.8 81.1 29.1
9CuU 5.48 14.3 45.6 83.3 31.2
10CU

11CU

12CU

13CU : : . . .
14CU 4.93 11.7 37.2 75.5 313
15CU 4.65 10.7 36 77.5 29.7
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16CU 4.58 10.3 34.9 76.2 29.6

17CU 4.94 11.6 39.7 80.3 29.2
18CU 4.83 12 39.6 82 30.3
19CU 3.89 10.4 34.9 89.7 29.7
20CU 4.53 10.7 37 81.5 29

Cuadro 27. Relacién de los valores de los leucogramas obtenidos de los
tlacuaches (D. virginiana) capturados. Zi: Zibatd; CU: CU-CC. Todos los valores
son expresados como cantidad de células por microlitro de sangre.

Ejemplar Leucocitos Neutréfilos Eosindfilos Baséfilos Monocitos Linfocitos

1Zi 21500 14298 516 129 602 5956
2Zi 11210 6861 123 482 572 3172
3Zi 11310 4773 373 113 136 5915
4Zi 16360 11665 180 196 213 4106
5Zi 11790 8548 236 71 212 2723
6Zi 9130 5003 46 292 192 3597
7Zi 9260 4417 130 232 74 4408
8Zi 9080 4286 309 300 808 3378
9Zi 13270 5242 305 1221 226 6277
10Zi 4050 1863 36 446 138 1567
117i 8360 2709 150 159 75 5267
127i 14820 8773 311 548 252 4935
13Zi 7720 2679 116 116 31 4779
147i 11490 7917 230 299 781 2264
15Zi 9170 5768 275 101 174 2852
16Zi 11000 7172 264 143 44 3377
17Zi 11510 3016 207 576 58 7654
18Zi 6730 3452 128 222 108 2820
19Zi 12160 7649 292 669 182 3368
20Zi 13400 2747 107 804 188 9554
1CU 5290 3386 275 111 132 1386
2CU 7300 3635 88 131 139 3307
3CU 14440 11003 231 404 578 2224
4CU 5180 1766 73 326 181 2833
5CU 9050 4932 100 181 244 3593
6CU 7620 2576 267 168 739 3871
7CU 8580 4230 249 463 463 3175
8CU 5730 2166 115 143 69 3237
9CU 8020 3930 168 241 160 3521
10CU
11CU
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12CU
13CU
14CU
15CU
16CU
17CU
18CU
19CU
20CU

11030
12950
11760
5050
12820
9620
5530

7412
7032
7138
1505
6731
4358
2223

72

99
155
141
192
244
366

105

121

265
207
270
86
269
443
61

1643
298
223
10
154
1106
3069

1610
5258
3987
3257
5423
3348



