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1. Resumen

Este estudio-evalud la comunidad bacteriana en las heces de crias y juveniles de Crocodylus
moreletii en dos eeosistemas urbanos (Laguna de las llusiones y Rio Viejo Mezcalapa), y en
una Unidad de (Manejo para la Conservacion de Vida Silvestre (UMA CICEA) en
Villahermosa, Tabasg0.'Se analizaron variables fisicoquimicas y microbiologicas del agua
en los sitios de estudio paraevaluar su calidad. Se capturaron cuatro individuos en la Laguna
de las Ilusiones, cinco en‘el.Rio Viejo Mezcalapa y nueve en el CICEA, de los cuales se
tomaron hisopados cloacales para.su cultivo en medios diferenciales y se realizaron pruebas

bioguimicas convencionales parasa identificacion taxondmica.

Se aislaron 67 cepas de la familia Enterobacteriaceae, clasificadas en 16 generos, de las
cuales 15 fueron identificadas a nivel de especie, destacandose las de mayor prevalencia:
Hafnia alvei, Morganella morganii; Salmonella, Citrobacter koseri, Shigella y Escherichia
coli. La menor diversidad de bacterias.se.encontrg en Rio Viejo Mezcalapa. En el CICEA y
en La Laguna de las llusiones se present6 la mayoridiversidad de bacterias intestinales. El
agua de la Laguna de las llusiones presento_la mayor icantidad de coliformes totales (875
NMP/100 mL), mientras la UMA tuvo la mmayor densidad de coliformes fecales (412
NMP/100 mL); Rio Viejo Mezcalapa mostro los niveles microbioldgicos mas bajos. Este
estudio puede sugerir que existe una relacién entre la calidadydel agua y la microbiota
intestinal de C. moreletii, ya que los sitios con indicadores de mayor contaminacion fueron

los que presentaron mayor diversidad bacteriana.

Palabras clave: Enterobacteriaceae, microbiota intestinal, calidad del agua, conservacion de

la vida silvestre.




1. Abstract

This study‘evaluated the bacterial community in the feces of hatchlings and juveniles of
Crocodylus moregletii in two urban ecosystems (Laguna de las llusiones and Rio Viejo
Mezcalapa), as well as in a Wildlife Conservation Management Unit (CICEA) in
Villahermosa, Tabase0.)Also, some physicochemical and microbiological variables were
analyzed in those sites tg-assess their water quality. Four crocodiles were captured in Laguna
de las llusiones, five in Rio_Vi€jo Mezcalapa, and nine in CICEA, from which cloacal swabs
were taken for culture in differential media. Conventional biochemical tests were performed

for identification.

Sixty-seven strains from the Enterobacteriaceae family were isolated, classified into 16
genera, of which 15 were identified at the species level, with the most prevalent being Hafnia
alvei, Morganella morganii, Salmanella, Citrobacter koseri, Shigella, and Escherichia coli.
The lowest diversity of bacteria was*found in Rio.Viejo Mezcalapa. CICEA and Laguna de
las llusiones had the greatest diversity of/bacteria"The water of Laguna de las Illusions had
the highest total coliform count (875 MPN/100 mL); whereas CICEA had the highest fecal
coliform density (412 MPN/100 mL). This-study may suggest that there is a relationship
between water quality and the intestinal microbiota in C. moreletii hatchlings since the sites
with the highest pollution indicators were those with the highest-hacterial diversity.

Keywords: Enterobacteriaceae, intestinal microbiota, water quality, wildlife conservation.




1. Introduccion

Los cocodrilas son reptiles que tienen un comportamiento anfibio, viven tanto en agua como
en tierra, y/actualmente se conocen 28 especies. Su estructura corporal no ha cambiado
significativamente, han estado presentes desde hace unos 200 millones de afios, mucho antes
que los mamiferas(Sanchez, 2017). El cocodrilo de pantano (Crocodylus moreletii) es una
de las tres especies«de.cocodrilos que se encuentran en México y se diferencia de las otras
dos por su tamafio mediano, los machos pueden medir hasta 3.5 metros de longitud total,
mientras que las hembras sdelen ser mas pequefias, su hocico es redondeado y relativamente
corto, con una longitud que es entre 1.5y 1.7 veces el ancho de la base, la parte dorsal de los
adultos es generalmente de color_amarillo verdoso, aunque puede llegar a ser casi negra
(Barrios & Cremieux, 2018)

El cocodrilo de pantano es crucial en los ecosistemas, ya que su presencia y comportamiento
impactan directamente en otras especies con las que comparte su habitat, alterando la
estructura y dinamica de su entorne;ya que excavan tuneles que permiten almacenar agua y
forman pequefias pozas, lo que influye\en la vegetacion y fomenta una mayor diversidad en
épocas de sequia (Corado-Garcia et al., 2020)* Crocodylus moreletii es una especie manejada
en granjas para su aprovechamiento sostenible, dada su“tmportancia en el comercio de sus
pieles y debido a su capacidad de adaptarse-facilmentezal cautiverio (L6pez-Luna et al.,
2011). Lamentablemente, poblaciones silvestres han experimentado un impacto significativo
debido a la pérdida de humedales, que ha sido ocasionada por 4a explotacion y uso humano

de estos entornos (Sénchez, 2017).

El cocodrilo de pantano, como otras especies de fauna silvestre, es de suma importancia en
las ciudades, siendo elemento clave en las redes troficas de los entornos dende residen,
regulando las poblaciones de ciertos grupos de fauna (Padilla et al., 2010). Laszonas donde
viven los cocodrilos, particularmente en las ciudades, son sujetas de la constantesdescarga de
aguas residuales provenientes de la ciudad y de la industria petrolera (Sanchez, 2017). En
consecuencia, la biodiversidad de estos entornos urbanos sufre amenazas considerables
debido a la creciente poblacion mundial y sus consecuentes problemas como ga

contaminacion, la degradacion de los sistemas naturales (Madrigal, 2020).




Las acciones realizadas por los seres humanos afectan negativamente la salud de los
ecosistémas acuaticos, modificando la estructura, la diversidad y la funcion tréfica de las
comunidades*que aqui habitan (Macias, 2020). Por lo que a medida que los rios atraviesan
las zonas urbanas, su calidad disminuye, esto se debe a que reciben mayores cantidades de

vertidos de aguas residuales y residuos solidos (Bolivar & Morera, 2022).

La capacidad del\agua*para mantener elementos y sustancias en solucion depende de su
composicion quimica. Estos elementos son esenciales para el desarrollo de la microbiota
intestinal de la macrofauna‘acuatica (Gualdron, 2016). En animales terrestres, la microbiota
materna es la fuente inicial,de colonizacion bacteriana; en cambio, en animales acuaticos,
esta colonizacion esté influenciada por el ambiente del agua que los rodea, este entorno afecta
los microorganismos que pueden gstablecerse en la microbiota intestinal (Puello-Caballero
et al.,, 2018). La microbiota es considerada indispensable para garantizar el correcto
funcionamiento del organismo, desarroMar, una buena inmunidad y aprovechamiento de
nutrientes. (Toro et al., 2021).

A pesar de la importancia ecol6gica de~C: moreletii existe poca informacion sobre el estado
de su microbiota intestinal, tanto en..vida libre .€omo en cautiverio. Los reptiles son
vulnerables a enfermedades, como infecciones zoonGticas, que pueden disminuir sus
poblaciones, pero a menudo se descongcen los microorganismos que les causan
enfermedades y el impacto de las bacterianas en ellos y sebre el tratamiento més efectivo

para tratar los signos (Pachén, 2009).

Diversas bacterias se han reportado en cocodrilos de Iran, ¢éomo Lactococcus lactis,
Burkholderia cepacia, Burkholderia contaminans, Citrobacter sedlakii, Enterococcus
durans, Escherichia coli, Lactococcus garvieae, L. lactis, Weissella-paramesenteroides,
Burkholderia cenocepacia, Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc pseudo mesenteroides
(Gholamhosseini et al., 2021). En el C. acutus y C. moreletii del Caribe Mexicano se han
reportado Aeromonas hydrophila, E. coli y Arcanobacterium pyogenes (Charruau. et al.,
2012).

Bajo el contexto anterior, esta investigacion analizara la comunidad bacteriana presente en

heces de C. moreletii, en dos sitios urbanos y en una Unidad de Manejo para la Conservacion




de Vida Silvestre (UMA). Los sitios para considerar son la Laguna de las llusiones (Lag.l),
el Rie"Viejo Mezcalapa (Rio.V) y la UMA CICEA (Centro de Investigacion para la
Conservacion de Especies Amenazadas), en Villahermosa, Tabasco. Lo anterior, con el
propdsito de.identificar diferencias asociadas a las caracteristicas de cada sitio, para lo cual
en cada sitio se'determinara la calidad del agua, se identificaran las bacterias intestinales y

se relacionaré la diversidad de éstas con las caracteristicas del cuerpo lagunar.

V. Marco teorico

El cocodrilo de pantano Crocodylus moreletii

La presencia de el cocodrilo de'pantano C. moreletii se ha documentado principalmente en
cuerpos de agua dulce, tales como pantanos, ciénegas, rios de corriente lenta, lagunas, pozas,
canales y jagleyes (Barrios & Cremieux, 2018). Se distribuye en la costa del Golfo de
México, asi como en cuerpos de agua interiores de los estados de Tamaulipas, Veracruz,

Campeche, Tabasco, Quintana Roo~Yucatan, Chiapas y Oaxaca (Sanchez, 2017).

Esta especie es considerada clave en su'habitat, ya«que modifican su entorno al crear pozas y
tineles que almacenan agua dulce, influyendo en la yegetacion y promoviendo la diversidad
durante la sequia; asi mismo, regulan la abundancia”y ¢omportamiento de depredadores

menores, pueden ser buenos indicadores de pesca (Corada-Garcia et al., 2020).

El cocodrilo de pantano presenta un hocico relativamente corto.y redondeado en la punta,
tiene 13 dientes maxilares y 15 mandibulares, también presentan‘upa hilera de 4 a 6 escamas
post-occipitales y dos pares de escamas nucales en tandem, las escamas del tronco estan
separadas de las nucales, las primeras poseen osteodermos mas o menosiregulares, arreglados
en 16 o 17 hileras transversales y de 4 a 6 longitudinales; las hileras laterales de las
extremidades son lisas y aplanadas (Trujillo, 2016).

La coloracién de la superficie dorsal de los ejemplares adultos suele ser de tonalidades
amarillo-verdosas y, en algunos casos, puede ser practicamente negra, en los juveniles,ipor
otro lado, se pueden observar pequefias franjas amarillentas cruzando su cuerpo y la parte
ventral suele ser de un tono blanco amarillento sin presentar marcas distintivas (Trujille;

2016). Es considerado de tamafio mediano, los machos pueden llegar a medir hasta 3.5 m de




longitud total, mientras que las hembras suelen ser mas pequefias, al momento de la eclosién,
las criaS_miden entre 23 y 28 ¢cm, con un promedio de 26.2 cm de longitud total y un peso
promedie’de 44.4 gramos (Barrios & Cremieux, 2018).

La poblacion de, C. moreletii se encuentra clasificada en el apéndice Il de la Convencion
sobre el Comercio Internacional de Especies de Flora y Fauna Silvestres (CITES 2019), como
de Menor Preocupacion segun la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
y en Mexico esta incluida’en la categoria de Sujeta a Proteccion Especial por la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (Rodas-Trejo et al., 2022).

Microbiota intestinal

Se considera a la microbiota coma.el.conjunto de microorganismos presentes en un espacio
determinado, como el tracto intestinal en-los animales, que interactGan entre si y su ambiente
(Corrales, 2021). La comunidad de micreerganismos que habitan en el intestino desempefia
una serie de funciones important€s'que contribuyen directa o indirectamente a mantener la
salud de los individuos, en la actualidad;su papel.en la regulacion del sistema inmunoldgico,
la produccién de vitaminas, la modulacién. del sistema nervioso, y la contraccion muscular
que impulsa el movimiento de los alimentos,a través.del intestino. (Garza-Velasco et al.,
2021).

Ademas, funciona como una barrera para impedir la colonizacion por patdgenos lo que se
conoce como ‘interferencia bacteriana’ la cual consiste en una/batrera de mucosa que evita
o atrofia el movimiento de bacterias patdgenas, antigenos y sustancias toxicas del lumen
intestinal (Rodriguez, 2017).

La dieta es considerada como uno de los principales impulsores en la composicion de la
microbiota intestinal a lo largo de la vida (Padrén, 2019). Sin embargo, Jlascomunidad
microbiana presente en el ambiente acutico se ve afectada constantemente por.alteraciones
en su entorno, lo que provoca cambios en su estructura y funcién, que luego impactan el

sistema digestivo de los organismos acuaticos (Lopez, 2020).

Se distinguen dos tipos de microbiota: una transitoria, que varia con frecuencia, y otra

permanente o probidtica, que permanece estable y contribuye a la salud del organismo. La




compesicion de la microbiota se ve influenciada por una combinacion de factores internos y
externoS..Entre los factores internos se encuentran la genética, la edad, la motilidad intestinal
e incluse’el,género, por otro lado, los externos incluyen las condiciones ambientales, tales
como la temperatura y la salinidad del agua, en conjunto, estos factores afectan la estructura

y funcidn de las‘microorganismos de origen intestinal (Corrales, 2021).
Microbiota intestinal.de cocodrilos

Los reptiles tienen lascapacidad de albergar diferentes tipos de patdgenos, entre ellos se
encuentran bacterias Gramynegativas, las cuales forman parte de su microbiota normal, pero
bajo ciertas condiciones especificas pueden convertirse en agentes patdgenos y ser la causa
principal de enfermedades infe¢Ciosas en estos animales, en algunos casos, estos patdgenos

pueden transmitirse a los seres humanos (Carlos- Erazo et al., 2016).

Segun Charruau et al. (2012), algunas(de’las bacterias que se encuentran en los cocodrilos
también pueden ser transmitidas a los seres humanos. No obstante, es crucial destacar que no
todas las bacterias presentes en los‘cecodrilos son necesariamente zoonoticas. La transmision
de bacterias especificas al ser human@ puede ocurrir.en situaciones particulares, lo cual puede
suceder de varias maneras: al consumir carng de cocodrilo, al ser mordidos durante un ataque
de un cocodrilo o al realizar actividades en cuerpos de.agua donde habitan estos animales.
Estas bacterias se pueden encontrar en el ambiente acuético del cocodrilo y formar parte de
la microbiota oral y cloacal del mismo procedentes de contaminantes en el alimento, sobre

todo cuando se utiliza carne cruda (Rosas, 2017).
Calidad del agua en humedales

Para determinar la pureza o nivel de contaminacién del agua, es necesario medir ciertos
pardmetros de calidad del agua los cuales pueden ser clasificados en fisiceS, quimicos y
microbiologicos, existen varios métodos, dado que hay muchos parametros_que se deben

tener en cuenta (Sierra, 2011).

Segun Sierra (2011), se clasifican como parametros fisicos aquellas sustancias que tienen
incidencia directa sobre las condiciones del agua, como la turbiedad, la visibilidad, el color,
olor y sabor, temperatura, sélidos (s6lidos sedimentables, solidos totales ST, solidos disueltes

SD, solidos suspendidos SS y sélidos suspendidos fijos SSF). Los parametros quimicos se




dividen en dos clases: los indicadores (pH, acidez y alcalinidad) y las sustancias quimicas,
Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBO), Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), grasas y
aceites, pitratos, nitritos, oxigeno disuelto (OD), sulfatos y sulfuros.

Grupo coliforme

La presencia de bacterias coliformes sugiere que el agua podria estar contaminada con aguas
residuales, esta puede_estar asociada a los vertidos de aguas domesticas e industriales en
cuerpos de agua cercanos-al origen de la contaminacion, los indicadores mas comdnmente
usados para detectar contaminacion fecal son: coliformes totales, coliformes fecales, E. coli,

estreptococos fecales y enterococes (Gongora, 2021).
Coliformes totales (CT)

Son bacterias Gram negativas con ferma_ de bacilo que tienen la capacidad de fermentar la
lactosa en un rango de temperatura de entre'35°C y 37°C, produciendo tanto acido como gas
(COy2), pueden ser anaerobias o aerobias facultativas. Entre las especies que conforman este
grupo de coliformes se encuentran:” Escherichia sp, Enterobacter sp, Citrobacter sp, y
Klebsiella sp. (Vargas & Verano, 2022).

Coliformes termotolerantes (CF)

Se les conoce como termotolerantes por su‘eapacidad de resistir temperaturas més altas que
los coliformes totales, hasta 45°C, especialmente E. coli, son considerados los mejores
indicadores de contaminacion fecal, debido a que se encuentran-casi exclusivamente en las
heces de animales de sangre caliente (Gongora, 2021).

Estreptococos fecales

Las bacterias pertenecientes al género Enterococcus son comunmente, encontradas en el
intestino tanto de seres humanos como de animales, anteriormente, se clasificaban como
Estreptococos del Grupo D y se consideraban un subgrupo de Estreptocogcas,fecales, es
importante destacar algunas caracteristicas clave de este género, como su capacidad para
crecer dentro de un rango de temperatura de 10 a 45°C y que la deteccion de E. faecalis y E.
faecium se utiliza comunmente como un indicador de contaminacion fecal, mientras ‘ques-E.

faecalis ssp. faecalis se considera un indicador de contaminacion fecal de origen humano; asf




misme, E. faecium y otras especies indican contaminacion proveniente de otras fuentes
(Pérezetal., 2010; Vergaray et al., 2012).

Es por elle"por lo que los coliformes totales nos indican que el cuerpo de agua ha sido o esta
contaminado cen materia organica de origen fecal, ya sea por humanos o por animales, los
coliformes fecaleSsson un indicador indirecto del riesgo potencial de contaminacion con
bacterias o virus ‘de caracter patdgeno, ya que estos siempre estan presentes en las heces
humanas y de los animales; por otro lado, los estreptococos totales son un indicador fecal de

origen humano o animal.(Sierra, 2011).

V. Antecedentes

La mayoria de los estudios realizados.sobre la microbiota intestinal se han centrado en
mamiferos, principalmente en humanos.\Sin embargo, la investigacion en reptiles ha ido en

aumento.

Un ejemplo de esto es el estudio~de.Meyer et_al. (2015) que examind la presencia de
enterobacterias en las tortugas amazadnicas, Podoenemis expansa, tanto en su habitat natural
como en cautiverio. En este estudio se analizaron 116 tortugas adultas, 51 en libertad en la
isla de Sdo Miguel, en Santarém, 50 provenientes de instalaciones de cautiverio y 15 de un
area de cria. Se registraron 245 crecimientos bacterianos, de los cuales 83 (33.8%)
correspondieron a las tortugas en libertad y 162 (65.7%) a los“individuos en cautiverio. La
especie mas prevalente fue Klebsiella pneumoniae, con 52 aislamientos (21.2%) a esta le
siguieron Enterobacter cloacae 29% (35/14), Serratia marcescens 84%+29/11) y Salmonella
spp. 80% (24/9). En las tortugas en libertad, los microorganismos smas frecuentemente
aislados fueron Enterobacter spp., Klebsiella spp. y Citrobacter spp., mientras que, en los
animales en cautiverio, los microorganismos mas identificados fueron Aeromonas spp.,

Klebsiella pneumoniae, S. marcescens, E. cloacae y Salmonella spp (Meyer et‘al’, 2015).

Asi mismo, en un Zoologico de Peru se detecto la presencia de enterobacterias posiblemente
patégenas en las tortugas taricaya (Podocnemis unifilis), a partir del anélisis de 30 individuos,
distribuidos en dos pozas, incluyendo tanto machos como hembras en diferentes etapas‘de
desarrollo, desde juveniles hasta adultos. Como resultado, se identificaron cinco especies de




bacterias con potencial patdgeno: E. coli, Salmonella spp., Klebsiella pneumoniae, Shigella

spp. y-Proteus mirabilis (Rojas, 2018).

Por otro lado, Najera & Salinas (2015) analizaron la composicion de la flora bacteriana en
las areas nasaly-cloacal de las tortugas marinas Lepidochelys olivacea durante su periodo de
anidacion entre4unio y octubre de 2012. Se recopilaron muestras bacteriologicas de 20
hembras anidantes.enstres playas de El Salvador. Las muestras fueron obtenidas mediante
hisopos estériles introdueidos en la cloaca durante el desove y en uno de los conductos
nasales. Se identificaron_un total de 18 géneros bacterianos, de los cuales 3 eran Gram
positivos y 15 Gram negativos. Entre las bacterias mas frecuentes encontradas en las
cavidades nasales se encuentran_Staphylococcus sp, Staphylococcus aureus y Klebsiella sp,
mientras que en el area cloacal se.identificaron Vibrio sp, Salmonella y E. coli (Najera &
Salinas, 2015).

Los diferentes tipos de bacterias presentes.en la microbiota intestinal de los cocodrilos no se
encuentran ampliamente documentadas para todas las especies, sin embargo, se han realizado
algunos estudios. En Crocodylus palustris se realizaron hisopados orales y cloacales en 22
cocodrilos, 16 machos y seis hembras, para posteriormente cultivarlos en medio de transporte
de caldo de soja triptico. Lactococcus lactis-se identifico en las cavidades oral y cloacal,
Burkholderia cepacia, Burkholderia contaminans, Citrobacter sedlakii, Enterococcus
durans, Escherichia coli, Lactococcus garvieae, L. lactis y-Weissella paramesenteroides se
identificaron solo en la cavidad oral, mientras que, Burkholderia cenocepacia, L. lactis,
Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc pseudo mesenteroides se identificaron solo en la

cavidad cloacal (Gholamhosseini et al., 2021).

Asi mismo en Peru se estudiaron enterobacterias presentes en el caiman blanco (Caiman
crocodilus) en vida libre. Analizando los hisopados cloacales de 30 individuos de ambos
sexos y en diferentes etapas del desarrollo. Se sembraron en agares MacCopnkey' (MC) y
Salmonella-Shigella (SS) y se incubaron, los aislamientos méas frecuentes fueren: E. coli,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella spp, Proteus mirabilis y Shigella sonnei (Carlos-Erxazo
etal., 2016).
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Por otra parte, en una poblacion en cautiverio de C. intermedius en Colombia se realizé el
aislamiento e identificacion de microorganismos entéricos en muestras ambientales y
cloacalesen,C. intermedius (Pachon et al., 2010). Se realizaron tres muestreos, para la toma
de muestras.en C. intermedius neonatos se introdujo a través de la cloaca un hisopo,
inmediatamente“el hisopo se depositdé en una bolsa de cierre hermético, a la cual, se le
incorporaron 10 ,ml) de caldo lactosado 2%. Se establecié una mayor prevalencia de
microorganismos Gram _negativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,
encontrandose bacterias~del género Klebsiella sp., E. coli, Proteus sp. Citrobacter sp. y
Salmonella sp. Adicionalmente, se identificaron microorganismos Gram positivos como

Staphylococcus saprophyticus y Enterococcus sp (Pachdn et al., 2010).

Un estudio més orientado a conocer_la microbiota oral y cloacal del cocodrilo de pantano
C. moreletii y sus implicaciones en‘la_salud humana fue en el rio Hondo, Quintana Roo,
Meéxico (Rosas, 2017). Se realizaron tressmuestreos utilizando reflector y lamparas de
diferente intensidad, una vez capturados los organismos se clasificaron en diferentes tallas:
neonatos, crias, juveniles, subadultes.y-adultos; las muestras de bacterias fueron colectadas
con hisopos estériles, frotandolos alrededor dea_¢loaca y de entre los dientes. Para el
crecimiento bacteriano se utilizaron los snedios de cultivo: Agar MacConkey, agar sal y
manitol y agar sangre, los resultados obtenitdesfueron 14 bacterias en la cloaca y 22 en la
cavidad oral. En ambas cavidades fueron encontradas: “Aeromonas hydrophila, Pantoea

agglomerans, E. coli, Klebsiella pneumomiae, Proteus vulgaris (Rosas, 2017).

VI. Justificacion

Algunas bacterias pertenecientes al grupo de las enterobacterias, como Salmonella spp. y
Shigella spp., tienen la capacidad de causar enfermedades en los seres hamanos, pero se
consideran parte normal de la microbiota intestinal en reptiles (Pachon, 2009)«Diversas
investigaciones han demostrado que los reptiles que estan sanos desde un punto.de vista
clinico pueden albergar bacterias variadas, como Salmonella spp. y Aeromonas Spp., sin
mostrar signos de enfermedad, por otro lado, se ha observado una relacion entre esta bacteria

y tasas elevadas de mortalidad en serpientes y tortugas (Carlos-Erazo et al., 2016).
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El estudio de la microbiota en animales que se encuentran en su habitat natural es de gran
relevanCia, ya que proporciona conocimiento acerca del rol que desempefian estos
microorganismos en las enfermedades infecciosas y su impacto en la supervivencia de las
poblaciones_de reptiles (Pachon, 2009). Es importante mencionar que numerosas especies
han mostrado'que la microbiota también puede contribuir al crecimiento de 6rganos Yy tejidos,
asi como a la produccion de vitaminas y aminoacidos esenciales (Resendiz & Ferndndez-
Sanz, 2021).

La microbiota intestinal'desempefia un papel fundamental en la digestion, nutricion, defensa
contra patogenos y enfermedades, asi como en el desarrollo, comportamiento y reproduccion
de los vertebrados. Su composicién y funcién estan influenciadas tanto por el entorno en el
qgue viven como por factores inherentes al propio organismo, asi mismo, nos brinda
informacidn valiosa para el manejo.devanimales en su habitat natural y la prevencién de

enfermedades en condiciones de cautiverio(Hardy, 2021).

La composicién de microorganismos-intestinales en el C. moreletii en vida silvestre y en
cautiverio puede ofrecer informacion’'sobre la calidad del agua en la que habita esta especie,
asi como las interacciones bioldgicas que mantiene con otras. Es importante destacar que
algunas de las bacterias encontradas en la’cavidad eloacal de los cocodrilos son posibles
patdgenos, lo que podria tener un impacto en la calidad del.agua y la salud humana (Charruau
etal., 2012).

A pesar de que se ha observado un aumento en la cantidad de investigaciones relacionadas
con cocodrilos, aun no se ha investigado la microbiota intestinal de/€stos organismos en el
estado de Tabasco. Es por ello por lo que se contara con informacion’actualizada sobre la
microbiota intestinal de C. moreletii en cautiverio y en su héabitat natural, dade,que, en este
ultimo caso, los estudios son limitados, probablemente debido a la dificultad para capturar a
los individuos. Este conocimiento también contribuird a mejorar las medidas de seguridad
necesarias para preservar la salud de estos organismos, lo que favorecera su desarrollo y
conservacion, ademas, se podria reducird el riesgo de transmision de enfermedades

zoonaticas.
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Asi mismo, este estudio tendra como beneficio el establecimiento de una linea de base sobre
la diversidad de bacterias en ambientes contrastantes, en cautiverio y en vida libre, lo que
permitira”explorar la relacion entre las caracteristicas del ambiente, con los riesgos

potenciales/aeia la poblacion humana y la fauna acuatica.
VII. Pregunta de investigacion

¢De qué manera puedevariar la diversidad de bacterias presentes en las heces del cocodrilo
de pantano Crocodylus moreletii en relacion con el ambiente donde viven, dos sitios urbanos
y una Unidad de Manejo?

VI, Hipotesis

La riqueza y abundancia de la comunidad de bacterias presentes en las heces del cocodrilo
de pantano (C. moreletii), variaran entre"l0s diferentes ambientes donde viven. Dado que la
presencia de bacterias estara determinada porilas caracteristicas del agua de cada uno de los
ambientes, los sitios con indicadores_de baja“calidad del agua presentaran una mayor
diversidad de bacterias potencialmente patdégenas, mientras que los sitios con mejor calidad

de agua mostraran una menor diversidad de’estas bacterias.

IX. Objetivos

General

Evaluar la comunidad de bacterias presentes en las heces de crias y juveniles'de’Crocodylus
moreletii, en dos ecosistemas urbanos; (Laguna de las llusiones y el Rio viejo-Mezealapa) y
en una Unidad de Manejo para la Conservacion de Vida Silvestre (CICEA-Centro de

Investigacion para la Conservacion de Especies Amenazadas), en Villahermosa, Tabasco.
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Espegificos

1. AAnalizar la calidad del agua, a través de indicadores fisicoquimicos y microbioldgicos
endos sitios urbanos y una Unidad de Manejo para la Conservacion de Vida Silvestre.

2. ldentifiear cepas bacterianas procedentes de hisopado cloacal en las crias y juveniles
de Crocodylus moreletii.

3. Compararias especies de bacterias identificadas en cada ambiente y las caracteristicas

fisicoquimicas$ y microbioldgicas del agua de cada sitio.

X Area de estudio

Laguna de las llusiones (Lag.l)

El estado de Tabasco se encuentra enda parte sureste de México. Tiene una superficie de
24,738 km? y presenta un clima céalidosy=himedo, con luvias principalmente durante el
verano. La temperatura promedio anual variaentre 24 y 28°C, la precipitacion anual oscila
entre 1,500 y 2,000 mm (Flores et al4:2018). LLadag.| se encuentra en la parte central-norte
de la ciudad de Villahermosa, sus coordenadas geograficas corresponden a 17° 59"y 18° 01
de latitud norte, y 92°56' y 92° 55' de longitud,oeste (Ricardez et al., 2016). Es un cuerpo de
agua urbano ubicado en el municipio de Centro,len la ciudad de Villahermosa, en el estado
de Tabasco. Fue designado como Reserva Ecologica el 8-desfebrero de 1995, esta reserva
tiene como objetivo proteger, conservar y restaurar los ecosistemas naturales del estado de
Tabasco, brindando espacios para actividades recreativas, educativas, de aprovechamiento y
de investigacion ecoldgica (Trujillo, 2016).

No obstante, desde hace varios afios, la Lag.l ha estado experimentando la presion de
actividades humanas que, de forma directa e indirecta, introducen deseches agricolas,
urbanos e industriales, lo cual ha llevado a una disminucion en su valor ecoldgico (Flores et
al., 2018).

Rio Viejo Mezcalapa (Rio.V)
Esta situado en la localidad de Plutarco Elias Calles, llamada coloquialmente "Curahueso*;
con coordenadas geograficas de 17°57'54"N 92°55'41"W. Esta area forma parte de la zona
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urbana’ de la ciudad de Villahermosa, en el Municipio de Centro, estado de Tabasco
(SEMARNAT, 2020). El clima predominante es célido y humedo, con una temperatura
media antal Superior a 22°C, una precipitacion del mes méas seco menor de 60 mm, lluvias
principalmente-en verano y un porcentaje de lluvia invernal mayor al 10.2% del total anual.
La flora en la.zona incluye especies como Musa paradisiaca, Citrus aurantium, Magnifera
indica, Salix humboldtiana, Eichhornia crassipes y Paspalum notatum (SEMARNAT,
2020).

Se ha determinado que la_lecalidad de Plutarco Elias Calles cuenta con una poblacion de 852
habitantes y 237 viviendasshabitadas. Sin embargo, la intervencion humana en el medio
ambiente mediante practicas—agricolas, establecimiento de asentamientos humanos e
infraestructuras hidraulicas ha tenido un impacto significativo en las poblaciones de animales
silvestres. Esto se refleja en la desaparicion de especies de mamiferos mayores. La
transformacion del entorno, junto con ektréfico constante de vehiculos en las cercanias, afecta
de manera considerable la existeneia de la fauna en la zona. La proximidad a la ciudad de
Villahermosa, que representa un“area con ung modificacion total del medio ambiente y
medidas considerables, influye de manera impaortante en la existencia, establecimiento y
movilidad de las especies faunisticas (SEMARNAT 42020).

Unidad de Manejo para la Conservacion de'Vida Silvestre (UMA)

Dentro de las instalaciones de la Division Académica de~Ciencias Bioldgicas, de la
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, se encuentra la_Wnidad de Manejo para la
Conservacion de Vida Silvestre (UMA) denominada Centro~de Investigacion para la
Conservacion de Especies Amenazadas (CICEA). Este centro esta‘ubicado en la carretera
Villahermosa-Céardenas Km. 0.5 S/N, Entronque a Bosques de Saloyay con coordenadas
geogréficas 17°59'22"N 92°5827"W. Su principal objetivo es investigar~y preservar la
especie del cocodrilo de pantano, la cual se encuentra distribuida en gran parte del estado de
Tabasco. Ademas, el centro alberga una colonia de cocodrilos de grandes dimensiones
(Lopez-Luna, 2010).

La infraestructura del CICEA se compone principalmente de un lago artificial de 4 hectareas

con islotes y vegetacion, manteniendo no solo una poblacion de cocodrilos, sino también un
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ecosistema acuatico completo.; este ecosistema abarca desde pequefios invertebrados
acuatiecos.como insectos y moluscos hasta una variada fauna vertebrada, como varias especies
de tortugas.dulceacuicolas y serpientes. Adicionalmente, una seccion de la UMA mantiene
acuaterraries.eon animales de diferentes edades, desde pequefias crias de 30 cm hasta

ejemplares de.1'5.n de longitud (Lopez-Luna, 2010).

=\~ ) S

o~ Villahermosa centro
>

Ixtacoftan
Priméra Sgecion
= g

i x /

Figura 1. Localizacion de los sitios de estudio en dande se realizé la caracterizacion de las
bacterias en heces fecales de Crocodylus moreletii- A= Unidad de Manejo (UMA), B= Rio
Viejo Mezcalapa (Rio. V) y C= Laguna de las llusiones (Lag.l)

XI. Materiales y métodos

Trabajo de campo

Captura de cocodrilos y obtencion de muestra fecal

Se obtuvieron muestras de cuatro individuos de C. moreletii capturados en Lag:,)cinco
individuos de Rio.V y nueve individuos en la UMA en Villahermosa, Tabasco: ‘Los
muestreos se llevaron a cabo entre los meses de julio y septiembre en tres puntos distintos de
los sitios, la captura se llevo a cabo durante la noche en completa oscuridad a excepcion de

la UMA, se realiz6 manualmente utilizando pértigas y domadoras, y se utilizé una lancha
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propulsada con remos y lamparas (Anexo 1.A). Una vez capturado el cocodrilo, se procedio
a inmevilizarlo atando su hocico con una correa (Rodriguez-Quevedo, 2009; Garcia-Grajales
et al., 2007), *Después de esto, se realizaron mediciones biométricas, que incluyen longitud
total (LT), longitud hocico-cloaca (LHC) y peso, finalmente se realizd un marcaje con grapas

a cada individuo’(Anexo 1.B). Las medidas se registraron en centimetros y el peso en gramos
(Fig.2).

Los cocodrilos capturados, se categorizaron segun su tamafio, clasificandolos en diferentes
clases segun la longitud totakdel cuerpo. La clase I incluye neonatos, con una longitud total
(LT) menor a 30 cm; la clase 11 comprende crias, con LT entre 30.1 y 50 cm; y la clase |11
abarca juveniles, con LT entre 50.1y 100 cm (Rosas, 2017).

Figura 2. Biometria corporal en Crocodylus moreletii. A= Toma de longitud.total (LT) y

longitud hocico-cloaca (LHC), B= Toma de peso.

Posteriormente las muestras de heces fecales se recolectaron utilizando hisopos.estériles que
fueron introducidos en la cloaca realizando movimientos circulares y rotatorios en la
superficie interna (Fig.3). Una vez colectada la muestra el hisopo fue transferido aun tubo
con 2 mL de caldo nutritivo, con el objetivo de conservar las muestras. A cada tubo se les
colocé una etiqueta con los datos correspondientes (sitio de muestreo, numero del individuos;
fecha y hora), transportadas en una nevera a 4°C al laboratorio de Microbiologia de 1a
Division Académica de Ciencias Bioldgicas (DACBIol), para su analisis.
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Figura 3. Toma de muestra por hisopado cloacal en Crocodylus moreletii. A= Laguna de las
llusiones (Lag.l), B= Unidad de"Manejo (UMA).

Meétodo de muestreo y preservacion dedas muestras de agua

Los procedimientos de recoleccion, preservacion'y almacenamiento de las muestras de agua
se realizaron segun lo establecido l&\NMX-AA=042 Analisis de Agua - Enumeracion de
organismos coliformes totales, organismos: coliformes fecales (termotolerantes) y E. coli —
Método del nUmero mas probable en tubos/multiples<(Cancela a la NMX-AA-42-1987). La
toma de muestra se hizo manualmente en contra de corriente y a 25 cm de profundidad, en
tres puntos diferentes de cada sitio, donde se tomaron las muestras cloacales. Las muestras
se colectaron en un frasco de vidrio con capacidad nominal‘de 250 mL (previamente
esterilizado a 121°C y rotulados para su identificacion), el cual‘eontenia 2/3 de la muestra
(Figura 4). Cada muestra fue conservada a 4°C en una nevera, estas tienen'un periodo de vida

de hasta 48 h después de su recoleccion, segun lo sefialado en la normatividad.
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de su capacidad L1_4‘

Corriente L)

Figura 4. Técnica de muestreorempleada para muestras simples de aguas superficiales
(Modificado, Anénimo, 1978).

Parametros fisicoquimicos del agua

En cada sitio de muestreo se evaluo los parametros de turbidez, color, solidos disueltos totales
(SDT), conductividad eléctrica (CE), pHtytemperatura. Estos se midieron de forma manual
y se realizd por triplicado a una_prefundidad’de 50 cm (Anexo 2), cada muestra fue
conservada a 4°C en una nevera, para.su posterior analisis en el laboratorio con una sonda

multiparametros marca Hanna, modelo"H198129.

Trabajo de laboratorio

Determinacion bacterioldgica de Enterococcus fecales (EF)

Para determinar la cantidad de EF, se emple6 el método del Numero mas Probable (NMP),
siguiendo las pautas establecidas en el manual de la Agencia para la Rfoteecion del Ambiente
(EPA, por sus siglas en inglées) de 2005. Este método consiste en dos fases: prueba presuntiva

y confirmatoria (Figura 5).

19



Caldo Azida Dextrosa
Incubar a 35 + 0.5 °C durante
48+2h

Presencia de turbidez + Ausencia de turbidez -
(positivo) (negativo)

| Ausencia de Estreptococos

Prueba presuntiva

Medio Kenner Fegal{KF)
Incubar en cajas Petri al35°C )+ 0,5 °C durante
48 + 2 horas

o

2

]

L

E Cambio de coloracién de No'presenta cambio de

E morado a amarillo coloracion

S

= I I

% Prueba positiva Prueba negativa

a Presencia de Ausenéia de
Estreptococos Estreptococes

Figura 5. Diagrama de flujo para la determinacion-de estreptococos fecales (EF), utilizando la
técnica de Numero Mas Probable (NMP).

Prueba Presuntiva

Para esta primera prueba se realizaron diluciones de 10, 1 y 0.1¢mL con serie de tres tubos,
con 10 mL de caldo Azida Dextrosa. Posteriormente se incubd a 35 £0:5°C durante 48 £ 2 h
(Figura 6). Los tubos positivos se caracterizaron por la presencia dé, turbidez, si no se

presentaba una turbidez se consideraron negativos (Fig. 7A).
Prueba Confirmativa.

Durante esta etapa, se llevo a cabo la verificacion de la presencia EF mediante la transferencia
de los tubos que presentaban turbidez a cajas de Petri con Agar KF conteniendo un inhibidor
(Cloruro de Trifeniltetrazolio al 1%). El proceso de siembra se realiz6 mediante el trazade
de dos o tres secciones con el fin de garantizar el aislamiento de las Unidades Formadoras de

Colonias (UFC). Consecutivamente se incubd durante 48 + 2 h a 35°C + 0.5°C. Las muestras
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positivas fueron aquellas que presentaron una coloracion amarilla y/o roja, por otro lado, las

que sentaron cambios se consideraron negativas (Fig. 7B).

i
3

Figura 6. Esquema general de las di%es_para dfteccién de Enterococcus fecales (EF),

Figura 7. A= Identificacion de tubos positivos para Enterococcus fecales (EF), B= Agar @
Kenner Fecal (KF) para la confirmacion de Enterococcus fecales (EF) (amarillas y/o rojas +). %

.
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Determinacion bacterioldgica del grupo coliformes

Para la determinacion del grupo coliformes, se utilizd6 en método del NMP, segun lo
establecido gn la NMX-AA-042-SCFI-2015 y para la aplicacion de diluciones seriales se
utiliz6 la NOM-110-SSA1-1994 Bienes y servicios. Preparacion y dilucion de muestras de
alimentos para Su andlisis microbioldgico (Figura 8). Esta técnica se llevd a cabo mediante

la realizacion de dosspruebas, una prueba presuntiva y una confirmativa (Figura 9).

1ml
(T
— —

]

Laguna de
—_— las
llusiones

S N [

Figura 8. Esquema general de las diluciones, para la deteccion de Coliformes Totales (CT) y
Coliformes Fecales (CF) por el método de Nimero Mas Probable (NMP)

- —=

-

Jl

1ml 1ml

Prueba presuntiva.

Como primera fase se aplico una serie de diluciones seriales, a partir de 1 mL,0.4'mL y
0.01 mL de muestra en series de tres. Inmediatamente fueron transferidos 1 mL de’cada
dilucion a caldo Lauril Sulfato de Sodio (LSS). Incubando durante 48 h + 3 h a 35°C + 0,5°C.

Los tubos positivos presentaron la formacion de burbujas de gas y/o desplazamiento del
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medio“dentro del tubo de hemolisis (tubo de Durham). Mientras que los negativos no

presentaron dicha caracteristica (Fig.10A).

Caldo Lauril Sulfato de Sodio
Incubar a 35 °C + 0,5 °C.
3 Presencia.de gas o turbidez + Ausencia de gas o turbidez - 24 h
£ 48ht3h +3h
]
=
s Reincubar 24 h
3
a
Presencia de gas o Ausencia de gas o
turbidez +/48h turbidez -/48 h
Prueba positiva Prueba negativa
Presencia de coliformes Ausencia de coliformes
Caldo Lactosa Bilis Verde \
Brillante Caldo EC
Incubara 35°C + 0,5 °C. Incubaraa445°C +£02°C
{Bafio Marfa)

3 Presencia de gas o turbidez Ausencia de gas o tdrbidez -/ 24 Presencia de gas o turbidez Ausencia de gas o turbidez -/

i +/24ht3h, h+3h, +/24h+3h. 24h13h

E

£ ’—l—l l

E

g Reincubar 24 h Prueba positiva Prueba negativa

2 Presencia de Califormes Ausencia de Coliformes

2 Fecales Fecales

o Presencia de gas ¢ Ausencia de gas o

turbidez +/48h turbidez -/48h
Prueba positiva Prueba negativa
Presencia de Coliformes Totales Ausencia de Coliformes Totales

Figura 9. Diagrama de flujo para la determinacion de Coliformes Totales’(CT) y Coliformes
Fecales (CF) por el método de NUmero Mas Probable (NMP).

Prueba confirmativa.

Para la determinacion de Coliformes totales (CT), los tubos positivos de la prugba presuntiva
fueron resembrados en caldo lactosa Bilis Verde Brillante (BVB), utilizande”un asa de
nicromo previamente esterilizada. Se incub6 a 35°C + 0,5 durante 48 h + 3. Los Coliformes
fecales (CF) fueron resembrados en caldo Escherichia coli (EC), incubados a 44,5°C. £ 0°C
por 24 h £ 2 h y se examind la produccion de gas. Una prueba positiva fue la que presenté

fermentacion o gas, mientras que la ausencia de estos es considero como negativo (Fig.10B),
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Figura 10. A= Prueba presuntiva: Ide Kmién de tubos positivos para coliformes totales (tubo

con turbidez y gas +), B= Prueba confirmativa: Identificacion de tubos positivos para coliformes
fecales (tubo con turbidez y gas +). \

Cultivo y aislamiento de bactep'@ heces f?ales
Fase de aislamiento. ) c

Esta prueba consiste en el aislamiento ejgaﬂﬁfica@e bacterias de las muestras rectales.
Como primera fase de aislamiento las %S de pados fueron transferidas a los

‘osado, cetratlonato, peptona alcalina 'y
caldo soya tripticaseina, incubando a 35°C durante 24 a 48 h.

siguientes medios de enriquecimiento; caldo

Posteriormente fueron transferidos utilizando la técnica de est@ruzada (Fig.11), con la

finalidad de obtener cultivos axénicos. Este procedimiento se reali &:o Veces por cepa

(Fig.12). El tiempo y temperatura sefialada en el parrafo anterior.

4
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Estria 2

Estria 1

Estria3 Estria4

Figura 11. Patron de siembra parasla inoculacién de muestras sobre placas de cultivo para

obtener colonias bacterianas (Modificada’koneman et al., 2006).

Figura 12. Caracteristicas morfoldgicas de Enterobacteriaceae aisladas en fedios de cultivos

diferenciales. A= Eosina Azul de metileno (EAM), Salmonella-Shigella (SS) y Verde Brillante
(VB), B= Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS).

Para el crecimiento bacteriano se utilizaron los siguientes medios de cultivo Eosina Azul de
Metileno (EAM), Agar Salmonella y Shigella (SS), Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa
(TCBS), Verde Brillante (VB) y Agar Soya Tripticaseina (Tabla 1), y que se describen‘a

continuacion:
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Eosina Azul de Metileno (EAM)

Este agar permite detectar la presencia de enterobacterias patdgenas y facilitar su aislamiento,
aunque ne‘essconcluyente, solo ofrece una guia para el diagnostico. EI mecanismo de accion
de esta sustancia,se basa en los componentes lactosa y sacarosa, que permiten diferenciar las
enterobacterias ,ségun su capacidad para fermentarlos y por la apariencia y color de sus
colonias; las bacterias.que realizan la fermentacion producen colonias de color azulado-negro
con un ligero brillo metalico; por otro lado, las bacterias que no realizan la fermentacion

presentan colonias sin celor (Pachdn, 2009).
Agar Salmonella-Shigella (SS)

Es un medio de cultivo selectivoy-diferencial. La selectividad se logra mediante la presencia
de sales biliares y verde brillantej los, cuales inhiben el crecimiento de bacterias Gram
positivas, la mayoria de coliformes y Proteus sp. La diferenciacion se basa en la capacidad
de producir acido sulfhidrico y fermentar Jactosa a partir de tiosulfato de sodio. Salmonella
sp, forma colonias transllcidas ocasignalmente opacas, algunas con un centro negro debido
a la produccion de acido sulfhidrico.\Mientras que las colonias sospechosas de Shigella

suelen ser opacas, transparentes, translucidas+y lisas (Pachon, 2009).
Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS)

El agar Tiosulfato Citrato Sales Biliares Sacarosa (TCBS)€s.un medio de cultivo que se ha
utilizado tradicionalmente para aislar especies clinicamente importantes de Vibrio a partir de
alimentos contaminados, aguas y heces. Este medio permite identificar aquellas especies que
fermentan la sacarosa, ya que su crecimiento da lugar a colonias de celor amarillo, como

ocurre con V. fluvialis y V. cholerae (Guzman-Hernandez et al., 2016).
Agar Verde Brillante (VB)

Este medio de cultivo altamente selectivo se utiliza para aislar Salmonella spp.;7a excepcion
de S. typhi y S. paratyphi, a partir de muestras clinicas, alimentos y otros materiales
relevantes para la salud pablica. Es de gran valor cuando se investiga un gran nimero-de
muestras de heces o alimentos, debido a su capacidad sobresaliente para diferenciar colonias

sospechosas. La lactosa y la sacarosa son los carbohidratos fermentables presentes en este
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medio; el indicador de pH utilizado es el rojo de fenol, que cambia a color amarillo cuando
se preduce acido a partir de la fermentacion de azucares, por otro lado, el cloruro de sodio
mantiene“el.equilibrio osmatico necesario, y el verde brillante actia como agente selectivo
en el medio/(Mendoza & Ortiz, 2008).

Agar Soya Tripticaseina.

El Agar Soya Tripticaseina es un medio de cultivo ampliamente utilizado que promueve el
crecimiento y la recuperacion de diversos microorganismos, incluyendo bacterias Gram
negativas, bacterias Graprpositivas, hongos y levaduras. Se utiliza tanto para el
almacenamiento como para el mantenimiento de cultivos puros de microorganismos, y es
especialmente beneficioso para el crecimiento de microorganismos que tienen requisitos
nutricionales especificos (Industria Nacional de Microbiologia, s.f).

Tabla 1. Medios de crecimiento bacteriano'utilizados para la diferenciacidn de enterobacterias
y sus respectivas caracteristicas (Koneman.etial., 2006).

Medio de cultivo ./ Bacteria Color de la colonia
Eosina Azul de Metileno E=coli Verde metalico
(EAM) Klebsiella sp. Rosa
Agar Salmonella y Shigella | Salmenella sp. Transparente con punto
(SS) negro
Proteus sp: Oscuro (negra)
Shigella sp. Transparente u opaco
Tiosulfato Citrato Bilis Vibrio sp. Amarillo
Sacarosa (TCBS)
Verde Brillante (VB) Salmonella sp. Rosa 0 rojo
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Caracterizacion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
Una vez aisladas las cepas se caracterizaron tomando en cuenta los criterios de forma,

elevaciongmargen y color (Fig. 13).
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Figura 13. Terminologia estandar para la caracterizacion de una Unidad Formadora de
Colonias (UFC) de bacterias (Modificada,\Granados & Villaverde, 2002).

Identificacién Bioquimica

Como paso inicial en el proceso de distinguir entre.diferentes tipos de bacterias, se emple6
la técnica conocida como tincién de Gram.(Anexo, 3). Esta técnica también se utiliza en
microbiologia para visualizar bacterias en determinadas muestras, el procedimiento implica
tomar una muestra de una colonia pura, y a través de esta-tineion, las bacterias pueden ser
clasificadas en dos grupos: las bacterias Gram positivas adquieren un color azul, mientras

que las bacterias Gram negativas se tornan de color rojo (Rosas,2017).
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Figura 14. Proceso de Tincion Gram para-laZidentificacién de bacterias (Modificado, Montaluisa, 2018).

Una vez que se ha preparado el frotis'con la muestray se asegurd para que esta permanezca
adherida al portaobjeto, lo cual facilita elproceso de tincion. Para lograr esto, se sigui6 el
siguiente procedimiento para fijar la muestra’(Fig. 14)." Identificando si el tipo de bacteria es
Gram (+) o Gram (-) (Anexo 4), se tomé una colonia purawy.se.inocul6 en base a las pruebas
bioguimicas (Fig.15): glucosa, lactosa, gas, citrato de Simmens; lisina, arginina, ornitina,
movilidad, H.S, ureasa, oxidasa, rojo de metilo, e indol (Tabla 3)..Los tubos se incubaron

durante 24 h y después se realizaron las lecturas segun la tabla 2.
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Tabla 2. Sistema de identificacion diaghostica con base en la presencia (+) o ausencia (-), para
la identificacion de bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Alcamo, 2001).

Reaccién Perfil bioquimico Negativo (-) Positivo (+)
Agar Hierro de Rojo Amarillo
Kligler
Rojo de Metilo Amarillo Rojo
Voges-Proskauer Amarillo Rojo
Medio MIO Movilidad Sin desplazamiento del'  Con desplazamiento del
medio medio
Indol Amarillo Rosa a rojo
Ornitina Amarillo Morado
H2S Sin presencia Negro
Fenilalanina Verde Amarillo
desaminasa
Ureasa Amarillo Fucsia
Citrato Verde Azul
Lisina Amarillo Purpura
Arginina Incoloro Rojo
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Tablas3. Patrones de reacciones bioguimicas de pruebas primarias para la familia
Enterobacteriaceae en base la presencia o ausencia, positivo (+), negativo (-), variable (%)
(Koneman et al., 2006).

Orden KIA°A GAS HS RM VW IND CIT PAD URE MOT LIS ARG ORN ONPG

Tribu I:
Escherichiae
Género:
Escherichia
E. coli AIA + - + - + - - - + + o H- +
Género:
Shigella
Grupos A, B, Alc/A - - + - -+ - - - - - - - -
C
S. sonnei Alc/A - - + - - - - - - - - + +

Tribu 1l
Edwardsielleae
Género:
Edwardsiella
E. tarda Alc/A  + + + - + + - - + + - + ;

Tribu 1lI:
Salmonelleae
Género: Alc/A  + + + - - + - - + + +/- + -
Salmonella
Tribu 1V:
Citrobactereae
Género:
Citrobacter
C. freundii A/A + + + c - + - +/- + - +/- -+ +
Alc/A

C. koseri Alc/A  + - + E + + ) +- + - +/- + +

Tribu V:
Klebsielleae
Género:
Klebsiella
K. pneumoniae | A/A  ++ - - + - + - + - + - + +
K. oxytoca A/A ++ - - + + + - + - + _ _ +
Género:
Enterobacter
E. aerogenes A/A ++ - - + - + - - + + - + +
E. cloacae AA  ++ - - + - + - +/- + - + + +
Género:
Hafnia
H. alvei Alc/A + -+ 4+ - - - - + 4 - + +
Género:
Pantoea
P. AIA -+ - -+ 4 -+ 4 -1+ + - - - +
agglomerans Alc/A

Género:
Serratia
S. marcescens Alc/A + - [+ + - + - - + + - s +

Tribu VI
Proteeae
Género:
Proteus
P. vulgaris Alc/A  +- + + - + -+ + ++ +% - - - -
P. mirabilis Alc/A + + + +/- - +/- + ++ +% R _ + .
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Orden KIA°A GAS HS RM VW IND CIT PAD URE MOT LIS ARG ORN ONPG

Género:

Morganella
M. morganii Alc/A  + - + - + - + ++ + - - + -
Género:

Providencia
P. rettgeri Alc/A - - + - + + + ++ + - - - -
P. stuartii Alc/A - - + - + + + -/+ +/- - - - -
P. alcalifaciens [=Ale/A  +/- - + - + + + - + - - - -

Tribu VII:
Yersinieae
Género:
Yersinia
Y. Alc/A
enterocolitica

T

KIA: agar hierro de Kligler; H,S: sulfurd de hidrogeno; RM: rojo de metilo; VVP: VVogues-Proskauer; IND: indol; CIT: citrato; PAD:
fenilalanina desaminasa; URE: ureasa; MOT: motilidad; LIS: lisina; ARG: arginina; ORN: ornitina; ONPG: o-nitrofenil- -D-
galactopirandsido; ++: reaccién positiva fuete; +: 90% o mas cepas positivas; -: 90% o mas cepas negativas; +/-: 50-90% de cepas
positivas; -/+: 50-90% de cepas negativas.

XII. Analisis de datos

Se calculé la prevalencia de cada microorganismo en’10s individuos con la formula:

N°individuos afectados

Prevalencia(%) = 100
( /0) N° individuos en una poblaciéon

Los demas datos obtenidos de calidad de agua y el tamafio dé Ios organismos fueron
analizados mediante estadistica descriptiva utilizando promedie“y desviacion estandar para

las variables de estudio.
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X111, Resultados

En la tabla 4 se muestran los parametros fisicoquimicos y bacterioldgicos del agua (valores
promedio), en.los tres sitios analizados entre los meses de julio y septiembre de 2023, en tres
puntos diferentes de cada sitio.

Tabla 4. Pardmetros fisicoquimicos y microbioldgicos del agua en tres sitios de estudio:

Unidad de Manejo (UMA), Rio Viejo Mezcalapa (Rio.V) y Laguna de las llusiones (Lag.l) y
los Limites Maximos ‘Permisibles para la proteccion de la vida acuatica.

) N°004-  cg.cca-
Parametro/ 2017- 001/89 ¢
Unidad de medida UMA Rio.V Lag.l CONAGUA? MINAM P
Potencial
de Hidrogeno (pH) 7.9+0.2 7.6+0.05 6.7+0 6.5-85 6.5a9.0
Temperatura (°C) 23.8+3 13.6%0.3 17.9+0.9 CN+15 A3
Conductividad 27243 395€n 309437 1000
eléctrica (LS/cm)
Sélidos
disueltos 136+1 19843 155419
totales (mg/L)
Color (Pt-Co) 181436 206+38 1099627 15 20
Turbidez (U) 1.8+0.2 543 2)6+0.2
Coliformes
Totales (NMP/100ml) 4861532 190£34 875+1321
Coliformes
Fecales (NMP/100mI) 4124596 190+34 155+82 1000 1000 200
Enterococos
Fecales (NMP/100ml) 73+66 1246 il 4

@ Ley Federal de Derechos y Disposiciones Aplicables en Materia devAguas Nacionale$'y sus Bienes Publicos Inherentes para el Ejercicio
Fiscal 2023 (CONAGUA, 2023).

b DECRETO SUPREMO N° 004-2017-MINAM.

€ Criterio Ecolégico de Calidad del Agua (CE-CCA-001/89).

Los pardmetros fisicoquimicos (pH, temperatura, conductividad eléctrica, color, solidos
disueltos totales y turbidez) analizados en este estudio se encontraron dentro de los Limites
Maximos Permisibles (LMP) para la proteccion de la vida acuética, a excepCion del color
(Pt-Co), establecidos en la Ley Federal de Derechos y Disposiciones Aplicables'en Materia
de Aguas Nacionales y sus Bienes Publicos Inherentes para el Ejercicio Fkiscal 2023
(CONAGUA, 2023) y el DECRETO SUPREMO N° 004-2017-MINAM (MINAM#2047).

El pH en los sitios UMA y Rio. V manifestaron valores promedios de 7.9+0.2 y 7.6+0.05,
respectivamente, mientras que la Lag. | presento valores de 6.7+0. La temperaturaen la UMA
presentd un valor promedio de 23.8+3, sequido de Rio.V y Lag.l (13.6+0.3 y 17.9+0.9
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respeetivamente), correspondiendo con la época de verano. En el caso de la conductividad
eléctricala estacion con valores altos, pero dentro de los LMP fue Rio.V y Lag.l (395 y 309
pS/cm, eonsecutivamente), mientras que la estacion de la UMA present0 valores promedios

bajos.

Los niveles de S6lidos Disueltos Totales se encontraron con valores promedio de 1361,
19843 y 155+19 'mg/L; siendo la Lag. I la que presento valores mas altos. Respecto a la
turbidez, los valores @scilaron entre 1.8+0.2 y 53 U, este ultimo valor se detecto en Rio. V,
ademas, se observaron niveles de color que excedian ampliamente los LMP, variando entre

181+36 y 10994627, sienda.€l valor mas alto registrado en la Lag.l.

Los CF variaron de 155 a 412 NMP/100 mL, cabe destacar que la UMA fue la Unica estacion
que superd los 200 CF NMP/100 mL-establecido en los CE-CCA-001/89 para la proteccion
de la vida acuatica. Los valores propuestos por (CONAGUA, 2023 y MINAM, 2017), ningln
sitio supero los 1,000 CF NMP/100 mL.

Las concentraciones de los CT en‘les:tres sitios fluctian entre 486 y 875 NMP/100 mL, la
Lag.l y UMA presentaron mayor concentracion de este grupo bacteriano. Finalmente, los EF
oscilan entre 8 y 73 NMP/100 mL, destacando la UMA.con valores mas altos. Para ambos
grupos de bacterias no se encontré ninguna norma_o*ley que establezca LMP para la

proteccion de la vida acuatica.

En los muestreos realizados en los tres sitios se obtuvieron~muestras cloacales de 18
cocodrilos, clasificados segun sus tallas (valores promedios) (Tabla)5). Se aislaron 67 cepas
de la familia Enterobacteriaceae y se agruparon en 16 géneros, desas cuales 15 se logré
clasificar a nivel de especie.

Tabla 5. Tallas y peso de los individuos de Crocodylus moreletii que se encontraren en los tres

sitios de estudio: Unidad de Manejo (UMA), Rio Viejo Mezcalapa (Rio.V) y Laguna de las
Ilusiones (Lag.l).

Sitios
Lag.l Rio.V UMA
Tamafio de la 4 5 9
muestra (n)
Peso (g) 603+410 3348 699+302
LT (cm) 6013 25+1 61+11
LHC (cm) 2945 1240 3016
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Tablas6. Prevalencia (%) de microorganismos aislados en crias, neonatos y juveniles de
Cocodrile de pantano, Crocodylus moreletii, en tres sitios de estudio: Unidad de Manejo
(UMA),Rio Viejo Mezcalapa (Rio.V) y Laguna de las llusiones (Lag.l).

Especie UMA Rio.V Lag.l
Enterobacter aerogenes 22.2 0 0
Proteus mirabilis 0 0 25
Proteus vulgaris 0 0 25
Klebsiella pneumoniae 11.1 20 0
Pantoea agglomerans 22.2 0 0
Providencia rettgeri 0 0 50
Yersinia enterocolitica 0 0 50
Edwardsielleae tarda 22.2 0 25
Serratia marcescens 11.1 0 50
Citrobacter freundii 44.4 20 0
Enterobacter cloacae 22.2 20 75
Hafnia alvei 11.1 60 25
Morganella morganii 22.2 0 75
Salmonella 0 0 100
Citrobacter koseri 11.1 0 100
Shigella 33.3 40 25
Escherichia coli 66.6 80 75
Total de especies 12 6 13

En la tabla 6 se muestra la prevalencia de las:bagterias identificadas en los diferentes sitios
estudiados. El microrganismo con mayer prevalencia fue E. coli la cual se present6 en los
tres sitios, en la UMA, en Rio.V y en-a Lag:1..Uno de los sitios que presentd mayor
prevalencia de especies fue la Lag.l enlarcual se‘identificd Salmonella sp., y C. koseri
(100%), E. cloacae, E. coli y M. morganii (75%), P: _rettgeri, Y. enterocolitica y S.
marcescens (50%) y P. mirabilis, P. vulgaris, E. tarda, H=alvei y Shigella sp. (25%). Por
otro lado, la UMA también present6 una prevalencia alta de €species bacterianas siendo E.
coli la mas representativa seguida de C. freundii (66.6 y 44.4% respectivamente), asi mismo
Shigella sp (33.3%) y E. aerogenes, P. agglomerans, E. tarda, E.(Cloacae y M. morganii
(22.2%), las especies con menor prevalencia en este sitio fueron{ Ki pneumoniae, S.
marcescens, H. alvei y C. koseri (11.1%). Rio.V fue uno de los sitios que menos especies
bacterianas presentd, siendo E. coli la de mayor prevalencia seguida de H. alvei) (80 y 60%

respectivamente), por ultimo, C. freundii y E. cloacae tuvieron una prevalencia‘de 20%.

Comparando las muestras de los tres diferentes sitios analizados se observo que la Lag.1 tuvo
mayor diversidad de especies bacteriana identificadas con 76.47% (13/17 sp) seguido de 1a
UMA con 70.58% (12/17 sp), mientras que el 35.29 % (6/17 sp) corresponden a Rio.V.
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Particularmente Salmonella, P. rettgeri, Y. enterocolitica, P. mirabilis y vulgaris Unicamente
se Identificaron en la Lag.l. Mientras que, E. aerogenes y P. agglomerans solo se
identificaron‘en la UMA. Cabe sefialar que ambos sitios presentaron mayor cantidad de

especies bacterianas y la UMA supero6 los LMP en coliformes fecales.

XIV. Discusion

En este estudio se evaluela concentracion de bacterias coliformes en tres sitios de muestreo,
la UMA, Rio. V y Lag.I-l2a concentracion de bacterias CF en los tres sitios varié de 15582
a 412459 NMP/100 ml, siendo la UMA el sitio que supera los LMP especificados en el CE-
CCA-001/89. Segun (Rangel-Mendoza & Weber, 2015) esto podria deberse al alto nivel de
heces de cocodrilos y porque no hay un cambio completo del agua en los estanques.

Por otro lado, esta unidad fue alimentadapor el Rio Carrizal y la contaminacién del agua de
este rio esta vinculada a la construccion de-ebras que invaden el cauce y las areas cercanas a
éste. Las fuentes de contaminacion_bacteriana provienen de asentamientos urbanos e
industriales, lo que causa eutrofizacionyrepresenta un riesgo latente de enfermedades debido
a los patdgenos y sustancias quimicas presentes en.el agua como resultado de la descarga de
contaminantes (Trinidad et al., 2018). En‘elsboletin publicado por la secretaria de Bienestar
Sustentabilidad y Cambio Climatico, en el 2021 reporté 92 000 CF segin el NMP/100 ml en
la estacion 5: rio Carrizal (puente "la isla™) y errel afio 2023 se.reportd en el mismo sitio 24
0000 NMP/100 ml, superando los LMP (Secretaria de Bienestar,'Sustentabilidad y Cambio
Climatico, 2021 & BIENESTAR, 2023).

Esto podria ser un riesgo para los organismos que se abastecen de“este.rio ya que podria
repercutir negativamente sobre el sistema inmunoldgico, favoreciendoel incremento de la
aparicion de enfermedades e infecciones bacterianas, principalmente en fieonatos y crias
(Carlos-Erazo et al., 2016). Aunque seguin Rugaiyyah et al. (2022) algunos cocodrilgs pueden
tener una elevada presencia de coliformes fecales en su entorno acuético y otros“patégenos
potenciales, los cocodrilos aparentemente no son vulnerables a las infecciones causadasipor

estos organismos, ya sea sistémica o a traves de su piel, incluso en caso de lesiones o heridas.
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Por otro lado, puede presentar un riesgo para las personas que manipulan a los organismos,
como-€en.la UMA, ya que existen diversas enfermedades que pueden ser causadas por la
contamipacion del agua, entre las mas comunes se encuentran la meningitis, miocarditis,
enfermedades-respiratorias, paralisis, diarreas, vomitos, hepatitis, infecciones oculares, entre
otras (Fustamante, 2020).

Por otro lado, los'CT .y EF variaron de 486+532, a 875+£1321 y 8+1.4 a 7366 NMP/100 ml
respectivamente, en este«€aso el valor més alto de CT se presento en la Lag. | Una de las
consecuencias de detectareoncentraciones elevadas de CT, puede deberse a que los sistemas
de alcantarillado pluvial y sanitario en Tabasco no estan segregados, lo que ocasiona que las
aguas se mezclen (Landero, 2019).

Afectando a los cuerpos de agua del estado, como es el caso de la Lag. |, este cuerpo de agua
recibe vertidos de aguas residuales de las, localidades cercanas, sin tratamiento adecuado o
con tratamientos deficientes. La contaminacion del agua por CT y EF puede ocasionar serios
problemas a la vida silvestre, ya“que los organismos estan expuestos a esta contaminacion
provocandoles enfermedades gravesco-mortales e incluso alterando su capacidad de
reproduccion (Landero, 2019). Bajo un.estrés intenso, las bacterias pueden trasladarse del
intestino al torrente sanguineo y si este estres-persiste, la inmunosupresion consecuente evita
que el cocodrilo controle el desplazamiento “inicial, permitiendo que las bacterias se
establezcan (Delene et al.,, 2020). Para fa poblaciéon shumana, la contaminacion
microbioldgica puede ser un riesgo porque esta laguna es un arearecreacional integrada por
atractivos y podria representar un riesgo para la salud mediante enfermedades infecciosas, ya
que EF ha ganado relevancia como uno de los patdgenos hospitalarios mas importantes y por

su resistencia a los agentes antimicrobianos (Ramos et al., 2020).

El pH es un indicador ambiental ampliamente utilizado para determinar la.calidad del agua
debido a que permite conocer la acidez o alcalinidad del agua y es vital para‘la’Salud de los
organismos acuaticos, también, puede influir en la toxicidad de sustancias como el-dmaniaco,
metales pesados y el hidrégeno sulfurado, entre otros (Gualdron, 2016). EI pH mas, alto se
presentd en la UMA con un promedio de 7.9 que corresponde a ligeramente alcalino,
encontrdndose dentro de los LMP para la vida acuatica, lo que indica que el agua no presenta

niveles extremos de acidez o alcalinidad que puedan afectar a los organismos acuaticos.
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Estosalores fueron mas bajos a los obtenidos por Flores et al. (2018) en su estudio, ya que
oscilaron, entre 8.9 y 9.6, considerados como alcalinos. Escobar-Arrieta et al. (2021)
menciona que una posible razon para los valores de pH elevados podria ser la intensa
actividad fotosintética de las algas y bacterias presentes en el agua. Esta actividad puede
sobresaturar ‘elvsistema acuatico con oxigeno, reduciendo el dioxido de carbono e

incrementando los niveles de pH en el agua.

La temperatura masfalta“del agua se registré en la UMA 23.8+3, probablemente como
consecuencia de la temperatura asociada a la descomposicion de desechos organicos
provenientes de algas, plantas, animales y restos de alimentos no consumidos, asi como de
los procesos de excrecion animal (Rangel, 2007). En la Lag.l se obtuvo un promedio de
17.9+£0.9 como en el estudio en”la.kiaguna Colta Chimborazo, Ecuador que se obtuvo un

promedio de 17,91 °C, representandaeseé como un valor estable (Escobar-Arrieta et al., 2021).

En los cocodrilos la temperatura es un facter muy importante, ya que tienen una estrecha
tolerancia, cuando se incuban les huevos influye en el tamafio de los recién nacido, en la
especie Crocodylus johnstoni, una ineubacion @ temperaturas bajas resulta en neonatos mas
pesados y con menos vitelo residual. Ror.otro ladogtina incubacion a temperaturas altas da
lugar a neonatos mas ligeros y con una’mayor cantidad de vitelo residual (Grahame &
Cooper-Preston, 1989; Schingen-Khan et al., 2022).

La CE revela la presencia de sales ionizadas, tales como cloruros, iones de sodio, carbonatos,
entre otros, también facilita la correlacion y la interpretacion de resultados en relacion con
los solidos disueltos presentes en descargas o cuerpos de agua (Gualdron, 2016). Segin Diaz
et al. (2018) la CE del agua pura es baja, pero se puede aumentar ensgran medida por las
impurezas solubles que ioniza el agua. En los sitios muestreados se registraron valores de
(266 y 403 puS/cm), los cuales fueron ligeramente mas altos a los encontrados por Flores et
al. (2018) y Pauta et al. (2019) cuyos valores oscilaron de 225 a 275 uS/cm.y 150 a 336

pS/cm, respectivamente.

En Rio.V se obtuvo el valor mas alto CE de 395 uS/cm esto puede ser debido a que estellugar
esta afectado por el vertido de aguas residuales de las &reas urbanas que contienen una gran

cantidad de materia orgénica y solidos en suspension. El aumento de la conductividad y, en
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consgeuencia, de la salinidad del agua, provoca efectos graves en el ecosistema, 1o que puede

Ilevar-a una significativa reduccion de la biodiversidad (Landero, 2019).

Los SDT representan la cantidad total de minerales, sales, metales, cationes o aniones que se
encuentran disueltos en el agua, estas particulas se caracterizan por no poder ser separadas
de la muestra de-agua mediante un filtro (Landero, 2019). Estan estrechamente relacionados
con la turbidez, en.esta investigacion, el valor mas alto que se obtuvo fue en Rio.V en ambos
parametros, 198 mg/L y.,5°U respectivamente, a pesar de que no se encontro alguna norma o
ley que establezca LMP"para ambos parametros, estos se consideran altos, como en el estudio
de Gualdrén (2016) que obtuvo valores de 189,8 mg/L estando por encima de los niveles
aceptables establecidos para la-calidad del agua en términos de hébitat para peces.

Estas concentraciones pueden afectar/directamente la cantidad de oxigeno disponible en los
cuerpos de agua, asi mismo, disminuye Ja-claridad del agua, esto puede ser efecto de vertidos
industriales o urbanos. Por esta razon, varios estudios indican que la turbidez y la presencia
de SDT afectan directamente a l0s/organismos-al reducir su visibilidad, lo que dificulta su
alimentacion y disminuye la produccignprimaria.de los organismos fotosintéticos (Gualdron,
2016). En los ultimos afios, se ha evidengiado que las€ontaminacién ambiental puede afectar
a diversas especies de cocodrilianos, estopuede representar un riesgo sutil pero significativo

a largo plazo para las poblaciones en las areag'contaminadas (Cedillo-Leal et al., 2016).

Cabe mencionar que los parametros fisicoquimicos y mierohiolégicos se emplean para
evaluar la calidad del agua segin su uso, asi como para identificar posibles influencias
humanas en su composicion. En este estudio todos los parametros fisicoquimicos se
encontraron dentro de los LMP segun los CE-CCA-001/89, CONAGUA (2023) y MINAM
(2017), valores establecidos para la proteccion de la vida acuética.

Se logré identificar a través de los hisopados cloacales bacterias Gram negativas, lo cual
coincide con lo observado en otros estudios realizados como en el caiman blaneo(Caiman
crocodilus). Esto confirma que este tipo de bacterias son frecuentes y forman¢parte del
microbiota intestinal normal en los reptiles (Carlos-Erazo et al., 2016). Los estudios
relacionados con la microbiota intestinal en el cocodrilo son mus escasos, pero cada vez-hay

mas investigaciones que evidencian que el cautiverio impacta de manera notable en la
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abundancia y la estructura de la comunidad de la microbiota intestinal en reptiles. En el
estudio’de Zhou et al. (2020) sobre la lagartija del norte (Takydromus septentrionalis) en las
lagartijas’silvestres, el género Citrobacter fue el més predominante, mientras que, en las
lagartijas en.cautiverio, el género mas dominante fue Morganella. En el galapago europeo
(Emys orbicularis) los géneros mas prevalentes fueron Aeromonas, Chryseobacterium y
Citrobacter, mientras que en la tortuga verde (Chelonia mydas) se aislo: Citrobacter freundii,
Escherichia coli, Klebsiella sp., Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas sp.,
Salmonella sp., Serratia marcescens, Shigella sp. y Vibrio sp., (Ruzauskas, 2016 &
McDermid et al., 2020).

Una de las especies bacterianas-que se encuentra en una proporcion significativa en caimanes
es E. coli, como lo demuestra este.estudio, asi como en otras especies como C. crocodilus
(23.33%) (Carlos-Erazo et al., 2016),.C.-acutus (67.4%) (Charruau et al., 2012) y C. moreletii
(75%) (Rosas, 2017). Esta bacteria forma parte del microbiota intestinal normal y se
considera una bacteria oportunista en reptiles, con diversos grados de patogenicidad,
pudiendo causar enfermedades en individuos \inmunocomprometidos (Carlos-Erazo et al.,
2016). De acuerdo con Rojas (2018)y E. colives”la causa principal de enfermedades o
mortalidad en la tortuga lora (Lepidochelys*kempit)y#yaque interviene de manera directa o
indirecta, provocando patologias graves.

El género Salmonella sp., estuvo presente solamente en la'l-ag«l en dos crias y dos juveniles.
Esta bacteria se ha reportado en diferentes especies, como «€n tortugas del Amazonas P.
expansa de vida libre y en cautiverio 30.77 y 7.84% respectivamente (Meyer et al., 2015), o
como en el cocodrilo C. intermedius que en adultos y juveniles en cautiverio obtuvieron 29
y 21% respectivamente (Pachon, 2009). Este aislamiento indica un riesgo para los seres
humanos, ya que esta bacteria se considera un patégeno importante de naturaleza zoondtica,
capaz de provocar enfermedades significativas en la salud publica, incluyendo trastornos

gastrointestinales y septicemia (Rojas, 2018).

Segun Pachon (2009) la principal via de infeccion de Salmonella sp., es la ingesta‘de agua
contaminada con heces, considerandose el medio acuatico favorable para la transmision. Sin
embargo, también se reconoce que los alimentos y el contacto con otros reptiles son

importantes vias de contaminacion. Los reptiles usualmente no muestran signos clinicos, sin
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embargo, esta bacteria puede provocar septicemia, neumonia, celomitis, abscesos,
granulomas, hipovolemia, shock y muerte, en casos de septicemia, los reptiles inicialmente

presentan‘apatia y anorexia, y eventualmente fallecen (Osorio et al., 2010).

Otra bacteria aislada fue C. koseri con una prevalencia en la Lag.l de 100%, esta especie,
aungue es parte.debmicrobiota normal segun Pachén (2009) y Rosas (2017) puede producir
alteraciones en elcolor'y meningitis neonatal. En el estudio de Charruau et al. (2012), esta
bacteria presento una‘prevalencia 18.6% en la cavidad cloacal de C. acutus. Por otro lado, C.
freundii, se presentd consuna prevalencia en la UMA de 44.4 %, como en el estudio de
Reséndiz & Fernandez-Sanz/(2021) que en la cloaca de la tortuga negra (Chelonia mydas)
obtuvo una frecuencia de 28.80%; esta especie también ha sido reportada en la cavidad oral
del C. moreletii y en la cavidad oral~y cloacal del C. acutus (Charruau, 2012). A estas
bacterias se les considera un patdgeno oportunista vinculado a infecciones en animales
jévenes y a infecciones secundarias en‘animales con el sistema inmunoldgico debilitado
(Reséndiz & Fernandez-Sanz, 2021).

Se aisl6 Shigella sp., la cual present6 una-mayar prevalencia en Rio.V de 40 % seguida de la
UMA con 33.3 %, esta bacteria ha sido.reportada €nda tortuga taricaya (Podocnemis unifilis)
y en la cavidad oral de C. moreleti, en la€avidad oral y cloacal del caiman de hocico ancho
(Caiman latirostris) y en lagartos caiman (Dracaena guianensis) (Rojas, 2018; Charruau,
2012; Silva et al., 2009 y Ojeda, 2017). Esta especie se encontrd en los tres sitios de estudios
lo cual puede ser un riesgo para las personas, particularmente’enRio.V, donde tuvo mayor
abundancia. Segin Rojas (2018) esta bacteria puede causar enfermedades en quelonios,
especialmente en aquellos que estan en cautiverio y se encuentran inmunodeprimidos o

desnutridos.

La bacteria Shigella sp. es el principal agente causante de la disenteria bacteriana en
humanos, una enfermedad que provoca enteritis grave y la expulsion de heces diarreicas. Esta
bacteria permanecer en el intestino de pacientes cronicos durante meses. ‘Aungue Su
supervivencia fuera del intestino humano es limitada, se sabe que Shigella sp. puede
sobrevivir hasta 6 meses a temperatura ambiente, lo que facilita su transmision en el medio
acuatico (Naidoo & Olaniran, 2014). Segun Pakbin et al. (2023) las especies de Shigella sp

gue muestran resistencia a casi todas las clases de antimicrobianos estan volviéndose mas
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comunes y predominantes en todo el mundo, esta situacion es critica y refleja una tendencia
similar'en otros patdgenos bacterianos entéricos por ello, es fundamental desarrollar nuevas
intervengiones para prevenir y tratar estas infecciones y asi evitar una posible catastrofe de

salud publica.

Enterobacter cleacae, H. alvei y M. morganii se presentaron con una prevalencia similar en
los tres sitios, segun el estudio de Meyer et al. (2015) sobre la tortuga del Amazonas P.
expansa tanto en vida libre como en cautiverio, E. cloacae tuvo una frecuencia del 27.45%
en vida libre y 32.31% en_cautiverio, mientras que M. morganii solo se presento en vida libre
con una frecuencia del 1:96%. Por otro lado, en los lagartos caiman D. guianensis, las
especies E. cloacae y H. alvei-tuvieron frecuencias del 12.09% y 4.03%, respectivamente.
Asimismo, estudios en la cavidad.cloacal de C. moreletii y C. acutus han reportado la

presencia de E. cloacae y H. alvei (ReSas, 2017; Charruau, 2012).

Por otra parte S. marcescens se presentoen.da Lag.l con una prevalencia de 50% vy E. tarda
en la UMA con 22.2%. Segun Pye/et al. (1999)-S. marcescens causa abscesos subcutaneos
en lagartos iguanidos (Iguana iguarnay-Ctenosaura acanthura), artritis piogénica en un tegu
(Tupinambis teguixin) septicemia en .calmanes ‘americanos (Alligator mississippiensis) y
bacteremia y artritis séptica en un cocedrilo enano_de Africa Occidental (Osteolaemus
tetraspis). Por otro lado, en el presente estudio)se obtuvo Y. enterocolitica, P. rettgeri, P.
agglomerans y K. pneumoniae con una prevalencia de 11+76% y P. vugaris, P. mirabilis y
E. aerogenes con una menor prevalencia de 5.88 %, estas especies también se han reportado
en diferentes estudios (Meyer et al., 2015; Rosas, 2017; Charruau,»2012, Silva et al., 2009 y
Ojeda, 2017).

Desde una perspectiva profilactica, las cepas bacterianas aisladas en ‘este estudio podrian
causar enfermedades en los especimenes evaluados. Esto se debe a que el sistéma‘inmunitario
de los reptiles es muy vulnerable a los cambios térmicos, el estrés, la carga parasitaria, los
tratamientos inadecuados, las dietas incorrectas, entre otros factores, en tales circunstancias,
las bacterias del tracto intestinal pueden atravesar la barrera mucosa, causando un choque
séptico (Ojeda, 2017 y Silva et al., 2009). En cautiverio, el agua de los estanques también se

contamina con bacterias provenientes de las heces de los cocodrilos, por ello, es probable
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que las bacterias identificadas en este estudio también se encuentren en sus entornos

respeetivos.

Por lo tanto; muchas de las cepas identificadas en este estudio se consideran no solo
potencialmente~patdgenas para el hospedador, sino también potencialmente zoondticas,
como E. coli, Shigella sp., Salmonella sp., y Citrobacter sp. EI conocimiento del microbioma
intestinal es crucial para identificar los posibles patogenos presentes en C. moreletii,
permitiendo una mayor capacidad de diagnostico en relacion con la participacion de posibles
bacterias y hongos en procesos infecciosos Yy, sobre todo, facilita la prevencion de estas
enfermedades mediante tratamientos y rutinas desinfectantes convencionales (Meyer et al.,
2015; Carlos-Erazo et al., 2016)..Se requieren mas estudios para evaluar el impacto de estos

microorganismos en la salud pablicay-en la dindmica epidemioldgica de la region.

XV. Conclusiones y recomendaciones

Se identificaron 16 géneros y 15 especies de bacterias que podrian ser patdgenos para el
cocodrilo de pantano, Crocodylus moreletii..L*a riqueza-de especies varid entre los diferentes
sitos de estudio, y su presencia pudo estar relacionada cen-as caracteristicas de la calidad del
agua. Se encontraron mas especies de bactertas‘en la Lagel, seqguida de la UMA, siendo un
riesgo para la salud de los cocodrilos y para las personas“qué se encuentran en contacto
directo con ellos. Salmonella sp., se presentd solamente en la kkag-l con una prevalencia de
100% mientras que E. coli y Shigella sp., se presentd en los tres sitios de estudio, siendo estas

bacterias importantes para la salud publica por su alta patogenicidad.

Este estudio confirma la presencia de contaminacién microbiana en el agua per coliformes
fecales, en la Lag.l probablemente originada por la descarga de aguas residuales urbanas y
en la UMA puede deberse a la falta de tratamiento del agua de los estanques o"a’lajausencia

de depuracion del sistema, ya que esta agua se encuentra estancada y no fluye.

En el futuro, el riesgo de contaminacion bacteriana de los cocodrilos para los humanos podria
incrementarse debido a diversos factores, especialmente la répida destruccion® y.

fragmentacion del habitat, o que podria provocar un aumento en las interacciones entre
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humanos y cocodrilos como en la Lag.l. A partir de este estudio se puede sugerir la relacion
que exiSte entre la calidad del agua y la microbiota intestinal de C. moreletii, ya que los sitios
con indicadores de mayor contaminacion fueron los que presentaron mas diversidad

bacteriana.

Finalmente, se reComienda continuar con este tipo de investigaciones, para tomar medidas
preventivas ante posibles lesiones en los humanos provocadas por cocodrilos y riesgos de
transmision de enfermedades zoondticas, por lo que es importante evaluar otras UMA y
lagunas, es esencial implementar medidas de bioseguridad para el personal, principalmente
que utilicen equipos de proteccion personal al interactuar con los organismos y las fuentes

de agua en las estos viven.

Por otro lado, es importante considerar las actividades humanas en la salud del cocodrilo de
pantano y sus implicaciones en la conservacion de la especie, sobre todo en vida silvestre,
por lo que se recomienda estudiar mas la-calidad del agua para controlar estas fuentes de
contaminacion y mejorar las condiciones_del, habitat de esta especie y promover su

conservacion.

Se sugiere realizar mas investigaciones epidemioldgicas que identifiquen la resistencia
bacteriana, mediante andlisis genéticos de las bacterias.gte estan en el cocodrilo de pantano
0 en su hébitat, para identificar estos genes‘de‘resistercia; su dinamica de propagacion y
plantear algun tipo de terapia antimicrobiana.
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XVII. AnNexos

Anexo 1:A= Captura de Crocodylus moreletii en la Laguna deas Ilusiones (Lag. I). B=
Marcaje con grapas en cria de Crocodylus moreletii en lackaguna de las llusiones

(Lag.l).
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fisicoquimico de la calidad del

Anexo 3: Células bacterianas gramnegativas y en forma de bacilos cortos bajo el O
microscopio optico 100X. o
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i A
Anexo 4: A Prueba bioquimica, de oxidasa con indicador azul, que denota un
resultado positivo. B= Prueba bioguimica en agar MacConkey, donde las colonias
de color crema o rosas indican un resultado positivo.
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