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Capitulo |
1. Introduccion

Los manaties somymamiferos adaptados para vivir en el agua. Forman parte del
orden o grupo zoelogico conocido como Sirenia, conformado por cinco especies
recientes, de las cuales.soOlo sobreviven cuatro. La especie Hydrodamalis gigas o
vaca marina de Stellef,sse, extinguioé sélo 27 afios después de su descubrimiento
en 1741. Los otros miembros del mismo orden son: el manati del Caribe
Trichechus manatus, el manati del Amazonas Trichechus inunguis, el manati
Africano Trichechus senegalensis, y el dugong del océano Indo-pacifico Dugong

dugong.

En América existen dos especies: el manati del Caribe y el del Amazonas. El
manati del Caribe se distribuye désde Florida, en Estados Unidos, hasta Brasil, en
Ameérica Sur, incluidos México, Ameérica Central'y las Antillas mayores (Lefebvre et
al, 2001) e incluye dos subespecies; la de ‘Elorida y la Antillana. La especie
Amazonica mas pequefia, se distribuye en el rioAmazonas en Brasil, Guyana,
Colombia, Pert y Ecuador. En el continente african0sse encuentra la especie,
manati Africano que se distribuye en los rios y las cOstas del oeste de Africa,
desde Senegal hasta Angola. El dugong, se distribuye a lo_Jargo de las costas del
océano Indico, desde el este de Africa hasta Australia y ld costa suroeste del

océano Pacifico (Morales y Olivera, 1992).

En México existe informacion disponible de la subespecie Antillanas(T} manatus
manatus) en relacion a aspectos ecolégicos y de conservacion (Lluch et al., 1965;
Colmenero y Hoz, 1986; Morales et al., 2000; SEMARNAT, 2001; Olivera-Gémez y
Mellink et al., 2005), estudios parasitolégicos (Hernandez, 2008) por mencionar
algunos. En relacion a investigaciones con el comportamiento e identificacién

microbiana aln son escasos.

2 | Adolfo Lopez Hernandez
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Las” bacterias actualmente se utilizan como indicadoras potenciales de
contaminacion, debido a la importancia que tienen en la salud humana y/o animal
y en los”ecosistemas acuaticos. Se han identificado a Aeromonas, Bacillus,
Bacteroides,« Citrobacter, = Corynebacterium, Edwardsiella, Enterobacter,
Escherichia, Edbacterium, Fusobacterium, Klebsiella, Lactobacillus, Pasteurella,
Plesiomonas, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Staphylococcus y
Vibrio en heces fecales de algunos mamiferos; lobo marino, delfines, ballenas,
focas y dugones.

Algunas de ellas se hansreportadas como parte de la flora normal en organismos
endotermos que ademas “son consideradas como bacterias oportunistas, esto
quiere decir que pueden Causar algunas enfermedades como infecciones
urinarias, septicemias, meningitis, infecciones sisteméticas, infecciones
nosocomiales, infecciones pulmonares,(Algorta, 2004; Garcia y Rodriguez, 2010;
Marsh et al., 2011).

En mamiferos marinos se ha reportado a la familia Enterobacteriaceae como una
de las principales colonizadoras del tubo digestivo. Esta familia se distribuye
ampliamente en la naturaleza; tierra, (agua, sobre)plantas y como lo indica su
nombre son parte del tubo digestivo de ‘'seres humanos y animales (Winn et al.,
2008).

Algunas de las especies que lo conforman se reportan-camo patdégenas en el
hombre como; Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter,. Salmonella, por
mencionar algunas de ellas, estas pueden producir desde Una, clasica diarrea
hasta diarrea con sangre que puede llegar a causar la muerte si n@ se atiende
oportunamente.

Debido a lo antes sefialado esta investigacion, se plante6 el ©Objetivo de
caracterizar a la flora bacteriana en muestras rectales de un manati en cautiverio
(DACBIOI), con la finalidad de conocer su microbiota, y aportar informacién para su
rehabilitacion.

3 | Adolfo Lopez Hernandez
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2. Antecedentes

Estudios realizados con mamiferos en cautiverio

Con la finalidad de conocer los riesgos de transmision de enfermedades entre
humanos y delfines en Carolina del Norte y Texas, Buck et al., (2006), analizaron
muestras anales+y.de heces fecales en delfines nariz de botella en cautiverio que
se encontraban en‘eldaboratorio marino de la ciudad de Kansas. La identificacion
la realizaron por el sistema miniaturizado por pruebas bioguimicas convencionales
API 20 NE y API-Estafilococos. Estos autores aislaron 1,871 cepas, entre las méas
abundantes fueron Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Moraxella, Oligella,
Pasteurella, Vibrio, Klebsiella~pnuemoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas,
Providencia alcalifaciens, Serratia liquifaciens, Serratia odorifera, Staphylococcus
aureus y Citrobacter freundii, que pueden representar parte normal de la microflora

comensal de delfines silvestres.y’saludables.

Estudios con mamiferos en vida.libre

La presencia de Edwardsiella tarda, ensel intestino delgado se ha reportado como
patégena en diferentes mamiferos marinos (lebn_marino, marsopa, cetaceo y
manati) Coles et al., (1978), esto a partir de animales_encontrados muertos. Estos
autores tomaron muestras de exudados peritoneales~de cada animal y las
inocularon en 5% de agar de sangre y agar Mac Cankey; las cepas fueron
identificadas utilizando 16 pruebas bioquimicas. Los aislamientos revelaron la
presencia de E. tarda en todos los animales analizados, los auteres sugieren que
la muerte de estos organismos fue causada por E. tarda debido a que es
considerada una bacteria oportunista, que puede invadir tanto a organismos sanos
como enfermos, ademas se ha reportado en tortugas, peces, cocodrilos,y otros

organismos marinos como parte de su flora intestinal.

Gonzalez et al., (2010), determinaron la frecuencia de aislamiento de la familia

Enterobacteriaceae en heces de lobo marino comin (Otaria flavescen)
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pertenecientes a una colonia urbana de 38 ejemplares, situada en la ribera del rio
Valdivia al sur de Chile. Colectaron 30 muestras de heces, que fueron sembradas
en Agar Mac Conkey, Agar XLD (Xilosa-Lisina—Desoxicolato), e incubadas a 37°C
por 24 horasyyrealizando pruebas de oxidasa para diferenciar a bacilos Gram
negativos, perteneciendo a los géneros de Pseudomonas, Aeromonas,
Plesiomonas y Vibrios. La identificacion fue realizada por pruebas bioquimicas
convencionales, entre“las cuales se identificaron a E. tarda, Escherichia coli,
Hafnia alvei, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Serratia rubidea, Providencia rustigianii y Citrobacter braakii, de las cuales las
primeras tres especies son-bacterias oportunistas y forma parte de la microbiota

intestinal del lobo marino sudamericano.

Ogawa et al.,, (2010), realizaron “estudios en la flora intestinal, (piel y heces
fecales) de ballenas (Balaenoptera acutorostrata). En los ultimos afios, el andlisis
de secuencia de 16 ARNr se~ha convertido en el método estandar para la
identificacion de las bacterias.

Las muestras de heces fecales las suspendieron en solucion salina y realizaron
vaciados en placas con agar. El mediolcontenia 2%)de agar, que prepararon para
cada uno de los siguientes: caldo nutritivogcaldo GAM, MRS y Desoxicolato. Las
placas de agar las incubaron a 35°C por una semana. Después de su incubacion
las colonias fueron seleccionadas al azar. Las células aisladas fueron identificadas
por el programa BLASTIN para determinar la homologia que habia con otros
organismos y estas las almacenaron a 10°C. A través de pruebas, moleculares de
la secuencia 16 ARNr obtuvieron la identificacion de Enterococcus faecalis,
Enterobacter cloacae, E. coli, Clostridium sp. y Edwardsiella ictaluri,.]as cuales

forman parte de la microbiota intestinal de la ballena.

Actualmente en la Antartida se han estudiado a focas como reservorios'de
Salmonella sp., debido a que recibe las aguas residuales producto de-las

actividades humanas con lo que se introduce una gran cantidad de bacterias
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patégenas. Vigo et al., (2011), determinaron la presencia de Salmonella entérica
en mamiferos marinos de la Antartida como es el caso de la foca Weddell
(Leptonychotes weddllii) y el lobo marino antartico (Artocephalus gazella,
comprobande~su relacibn genética. Las muestras de heces fecales de los
mamiferos marinos se inocularon en caldo de Selenito e incubadas por 24 h. a
37°C. El aislamiente“fue realizado en agar Hektoen y confirmadas por pruebas
bioquimicas convencionales. Los resultados obtenidos se compararon con cepas
de S. entérica, provenientes de focas y de alimentos contaminados. Esta
comparacion reveld quesexiste una relacion gendmica entre las cepas aisladas y
por lo tanto puede indicar;"a’que estas bacterias entéricas sean introducidas y

posiblemente causar zoonosis.

Fernandez et al.,, (2011), identifiearon bacterias bioquimicamente a partir de
muestras aisladas en el cerebre, pulmoén, higado y rifidon en la ballena picuda
(Ziphius cavirostris). Los aistamientos/ fueron identificados por métodos
moleculares. El gen analizado 16S, ARNrsevel0 para las cuatro aislamientos
fueron identificadas genotipicamente con el 9979\% similar al tipo de cepa de C.
freundii. La especie Photobacterium fde identifieada en higado y pulmon. Estos
autores consideraron dos posibilidades para la fuente y la ruta de infeccion. El
primero es una infeccion pulmonar fetal debido a la aspiracion de liquido amniotico
contaminado durante el parto. La segunda es una tfansSmision vertical de la
infeccion con C. freundii y C. koseri. El reconocimiento de-las enfermedades
bacterianas en mamiferos marinos vivos con frecuencia représenta un reto. Esto
es aun mas dificil en los cetaceos varados que se descomponen y no, se cuentan
con datos clinicos. Por lo tanto, la necropsia y el andlisis de laboratorio son la

Gnica manera para determinar la causa de la muerte.
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3. Justificacion

El manatisde las Antillas T. manatus manatus es una especie declarada en peligro
de extincidn“y.esto se debe a los fuertes cambios que en la actualidad ha sufrido el
hébitat del mapati Antillano a lo largo de las costas y rios de México, América
Central, Colombia, Venezuela y Brasil.

Las fuertes alteraciones de su héabitat estén relacionadas con diversas actividades
humanas. El desarrOollo ha hecho que se incremente la contaminacién por
desechos orgéanicos e ‘industriales y por ruido (Morales-Vela y Olivera-Gémez,
1992).

La mayor parte de los estudios' realizados en México sobre el Orden sirenia, se
han enfocado principalmente afaspectos demogréficos, de conservacion y
aspectos genéticos, sin embargo son escasos 0 nNo se encuentran registrados
estudios donde se evalué el comportamiento de los microorganismos (bacterias,
hongos, virus) en animales de vida'libre y cautiverio.

Por lo tanto se considera que estudiar da presencia de bacterias patdgenas es
importante para la salud publica y prinCipalmente“para los organismos, debido a
gue pueden causar cuadros clinicos severos. Algunos estudios se han enfocado
en la identificacion de bacterias patdogenas como: EScherichia coli, Salmonella,
Shigella, Aeromonas, Vibrio entre otras, principalmenté_aquellas de la familia
Enterobacteriaceae.

Debido a lo anterior se considera importante monitorear la flora-bacteriana en un
manati en cautiverio, debido a que se genera conocimiento de” las especies
presentes en condiciones normales y el papel que juegan los microorganismos en
infecciones. Lo anterior con el objetivo de poder prevenir enfermedades_y~en su
caso aplicar tratamientos de una manera mas directa y econémica.

Esta investigacion pretende caracterizar e identificar a especies bacterianas
presentes en muestras rectales de un manati en cautiverio en la Divisiébn

Académica de Ciencias Biologicas, lo cual nos permitira conocer su microbiota y
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como posible reservorio de bacterias patdgenas. A su vez este estudio aportara
informacioén para la rehabilitacion del manati y permite evaluar, si los resultados
son los adecuados para una futura liberacion del individuo y para la validacion de
las medidas sanitarias.
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4. Objetivos

Objetivo general

Caracterizar la, flora bacteriana a partir de muestras rectales de un manati
Trichechus manatus, en cautiverio en la Division Académica de Ciencias
Bioldgicas, UJAT.

Objetivo especifico

Aislar e identificar las cepas bacterias procedentes de hisopado rectal de un

manati en cautiverio.

Determinar la presencia del género_Salmanella en muestras de hisopado rectal de

un manati en cautiverio.
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5. Materiales y métodos

Area de'estudio
El manati sé, encuentra en cautiverio en la Unidad de Rehabilitacion de Crias

Huérfanas de“Manati de Tabasco, en las instalaciones de la Division Académica
de Ciencias Biolégicas - UJAT, ubicada en la carretera Villahermosa- Céardenas
km 0.5, Tabasco, México, unidad piloto experimental que surge como apoyo al

programa de Acciony para la Conservacion de la especie manati (PACE-
Manati)(Figura 1).

Villahermosa

N

DIVISION ACADEMICADE CIENCIAS BIOLOGICAS
MPO. DEL CENTRO

CARRETERA VILLAHERMOSA-CARDENAS

Figura 1. Area de estudio (Elaborado por: Marcelino Peralta Gamas)

La edad del manati era de 2 a 3 semanas aproximadamente, cuando fue
rescatado en la rancheria Barranca y Guanal sobre el Rio Grijalva, Municipio-del
Centro, Tabasco, el 26 de junio de 2011. A la fecha del inicio de este estudio el
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manati presentaba una edad de 1 afio y cuatro meses. El animal se encontraba en
un estangue de plastico con dimensiones de 81cm de alto x 366cm de diametro,
con capacCidad de 6,899 litros, que es suministrada por la red de agua potable.
Posteriormente, fue transferido a un estanque de concreto que tiene una medida

de 5m de diametro por 1.8m de profundidad (Figura 2).

Figura 2. Estanque de plastico donde se mantenia al manati (Trichechus manatus
manatus Linnaeus;1758) al inicio.de este estudio.

Tomay transporte de muestras
Se realizaron ocho muestreos seriados (con un intervalo de 15 dias entre cada

uno, con el objetivo de no causar estrés en el animal. Cuatro muestreos se
realizaron en el estanque de plastico. Posteriormente, cuatro meses después el
animal se trasladé a un estaque de concreto y se realizaron otros cuatro
muestreos. Ambos estanques eran suministrados con agua potable. Las muestras
se tomaron rectalmente utilizando hisopos estériles realizando moyvimientos de
rotacion en las paredes rectales, hasta obtener suficiente muestra. Las-muestras
se almacenaron inmediatamente en Caldo Soya Tripticaseina con la finalidad' de

conservar viables las células bacterianas. Las muestras se transportaron (al
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laberatorio de Microbiologia de la Division Académica de Ciencias Biologicas para

su analisis inmediato.

AislamientQ’y purificacion
Las muestras«obtenidas de las heces fecales se sembraron en medios selectivos

por descargas “directas y por triplicado en Agar Mac Conkey (McK), Agar
Salmonella y Shigella'(ASS), Agar Soya (AS) y Agar Eosina de Azul de Metileno
(EAM).

Aislamiento de Salmonella

Para el aislamiento de Salmopelia los hisopos se inocularon en Caldo de Soya
Tripticaseina como medio de transporte, posteriormente en el laboratorio se
transfiri6 cada hisopo, a tubos con“caldo Selenio Selenito y Caldo tetrationato
como medio de preenriquecimiento para el aislamiento e identificacion de
Salmonella, incubado a 35 °C durante 18-24 h (Gonzaélez et al., 2010).

Después de la incubacion, se inaculg conun asa de platino a medios selectivos
(Agar Salmonella y Shigella (SS)/y.Agar " Sulfito de Bismuto (SB) para su
aislamiento utilizando el método de esttia‘cruzada elincubando al mismo tiempo y
temperatura sefialada en el parrafo anterier. Posterior. al tiempo de incubacion se
seleccionaron las colonias tipicas presuntivamente” como Salmonella para su
purificacion. La Unidad Formadora de Colonia se caracterizan bajo los siguientes

criterios: color, elevacion, margen y forma segun Winn et al., 2008 (Figura 3).

12 § Adolfo Lopez Hernandez



2013

Figura 3. Terminologia estandar para la caracterizaciéon de la @dad Formadora

de colonia (Winn et al., 2008). )\
e
X
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ldentificacion de las cepas bacterianas

Pruebasstintoriales (Tincién de Gram)

Como primera fase de identificacion taxondmica, se realizé la técnica de tincion de
Gram (Figura” 4), con el objeto de definir las caracteristicas tintoriales y
morfologicas de las diferentes cepas aisladas (Winn et al., 2008; OMS, 2004).

Preparary fijar la
muestra

l

Cubrir con colorante
de cristal violeta
durante 1 min.

l

Solucién Yodo Lugol
esperar1lmin.

l

Alcohol Acetona
30 seq.

!

Colorante deSafranina
durante 3058eg.

Qbservar
Gram - Gram +

Figura 4. Esquema general de la técnica de tincion.de Gram.

Identificacion taxonomica
En la segunda fase de identificacion taxonémica con las eepas obtenidas, se

realizo el sistema miniaturizado APl WEB, API 20 NE y API E (Biomérieux®).

Para las cepas bacterianas aisladas que presentaron una morfologia.de bastones
Gram negativos, no fermentadores de lactosa; se utilizé el sistema API 20-NE, que
permite la identificacion de bacilos Gram negativos no enterobacterias. LaGaleria
del sistema APl 20 NE estd compuesta por 20 microtubos (tubo o cupula)/que
contienen sustratos deshidratados para ocho pruebas bioquimicas y 12 de

asimilacion ademas de la prueba de oxidasa (Tabla 1y 2).
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Tahbta 1. Pruebas bioquimicas utilizadas en la galeria del sistema AP1 20 NE

(Biomérieux®).

Pruébas bioquimicas

Componente que

Pruebas de

Componente que

reacciona asimilacién reacciona
O3 Reduccidén de NO;; GLU Asimilacidén de
5 produccién de N, glucosa
'y h
TRP Degradacién de ARA Asimilacién de
triptdéfano hasta arabinosa
indol
GLU (;>’ Fermentacién de MNE Asimilacién de
O glucosa manosa
ADH Produccidn de MAN Asimilacidén de
arginina manitol
dihidrolasa
URE Higfobisis de NAG Asimilacién de
urea,® produccidn N-acetil-
de @sa glucosamina
ESC Hidrdélisis de MAL Asimilacidén de
ésculina, maltosa
produccioéon de\ s
gluCosidas
GEL Gelwatimasa GNT Asimilacién de
a [ PN gluconato
PNPG Beta- CAP Asimilacidén de
galactosidasa caprato
Y Al Asimilacién de
( ) 7\ adipato
MLT Asimilacidén de
malato
CIT Asimilacidén de
—~ citrato
PAC Asimilacién de
fenil-acetato

Tabla 2. Lectura de los diferentes pruebas bioquimicas para“la~identificacion de
bacilos Gram negativos no fermentadores de lactosa (API1 20 NE).

Tests Componentes Reacciones/enzimas ResuFrades
activos NEGATIVO POSITIVO
Nitrato Reduccién.delNitratos en NIT 1+ NIT 2 /2:5/min
NO3 Potésico .yltrltgs Incoloro Ros@-Rojo
Reduccidén de Nitratos en Zn/l5 Min
Nitrdégeno Rosa Incodox®
JAMES/inthediato U v
) incoloro
. Formacién de Indol Q
TRP L-triptofano ormaC}on de Indo verde
(TRiPtofano) o Rosa
palido/
Amarillo
GLU D-glucosa Fermentacién (GLUcosa) Azul a verde Amarillo
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GEL

Tabla 3. Lectura de las diferentes pruebas bioquimicas pa@ﬂ
bacilos Gram negativos utilizando la galeria del sistema API 2 W

ONPG

LDC

D-glucosa

D-manosa

N-acetil-
glucosamina

Gluconatopotéa
sico

Acido adipico

Citratotrisdd
ico

Orto-
nitro-
fenil-
galactoési
do

Lisina

R-galactosidasa

Lisinadescarboxilasa

Hidr6lisis (Proteasa)
(GELatina)

Asimilacidén (GLUcosa)

imilacidén (IMaNosA)
-y

Asimi i6n (N-Acetil-
cesamina)

(CITratotrisddico)

Incoloro

Amarillo

Amarillo

Sin difusién
del pigmento

Transparenci
a

Transparenci
a

Transparenci
a

Transparenci
a

Transparenci
a

Transparenci

amarillo (1%

naranja

Naranja/Ro
sa/Rojo

Difusidén
del
pigmento
negro

Turbio

Turbio

Turbio

Turbio

dentificacion de
iomérieux®).
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OD(/ Ornitina 2;n1t1nadescarbox1la Amarillo rojo/naranja (2)
Citratosd |Utilizacidén de Verde-palido/ azul-verde/ azul
(CIT) dico citrato amarillo (3)
v,»Tiosulfat Produccidén de
L as . . . : I 1 i 551
H2S Aésodlco dcidosulfhidrico needone) gEds | deposilite megeo
URE Urea Ureasa Amarillo rojo/naranja
T¥Fpootan Triptéfanodesaminasa |Amarillo* marrdn*
TDA o a
Triptéfan . . . . ..
IND o Produccidén de indol Amarillo* anillorojizo*
piruvaerduCCién de
< A\ _ * 10—
(VP) 5dico etolna "Voges Incoloro rojo-rosa
roskauer
gelatina : . . difusidén de
(GEL) de Kohn Gellatinasa No difusidn pigmento negro
Glucosa hjerge? cddn/Ordelaes Azul/verdoso Amarillo
GLU 6nd M:osa(4)
. Fermenta€idén/Oxidaci .
MAN Manitol 6nManitol \2) Azul/verdoso Amarillo
Inositol Izjermentli o/ Oxidaci Azul/verdoso Amarillo
INO 6n Inosit 4)
SOR Sorbitol girgiiiiiiinﬁ};ldam Azul/verdoso Amarillo
Fermentacidén aci ,
RHA Ramnosa 6ndeRam ’a(4) Azul/verdoso Amarillo
Sacarosa Fermen€afion/Ox IR Y Azul/verdoso Amarillo
SAC é6ndeSacarosa (4)
i Fermentadligé idac :
MEL Melibiosa éndeMelibi 4) C}gl/verdoso Amarillo
Amigdalin | Fermentacidn/Qxidaci .
) . : Azul A 11
AMY a 6ndeAmigdalina (49 gy verdoso marilio
Arabinosa /ermentaCJ_?n/ - Az rdoso Amarillo
ARA 6n de Arabinosa(4) *_
*) Requiere la adicidén de reactivos
1. Un amarillo muy palido debe considerarse positivo
2. Un color naranja palido después de 24 horas’ \de incubacidén podria
considerarse negativo.
3. La lectura debe hacerse en la cupula (aerobiosis)
4. La fermentacidén comienza en la parte inferior de los #ubos, la oxidacidén en
la superior

Para el caso de las cepas bacterianas con morfologia de ‘\bastones, Gram

negativos y fermentadores de lactosa, se utilizo el sistema APl 20\E, el cual

permite

identificar

aguellas

bacterias

que

pertenecen a™la

familia

Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram Negativos. La galeria APl 20 E consta de

20 microtubos (tubo y cupula) que contienen los sustratos deshidratados-para 23

pruebas bioquimicas distintas (Tabla 3).
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Figura 5. Galeria_APl NE (Biomérieux). a) Pruebas negativas; b) Pruebas
positivas.
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Figura 6. Galeria API E (Blomerleux). a) Rruebas negativas b) Pruebas positivas.

Preparacion de las galerias APl 20-E-y API 20 NE (Biomérieux®)

Las galerias se colocaron en una camara,de plastico que contiene alveolos, a los
cudles se les agrega entre 5 a 8 ml defagua destilada, lo que proporciona una
atmosfera humeda en la camara de incubacion. Posteriormente se colocan las
galerias, que se encuentran en bolsas térmicas estériles para su inoculacion e

incubacién (Figura 5).

Preparacion del inoculo para las pruebas API 20 E 'y API 20 NE (Biomérieux).

Cada cepa se resiembra en placas con Agar Mueller Hinton (Bioxon)'con el objeto
de obtener material biol6gico necesario para la inoculacion de lasgalerias e
incubadas durante 24 h a 35 °C+ 0.5 °C. Después de la incubacion, se realizdé una
suspension bacteriana en 5 ml de solucion salina (0,85%) hasta alcanzar“una

turbidez segun el tubo 0,5 de la escala de McFarland (Figura 6).
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Inoculacion de las galerias de las pruebas APl 20 E y API 20 NE
(Biomérieux®)

Los micretubos se llenaron con 150 pL de la suspension bacteriana, con la ayuda
de una micrapipeta con puntas estériles evitando la formacién de burbujas. Las
galerias se incubaron a 35 °C + 0.5 °C y por efecto del metabolismo bacteriano se
produjeron cambios*de colores espontaneos o bien al afiadir reactivos. La lectura
de las reacciones'. se” realizé segun las Tablas 2 y 3 donde se indican las
reacciones positivas o negativas (Figura 4 y 5). Los resultados fueron introducidos
en el software de identificdcion API web™, el cual es un sistema que se encuentra

en linea apiweb.biomerieux.ebm y que proporciona la identificacion de la cepa a

estudiar y el porcentaje de identificacion. Para los ensayos de asimilacion de la
galeria API 20 NE se utilizé una@mpolleta APl AUX Medium, transfiriendo 200 uL
de la suspension bacteriana y agitando\varias veces con la misma punta, con esta
suspension se rellenaron las siguientes cupulas; GLU, ARA, MNE, MAN, NAG,
MAL, GNT, CAP, ADI, MLT, CITy.PAC.

Conservacién de las cepas
La conservacion consistié en mantener viables y.cultivables a los microorganismos

durante periodos de almacenamiento, aceesibles de_recuperarlos y conservar sus
caracteristicas genotipicas y fenotipicas integras.“Para ello las cepas fueron
almacenadas por duplicado en tubos eppendorf con “‘capacidad de 1.5 ml, que
contendran caldo soya tripticaseina con glicerol al 50 %. Los tubos de BAB fueron
incubados durante 24 h. Posterior al tiempo de incubacion dos tubos fueron
tapados con papel parafilm y almacenados a 3-4 °C, con resiembras periddicas
cada 3 meses. Las cepas en caldo nutritivo se almacenaron bajo congelacion a -
18 °C.

Analisis de Resultados
Con la finalidad de determinar si las especies identificadas son parte de‘la\flora

normal del manati, los resultados obtenidos se compararon con otros estudios
(Tabla 4), para establecer si estas especies bacterianas son causantes de

enfermedades en el manati.
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Tablas4\Especies bacterianas que se han

marinos

Autor/Mamifero Especie

Coles et al., (1978)- Ledn Edwardsiella

marino, marsopafcetaceo) y

manati

Marsh et al., (2011)-"Manati, | Aeromonas, Bacillus, Bacteroides,

dugon

Gonzalez et al., (2010)-Lobo
marino comun

Ogawa et al., (2010)-
Ballenas

Vigo et al.,(2011)- Focas
Fernandez et al., (2011)-
Ballena picuda

Castinel et al. (2007)- Ledn
marino

Buck et al., (2006)- Delfin
nariz de botella.

Winn et al., (2008)- Reptiles y
anfibios

Kim et al., (2002)- Lobo
marino

Gonzales y Fuentes et al.,
(2010)- Lobo marino y delfin
mular

Citrobacter, Corynebacterium,
Edwardsiella, Enterobacter, Escherichia,
Eubacterium, Fusobacterium, Klebsiella,
Lactobacillus, Pasteurulla, Plesiomonas,
RProteus, Pseudomonas, Salmonella,
Serratia, Staphylococcus y Vibrio.
Edwardsiella tarda, Escherichia coli,
Hafnia , alvei, Morganella morganii,
Proteus-mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Serratia rubidea, Providencia rustigianii y
Citrobacter praakii.

Enterecoccus faecalis, Enterobacter
cleacae, Escherichia coli, Clostridium sp.
Y Edwardsiella ietaluri.

Salmonella entérica

Sp. Photobacteriim,’ Citrobacter freundii
y C. koserl.

Hafnia alvei, Proteus-mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Providengiay rustigianni y
Citrobacter brakii.

Achromobacter, Acinetobacter,
Alcaligenes, Moraxella, Oligella,
Pasteurella, Vibrio, Klebsiella
pnuemoniae, Proteus vulgaris,

Pseudomonas, Providencia alcalifaciens,
Serratia  liquifaciens, S. odorifera,
Staphylococcus aureus y Citrobacter
freundii.

Salmonella

Escherichia

Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae,
Providencia rustigianni y Citrobacter
brakii.
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Sugita et al., (1996)- Ledn Proteus mirabilis, Escherichia coli y
marino Pseudomonas.

Higgins et al., (2000)- Aeromonas hydrophila, Escherichia coli,
Beluga, delfin nariz de botella | Proteus mirabilis, Salmonella,
y foca grist Pseudomonas, Citrobacter.

Kim et al., (2002)- Lobo Escherichia coli

marino
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Titulo./ Flora bacteriana de las heces fecales de una
cria de manati en rehabilitacién.

*Lopez-Hernandez, Adolfo y Vazquez-Cruz, Lucero. Laboratorio
de microbiologia,. Divisidén Académica de Ciencias Bioldbgicas,
Universidad Juarez Autdénoma de Tabasco, km 0.5. Carretera.
Villahermosa - ( €ardenas, Col. Bosques de Saloya, 86000,
Villahermosa Tabasco,» México.

*microbitoss@gmail ¥com; lucerovc@gmail.com

Resumen
En este estudio se idemtificaron 90 cepas Dbacterianas a

partir de nmuestras rectales de wuna cria de manati en
cautiverio, en la Divigidén Académica de Ciencias Bioldgicas.
Se realizaron ocho muestreods cofi intervalos de 15 dias. Para
la obtencidén de la muestral se” utidizaron hisopos estériles,
que posteriormente se inocularon en. Agar Salmonella 'y
Shigella y Agar Eosina de Azul de Megileno, a través del
método por estria cruzada. Una vez aisladds~y) purificadas las
muestras se identificaron con el métodd ).del sistema
miniaturizado API 20 E Y API 20 NE. Se identifdiCaron a tres
familias, la mas abundante fue Enterobacteriaceae,” seguida de
Aeromonadaceae y Pseudomonadaceae; determinando seis fespecies
diferentes. Las especies més frecuentes, fueron Escheriechia
coli, Aeromonas hydrophila y Proteus mirabilis, dque ‘son

consideradas como bacterias comensales del intestino de
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diferentes mamiferos marinos: Dugones, delfines, ballenas. Se
identificé en menor porcentaje a Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomenas luteola y Morganella morganii, al igual que las
enterobacterihas se consideran parte de la microbiota
intestinal dediversos mamiferos. El conocimiento de la flora
bacteriana de una\poblacidén en cautiverio es importante para
el monitoreo del estado de salud y de las medidas de manejo,
asi como para prevenix’ riesgos potenciales de zoonosis.

Palabras claves: Manati, Cautiverio, Enterobacterias,

Bacterias, Heces Fecales.

Abstract

In this study 90 bacterial™famili€s-~were identified from the
rectal samples of a captive manatee fcalf, at the Division of
Biological Sciences UJAT. Eight samplingse were made, with 15
days intervals. Samples were taken with anAd inoculated into
Agar Salmonella and Shigella and Agar Eosline. and Methylene
Blue plates wusing the quadrant streaking t&chnique. Once
isolated and purified, samples were identifieds with the
miniaturized system API strips 20 E and API strips 20 NE.
Three families were identified; the most abundant)y’ was
Enterobacteriaceae, followed by Aeromonadaceae and

Pseudomonadaceae; distinguishing six different species. The
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most _frequent species were Escherichia coli, Aeromonas
hydrophila and Proteus mirabilis, considered as commensal
bacteria.diving in the intestine of different marine mammals:
dugongs, delphins, whales. A low percentage of Pseudomonas
aeruginosa, Pseéudomonas luteola and Morganella morganii was
identified, theéyw \are considered as part of the intestinal
microbiota in several mammals. Knowing the bacterial flora of
a colony in captivity is important for health monitoring and
manipulation, as well\.)as to prevent potential risks of

zoonosis.

Key words: Manatee, GCaptivitlyy” Enterobacteria, Bacteria,
Faeces.

Introduccién

Los manaties son mamiferos adaptados pafastvivir completamente
en el agua. Pertenecen al orden Sirenia, ceonformado por cinco
especies recientes, de 1las cuales sdélo sobreviven cuatro:
Trichechus manatus (Linnaeus, 1758), T. senegalensis (Link,
1795), T. inunguis (Natterer, 1883) vy el Dugbng dugong
(Miller, 1776) (Morales y Olivera, 1992).

Actualmente la informacién con enfoque sanitarie o/y
epidemioldédgico, hacia estas especias de mamiferos, aun (son

escasas o0 no estan publicadas (Coles et al., 1978; Marsh et
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alyf, 2011), la mayoria de los investigadores se han centrado
en aspectos ecoldgicos y parasitoldgicos (Hernandez, 2008;

Goémez et.al., 2010).

En mamifeross” marinos se ha reportado a la familia
Enterobacteriacea&, como una de las principales colonizadoras
del tubo digestivo.s/Esta familia se distribuye ampliamente en
la naturaleza; tierray agua, sobre plantas y como lo indica
su nombre son parte del’ tubo digestivo de seres humanos vy
animales.

Algunas de las especiessde esta familia se han reportan como
patdbgenas para el Thoeombre Como; E. coli, Klebsiella,
Enterobacter, Salmonella, ™ por, méncionar algunas de ellas,
pueden llegar a producir désde uné Jklasica diarrea hasta
diarrea con sangre que puede llegar a edausar la muerte si no

se atiende oportunamente (Winn et al., 2008).

Se ha documentado a FEscherichia coli, Pseudomenas, Proteus
mirabilis, Aeromonas spp., como parte de la florasintestinal
en manati (Sugita et al., 1996; Marsh et al., 2011 Kim et
al., 2002). Se ha reporta a E. coli como causahte de
endocarditis bacteriana responsable de la muerte de un I€dn

marino en California en vida 1libre, la cepa fue aislada &
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partir, de muestras de rifiébn, ganglios linfaticos, intestino y
corazdén. En Lobo marino, delfin nariz de botella, foca gris y
delfin mular se han identificado a Edwardsiella tarda, E.
coli, Hafnia-alvei, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Serratia rubidea, Providencia rustigianii y Citrobacter
braakii, que fopman parte de la microbiota normal presentes
tanto en organismos sanos como enfermos (Higgins et al.,
2000; Castinel et al.g# 2007; Gonzalez et al., 2010).

Entre las estrategias actuales para la proteccidén del manati
se puede seflalar los casos \de animales en cautiverio con el
objeto a su reintroduceddn (Semarnat/Conanp, 2010). En este
sentido para mantener ¢ y~rehabilitar estos animales es
necesario monitorear su ™salud (e=~-instaurar las medidas

sanitarias para un buen manejo.

Este estudio generara conocimiento de lasgespecies presentes
en condiciones de cautiverio vy ©poder asi. comparar 1los
resultados con manati en vida libre, con el\Jobjetivo de
determinar si son un reservorio de agentes Zoondticos
(microorganismos), debido a que estos mamiferos ®&stan en
contacto con aguas residuales de tipo doméstica, que ‘ne® son
solo un problema de salud publica sino también para os

animales acuadticos (Haesebrouck et al., 2009). Las aguas
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regiduales pueden llegar a alterar los factores ambientales
(quimicos, fisicos vy bioldbgicos), causando estrés en los
animaleg.acudticos.

Esta investdgacién se planted el objetivo de caracterizar la
flora Dbacteri@na en muestras rectales de un manati en
cautiverio (DACBM01), con 1la finalidad de <conocer su
microbiota vy aporfar informacién para su rehabilitacidn.
Ademéds permitira evaldar si los resultados obtenidos son los
adecuados para una futura _liberacidén del individuo y validar

las medidas sanitarias efectuadas durante su cuidado

Materiales y métodos

Area de estudio

El manati se encuentra confinado en la Unidad de
Rehabilitacién de Crias Huérfanas des Manati de Tabasco,
ubicada al Noroeste 19°89'062” y al Este 405°02’558”, en las
instalaciones de la Divisidén Académica de Cileneias Bioldgicas

- UJAT, en Villahermosa, Tabasco, México.

Toma de muestra
Se realizaron ocho muestreos seriados con un intervalo_de 15
dias entre cada uno, con el objetivo de no causar estrés’ en

el animal. Los primeros cuatro muestreos, se realizaron
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cuando, el animal tenia una edad aproximada un afio y cuatro
meseS de .edad, se mantenia en un estanque de pléastico de 81
cm de alk#o x 366 cm de didmetro, con capacidad de 6,899
litros de #agua. Posteriormente, cuatro meses después el
animal se trasladdé a un estanque de concreto de 5 m de
didmetro por 1.84\m de profundidad y se realizaron otros
cuatro muestreos. “Ambos estanques eran suministrados con agua
potable.

Las muestras se tomarén rectalmente utilizando hisopos
estériles realizando movimientos de rotacidédn en las paredes
rectales. Las muestras sé almacenaron inmediatamente en Caldo
Soya Tripticaseina con ¥a-finalidad de conservar viables las
células bacterianas vy “transpoftadas al laboratorio de

microbiologia, para su analisis®inmediato.

Aislamiento e identificacién bacteriana

Las muestras rectales se sembraron por descargas directas vy
por triplicado en Agar Mac Conkey (Mck), Agafr\)Soya (AS) vy
Agar Eosina de Azul de Metileno (EAM).Las pladas fueron
incubadas a 35 °C durante 18-24 h. Como primera? fidse de
identificacidén taxondmica, se realizd la técnica de tinmcidn
de Gram (Winn et al., 2008), posteriormente se identificaron

con el sistema miniaturizado API WEB (Biomérieux®)w
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utilizando la galeria biogquimica API 20 NE para bacilos Gram
negativos, no fermentadores y API E ©para Dbacilos Gram

negativdsefermentadores de lactosa.

Identificacidén de Salmonella

Las muestras kegtales fueron inoculadas en tubos con caldo
Selenio-Selenito % caldo tetrationato como medio de
preenriquecimiento para el aislamiento de Salmonella,

incubados a 35 °C durafites<18-24 h (Gonzalez et al., 2010).

Posterior al tiempo de Sincubacidédn las muestras fueron
inoculadas en placas con2Agar \Salmonella y Shigella (SS) vy
Agar Sulfito de Bismutow(3B) imcubando al mismo tiempo vy
temperatura seflalada en el @arrafowfanterior. En Agar SS se
seleccionaron aquellas colonias inc@leras con produccidn
dcido sulfhidrico (punto negro) y en Aga¥ \SB con coloracidn
de marrones a negras con brillo metdlico. Una vez
seleccionadas y purificadas 1las cepas fuerons identificadas
con el sistema miniaturizado API WEB (Biomérieux®),
utilizando la galeria bioquimica API 20 NE para bagilos Gram
negativos no fermentadores.

Resultados y Discusién

Se aislaron 90 cepas bacterianas agrupadas en tres familiag,

la mas abundante fue Enterobacteriaceae, seguida de
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Aeromonadaceae y Pseudomonadaceae. De las cepas aisladas, se
identificaron seis especies diferentes: Proteus mirabilis,
Escherichda coli, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas
aeruginosa ,Morganella morganii y Pseudomonas luteola.

En los primero$§ cuatro muestreos P. mirabilis fue la bacteria
mas frecuente,” »Seguida de E. coli, A. hydrophila y P.
aeruginosa (58, 3%, 8 vy 3%, respectivamente). Para los
muestreos realizadoss” en los Ultimos cuatro meses, A.
hydrophila fue la especi€e .mas frecuente, seguida de E. coli,
P. luteola, P. aeruginosa,vP. mirabilis y M. morganii (44,
37, 7, 6, 4 yv 2 % respegtivamente).

En los resultados se obsérva que”P. mirabilis se presentd en
mayor proporcién en los™primer0s..cuatros muestreos, que
corresponde al periodo en que €l animal se encontraba en el
estanque de pléastico, posteriormente “descendié a un 4 %,
predominando la presencia de A. hydrophila_.y E. coli en el
segundo muestreo.

Esta variacién puede ser atribuida a la alimentagidén, debido
a que en la primera etapa el manati presentabasuna dieta
basada en formula lactea suministrada cuatro veces @l dia y
complementada con una mezcla de pasto alemén, hoja de zawza y
sombrilla. La dieta se modificd en el estanque de concneto

con una toma de leche y el aumento en la cantidad ade
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vegetacidén incluyendo las anteriores méds lambedora, Egipto

panamefio y guatope.

Por otra pafte, el cambio en la flora puede ser consecuencia
que la leche” f@vorece el crecimiento de otras bacterias como
Lactobacillus, Bifidobacterium )% Streptococcus sp,
consideradas como ‘estabilizadores de la flora microbiana, que
elimina a patdgenos enterotoxigénicos tales como E. coli y
Vibrio cholera (Aranda,~21997; Rodriguez, 2009).

Las bacterias acidoléacticas, actian como inhibidoras sobre
otras bacterias tales @omo E. coli, Neisseria gonorrhoeae,
Pseudomonas sp, Staphylococcus aureus, Salmonella sp,
Bacillus sp, Shigella sp V1Vibrid sps, debido a que llegan a
producir sustancias antimicriobianas® o) producir metabolitos

para neutralizar la enterotoxina de E. “e0Zli (Aranda, 1997).

Todas las especies identificadas se consideran Dbacterias
comensales del intestino en diferentes especieg\de mamiferos
como dugones, delfines, Dballenas vy humanos (Buck “Net al.,
2006, Ogawa et al., 2010 y Marsh et al., 2011). A¥guhas se
comportan como saprofitas, es decir que se encuentran_ en el
medio, son resistentes a los agentes externos, son muy pO6Co

exigentes en sus necesidades nutritivas, son capaces de
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crgcer, y desarrollarse en medios minimos y llegar a producir
infeCciones (Cortés y Vazquez, 2002, Madigan et al., 2004).
La famildlda Enterobacteriaceae se reporta como parte de la
flora intestinal normal de los mamiferos, sus especies no
necesariamentes producen enfermedades e incluso algunas
contribuyen en®4ay funcidén y la nutricidn normal y ciertos
géneros llegan a ‘“woOlverse patdgenos, solo cuando colonizan
los tejidos que estam fuera del tubo intestinal (Guiris et
al., 2007).

E. coli es la especiel bacteriana recuperada con mayor
frecuencia en los laboratorios clinicos, es causante de
enfermedades infecciosas” gue pueden afectar cualquier tejido
y sistema organico humano, puede {legar a causar infecciones
en las vias urinarias, heridas‘y nedmonia. Algunas serotipos
son altamente patdgenos, causantes de’ colitis hemorragica

(Winn et al., 2008).

Kim et al., (2002), menciona que E. coli y Pseudomonas pueden
llegar a causar endocarditis en perros y gatos. Engssw estudio
reportan a E. coli como responsable de la muerte de& _an Ledn
marino (Zalophus californianus) en California. Las cepas de
E. coli se aislaron en muestras de rifdn, ganglios

linf4ticos, intestino y corazdn, estos autores mencionan que
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fueg la responsable de endocarditis Dbacteriana en el ledn
marinoJy ,que pueden llegar a deteriorar el musculo cardiaco
hasta cdusar la muerte (Winn et al., 2008).

En los manaties huérfanos se han reportado infecciones en el
ombligo (onfaditis bacteriana) vy peritonitis, que pueden
llegar a causarsla muerte de los manaties, muchas de estas
infecciones involucfan a P. aeruginosa, Salmonella spp., y
Clostridium difficilegs(Leslie et al., 2001).

Sugita et al., (1996) ywHiggins, (2000), reportan a E. coli y
P. mirabilis en lobo marinoy provocando peritonitis y cuadros

infecciosos extraintestimales.

Se identificé a P. aeruginesa V. duteola aisladas en baja

proporcidédn (4 % cada una). Marsh et Jal., (2011) y Higgins

(2000), han reportado estas mismas ‘eSpecies en sirenios,

beluga (Delphinapterus leucas), delfin ghariz de Dbotella
(Tursiops truncatus) y foca gris (Halicheerus grypus),
causantes de peritonitis % cuadros infecciosos

extraintestinales.

En vida libre se ha reportado a Salmonella panama en Sirenios
y en Florida a Salmonella sp. como causante de diarreag e

incluso la muerte (Marsh et al., 2011). Las Salmonelas se
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comsideran Dbacterias patdgenas primarias de otros animales
como’ aves de corral, vacas, cerdos, mascotas, aves, ovejas,
focas, buwrros, lagartos, viboras, ranas, sapos, tritones vy
salamandrasys consideradas como la fuente ©principal de
salmonelosis  n6 tifoidea en los seres humanos. Los reptiles y
los anfibios es&dn colonizados comunmente por Salmonella vy
eliminan el micreofganismo a través de las heces fecales
(Winn et al., 2008).

En este estudio no se’ _.detectd la presencia del género
Salmonella, por lo tanto (las, medidas de manejo han sido las
adecuadas para evitar lalpresencia de esta bacteria patdgena,
cabe mencionar que durante-estesestudio no presento cuadros

diarreicos.

Las seis especies identificadas en estesestudio se consideran
bacterias oportunistas, esto quiere decir gue pueden llegar a
causar cuadros clinicos desde ligeros hasta graves
dependiendo del sistema inmunoldégico del manati y de su
cuidado (Algorta et al., 2004).

Estudiar la flora bacteriana en un manati en cautivef¥ie, es de
vital importancia. Pues este conocimiento permite identificar
aquellas especies presentes como parte de la flora normal @del

intestino de estos animales, ademéds de identificar aquellos
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midroorganismos causantes de enfermedades y en su caso poder
contar con herramientas para aplicar tratamientos
profilacdticos y elevar el 1indice de supervivencia de los

animales manbenidos ex situ.

Permitird identificar individuos inmunodeprimidos o enfermos
en vida 1libre, yw.Prevenir =zoonosis bacterianas, es decir
aquellos microorganismos que se pueden trasmitir de animales
a humanos o viceversa (Santoro et al., 2006).

El conocimiento de la microbioclogia rectal de esta especie es
fundamental ©para diaghosticar desordenes de la flora
digestiva asi como prevénir pfroCesos secundarios o estrés,
todo ello dirigido a optimizar (pregramas de conservacioén,
reproduccién y rehabilitacidnl,

Finalmente este estudio aporta informaeidén valiosa aplicable
para la conservacién, reproducciédn, repoblamiento y
rehabilitacién de la especie, evitando la proliferacidn de
cepas patdgenas causantes de cuadros diarreicos('e) infecciones

en la piel.

Conclusién

Esta investigacién es el primer reporte en Tabasco sobre
microflora bacteriana en heces fecales de manati en

cautiverio, aportando informacidén para los programas de
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comseryvacidén, reproduccidén y repoblamiento de las especies y

ademds spara la rehabilitacién.

Con base em~wlos resultados obtenidos se considera que las
especies de baCterias aisladas y en las cantidades en que se
encontraron no ‘“peEpresentan un peligro de salud en el manati

monitoreado.

No se aislaron cepas del¥ género Salmonella, lo que significa
que el manejo para el contrel sanitario ha sido el adecuado.
Finalmente, se recomienda efectuar estudios en manaties en

vida libre para comparardo-con 4o”encontrado en cautiverio.
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Anéxo. 1. Fotografias

a y b) Estanque de plééé? donde se rehabilitaba a la manati
(Trichechus manatus mangfg Linnaeus, 1758)., 1localizado en
las instalaciones de 1!53 ivisién Académica de Ciencias
Bioldgicas.

a) Prueba de oxidasa.; b) Preparacién de caldo Te onato
(Medio selectivo para el aislamiento del género Salm
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‘b)

a y b) Preparacidn dec: S cepas bacterianas para su
identificacién en soluci ina hasta alcanzar una turbidez

a
de 0.5 segun la escal Mcfaai?nd.
‘

n
[\

para su posterior identificacidén; Db) Inoculacidn de
galerias API 20 E y API 20 NE.

a) Preparacidén de las cepas bacterias en Agar Muller ;%gg;i
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b)

turas de las reacciones de las

il
ez

a) Pruebas bioquimicas paﬁsl_ identificacién de bacterias
Gram negativas en API E; b)§§SC
0

pruebas bioquimicas API

a)

a) Escherichia coli en agar Eosina Azul de Metilens‘S\b)
Proteus mirabilis en agar Mac Conkey. <r)

O

.
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a) Aeromonas hydrophila
coli en agar Mac Conkey.
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a)<§59udomonas aeruginosa en agar Eosina Azul de Metileno.;
b) ‘iffus mirabilis en agar SS.

7

a) Estanque de concre onde traspasé al manati. b) Toma
de muestra rectal con sopo;z
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Anéexo. 2. Normas editoriales

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

REVISTA
PERUANA DE
BIOLOGIA

Alcance (y*politica editorial

La Revista Peruana de Biologia estd dedicada a la publicacidn
de los resultados,de investigaciones originales e inéditas en
las areas de BRiodiversidad, Biotecnologia, Manejo ambiental,
Ecologia y Biomédicas. Los trabajos recibidos son evaluados
por miembros del Comité Consultivo y &arbitros externos segun
criterios de <creatiyidad, originalidad vy contribucidén al
conocimiento.

Forma y preparacién de manuscritos

El articulo deberd ser envViado acompafiado de una carta al
Editor Jefe, 1indicande’ el caracter inédito, original vy
responsable del trabajos

El articulo debe ser entregado poOrewtriplicado, el texto del
articulo debe ser presentaddo sen letras Courier 12 puntos,
doble espacio en papel bond¢R4. El&#itulo no debe de exceder
de 12 palabras, debe expresar.el contenido real del trabajo;
si incluye un nombre genéricolosespecdfico se indicaran los
taxa de referencia.

El articulo deberd ser acompafiado de los réspectivos archivos
electrdénicos del texto, leyenda y tablas en . MS-Word, graficos
de MS-Excel y otras ilustraciones en formato TFEF.

Las figuras incluyen mapas, esquemas, fotografil@s, diagramas,
dibujos, graficos, etc. Deben estar separadas del texto y su
ubicacidén debe sefialarse con lapiz en el margen derecho del
manuscrito. Los dibujos, diagramas, mapas y grafiecos deben
ser presentados en papel Canson y en tinta china,~en un
tamafio A4, montados sobre cartulina Dblanca. Los dibtjos vy
fotos de estructuras y organismos deben 1llevar una ‘“escala
para facilitar la determinacidén del aumento.

Solamente se reciben los positivos de fotografias en blancofy
negro, con amplio espectro de tonos y buen contraste,
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momtados en cartulina blanca A4. Costos por fotografias a
colof deben de ser asumidos por el autor.

Las leyendas de las figuras deben presentarse en hoja aparte
y debenl.=ser suficientemente explicativas. Las figuras vy
tablas s&) enumerardn en orden correlativo con numeros
aradbigos. Cdda tabla debe llevar un titulo descriptivo en la
parte superidn;  las fotografias se consideraran figuras para
SuU numeracion.

Solo se acepta’ £0tos digitales con resoluciones mayores de
600 dpi y mas de @5~x 10 cm de tamafio, en formato TIFF.

Los nombres cientifitos del género vy especie 1iran en
cursivas. La primeras# vez gque se cita un organismo deberé
hacerse con su nombrev#Cientifico completo (género, especie y
autor); posteriormente podrd citarse solamente la inicial del
nombre genérico y el nombre especifico completo.

Debe usarse unidades del Sistema Internacional de Medidas. Si
fuera necesario agregar medidas en otros sistemas, las
abreviaturas correspondientes \/deben ser definidas en el
texto. Decimales con comd,-no punto (ejemplo: 0,5).

La Revista cuenta con las siguientes..secciones:

a. Trabajos originales. Son drticulos inéditos de
investigaciones en las &reas( de ldss/Ciencias Bioldgicas.
Deben contener las siguientes partes: Té#tulo (en castellano y
en inglés), nombre de los autores, Institucién de 1los
autores, Direccién del autor a la que deben dirigirse 1las
correspondencias, Resumen no mayor de Z50 palabras (en
castellano e 1inglés), 5 palabras clave (en. castellano e
inglés), Introducciédn, Material y Métodos, Resultados,
Discusién, Agradecimientos y Literatura Citéda. Todo el
articulo debe tener en promedio 20 paginas, las \tablas vy
figuras deben ser solo las necesarias para Una mejor
exposicién de los resultados.

b. Notas cientificas. Son reportes de resultados deldnterés
para la comunidad cientifica cuya extensidén no serd mayer de
4 paginas. Esta seccidén debe tener las siguientes partes:
Titulo (en castellano e inglés), nombre del auton,
institucién de los autores, direccidén del autor a la que debE
dirigirse 1la <correspondencia, Resumen no mayor de 250
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pal¥abras (en castellano e inglés), cuerpo del articulo vy
Litefatura Citada.

c. Argiculos de Revisidén. En esta seccidén se incluyen
trabajog..que constituyen una exhaustiva revisidén de un tema
de las (Ciencias Bioldbgicas. Deben contar 1las siguientes
partes: Tittdo (en castellano e 1inglés) nombre del autor,
nombre de L&l yInstitucidén, direccidédn del autor, Resumen (en
castellano €4 inglés), cuerpo del articulo vy Literatura
Citada.

d. Comentarios. $oms articulos de opinidn respecto a temas de
interés en las Ciencias Bioldégicas. Deben contar con las
siguientes partes: Titulo (en castellano e 1inglés), nombre
del autor, nombre de” la institucidn, direccidn del autor,
cuerpo del articulo y ¥iteratura Citada.

Las citas en el texto dében incluir nombre del autor y afio
(ejemplo: (Carrillo, 1988) Vo de acuerdo a Sanchez (1976) o
(Chavez y Castro, 1998; Rises; 1999; Piedra, 2001)). Si hay
varios trabajos de un afitor en un mismo afio, se citard con
una letra en secuencia.-.adosada al afio (ejemplo: Castro,
1952a) . Cuando hay més #de -dos’ autores se citard al primer
autor y se colocard et alV¥ ,(Ejemploe: (Smith et al., 1981) o
"seguin Smith et al. (1981)™)=

La Literatura Citada incluir@ “todas® las referencias citadas
en el texto dispuestas en ordénjalfabético del apellido del
primer autor, sin numero que la anteceda’ sEjemplos:

Hernaez, P. and S. Palma. 2003. Fecundity,y egg volume and
reproductive output of five species of intertidal
porcellanids from northern Chile (Decapoda, “RPdrcellanidae).
Investig. mar. 31 (2): 35-46

Echeverria, C. A. 2002. Black corals (Cnidaria:” Anthozoa:
Antipatharia): first records and a new species ~from the
Brazilian coast. Rev. biol. trop. 50 (3-4):1067-1077

Uzcanga, G., J. M. Galan-Caridad, K. N. Suarez, et all_2003.
Divalent cation hinder the solubilization of a tubulin kdnase

activity from Trypanosoma cruzi epimastigotes. Biol. Res./ 36
(3-4): 367-379.
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Catala, S. S., D. M. Maida, H. Caro-Riano, et al. 2004.
Changes associated with laboratory rearing in antennal
sensilla ,patterns of Triatoma infestans, Rhodnius prolixus,
and Rhednius pallescens (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae).
Mem. Inste Oswaldo Cruz. 99 (1): 25-30.

Las citas de~articulos en prensa deben incluir el volumen, el
afio y el nombre de la revista donde saldran publicados; de lo
contrario debefan ser omitidos.

Solamente deberdn, citarse referencias wvalidas, esto es
publicadas en revistas u otras de caracter periddico. Debe
evitarse las citas’” a resumenes de congresos, eventos vy
comunicaciones personales.

El autor principal reeibird libres de costo 10 separatas de
su articulo. Un numero” de separatas adicional podra ser
solicitado antes de laf impresién teniendo en cuenta los
costos respectivos.

Envio de manuscritos

Leonardo Romero

Revista Peruana de Biologia

Facultad de Ciencias Biolégieas UNMSM
Casilla Postal: 11-0058 Limas11
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