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Abstract

Salmonellosis is a high prevalence infectious diseases worldwide and tur-
tles have been recognized as chronic carriers. Studies have reported the
presence of Salmonella spp in river turtles in different countries; however,
studies in wild individuals are less common. The objective of this study
was to identify the presence of Salmonella spp in wild (n=50) and in cap-
tivity (n=55) river turtles in Uraba Antioqueno (Colombia) between 2015-2016.
Trachemys venusta, Rhinoclemmys melanosterna, and Kinosternon leucosto-
mum were included. Feces samples were taken by cloaca swab, cultures
were performed, and DNA extraction and PCR were made from the colonies
isolated. From total population(n=105) two male, adults in captivity were
positive, the specie was R. melanosterna. The results obtained do not ex-
clude infection due to the intermittence in the excretion of the bacteria in
feces. This research provides evidence of the presence of the bacteria in
turtles from the region and highlights the requirement to implement pre-
ventive activities to reduce contact with these species, and decrease the
probability of transmission of nontyphoidal salmonellosis in human popu-
lation around the region.

Keywords: Colombia, river turtles, Salmonella spp, Uraba.

Resumen

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa de alta prevalencia a nivel
mundial en la cual las tortugas han sido reconocidas como portadores cré-
nicos. Diferentes estudios han reportado la presencia de Salmonella spp. en
tortugas de rio en diferentes paises, sin embargo, ha sido poco reportada en
individuos en libertad. El objetivo de este estudio fue determinar la presen-
cia de Salmonella spp. en tortugas de rio en cautiverio (n= 55) y en libertad
(n=50) en el Uraba antioqueno (Colombia) entre 2015-2016. Se incluyeron
las especies Trachemys venusta, Rhinoclemmys melanosterna y Kinosternon
leucostomum. Se tomé la muestra de materia fecal por hisopado cloacal, se
cultivé y de las colonias aisladas se realiz6 extraccion de ADN y reaccién
en cadena de polimerasa (PCR). De la poblacién muestreada (n=105) se en-
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contraron dos individuos positivos a Salmonella spp., ambos en cautiverio, machos,
adultos y pertenecientes a la especie R. melanosterna. Los resultados obtenidos no
excluyen la posibilidad de infeccidon debido a la intermitencia en la excrecién de la bac-
teria en heces. Esta investigacion aporta evidencia a la presencia de la bacteria en las
tortugas de la region de estudio y la necesidad de implementar medidas preventivas
gue disminuyan el contacto con estas especies, y por lo tanto la probabilidad de trans-
mision de salmonelosis no tifoidea en la poblaciéon humana de la region.

Palabras clave: Colombia, Salmonella spp., tortugas de rio, Uraba.

Resumo

Salmonelose é uma doenca de alta prevaléncia mundial. As tartarugas sao reconheci-
das como portadoras crénicas. Em diferentes paises tem sido relatado a presenca de
Salmonella spp. em tartarugas de rios embora, poucos sao os estudos em individuos
selvagens. O objetivo deste estudo foi identificar na regido do Uraba Antioqueno (Colombia)
nos anos 2015 e 2016 a presenca de Salmonella spp. em tartarugas selvagens (n = 50)
e em cativeiro (n = 55). Foram incluidas tartarugas das espécies Trachemys venusta,
Rhinoclemmys melanosterna e Kinosternon leucostomum. Foi coletada por esfregaco
cloacal e para cultura uma amostra de fezes. A partir das colénias isoladas foi rea-
lizada extracao de DNA para testes moleculares (PCR). Da populacdo total (n = 105)
foram positivos do grupo de cativeiro dois machos adultos da espécie R. melanosterna.
Devido a intermiténcia na excrecao das bactérias nas fezes os resultados obtidos nao
excluem a infeccao. Esta pesquisa fornece evidéncias da presenca da bactéria em
tartarugas da regiao do Uraba e destaca a necessidade de implementar atividades
preventivas para reduzir o contato com essas espécies selvagens e diminuir a proba-
bilidade de transmissao zoondtica de salmonelose nao tifoidal na populacao humana
da regiao.

Palavras-chave: Colombia, Salmonella spp, tartarugas de rios, Uraba.

Introduccion

La salmonelosis es una enfermedad de alta prevalencia, con 1,2 millones de casos y
450 muertes por ano, solo en Estados Unidos Ly un estimado de un millén de muertes
anualmente a nivel mundial2 El cuadro clinico en humanos incluye signos como gas-
troenteritis, nauseas, vomito, diarrea, colico abdominal. Ademas, puede ocasionar
fiebre, septicemia y es una causa potencial de muerte 2,

La infeccion por Salmonella spp. es causada por el consumo de comida y/o agua
contaminada (transmision fecal-oral), transmision persona a persona, exposicion
ambiental o contacto con animales infectados de manera indirecta o directa 2%
Debido a la habilidad de la Salmonella spp. para sobrevivir en productos carnicos
mal cocidos, estos se convierten en una de las vias principales de transmision 12

Las tortugas pueden ser portadoras asintomaticas frecuentes de Salmonella spp. Esta
bacteria es comensal de su tracto gastrointestinal y es eliminada por la materia fecal
del animal 22 En casos de estrés se pueden evidenciar signos, como enteritis o sep-
ticemia, lo cual se suele presentar en cautiverio 21212 Se estima que cada ano 93,000
personas se infectan de Salmonella spp. como resultado del contacto con reptiles en
Estados Unidos £, considerando los ninos como la poblaciéon en mayor riesgo. Las
tortugas excretan la bacteria de manera intermitente en sus heces 28212 También se
puede encontrar en la superficie corporal de estos animales y en el agua en las que
estas habitan 242,
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La infeccion por Salmonella spp. ha sido poco reportada en tortugas en libertad 2812,
Dentro de los estudios realizados, pocos han demostrado diferencias en la presencia
de la bacteria entre tortugas en libertad y en cautiverio.

No se ha reportado la prevalencia de Salmonella spp. en tortugas de rio en la region
del Uraba antioqueno, siendo esta una zona de alto riesgo por las condiciones ambien-
tales y socioculturales que presenta; como la tenencia ilegal de especies silvestres
como mascotas, practicas recreativas de la comunidad en el habitat natural de estos
reptiles y el consumo de carne y huevos de tortuga. Ademas, es una de las regiones
mas biodiversas de Colombia, alberga al menos tres especies diferentes de tortugas
de rio y una variedad de fuentes hidricas; esto la hace susceptible a la alta extraccion
ilegal de animales silvestres y el uso de estas especies en sus practicas culturales.

En este contexto, el objetivo de este estudio fue determinar la presencia de Salmonella
spp. en tortugas de rio, tanto en libertad como en cautiverio en el Uraba antioqueno.

Materiales y métodos

Consideraciones éticas
Esta investigacién fue aprobada por el Comité Institucional para el Uso y Cuidado de
los Animales (CICUA) de la Universidad CES, en elacta 11 del 18 de diciembre del 2014.

Localizacion

Los puntos de toma de muestras se ubicaron dentro del municipio de Carepa (Uraba,
Antioquia), zona de bosque himedo tropical con cuatro rios dentro de su territorio y
una pluviosidad promedio anual de 2.000 mm. Altitud promedio de 28 msnm y tem-
peratura entre 20y 35°C 8; (Figura 1).

Colombia d Municipio de Carepa

Kildmetros m—

Figura 1. Ubicacion geografica de los puntos de muestreo


http://revistas.ces.edu.co/index.php/mvz

Penagos Gaviria M et al.

MEDICINAVETERINARIAYZOOTECNIA

Mayo - agosto 2018 - Pagina 114

Poblacion y toma de muestras

Estudio transversal prospectivo. La poblacion de estudio incluy6 un total de 105 indi-
viduos, divididos en dos categorias, en cautiverio (n = 55) y en libertad (n = 50). Los
individuos en cautiverio se encontraban en la Estaciéon de paso de Fauna Silvestre
en el Municipio de Carepa (-76,6627; 7,7727), y provenian de entregas voluntarias o
decomiso por su tenencia ilegal. Para la poblacion en libertad, se realizé la captura
de los individuos por medio de una red, en dos rios del Municipio (-76,8194; 7,8266).
Los individuos de esta poblacion fueron marcados en el caparazén mediante una
senal realizada con lima industrial para evitar recaptura e inmediatamente fueron
retornados al sitio de captura posterior a la toma de la muestra.

Se obtuvieron datos de cada individuo, especie (Trachemys venusta, Rhinoclemmys
melanosterna, Kinosternon leucostomum), sexo (hembra, macho o indefinido), peso
(en kilogramos), tamano (largo y ancho del caparazén en centimetros) y edad (ju-
venil, adulto o indefinido). Se realizé lavado del drea cloacal con abundante agua
y se desinfectd con alcohol, se tomo la muestra de materia fecal por medio de un
hisopado cloacal (Figura 2A y 2B), posteriormente el hisopo se introdujo en un medio
de transporte (500 pL de Caryblair®), y fue refrigerado a 4°C hasta el momento del
procesamiento.

Figura 2. Descripcion de procedimientos en el desarrollo del estudio. (A) Mediciones de
tortuga palmera (Rhinoclemmys melanosterna) para identificacion del individuo y edad.
(B) Introduccion cloacal de hisopo estéril en una tortuga caja (Kinosternon leucostomum)
para toma de muestra. (C) Izquierda: medio de cultivo Hecktoen con colonias no fermen-
tadoras punto negro productoras de acido sulfidrico, sospechosas de ser Salmonella spp.
Derecha: medio de cultivo McConkey con colonias no fermentadoras sospechosas de ser
Salmonella spp. (D) Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% que muestra las amplifica-
ciones obtenidas para la banda de 854 pb del gen hilA especifico del género Salmonella
spp. Linea 1: Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas®); linea 2: Control negativo;
lineas 3-16: Muestras 21 a 34 negativas para el gen hilA; linea 17: Muestra 35 positiva
para el gen hilA; Lineas 18 y 19: Controles positivos.
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Procesamiento de muestras en laboratorio

Cultivo microbiologico. Las muestras de materia fecal se sembraron en caldo Selenito
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) y se incubaron durante 4 horas a 37°C.
Posteriormente, se sembraron 10ulL del caldo selenito en agar Hecktoen y Mcconkey
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) y los agares se incubaron a 37°C de 18
a 24 horas, de acuerdo a lo descrito!* (Figura 2C).

Extraccion de ADN. La extraccion de ADN se realizé a partir de 500 pl del cultivo
pre enriguecido en caldo selenito, utilizando un método comercial (The PowerFecal®
DNA Isolation Kit, MO BIO), segun indicaciones del fabricante.

También se realizd extraccion de ADN por el método de ebullicion a partir de colo-
nias compatibles con Salmonella spp. obtenidas del cultivo en agar McConkey (me-
dio selectivo y diferencial para enterobacterias) y XLD (medio selectivo diferencial
para crecimiento de Salmonella). Para esta extraccion se tomaron colonias fermen-
tadoras y no fermentadoras, las cuales se mezclaron con 100 plLl de agua destilada
estéril y se llevaron a 100°C durante 10 minutos; esto se centrifugd a 14.000 rpm
durante 5 minutos; finalmente se tomé el sobrenadante y se usé para la realizacion
de PCR2 Posteriormente, se cuantificd el ADN extraido y se almacend hasta su pro-
cesamiento a -20°C.

Reaccion en cadena de la polimerasa. Se realizé PCR del ADN extraido, se amplificé el gen
hilA, especifico de Salmonella spp. Los iniciadores usados son los siguientes:

hilA US 5'- GCATGGATCCCCGCCGGCGAGATT GTG-3
hilA DS 5'- CGGAAGCTTATTTGCGCCATGCTGAGGTAG-3

para un producto de amplificacion de 854 pb.

Se usaron 14 ul de supermix, (Platinum® PCR SuperMix. Kit x100rxns. Invitrogen), 6
UL de agua destilada, iniciador forward y reverse 0,5 uL. 10 uM de cada unoy 4 pl de
ADN de cada muestra. Luego se utilizé un termociclador (Biorad, Hercules, California,
USA) con el siguiente protocolo: Un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5
minutos, luego 30 ciclos a 94 grados 1 minuto, 65 grados 1 minuto y 72 grados 1
minuto; finalmente ciclo de extension a 72°C por 10 minutos. El ADN amplificado se
almacend a — 20°C hasta la electroforesis.

Electroforesis. 12 uL del ADN amplificado fueron cargados en un gel de agarosa al
1,5% tenido con bromuro de etidio. El gel se corrié durante una hora y treinta minutos
a 100 voltios en buffer TBE (tris, acido bérico, EDTA) 1X. Finalmente, se visualizé el
gel en un transiluminador (UVP); (Figura 2D).

Analisis estadistico. La informacion fue incluida en una base de datos en Microsoft Excel®
y se realizo un analisis descriptivo en SPSS 21.0 (Licencia Universidad CES). La ubica-
cion de los lugares de muestreo se realizé con ArcMap 10.2 (Licencia Universidad CES).

Resultados
En el estudio se incluyé una poblacion de 105 tortugas, distribuidas en dos poblaciones:
cautiverio y libertad, representando la primera un 52,3% del total de la muestra.

En la poblacién en general se encontré una proporcion igual de machos y hembras. Se
encontrd una mayor proporcion de individuos adultos (n= 75, 71,4%), a comparacion
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de los juveniles (n= 30, 28,6%). Tres especies de tortugas fueron incluidas en el estu-
dio, todas con distribucién natural en la regidn: R. melanosterna (n= 63; 60%), T. venusta
(n=28,26,7%) y K. leucostomum (n = 14, 13,3%), como se puede apreciar en la Figura 3.

La distribucion entre cautiverio y libertad presentd una proporcion similar en R. mela-
nosterna (50,8% y 49,2%, respectivamente). Por el contrario, la especie K. leucostomum

presentd un porcentaje de positividad mayor en libertad que en cautiverio (85,7%) y la
especie T. venusta mayor en cautiverio que en libertad (75%) (Figura 3).

7
Trachemys venusta
I -
31
e
32

12
LK
0 5 10 15 20 25 30 35
Numero de individuos por especie y estado

Kinosternon leucostomum

Libertad m Cautiverio

Figura 3. Distribucion de las especies incluidas en el estudio segun su
estado: libertad y cautiverio.

No se presentd ningun individuo positivo a la presencia de Salmonella spp. en las 50
tortugas en libertad muestreadas. Por el contrario, en la poblacién de en cautiverio
se presentaron dos individuos positivos a Salmonella spp. por lo tanto, la proporcién
de positividad en cautiverio es 3,6%. Ambos individuos machos adultos, pertene-
cientes a la especie R. melanosterna, como se observa en la Tabla 1.

La proporcion de positividad de Salmonella spp. en tortugas de rio (cautiverio y libertad)
en el Uraba antioqueno es de 1,9%.

Tabla 1. Descripcion de las caracteristicas de la poblacion de estudio
de acuerdo con el resultado de PCR para Salmonella spp.

Resultado PCR
Variable Positivo Negativa Total
n % n % n %

Especie

Kinosternon leucostomum 0 0,0% 14 100,0% 14 100,0%
Rhinoclemmys melanosterna 2 3.2% 61 96,8% 63  100,0%
Trachemys venusta 0 0,0% 28 100,0% 28 100,0%
Habitat

Cautiverio 2 36% 53 96,4% 55 100,0%

Libertad 0 00% 50 1000% 50 100,0%
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Resultado PCR
Variable Positivo Negativa Total
n % n % n %

Sexo

Hembra 0 00% 51 100,0% 51 100,0%

Macho 2 39% 49 96,1% 51 100,0%

Indefinido 0 00% 3 100,0% 3 100,0%

Edad

Adulto 2 2,7% 73 97.3% 75 100,0%

Juvenil 0 00% 30 100,0% 30 100,0%

Total 2 1,9% 103 98,1% 105 100,0%
Discusion

La presencia de Salmonella spp. en reptiles ha sido ampliamente descrita, resaltando
que pueden ser portadores en su tracto gastrointestinal "5 y aproximadamente
6% de las infecciones por Salmonella spp. en humanos se adquieren por contacto
directo o indirecto con reptiles 3, aunque también se suelen infectar por ingestion
de alimentos o0 agua contaminados con materia fecal *#2. Las mascotas, incluyendo
reptiles bajo condiciones de cautiverio, han mostrado ser una fuente de infeccién
de Salmonella spp. para los humanos ¢ %y su prevalencia ha sido estudiada en
diferentes paises 221, mientras que la presencia de Salmonella spp. en tortugas
silvestres en libertad ha sido poco estudiada L1822,

La frecuencia detectada en este estudio fue menor a la reportada en una investigacion
realizada en otro centro de atencion de fauna en Antioquia (Colombia), donde encon-
traron que 35% (n = 110) de las tortugas semi-acuaticas en cautiverio eran positivas
a la presencia de Salmonella spp %, utilizando el mismo método sobre las muestras
incluidas en el presente reporte. También, la proporcion se encuentra por debajo de
otros reportes; Italia (36,8%) %, Corea (30% incluyendo tortugas y otros reptiles) Z,
Taiwan 24,3% (97/400) %y Japdn 72,2% (13/18) 2.

Por el contrario, el nUmero de casos en tortugas de rio en cautiverio, fue mayor a la
encontrada en un estudio realizado en un zooldgico de Brasil, donde evaluaron por
medio de hisopado cloacal 39 individuos adultos de la especie Trachemys scripta
elegans, que llevaban 7 anos en cautiverio y no se detect6 la presencia de Salmonella
spp. en heces . La presente investigacién no incluyé datos acerca del tiempo en
cautiverio, ya que las especies involucradas en el estudio provienen de trafico ilegal
y la informacién no es confiable. Sin embargo, se considera que el tiempo de cauti-
verio, puede influenciar el periodo de exposicidn, y, por lo tanto la potencial infeccion
de las tortugas ex situ.

Respecto a la poblacién en libertad, no se encontrd presencia de Salmonella spp.
arrojando resultados similares a los obtenidos en una poblacién de tortugas sil-
vestres en Estados Unidos donde no se detecté ningun individuo positivo (0/94) *.
Contrario a esto, en Espana se reportd una prevalencia del 11% de Salmonella spp.
en tortugas en libertad incluyendo especies nativas y exdticas é. Los resultados en-
contrados no excluyen la posibilidad de infeccién, debido a que puede haber inter-
mitencia en la excrecion de la bacteria ¢, La toma de muestras consecutivas a
los individuos seria una recomendacion para investigaciones futuras, teniendo en
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cuenta consideraciones éticas con individuos en libertad y la tenencia en cautiverio
por unos dias para la obtencion de estas muestras seriadas. Algunos falsos negati-
vos pueden estar asociados al hisopado cloacal, el cual no permite una cantidad de
muestra considerable, siendo insuficiente en la deteccidn de la bacteria %%, ademas
de la excrecién intermitente.

Las diferencias de prevalencia pueden estar asociadas a factores epidemioldgicos
en las areas estudiadas y a la sensibilidad de las pruebas utilizadas £ La deteccidn
es altamente dependiente de una adecuada seleccion del procedimiento de mues-
treo combinado con el método de deteccién mas sensible 2£ Con el propdsito de
identificar la presencia de la bacteria de manera indirecta es posible considerar un
muestreo a las fuentes de agua en la cuales sean capturadas, y disminuir la proba-
bilidad de falsos negativos a causa del método de muestreo 22,

La variacién de la presencia de Salmonella spp. entre poblaciones en cautiverio y li-
bertad, puede deberse a la potencial excrecién de la bacteria en situaciones de estrés,
como es la extraccion del habitat y el mantenimiento bajo condiciones de vida no na-
turales. Sin embargo, otra hipotesis planteada por algunos autores se refiere a que los
reptiles no son portadores naturales, pero se infectan estando en cautiverio £,

Este estudio presenta evidencia de la presencia de Salmonella spp. en tortugas en
la region de Uraba. Esta es una zona en la cual culturalmente se consume carne,
visceras y huevos de tortugas, todas ellas producto de la caza ilegal, por lo tanto
plantea la posibilidad latente de transmision a través de estas practicas, e incluso
por contacto directo con los individuos. Se considera necesario dar continuidad al
estudio de este potencial patégeno en los reservorios y su relacién con casos de
salmonelosis no tifoidea en esta region del pais en humanos, convirtiéndose en una
herramienta y un argumento para desincentivar la tenencia de fauna silvestre en
cautiverio en la zona y sus alrededores.

Conclusiones

Este estudio evidencia la presencia de Salmonella spp. en tortugas en cautiverio en
un municipio del Uraba Antiogueno. Sin embargo, se requieren investigaciones pos-
teriores donde se evalle la intermitencia en la excrecion de la bacteria, realizando
muestreos seriados en la misma poblacidon de tortugas y que permitan determinar
la posibilidad de infeccion durante condiciones de cautiverio, y con ello el potencial
vinculo zoondtico con sus tenedores producto del trafico ilegal de estas especies.
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