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Identificacion de Mycobacterium sp., en una
poblacion de tortugas morrocoy (Geochelone
carbonaria) en cautiverio y en su entorno, en un
zoolagico en la Sabana de Bogota

Angela Natalia Agudelo * / German Rodriguez Martinez *
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RESUMEN

En un Zoolégico de la Sabana de Bogot4, se presen-
té6 alta mortalidad de aves por tuberculosis aviar,
en un encierro en el cual habitaban dos clases de
animales diferentes: reptiles y aves. Se buscé esta-
blecer la presencia del Mycobacterium sp, por medio
de la identificacién molecular (PCR-PRA), en una
poblacién de 19 tortugas Morrocoy en cautiverio en
el Zoolégico mencionado anteriormente. Se proce-
di6 a tuberculinizar a todas las tortugas, las cuales
resultaron negativas y se recolectaron muestras de
materia fecal y muestras ambientales (agua y suelo)
y se cultivaron en medios OK/MSTA, LJ y OK res-
pectivamente realizando baciloscopia para cada una
de las muestras. De la muestras de materia fecal sélo
cuatro fueron positivas a baciloscopia y de nueve
muestras ambientales (suelo (n=7), agua (n=2)),
cinco fueron positivas (suelo (n=4), agua (n=1)); en
cuanto al crecimiento fueron negativas todas las de
materia fecal de las tortugas Morrocoy. De las mues-

tras ambientales (suelo, agua) crecieron cinco y una

*

3

muestras respectivamente. Adicionalmente se obtu-
vo muestras de la necropsia de una tortuga Icotea,
(tejido, orina y absceso) y sélo hubo crecimiento
de la muestra de absceso. De la muestra de absce-
so se identificé Mycobacterium gordonae tipo 3, de
las de suelo se obtuvo Mycobacterium avium tipo 3
y en el de agua se obtuvo Mycobacterium fortuitum
tipo 1. Los hallazgos sugieren la necesidad de una
vigilancia continua, que permita la identificacién de
la presencia de micobacterias; por medio de prue-
bas de laboratorio apropiadas (baciloscopia, cultivo,
pruebas bioquimicas y moleculares); ya que se debe
evitar que las tortugas sigan siendo parte de un ciclo
epidemiolégico de transmisiéon como portadores sa-
nos y el contacto con los humanos debe darse sé6lo
cuando sea estrictamente necesario, aplicando nor-

mas de bioseguridad.
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IDENTIFYING MYCOBACTERIUM SP. IN
A Morrocoy TurRTLE (GEOCHELONE
CARBONARIA) POPULATION KEPT IN
CAPTIVITY AND IN THEIR ENVIRONMENT
IN A zoo NEAR BocGoTA

ABSTRACT

In a zoo near Bogota there was high bird mortality
due to avian tuberculosis, in a cage inhabited by 2
different species: reptiles (Morrocoy turtles) and
birds. The study was thus aimed at establishing
the presence of Mycobacterium sp by means of mo-
lecular identification (PCR-PRA) in a population of
19 Morrocoy turtles kept in captivity in the above
mentioned zoo. All the turtles were therefore tuber-
culinised, proving negative; faecal material and en-
vironmental samples (water and soil) were collected
and cultivated in OK/MSTA, LJ and OK medium
respectively. Bacilloscopy was carried out on each
sample. Only 4 of the faecal material samples were
positive by bacilloscope; out of nine environmental
samples (7 soil samples and 2 water samples), 5 were
positive by bacilloscope, (4 soil samples and 1 water

sample). Regarding growth, all Morrocoy turtle fae-

cal samples were negative. There was growth in 5
soil samples and 1 water sample. Samples from the
necropsy of a Slider (Icotea) turtle (Trachemys scripta
spp.) (tissue, urine and abscess) were also obtained
and only the abscess sample grew. Mycobacterium
gordonae type 3 was identified in the abscess sample
culture, Mycobacterium avium type 3 in soil samples
and Mycobacterium fortuitum type 1 in water sample.
The findings suggest the need of an ongoing surveil-
lance, in order to identify the presence of mycobac-
teria; by means of appropriate lab tests (bacilloscopy,
cultures, biochemical and molecular tests). We have
to do our best to avoid that turtles continue being
part of an epidemiological cycle of transmission as
healthy carriers and human contact must be strictly

necessary by applying biosafety regulations.

Key words: molecular identification, mycobacteria,

culture medium, tuberculinisation, bacilloscope.
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INTRODUCCION

La presencia de diferentes especies de animales silves-
tres en los encierros de los zoolégicos hace pensar que
cualquier tipo de agente infeccioso que afecte a una de
las especies susceptibles va a repercutir directa o indi-
rectamente en la salud de los demés animales. Como
resultado de un estudio epidemiolégico de la tubercu-
losis aviar en un zoolégico de la Sabana de Bogota (Ro-
driguez et al., 2006), se identificé que la mortalidad de
todas las aves en un encierro especifico del zoolégico
fue debida a tuberculosis causada por Mycobacterium
avium tipos 2 y 3. Sin embargo, dentro del mismo en-
cierro ha existido una poblacién constante de 19 tor-
tugas, las cuales no han manifestado ningtn tipo de
sintomatologia compatible con procesos tuberculosos,
lo que sugiere que dichos animales se comportan in-
munolégicamente como animales portadores sanos.
Por las consideraciones anteriores se determiné llevar
a cabo un estudio que permitiera establecer si la infec-
cién comprometia a los reptiles del encierro, en este
caso las tortugas del género Chelonae. Asi mismo, en
el ambito nacional no se han realizado estudios cien-
tificos para identificar la presencia de micobacterias
en los reptiles de otros zooldgicos. En otros paises se
han realizado algunos estudios en reptiles y tortugas en
cautiverio y en vida silvestre, en los cuales se ha logra-
do identificar micobacterias y Clamidias (Leah, 2003:
738; Soldati, 2004: 190).

Teniendo en cuenta lo anterior, el problema especifi-
co de esta investigacion, consistié en establecer si en
el encierro del zoolégico las tortugas portan el micro-
organismo del género Mycobacterium sp., a partir de
muestras de materia fecal, por medio del aislamiento
e identificacién microbiolégica. Esto permitié exa-
minar el papel que juegan dentro de la patogenia de

tuberculosis aviar en el encierro.

Algunas especies del género Mycobacterium tienen

gran importancia porque producen enfermedades
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tan importantes como la Tuberculosis y la Paratu-
berculosis, con implicaciones zoondticas. Estas en-
fermedades se conocen hace miles de afos y en el

momento actual adn se esta lejos de controlarlas.

El género Mycobacterium pertenece a la clase Actino-
bacteria, orden Mycobacteriales, familia Mycobacteria-
ceae, e incluye mas de 100 especies, de las que no me-

nos de 20 tienen capacidad patégena (Murria, 2006).

Las micobacterias son bacilos Gram positivos delga-
dos y su longitud varia mucho entre las especies. El
poder patogeno de este tipo de bacterias se debe en
gran parte a la densa pared celular que es rica en
lipidos, lo que le permite sobrevivir en ambientes
hostiles (como la célula hospedadora y el medio am-
biente). Las enfermedades micobacteriales produci-
das por “Mycobacterium no tuberculosos”, han sido
reportadas en mamiferos, aves, reptiles, anfibios y
peces, y muchas de estas infecciones han sido repor-
tadas tanto en animales en cautiverio como de vida
silvestre (Brooks, 2004). Adicionalmente, se han
aislado micobacterias de animales sin evidencia de
enfermedad, encontrando colonizacién a nivel del
tracto respiratorio y digestivo. Aunque muchas espe-
cies se consideran patégenas el hecho de encontrar

la micobacteria no implica enfermedad.

Mientras que las micobacterias tuberculosas se trans-
miten de hospedero a hospedero, las Mycobacterias
no tuberculosas son adquiridas del medio ambiente
por un mecanismo poco conocido, en el cual influye
la susceptibilidad y la virulencia. Ademas, las mico-
bacterias son dificiles de eliminar porque tienen la
habilidad de sobrevivir en el suelo (Thoen, 1994).

Segin algunos estudios, en un grupo de 120 tortu-
gas marinas verdes (Chelonia mydas), del Pacifico,
se encontraron lesiones tuberculosas en pulmén,
que fueron positivas por coloraciéon de ZN y en cul-
tivos se identific6 M. avium (Broca, 1976: 565). En

una tortuga marina (Lepidochelys kempii), se iden-
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tificé el M. chelonae como causante de osteoartritis,
el aislamiento se realizé a partir de muestras de li-
quido sinovial (Leah, 2003). Igualmente, en un estu-
dio retrospectivo de serpientes, tortugas y lagartos se
observé que de lesiones granulomatosas en piel, se
detectaron micobacterias pertenecientes al complejo
tuberculosis por medio de coloracién de ZN y PCR
(Soldati, 2004).

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de materia fecal se obtuvieron de las
tortugas Morrocoy (Geochelone carbonaria) que se
encuentran en un Zoolégico de la Sabana de Bogot4,

ubicado en el Departamento de Cundinamarca

(Tocancipa). Se trabajé con un total de 19 tortugas de
sexo y edad diferente. Se incluyé una tortuga Icotea
(Trachemys scripta spp.), ya que se sacrificé debido
a una alta mortalidad y prevalencia de lesiones
ulcerantes y abscedativas en caparazon y plastrén en

la poblacién de las tortugas Icoteas.

TRABAJO DE CAMPO

Tuberculinizacién: se aplicé la tuberculina PPD de
Mycobacterium avium (CSL® ARB No. 6627, NRA
36611/0600), (0,1 ml) a cada una de las tortugas en
alguno de los miembros anteriores a nivel intradér-
mico (Figura 1).

Ficura 1. TuBERCULINIZACION EN TORTUGAS MOoRROCOY

A: 0,1 ml de PPD de Mycobacte-

rium avium

B: Aplicacién de PPD por via intradérmica

a nivel del pliegue del MALI.

Fuente: Autora, ZSB: 2005

Toma y conservacion de muestras de materia fecal
(MAF): dentro del encierro de exhibicién se manipu-
laron a todas las tortugas (n=19) y las muestras de
materia fecal se obtuvieron de manera individual a
través del recto. Antes de obtener la muestra se some-
ti6 a cada tortuga a un bafo en agua tibia (21-23° C)
con el fin de relajar los miuisculos de la cola y el esfin-
ter cloacal para facilitar la obtencién de la muestra y
disminuir el estrés en el animal. La muestra se tomé
con hisopos estériles en el caso de tortugas pequetias

y utilizando el dedo menique con guantes estériles

individuales para cada toma en el caso de tortugas
grandes. La muestra recolectada (aproximadamente
1 gr MAF) se envas6 en un recipiente plastico con
taparrosca estéril; la muestra fue llevada al laborato-
rio de Microbiologia de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional inmediatamente, protegida
de la luz directa en una caja y aseguradas, evitando
que se derramaran. Una vez llegaron las muestras al
laboratorio de sometieron a refrigeracién (4° C) hasta

el momento de ser procesadas (Figura 2).
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Ficura 2. OBTENCION DE MUESTRA DE MATERIA FECAL

A. Baiio con agua tibia (21-23° C) de una tortuga Morrocoy (Geochelone carbonaria), antes de la toma
de la muestra; B y C. Estimulacién con hisopo estéril y dedo menique cubierto con guante estéril res-
pectivamente; D. Transporte de materia fecal en tubos estériles con taparrosca.

Fuente: autora, ZSB y Laboratorio Microbiologia Universidad Nacional: 2005.

Toma y conservaciéon de muestras de suelo: se reco-
lectaron siete frascos con taparrosca estériles, en di-
ferentes sitios a distintas profundidades (superficie,
a 5 cm de profundidad y a 10 cm de profundidad),
de los cuales tres muestras fueron tomadas del suelo
en el encierro de las tortugas Morrocoy. Otra muestra
fue tomada dentro en el mismo complejo, pero en un
encierro vecino al de las tortugas en donde habitaba
un ave, una Pava; y las tres muestras restantes se ob-
tuvieron del encierro de las Loras y las Guacamayas
para obtener muestras control. Las muestras se lleva-
ron inmediatamente al laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacio-
nal y se siguié el mismo procedimiento menciona-
do anteriormente. Se realiz6 igualmente el cultivo e

identificacién en los casos de crecimiento positivo.

Obtencién y conservacion de muestra de agua: se

recolect6 con un succionador de pléstico limpio para

poder obtener muestra del sedimento y del agua si-
multdneamente; se deposité en un frasco con tapa-
rrosca estéril, agua y sedimento de la poseta ubicada
en el encierro de las tortugas Morrocoy y se hizo lo

mismo que con las muestras de suelo.

METODOLOGIA EN LABORATORIO

Microscopia directa (Baciloscopia): se emple6 la
tincién de Ziehl-Neelsen con el frotis de materia
fecal, y con otras muestras como las de orina, tejido,
suelo y agua. Procesamiento de las muestras: se
llev6 a cabo en el laboratorio de Microbiologia en la
seccién de micobacterias de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional, cumpliendo todas las
normas de Bioseguridad; y se utilizé6 un cultivo
especifico para cada tipo de muestra (medios OK/
MSTA, LJ y OK para materia fecal, agua y suelo

respectivamente). Caso clinico en tortuga Icotea

Identificacién de Mycobacterium sp., en una poblacién de tortugas morrocoy (Geochelone carbonaria) en
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(Trachemys scripta spp.): durante el periodo de
desarrollo del trabajo, se observd que un grupo de
tortugas Icoteas del Zoolégico, comenzé a presentar
lesiones granulomatosas en plastrén, adelgazamiento
progresivo y alta mortalidad; por esto se tomd la
decision de sacrificar a una tortuga Icotea (Trachemys
scripta spp.), escogida al azar; se tomaron muestras
de orina, higado, pulmén, bazo, rifién y de un
absceso en el plastrén; las muestras fueron llevadas
directamente al laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Nacional, debidamente refrigeradas
para procesarlas oportunamente. Una vez en el
laboratorio, antes de procesar las muestras, se
realiz6 baciloscopia s6lo a las muestras de orina y
absceso, debido a que las muestras de tejido eran
muy pequeias y se optd por utilizarlas inicamente
para los cultivos. Posteriormente, se realizaron
cultivos basicos (Agar Sangre y Mc Conkey) de las
muestras de orina, y tejido; del absceso no se realizé
cultivo en estos medios debido a la cantidad de la
muestra. La lectura de los resultados se realizé a las
48 horas. Por ultimo se procesaron todas la muestras
para aislamiento de micobacterias y se cultivaron de
la siguiente manera: higado, bazo, rinén y pulmén
como una muestra (pool) debido al tamano de la
muestra; orina y absceso por separado en medios
OK (Ogawa-Kudoh). Identificaciéon de las bacterias:
para la identificacién se utilizaron el PCR (Reaccién
en cadena de la Polimerasa), para la extraccién y
amplificacién del ADN y PRA (Anélisis de Restriccién

Enzimaética), para la correspondiente identificacién
para cada proceso se utilizaron diferentes marcadores
de peso molecular (de 1 Kb para PCR y de 25 bp para
PRA). La identificacién se aplicé a los cultivos que
tuvieron crecimiento positivo de colonias. Pruebas
bioquimicas y enzimaticas adicionales: debido a los
resultados obtenidos con el cultivo de las muestras
de agua (una micobacteria con pesos moleculares
muy parecidos al Mycobacterium tuberculosis,
como se indica en la seccion de resultados) y
aunque la morfologia de las colonias no coincidia
con M. tuberculosis, se tomoé la decision de realizar
pruebas bioquimicas y enzimaticas para descartar
definitivamente la presencia de M. tuberculosis. Se
realizaron las pruebas con Niacina, Reduccién de

nitratos y Actividad de Catalasas.
ResuLTADOS

Tuberculinizacién: se encontr6é que ninguna presen-
t6 dermorreaccion a las 24 horas ni a las 48 horas.
MICROSCOPIA DIRECTA (BACILOSCOPIA) Y CRE-
CIMIENTO DE MUESTRAS DE MATERIA FECAL

Baciloscopia: de 19 muestras de Materia fecal (maf)

sOlo cuatro muestras (21%), fueron positivas con la
coloracién de ZN, pero con muy bajo nimero de ba-
cilos acido alcohol resistentes (BAAR). También se
observo alto grado de flora bacteriana y otros micro-
organismos como, cocobacilos e hifas principalmen-

te (Figura 3).
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Ficura 3. BaciLoscoria DE MUESTRAS MAF pe Morrocoy (N=19)

Bacilos no
acido alcohol
resistentes

A: ZN negativo, B: Alto grado de contaminacién y C: ZN positivo con no mas de 5 BAAR

BAAR
C. =

Fuente: autora: Laboratorio Microbiologia Universidad Nacional, 2005.

Crecimiento: en las 19 muestras de MAF cultivadas du- de decontaminacién y manejo fueron adecuados.
rante un periodo total de 12 semanas, no se obtuvo cre- Baciloscopia y crecimiento de muestras ambienta-
cimiento en ningtn cultivo, a pesar de que los procesos les: se observan en la Figura 4.

FiGURA 4. BACILOSCOPIA Y CRECIMIENTO DE MUESTRAS AMBIENTALES

ZN
Positivo

<

Muestra de suelo de 5cm de profundidad encierro Morrocoy

i
~
s
i
Crecimiento positivo

Identificacién de Mycobacterium sp., en una poblacién de tortugas morrocoy (Geochelone carbonaria) en
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encierro de las tortugas Morrocoy

Muestra de tierra de la superficie del
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ZN <
Negativo
E
G
Muestra de tierra de encierro de
Guacamayas azules
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-
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Muestra de agua del encierro de
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Fuente: autora; Laboratorio Microbiologia Universidad Nacional, 2006.

Caso de tortuga icotea (Trachemys scripta spp.): en el
caso de la tortuga Icotea (Trachemys scripta spp.), de la
siembra de tejido y orina en medios de cultivo basicos
como Agar Sangre y Mc Conkey se obtuvo crecimiento
de la muestra de tejido en ambos medios, mientras que la
muestra de orina no crecié en ningtin medio. Segtn las
caracteristicas morfolégicas de las colonias y por el olor

caracteristico a jabén, se lleg6 a la conclusién de que era

una Pseudomonas aeruginosa, més no se realizaron las
pruebas bioquimicas para la identificacién de la bacteria,
debido al deterioro de los cultivos. Al realizar Baciloscopia
se obtuvo que sélo la de absceso fue positiva indicando la
presencia de bacilos acido alcohol resistentes (Figura 5).
Con respecto al cultivo para la posterior identificacion de
Mycobacterium sp., se obtuvo que sélo crecié el cultivo
con la muestra de absceso (Figura 6, Tabla 1).

Identificacién de Mycobacterium sp., en una poblacién de tortugas morrocoy (Geochelone carbonaria) en
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TaBLA 1. Caso EN TORTUGA IcoTEA (TRACHEMYS SCRIPTA SPP.) EN UN Z00LOGICO EN LA SABANA DE BocoTA

Cultivo . .
- - Baciloscopia
Muestras Agar Sangre Mc conkey Esp. Para micobacterias
Realiz6 | Creci6 | Realiz6é | Creci6 Realizé Creci6 Realizé R/tado
Tejido Si Si Si Si Si No Si Negativo
Absceso No No No No Si Si Si Positivo
Orina Si No Si No Si No Si Negativo

Fuente: autora; Laboratorio Microbiologia Universidad Nacional, 2006.

Ficura 5. BAcCILOSCOPIA DE LAS MUESTRAS DE LA TORTUGA IcoTEA (TRACHEMYS SCRIPTA SPP.)

A. Baciloscopia positiva de muestra de absceso; B y C. Baciloscopia negativa de tejido y orina respectivamente

Fuente: autora; Laboratorio Microbiologia Universidad Nacional, 2006.

Ficura 6. CRECIMIENTO DE MUESTRAS SEMBRADAS EN CULTIVOS PARA MICOBACTERIAS DE LA TORTUGA IcOTEA
(TRACHEMYS SCRIPTA SPP.)

A.al b.m l B.

A. a.Crecimiento inicial positivo de muestra de absceso, b. Repiques de cultivo inicial; B y
C.Crecimiento negativo de muestras de tejido y orina respectivamente.

Fuente: autora; Laboratorio Microbiologia Universidad Nacional, 2006

Identificacion molecular de Mycobacterium sp., de micobacterias y en cuanto al PRA se identifica-
por pcr-pra: la identificacién molecular se reali- ron diferentes tipos de micobacterias (figuras 7 y 8)
z6 con cada uno de los cultivos que crecieron y en y (Tabla 2).

cuanto al PCR se obtuvo que si se trataba de ADN
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Ficura 7. PCR DE LAS MUESTRAS CON CRECIMIENTO POSITIVO

BERE R

MPM: Marcador de peso molecular

Pozo No.:

1. Tierra

2. Agua

3. Absceso Icotea

4. Control positivo
(Tuberculosis/H37Rv)

5. Control negativo

"

Fuente: autora; Laboratorio Microbiologia Universidad Nacional, 2006

Ficura 8. PRA DE LAs MUESTRAS coN AMPLIFICAcION DE ADN por PCR

MPM: Marcador de peso molecular
(25bp) para Bste II y Hae III

Bste II

. Tuberculosis H37Rv

. Tierra 1

. Agua

. Absceso Icotea

. Tierra 2

. Tuberculosis H37Rv
Hae III

Baxs 1l i il 7. Tuberculosis H37Rv

8. Tierra 1

9. Agua

10. Absceso Icotea

11. Tierra 2

12. Tuberculosis H37Rv

DU W DN -

Fuente: autora; Laboratorio Microbiologia Universidad Nacional, 2006

TaBLA 2. IDenTIFicacion Y TIEMPO DE crReEcIMIENTO DE MycoBacTerium sp., PoR PCR-PRA

Muestra TC Resultado
Semana Género Especie Tipo
Tortuga Icotea
Absceso 12 Mycobacterium | gordonae 3
Ambientales
Tierra 1y 2 9 Mycobacterium avium 3
Agua 3 Mycobacterium | fortuitum 1

TC: Tiempo de crecimiento

Fuente: autora; Laboratorio Microbiologia Universidad Nacional, 2006.

Pruebas bioquimicas—-enzimaticas: sélo se realizd esta confirma la presencia de M. fortuitum y rechaza la pre-
prueba al cultivo que crecié de agua, el cual result6 ne- sencia de M. tuberculosis en el agua del encierro de las
gativo a la deteccién de niacina, negativo a la reduccién Morrocoy (Figura 9).

de nitratos y positivo a la actividad de catalasa, lo cual
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Ficura 9. Pruesa BioauimICA-ENZIMATICA EN CEPA CONTROL PosITIVO (M. TuBERcuLOSIS) Y EN CEPA DE (M.

FDRTUITUM), PROVENIENTE DE LA MUESTRA DE AGUA

respectivamente.

A. positivo a niacina (cepa control), Negativo a niacina ( cepa de Agua) respectivamente;
B. positivo a nitratos (cepa control), negativo a nitratos (cepa Agua) respectivamente;
C. a: positivo a catalasa a T° ambiente (cepa control), positivo a T° ambiente (cepa
Agua) respectivamente; b: negativo a 68°C (cepa control), positivo a 68°C (cepa Agua)

Fuente: autora; Laboratorio Microbilogia Universidad Nacional, 2006.

Discusion

En esta investigacion se buscd establecer si las tortugas
Morrocoy (Geochelone carbonaria), en el encierro actual
de un Zooldgico de la Sabana de Bogot4, portan micro-
organismos del género Mycobacterium sp., por medio de
la identificacién y el aislamiento en muestras de materia
fecal. Se obtuvo baciloscopias positivas con muy pocos
BAAR en algunas tortugas, pero no se obtuvo crecimien-
to de bacterias en los medios de cultivo especificos para
micobacterias de las muestras de MAF procesadas. Por
esta razén, no se pudo llegar al aislamiento y posterior
identificacién molecular, lo que sugiere que algunas
tortugas, posiblemente por su estado inmunolégico,
pueden desarrollar micobacterias (ambientales) en su
organismo pero, debido a que no son huéspedes natu-
rales, no presentan los cuadros clinicos, ni eliminacién
de la bacteria por materia fecal. Esto permite suponer,
de manera plausible, que las tortugas pueden ser porta-
dores sanos en determinado momento, sin presentar la
enfermedad (Soldati, 2004). A lo cual debe sumarse que
estas tortugas, segiin Mader (2006), hacen parte de las

especies de reptiles mas resistentes.

Para valorar, basados en los resultados obtenidos, la
utilidad de las muestras de materia fecal de Morrocoy,

es necesario tener en cuenta varios hechos:

- Los protocolos de manejo en nuestro estudio fue-
ron adecuados ya que estan estandarizados en los
ambitos nacional e internacional.

- No se encuentran estudios de este tipo realizados
con tortugas y reptiles en general.

- En los estudios realizados con muestras de ma-
teria fecal de origen humano con frecuencia se

encuentran micobacterias.

Estos aspectos permiten afirmar que las muestras de
materia fecal de Morrocoy no son adecuadas para el
cultivo de micobacterias, debido a la alta presencia
de microorganismos de la flora normal (10" micro-
organismos por gramo de materia fecal), que en este
caso no son bacterias del género Mycobacterium, este
hecho se conoce a nivel de laboratorio como “alta
contaminacién”, la cual puede inhibir en el creci-
miento de las micobacterias. Debe destacarse, sin
embargo, la facilidad de tomar la muestra que per-
mite producir el menor estrés posible a las tortugas,
con base en el conocimiento médico y biolégico del
animal (Eckert, 2000).

Otro pardmetro estudiado, que complementa el pro-
blema central de investigacién, fue la respuesta de
las tortugas Morrocoy a la tuberculinizacién con DPP

de M. avium, cuyos resultados ya fueron descritos.
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Recuérdese que ninguna tortuga presenté dermorre-
accion positiva. La tuberculinizacién indica, en caso
de existir, presencia de células y mediadores bioqui-
micos que reaccionen a nivel local con un tipo de
micobacteria determinada, pero este tipo de respues-
ta no siempre es especifica. En el caso de las tortugas
Morrocoy, a pesar de que estan en contacto con las
micobacterias, no resultaron positivas a la prueba.
Sin embargo, no es posible afirmar de manera con-
cluyente que no hayan tenido una infeccién previa,
ya que esta prueba presenta falsos negativos (Vadillo,
2002). Por lo anterior, la prueba de tuberculinizacién
no tiene el suficiente valor como herramienta diag-
nostica de micobacteriosis, en tortugas Morrocoy.
Adicionalmente, los resultados obtenidos no se pu-
dieron comparar con los de otros estudios ya que no
se ha publicado sobre el manejo de tuberculina intra-

dérmica en reptiles, especificamente en tortugas.

Con respecto a la baciloscopia, sé6lo cuatro muestras
fueron positivas con menos de cinco bacilos, lo cual
estd también en relacién con la contaminacion de las
muestras. Esto refuerza la idea de que la alta conta-
minacién (reacuérdese su significado) de las mues-
tras y los cultivos puede inhibir el crecimiento de
las micobacterias, (Comunicacién personal, Martha
Murcia, Directora del Departamento de Microbiolo-

gia de la Universidad Nacional).

En la baciloscopia y el crecimiento de muestras am-
bientales (tierra y agua), aquellas muestras que resul-
taron positivas tuvieron también crecimiento positivo
en los medios de cultivo especificos para micobacte-
rias, excepto la muestra de tierra del encierro de las
loras (Amazona sp.). Esto sugiere que la baciloscopia
negativa no descarta definitivamente la presencia de
alguna micobacteria, ni una baciloscopia positiva

confirma un caso tuberculoso (Vadillo, 2002).

Antes de hacer referencia a la identificacién molecular
se hard mencion del caso que se present6 en una pobla-

cién de tortugas Icoteas (Trachemys scripta spp.). Se pro-
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cesaron muestras de tejido, orina, y absceso de plastron,
con el fin comparar en el laboratorio el comportamiento
de las muestras con las ya mencionadas, y establecer si
la materia fecal de tortugas puede recomendarse para
este tipo de procesos microbiol6gicos que permiten con-
firmar la presencia de alguna micobacteria. Nuevamente
se lleg6 a la conclusion que la MAF de tortugas Morro-
coy es poco apropiada para la identificacién de mico-
bacterias debido a su alta presencia de flora bacteriana

normal diferente a las micobacterias.

En muestras de tejido de los reptiles acuaticos es fre-
cuente encontrar Pseudomonas aeruginosa, a nivel
sistémico o localizado en lesiones granulomatosas,
acompanada de Klebsiella sp. y Mycobacterium che-
lonae, principalmente (Mader, 2006). Se queria saber
si las lesiones granulomatosas en el plastrén eran cau-
sadas sélo por la Pseudomonas o existia actividad si-
nérgica con otro tipo de bacteria, en este caso con una
micobacteria. Al sembrar las muestras de tejido (higa-
do, pulmoén, bazo y rifién), orina y absceso, se obtuvo
crecimiento sélo en la muestra procesada de absceso,
lo cual coincide con estudios realizados en tortugas
marinas en las cuales identificaron M. chelonae en
muestras de liquido sinovial de lesiones abscedativas
de articulaciones (Leah, 2003). En cuanto a la bacilos-
copia, la inica muestra positiva fue la del absceso con
un alto nimero de bacilos y sin ningtin grado de con-
taminacion, a pesar de que era una muestra con mas
microorganismos, por tratarse de un absceso. Como
se dijo anteriormente fue la inica muestra que creci6;
por consiguiente, ayuda a comprender el hecho por el
cual no crecieron aquellas muestras de MAF de Mo-

rrocoy que fueron positivas a baciloscopia.

Con respecto al andlisis molecular del resto de mues-
tras, excepto las de MAF de Morrocoy, se identifico
Mycobacterium gordonae tipo 3 en la muestra de abs-
ceso, la cual no se ha reportado en tortugas Icoteas.
Teniendo en cuenta que esta bacteria no tuberculosa
tuvo la capacidad de producir lesiones granuloma-

tosas en plastrén, sin manejo clinico posiblemente
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hubiera causado septicemia e, incluso, la muerte del
animal (Brownstein, 1978). La micobacteria senialada
se considera parte del grupo de las crecedoras lentas y
cromégena (Rastogi, 2001). En el estudio presenté un
tiempo de crecimiento de 12 semanas y colonias de

color naranja, lo cual confirma este concepto.

Todo lo anterior debe contrastarse con el hecho de
que se encuentra un solo estudio restrospectivo rea-
lizado por Jhonson descrito en Mader (2006) en 90
reptiles se detecté micobacteria en un 15,6% por Ba-
ciloscopia y un 25,6% con PCR.

En el caso de las micobacterias ambientales, se iden-
tific6 la micobacteria Mycobacterium avium tipo 3 en
muestras de tierra. Esta bacteria se ha encontrado en
varios estudios de suelo, principalmente en Clinicas
humanas y en los alrededores de las viviendas de
pacientes con SIDA (David, 1980). Este hallazgo es
de gran importancia desde el punto de vista epide-
miolégico ya que esta bacteria puede causar lesiones
granulomatosas en cualquier mamifero, incluyendo
al ser humano, dependiendo de su estado inmunol6-
gico. Asi mismo, puede causar lesiones granuloma-
tosas y cuadros septicémicos en reptiles o tuberculo-
sis aviar en las aves. En consecuencia, el hallazgo de
esta micobacteria en tierra del encierro de las tortu-
gas Morrocoy y los otros encierros cercanos, dentro y
fuera del complejo, resalta la importancia del control
y vigilancia dentro del Zoolégico. Esta micobacteria

se clasifica como crecedora lenta (Rastogi, 2001) y,

en efecto, en el estudio el tiempo de crecimiento fue
de nueve semanas. Por otra parte, segtn la teoria, las
colonias de este tipo de micobacterias pueden ser
cromogenas o no serlo (Vadillo, 2002). En el estudio

se obtuvieron colonias no cromégenas.

En la muestra de agua se obtuvo Mycobacterium for-
tuitum tipo 1, la cual se ha encontrado en lesiones
granulomatosas de tortugas marinas y en muestras
de agua, al igual que el M. chelonae (Deepti, 2004).
Esta micobacteria se considera crecedora réapida, de
méximo 30 dias (Loretta, 1978); en el estudio se ob-

tuvo un crecimiento de tres semanas.

El hecho de haber encontrado micobacterias ambien-
tales, sugiere que ademéds del manejo médico y biol6gi-
co de este encierro, se requiere la aplicaciéon continua
de métodos diagndsticos para identificar la infecciéon
y/o la enfermedad, eliminacién de las micobacterias
ambientales y controlar el contacto directo que tienen
las tortugas Morrocoy con las micobacterias ambienta-
les, como se observa en la Figura 11. En consecuencia,
se debe evitar que estos animales sigan siendo par-
te de un ciclo epidemiolégico de transmisién como
portadores sanos. Adicionalmente cabe resaltar que
aves y mamiferos, silvestres o domésticos, no deben
entrar en contacto con las tortugas Morrocoy, ni con
este encierro, ya que podria ponerse en riesgo la vida
de los mismos. El contacto con humanos debe darse
s6lo cuando sea estrictamente necesario y aplicando

todas las medidas de bioseguridad.

Ficura 11. ConTAacTo DE TORTUGAS IMORROCOY (GEOCHELONE CARBONARIA) CON MICOBACTERIAS AMBIENTALES

B.eviawing. v

A: Tortuga Morrocoy (Geochelone carbonaria) adulta, tomando agua de la
poseta de donde se identificé M. fortuitum tipo 1; B: Tortuga Morrocoy juve-
nil, comiendo tierra del encierro, esta es la tortuga que coincidencialmente
obtuvo el mayor nimero de BAAR en la baciloscopia.

Fuente: autora; ZSB: 2005.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Cabe destacar las siguientes limitaciones: - Como
era de esperar las MAF contenian una diversidad
de bacterias, como parte de su flora normal. Pese a
seguir de manera adecuada los protocolos de manejo
y procesamiento para decontaminar las muestras y
los cultivos, esto no siempre se logré y los cultivos
mantuvieron un alto grado de contaminacién
(recuérdese que es el término de laboratorio, que
se refiere a aquellas muestras que tienen un alta
presencia de microorganismo diferentes a lo que se
espera, en este caso las micobacterias). Por esta razén,
en algunos casos fue necesario tomar nuevamente

las muestras.

No se pudieron tomar muestras periédicas, debido
a los costos y al estrés que se provocaria a los
animales. Este hecho no permite identificar la
dindmica de las micobacterias en las tortugas y
ademas genera dificultades de interpretacién, ya
que el momento del muestreo puede coincidir con
ausencia de eliminacién de la micobacteria, en el

caso de animales que estén infectados.

No fue posible identificar reservorios de las mico-
bacterias encontradas en las tortugas Morrocoy. Los
resultados muestran que hay micobacterias circulan-
do entre los animales y el medio ambiente y otro es-
tudio encontr6 micobacterias circulando en aves que
alguna vez habitaron el encierro; por lo tanto, s6lo
cabe sugerir que las tortugas podrian hacer parte de

esta cadena de transmision.
CoNCcLUSIONES

No se identificé Mycobacterium sp. en tortugas Mo-
rrocoy, a partir de muestras de MAF, debido a que no
hubo crecimiento en los medios de cultivo. Sélo se
detecté micobacterias en la prueba de baciloscopia

en cuatro tortugas Morrocoy.
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En las muestras medio ambientales (agua y suelo), se
identific la presencia de Mycobacterium fortuitum y
Mycobacterium avium lo que indica que las tortugas
Morrocoy estdn en contacto con las micobacterias;

pero soélo cuatro se encontraron infectadas.

Las muestras de MAF de tortugas Morrocoy no son
recomendables para la identificacién de Mycobacte-
rium sp., debido a su alto grado de contaminacion,
y esta condicién inhibe el crecimiento de las mico-
bacterias. Se obtuvo una respuesta negativa a la tu-
berculinizacién por parte de las tortugas Morrocoy,
esto no indica que sean negativas a tuberculosis por

M. avium.

Se aislé la Pseudomonas sp. en las muestras de la tor-
tuga Icotea, también se identificé M. gordonae tipo 3,
lo cual sugiere un control y seguimiento de los ani-

males que habitan en el encierro de las Icoteas.

Los hallazgos encontrados sugieren un manejo que in-
cluya vigilancia constante, ya que se debe evitar que las
tortugas Morrocoy, sigan siendo parte de un ciclo epide-

miolégico de transmisién como portadores sanos.

Aves, mamiferos (silvestres o domésticos) y reptiles
no deben entrar en contacto con las tortugas Morro-
coy ni con el encierro de las mismas, ya que podrian
ponerse en riesgo las vidas de los mismos. El con-
tacto con los humanos debe ser restringido, y darse
sélo cuando sea estrictamente necesario y aplicando

normas de bioseguridad.
REcomMmENDACIONES

Continuar con el seguimiento médico (evaluacién
clinica periddica, exdmenes de laboratorio etc.), de
los animales que habitan en este encierro, en este
caso las tortugas Morrocoy (Geochelone carbonaria),
Titi gris (Saguinus leucopus), Titi cabeciblanco (Sa-

guinus oedipus) y Mono nocturno (Aotus sp.).
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Mantener el seguimiento del suelo y del agua del en-
cierro y de otras partes del zooldgico y realizar iden-
tificacién de micobacterias en el alimento suminis-

trado a los animales que habitan el encierro.

No incluir animales en el encierro, especialmente aves
y mamiferos ya que pueden infectarse o desarrollar
patologias importantes por micobacterias, por estar en

contacto directo con el medio ambiente contaminado.

Realizar un seguimiento médico a los trabajadores y
personal que se encuentran en contacto directo con
los animales y con el encierro para tener un mayor
control epidemiolégico, y proporcionar mayor segu-

ridad de trabajo para las personas.

Realizar identificacién molecular de micobacterias
en los primates mencionados en la primera reco-
mendacion con el fin de establecer la presencia o no
de alguna micobacteria que puede poner en riesgo la
vida de los animales y/o convertirse en un problema
de salud publica mayor. En caso de llegar a ser posi-
tivos se recomienda el tratamiento con un debido an-
tibiograma, y en caso de que el tratamiento fracase se

recomienda el sacrificio. En el caso de resultar nega-
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