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Resumen

Objetivos: La presencia de bacteremias en quelonios es considerada un hallazgo comun. Se pretende
realizar la identificacion de bacteremias utilizando frotis sanguineos teflidos con Gram.

Materiales y Métodos: Se realizaron frotis sanguineos de ejemplares de Trachemys mayores a 100
gramos sin tratamiento farmacol6gico previo, utilizando la técnica de Squash y se tifieron utilizando la
tincion de Gram. Los frotis fueron examinados utilizando el objetivo de inmersién 100x.

Resultados: Se obtuvieron un total de 28 muestras. Sélo el 14% de las muestras resultaron positivos a
cocos Gram +. La ausencia de signos clinicos, asi como de alteraciones hematoldgicas, categorizan la
presencia de estas bacterias como contaminacién de la muestra.

Conclusiones: El frotis sanguineo es una técnica Util para la identificacion de bacterias, sin embargo, se
desconoce la eficacia y sensibilidad de la prueba en reptiles, por lo que es necesario realizar nuevos
estudios los cuales ayuden a comprobar su eficacia.
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Abstract

Aims: Bacteremia is a common finding in chelonian. The aim of this study is to identify this bacteremia
using blood smears stained with Gram.

Methods and Material: We did Squash blood smears from Trachemys patients over 100 grams and
without previous treatment. The blood smears were stained with the Gram technique and examined under
the immersion objective 100x.

Results: We gathered a total of 28 samples. Only 14% of the samples were positive to Gram + cocci. The
absence of clinical signs and hematologic alterations in the samples, classifies the presences of these
bacteria as sample contamination.

Conclusions: The blood smear is a useful technique for bacteremia identification. However, the specificity
and sensibility of the test its unknown, therefore it is necessary to perform new studies which can provide
insight of its efficacy.

Keywords
Blood smear; chelonian; turtles; Trachemys; bacteremia; Gram stain

Introduccion

Las enfermedades infecciosas son la principal causa de morbilidad y mortalidad en
reptiles en cautiverio; las cuales estan asociadas a procesos de inmunosupresion®”. Entre los
principales factores reportados que se asocian a este tipo de enfermedades se encuentra una
mala higiene del albergue, un control inadecuado de la temperatura (bajas temperaturas) y
humedad, traumatismos secundarios a agresiones inter/intraespecificas y disecdisis®.

Se ha reportado que la presencia de bacterias en sangre es un hallazgo relativamente
comun en pacientes reptiles bajo el supuesto de que los ejemplares mantenidos en cautiverio
suelen presentar cierto nivel de estrés lo cual los hace susceptibles a bacteremias®. Estos
procesos infecciosos pueden causar cambios metabdlicos como desbalances electroliticos,
hipoglucemia, alteraciones de la coagulacion y toxemias.

En estos procesos infecciosos se han identificado a las bacterias Gram negativas como
las mas comunes, dentro de estas se encuentran: Salmonella spp., Aeromonas spp.,
Pseudomonas spp., Escherichia coli, Klebsiella spp; siendo Salmonella la mas comun, llegando
a ser aislada es mas del 90% de los casos®®.

La presencia de estas bacterias en reptiles clinicamente sanos es comun debido a que
algunos de ellos son parte de la microbiota intestinal, asi como parte del ambiente en el que
habitan. En tortugas semiacuaticas se han identificado principalmente Citrobacter spp., Serratia
spp., Pseudomonas spp., entre otras®. Por el contrario, se ha reportado que las bacterias
Gram positivas son menos frecuentes en este tipo de infecciones y su hallazgo en el

diagnéstico clinico es importante®.
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En frotis sanguineos de sangre periférica, la tincion de Gram es una herramienta poco

utilizada, pero de gran utilidad la cual ayuda a la diferenciacion entre bacterias y puede ser Uutil
para la identificacién de otros agentes etiolégicos como hongos filamentosos y levaduras®.
Ademas de su bajo costo, es una herramienta auxiliar para la toma de decisiones en pacientes
septicémicos; ya que con base en la morfologia y afinidad tintorial de las bacterias se puede
iniciar una antibioterapia inicial previa a obtener resultados de un aislamiento microbioldgico
con su respectivo antibiograma®?.

Algunas alteraciones que se pueden observar hematoldgicamente en ejemplares
septicémicos son: anemia, hipoproteinemia, heterofilia, mononocitosis, leucopenia y hemdlisis.
Citologicamente se puede observar la presencia de fagocitosis de estructuras bacterianas por
leucocitos, asi como una desviacion a la izquierda toxica, los heterdfilos tdxicos presentan
hialinizacion del nucleo, aumento de volumen, cariorréxis, cariolisis, vacuolizacion y un
citoplasma basofilo®.

Se han reportado casos de bacteremias identificadas a través de frotis sanguineos de
sangre periférica con presencia de fagocitosis de estructuras bacterianas en una iguana
rinoceronte (Cyclura cornuta), un camaledn orejero (Chamaeleo dilepis) y en boas arboricolas
(Corallus hortulanus) con neumonia®”.

Las tortugas del género Trachemys son los reptiles mas comunes en la consulta
privada®. Aunado a esto, la presencia de septicemias en muchos ejemplares en cautiverio
guedan Unicamente como un diagndstico presuntivo; la identificacion de bacteremias asociadas
a estos procesos ayudara a tener mas herramientas para la toma de decisiones clinicas para
cada caso particular.

En el presente trabajo se busco identificar la presencia de bacteremias en tortugas del
género Trachemys mantenidas en cautiverio a través de frotis sanguineos, utilizando la tincién

de Gram para la identificacion morfoldgica y afinidad tintorial de las bacterias presentes.

Poblacion y Métodos

Grupo de estudio: Se utilizaron ejemplares del género Trachemys que asistieron a
consulta entre los meses: noviembre 2017 a febrero 2018, al Hospital Veterinario de
Especialidades en Fauna Silvestre y Etologia Clinica (UNAM HVE-FSEC) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autébnoma de México. Se
excluyeron a aquellos pacientes cuyo peso fue menor a los 100 gramos y que se encontraran
bajo tratamiento farmacologico.

Métodos: Se recolectd de 0.1 ml a 0.2 ml de sangre de cada ejemplar a través de la
venopuncion de la vena yugular, coccigea dorsal, coccigea caudal o del seno subcarapacial,
utilizando jeringas de 0.3 ml, 0.5 ml o de 1ml estériles dependiendo del tamafio del ejemplar y

588




OF NEGATIVE

m urnalgi

la habilidad del operador para obtener la muestra. El sitio de venopuncion fue embrocado con

alcohol y yodo previo a la insercién de la aguja, en caso de que se requiriera extraer la aguja y
volver a puncionar, el sitio era embrocado nuevamente y el material reemplazado por
empaques estériles nuevos. Se utilizd la técnica de Squash® para realizar dos frotis
sanguineos por cada muestra, ambos frotis sanguineos se fijaron al calor y se tifieron. La
tincion de los frotis sanguineos se realizé utilizando la tincion de Gram™®, el kit de colorantes
utilizado fue de la distribuidora Hycel®. Los frotis sanguineos fueron montados con resina y se
examinaron bajo el objetivo de inmersion (100X).

Analisis estadistico: Se realizé una réplica del estudio de los frotis sanguineos
obtenidos. La descripcion de los resultados se realiz6 a través del uso de estadistica
descriptiva.

Resultados

Se obtuvieron un total de 28 muestras sanguineas pertenecientes a tortugas del género
Trachemys, el 75% (n=21) de las muestras fueron de tortugas de orejas rojas (Trachemys
scripta elegans), 21% (n=6) de tortugas pavorreal (Trachemys venusta) y el 4% (n=1) a una
tortuga de orejas amarillas (Trachemys scripta scripta). De estos ejemplares el 57% (n=16)
fueron machos y el 43% (n=12) fueron hembras. De estos ejemplares el 25% (n=7) presentaron
algun tipo de patologia, mientras que el 75% (n=21) se encontraban clinicamente sanas.

De los 28 frotis sanguineos examinados, sélo cuatro de los frotis sanguineos resultaron
positivos a la presencia de bacterias cocos Gram + extracelulares. El resto de los frotis
sanguineos resultaron negativos. No se pudo realizar la replicacion del estudio en 3 de los 28
frotis sanguineos debido a problemas con el manejo de las muestras; en la replicacién ninguna

de las muestras resulto positiva a la presencia de bacterias.

Discusion

La presencia de cocos Gram + extracelulares se presentaron en dos pacientes con
algun proceso patoldgico (gota articular y traumatismo, respectivamente) y en dos ejemplares
clinicamente sanos. Esta presencia de bacterias extracelulares, asociada a una cantidad de
escaza de bacterias en la muestra, la ausencia de signos clinicos o en su defecto la presencia
de signos clinicos no asociados a procesos septicémicos, asi como a la ausencia de
alteraciones hematoldgicas®, son compatibles con la contaminacién de las muestras; Van der
Meera en 2002™" describe que existen dos tipos de contaminacion de muestras sanguineas: la
primera estd relacionada a muestras obtenidas de catéteres centrales y suelen presentar

bacterias intracelulares; mientras que aquellas muestras frescas de sangre periférica presentan
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bacterias extracelulares asociados a equipo y material contaminado; tal como fue el caso de

nuestros resultados.

En medicina humana se ha demostrado que el frotis sanguineo tiene una sensibilidad
entre el 80 y 90% y una especificidad de hasta el 96% para la deteccion de bacteremias***¥.
Sin embargo, cabe resaltar que las muestras obtenidas en estos estudios son a través de
catéteres centrales en los pacientes y los frotis sanguineos realizados son de la capa flogistica
en lugar de utilizar una muestra de sangre completa como en este estudio.

Hay muy pocos casos publicados en los cuales se reporte el uso de esa técnica en
reptiles. Jacobson®*® identificé la presencia de Chlamydia en un camaleén orejero
(Chamaeleo dilepis), asi como la presencia de espiroquetas en una iguana rinoceronte (Cyclura
cornuta). La presencia de bacterias tanto extracelulares como intracelulares, mas diferentes
alteraciones hematolégicas fueron los hallazgos en ambos casos. La escasez de estudios hace
complicada la comparacién de la eficacia de esta técnica en la deteccidén de bacteremias en
reptiles.

La ausencia de bacterias en los frotis sanguineos también podria relacionarse a que los
ejemplares no estaban cursando con un cuadro septicémico. Este supuesto va en contra de los

propuesto por algunos autores®*®

gue es una patologia comun en quelonios y siempre deberia
estar presente en los procesos diagndsticos de los clinicos. Sin embargo, la extension de este
estudio no nos ofrece la evidencia suficiente para confirmar o descartar esta teoria.

En conclusion, el uso de frotis sanguineos es una herramienta accesible y de bajo
costo que puede ser util en el diagnéstico de bacteremias, sin embargo, se desconoce la
sensibilidad y la especificidad de la prueba en reptiles, por lo cual no es posible descartar una
bacteremia utilizando esta prueba. Nuevos estudios utilizando frotis sanguineos a la par de
hemocultivos pueden demostrar la efectividad de los primeros para la deteccién de bacteremias
en estos pacientes. Asimismo, puede resultar de utilidad el realizar frotis sanguineos utilizando
la capa flogistica tal como es usada en pacientes humanos, sin embargo, la cantidad de

muestra necesaria podria resultar desafiante.
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