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RESUMEN

Las tortugas marinas acuden afo con afo a la playa del "Playdbn de
Mismaloya", Jalisco, a ovipositar durante los meses de Junio a
Octubre.

En los altimos aRos el nGmero de huevos de tortuga golfina
(Lépidochelys ol ivacea) eclosionados ha descendido a pesar de que
los colectados para su proteccibdn han aumentado. |

Uno de los factores a estudiar es la contaminaciéfn microbiolbégica
del huevo, la cual puede ocurrir durante su formacién o su
incubacién.

El objetivo de ésta tesis fué aislar y cuantificar las bacterias
presentes en el huevo durante la incubacidén, y la suceptibilidad
de las mismas a los antibioticos.

qucolectaron 50 hueves recién ovipositados, 40 huevos incubados
en playa y no eclosionados, dos muestras de arena de nidos
naturales y seminaturales y una muestra de ovario y oviducto de
una hembra ov{gera, siendc colectadas en dos temporadas de
anidacién, 1988 y 1989.

En el laboratorio se analizardn e identificar6mn las bacterias
presentes en ovario, oviducto, superficie de huevo, vitelo,
embribn- y arena de nido natural y seminatural, conforme a la
tecnica de Gentry. En el muestrec de la temporada 1988 se
identificarén siete géneros, 12 especies y dos .subespecies
bacterianas, en la temporada 1989 se identificarén nueve géneros,
17 especies y dos subespecies bacterianas, encontrandose una
mayor suceptibilidad a la combinacién antibiética Trimetoprim -

Sul fametoxasol.
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En éste trabajo se. discute sobre el habitat natural de las

bacterias identificadas y la suceptibilidad de las mismas a 12

antibidticos.
Se encontrvaron indicios de una activa incorporacibn bacteriana a

la superficie del huevo, cuando é&ste ha sido depositade en la

arena por la tortuga.



ANTECEDENTES
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La tortuga marina, la cual pertenece al orden de los quelonios,

se caracteriza por estar protegida por una coraza, carecevr de
dientes y tener una boca p;ovista de un pico cérneo. El caparaztn
de las tortugas o coraza esta formada por una parte &sea, la
parte superior de la cual esta cubierta con placas cbrneas que
varfan de forma y de caracter{sticas en las diferentes especies,
pero en todas ellas tienen una curiosa e interesante
arquitectura (26, 23, 25). |

Las tortugas marinas regresan afo tras afo a 1la misma playa para
poner sus huevos. La formacidn de los nidos se lleva a cabo en
las playas durante la noche. Las hembras cavan un hoyo con sus
aletas posteriores y ovipositan en &1, para que sean incubados al
calor del sol, para lo cual son necesarios per{odos de 40 a 70
dias, dependiendo esto de la especie de tortuga marina de la cual
se trate. Después de cubrir y disfrazar el nido removiendo la
arena, las hembras regresan al mar dejando que la progénie se
valga de sus propios recursos upa vez que nacen (20, 23, 28).

La madurez sexual de algunas especies de tortuga marina ocurre
en promedio entre los siete y 15 afos de‘edad, tal es el caso de
la tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) (20, 29).

Los ovarios de la tortuga marina ﬁroducen huevos cargados - de
vitelo. Los oviductos se abren anteriormente en 1la cavidad
peritoneal mediante ostios bastantes grandes. A medida que los
huevos de las tortﬁgas descienden por el oviducto, las gléndulas
de las ﬁaredes segregan albdmina alrededor de los mismos. En el
extremo posterior del oviducto, 1las gl&ndulas de la cé&scara
segregan una substancia gomosa que forma una chAscara blanda pero
resistente. Los huevos son fecundados internamente en el extremo

superior del oviducto antes de que dichas substancias sean



anadidas alrededor de los mismos (3, 21, 27, 33).

La tortuga golfina (lLepidochelys olivacea) desova en todas las
playas de la costa de Jalisco durante los meses de Jjunio a
octubre, la oviposicién es nocturna y cada hembra puede depositar
de dos a tres nidos por temporada con un promedio de 100 huevos
por nido. lLa caracteristica mAs dramAtica de su ciclo de vida, a
diferencia de las demAs, es la anidacibén sincronizada de cientos
de ﬁu‘les de hembras, fenémeno conocido como arribada y su
congregacién frente a las playas de anidacidn facilita su
captura, por lo que las poblaciones que anidaban en el Playdén de
Mismaloya han sido materialmente exterminadas' (20, 29, 30).

En Jalisco, cuyas playas fueron de gran importancia para la
reproducciédn de estos quelonios, llegaron a anidar hasta 25,000
individuos en un solo dfa en el Play4tn de Mismaloya. En la
actual idad soio se puede contar con poblaciones de 1000
ejemplgres en una tempbr.ada completa en esta misma local idad 29,
31)

Durante toda su vida, las tortugas est&n expuestas a peligros
tanto ﬁaturales como creados por el hombre. Pn:n"una parte, una
gran variedad de depredadores se alimentan de ellas y por otra,
la éran cantidad de contaminantes que existen tanto en el medio
terrestre como el marino las afectan gravemente.23 Estos dosv
factores, unidos al maAs importante, que es la explotaciftn del
recurso por el hombre (carne y huevos que son utilizados en la
alimentacién, y de sus pieles, con las gque se confeccionan
- distintos articulos de lujo)l, contribuyeﬁ al escandal oso
decremento de las poblaciones de este apreciado animal (13, 22,

23, 29.
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A principio de los aRos 60s se establecierén campamentos con el

fin de proteger a las tortugas marinas en Tehuamixtle y Cruz de
Loreto, atendidos por pescadores de la zona de donde habfa gran
densidad de arribos. A partir de este afo los decretos qﬁe se han
establecido para declarar la veda total en la captura de tortuga
marina han sido numerosos, sin embargo en ninguno de ellos se han
obtenido los resultados deseados (29).

En 1982 por primera vez interviene la Universidad de Guadalajara
a través de los estudiantes de 1la’ Fagultad de ciencias,
trabajando coordinadamente con la Delegaci®én Federal de Pesca
(29, 31).

ﬁ partir de este afo la Universidad de Guadalajara ha participado
en las tareas de campo a través de los estudiantes de la Facul tad
de Ciencias y conforme a los datos obtenidos de ésta y de la
Secretarfa de Pesca, en los filtimos seis afos que se ha trabajado
en la colecta y siembra del hueve de tortuga, el porcentaje de
crfias eclosionadas en comparacidn del huevo colectado a comenzado
a descender alarmantemente (Cuadro 1) par lo que se ha tomado en
cuenta al factor migrobiolbgico como posible causa de este

descenso marcado (8, 23, 29, 30, 31).



Nidos Huevo Crfas . 7 de
AfRo ~-n:q:ylcau:t:adt:is colectado liberadas eclosisn
1982 600 V 60, 000 40, 000 66.66
1983 295 29,000 18,000 62.06
1984 85 8, 000 5,500 68.75
1985 700 70,000 45,000 64.28
1986 503 47,904 27,905 - sa.25
1987 1,044 97,855 39,844 40.71
1988 252 22,810 17,337 76.00
1989 398 44,364 30,173 68.01
1990 876 85,761 39,152 45. 65

Cuadro 1: Conforme a los datos obtenidos de la Universidad de
Guadalajara y la Secretaria de Pesca el porcentaje de eclosién a’
partir de 1985 a 1987 a descendido en un 23.57%.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



En los ultimas afos el porcentalje de hueva eclaosionado de tortuga
marina se ha reducido alarmantemente en un 23%, ya que en 1985
era de 64.28Z y en 1987 'se registro un 40.71% (29, 31).
Los principales factores a los que se les puede atribuir esta
baja, son: la salinidad 8>, la estacién, los aspectos
fisiolégicos en el intercambioc de gases (1, 4, S5, 6, 7, 18, 39,
parasitismo (23) y contaminacién bacteriana(8), éste d@ltimo es al
que se le considera como causante de la mortalidad embricnaria en
sus diferentes etapas de desarrollo y como >factor

disminucié&n de las eclosiones.



JUSTIFICACION



A pesar de contar con un programa de proteccién hacia la tortuga
mar ina, su pdblacién ha menguado en grado extremo en los dGltimos
afnos y aunado a esto, se ha registrado upma alta mortalidad
embrionaria, por 1lo consiguiente un marcado descenso en la
eclosidén del huevo, adn cuando la colecta de éste ha aumentado.

Debido a la falta de informacibn precisa con respecto a los
diversos factores que pqede; afectar las diferentes etapas
embrionarias del huevo, se hg reflexionado sﬁbre el factor
microbiolégico como una causa de la mortalidad embrionaria. Este
estudio busca en primer plano, delimitar el universo

bacteriolégico del huevo de la tortuga marina y fundamentar sus

propias bases para las etapas subsiguientes de dicho estudio.



HIPOTESIS



Durante los aGltimos aRos el né&mero de huevos de tortuga marina
eclosionados ha ido en descenso a pesar de que el nfémeroc de
‘hueves incubados ha aumentado, por lo tanto, la contaminacién
bacteriana del huevo es un factor determinante en la mortalidad
embrionaria, al incorporarse a su interior durante su formacién,
ya sea en el ovario o en el oviducto y podrfa ser considerada
como infeccién de orfgen congénito, o bien incorporarse al huevo
a través del cascarédn después de que éste fué puesto en un sitio
contamiﬁado, propiciado por un mal manejo en su coleccidn y

traslado a los corrales de incubacién.



OBJETIVOS
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OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar 1la presencia de bacterias en el huevo de tortuga
mar ina, COMo factor determinante en la mor tal idad

embr ionaria.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar la microbiota bacteriana presente en el huevo y

organos reproductores de la tortuga marina.

1.1. Identificar la microbiota bacteriana presente en ovario,

oviducto, cascaron y embridn.

2.‘Correlacionar los datos obtenidos sobre 1la microbiota
" bacteriana presente en 1la tortuga con la encontrada en los

embr iones muertos.

2.1. Identificar la microbiota bacteriana -presente en el nido
natural, nido semiartificial, huevo recién ovipositado y el
que ha estado en contacto con la arena, y huevo eclosionado

y no eclosionado.

3. Comparar las poblaciones bacterianas encontradas en ambos

objetivos.



MATERIAL Y METODOS
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La colecta de muestras se realizd en el campamento tortuguero El

Playén de Mismaloya, municipio de Tomatlé&n, Jalisco, localizado a
29= 59’ 45" Latitud Norte y 104= 597 48" Longitud Oeste, siendo

dividido en dos fases:
1.- Muestreo piloto o de ensayo.

2.- Verificacién de la incidencia microbiclégica del muestrec

piloto.

De las fases mencionadas, cada una fue la continuacidn de la otra
y las mismas se realizaron en periodos de anidacién diferente (un

afo cada una, dos en total).

1.~ FASE DEL MUESTREO PILOTO O DE ENSAYO:

Esta se realizé con la finalidad de delimitar lo m&s posible el
univer so microbiolégico del huevo, y obtener un
fundamento para las pruebas de laboratorio de la siguiente fase.

Esta etapa se subdividié en otras tres, las cuales son las

siguientes:

a) Obtencidn de drganos reproductores de una hembra ovigera.
b) Obtencién de huevo, inmediatamente después de ser ovipositado.
c) Obtencidn de muestras de huevo no eclosionado (embriones

muer tos).
OBTENCION DE HUEVO, INMEDIATAMENTE DESPUES DE SER OVIPOSITADO:

Se realizaron dos muestreos de huevo, siendo colectados 10 huevos
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por muestreo (12, 14, 32), los . cuales se colectaron de dos

diferentes maneras: cinco huevos al momento de salir de la cloaca
Y cinco una vez que la tortuga hab{a tapado el nido, para de esta
forma determinar el momento de mayor incoréoracibn bacteriana a
la superficie del huevo. Las muestras fueron colectadas en bolsas
de polietileno, previamente esterilizadas con 1luz ultravioleta
(34), una vez tomadas ée mantuvieron en refrigeracibn para su
posterior traslado al laboratorio en un tiempo no mAximo de 48
horas. Los nidos de donde se colectaron las nmuestras fueron
trasladados al corral de incubacidén (28), para postériormente

tomar de estos las muestras de huevo no eclosionado.

OBTENCION DE MUESTRAS DE HUEVG NO ECLOSIONADO (EMBRIONES

MUERTOS) :

Una vez transcurrido el periodo de incubacién el cual es de 435
dias para la .tortuga golfina (Lepidochelys olivaceg) (28),
se realizaron dos muestreos, de donde se colectaroﬁ 10 huevos por
cada.uno de ellos, colocéndolos en bolsa estéril de polietileno y
hanteniéndplos en refrigeraci6tbn para su posterior traslado al

laboratorio en un tiempo no mayor de 48 horas.
OBTENCION DE DRGANOS REPRODUCTORES DE UNA HEMBRA OVIGERA:

Se colectd una muestra de ovario y oviducto la cual fué obtenida
durante una diseccién en fresco de una hembra ovigera, para de
esta forma poder determinar si existe incorporacién bacteriana
durante‘ la formacidbn del huevo (24>, una vez
colectada se mantuvo en refrigeracidbn para su posterior traslado

al laboratorio, en un tiempo no mayor de 48 horas.
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2.~ VERIFICACION DE LA INCIDENCIA BACTERIOLOGICA DEL MUESTREQO

PILOTO:

Esta fase fué lé continuacidtn de la anterior, Verificéndose la
incidencia bacteriana del primer muestreo, ademés de determinar
la suceptibilidadAbacteriana a 12 diferentes antimicrobianos. Al
igual que la fase anterior esta fué subdividida, pero, presentd
algunas variantes ya que en lugar de obtener una muestra de
érganos reproductores, se obtuvieron muestras de arena de nidos
naturales y seminaturales, y del vitelq de huevo recién

ovipositado.

a) Obtencidn de huevo, inmediatamente después de ser ovipositado.
b) Obtencidn de muestras de arena de nidos naturales vy
seminaturales.

c) Obtencidn de muestras del vitelo de huevo recién ovipositédo.

d) Obtencién de muestras de huevo no eclosionado.
OBTENCION DE HUEVO, INMEDIATAMENTE DESPUES DE SER OVIPOSITADO:

Con base en 1los resultados obtenidos en la cuantificacidn
bacteriana de la fase anterior, se optdé por incrementaf a tres el
némero de muestreos realizados QE huevo recién ovipositado, cada
uno se hizo por separado y en diferente fecha, tratando de cubrir
los tres meses de mayor anidacién en playa. En cuanto a la
colecta del huevo, sé siguid el mismo procedimiento que en el

muestreo piloto.
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OBTENCION DE MUESTRAS bE ARENA DE NIDOS NATURALES Y

SEMINATURALES:

Este muestreo fue realizado durante la colecta del huevo recién
ovipositado, y se ohbtuvieron de la siguiente manera: Una vez que
la tortuga terminé de escavar el nido, se procedi& a tomar una
muestra de arena, de la mAxima profundidad del mismo, la cual se
realizé con .un guante estéril, siendo colocada posteriormente en
una bolsa de polietilenc estéril, este mismo procedimiento fue
utilizado con el nido seminatural en el corral de incubacié&n; las

muestras fueron mantenidas en refrigeracibn para su posterior

traslado al laboratorio.
OBTENCION DE MUESTRAS DEL VITELO DE HUEVO RECIEN OVIPOSITADO:

Las muestras se obtuvieron en el laboratorio, al abrir el huevo
" del muestreo de huevo recién ovipositado y extraer el vitelo,

para de éste tomar las muestras con un hisopo estéril (14),

OBTENCION DE MUESTRAS DE HUEVO RECIEN OQVIPOSITADD (EMBRIONES

MUERTOS) :

Para la toma de muestras de huevo no eclosionado se utilizé el

mismo procedimiento que en el muestreo piloto.

MEDIOS DE CULTIVO:

La cuantificaciébn bacteriana solo se realizé en el huevo recién
ovipositado y en las muestras de arena, para lo cual se utilizé
el medio de agar soya tripticasa.

El aislamiento de las colonias de ovario, oviducto, huevo recién
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ovipositado, arena, vitelo y huevo no eclosionado se realizo por

el método de estrf{a, en cajas con agar Mc Conkey, agar § - 110 y
agar gelosa gangre, éste ultimo estaba compuesto de medio bésico
de agar gelosa sangre y 9 % de sangre de borrego, estos medios
fueron incubados a 37° C durante 48 horas.

Con los cultivos asi obtenidos se realizaron las siguientes
pruebas bioquimicas: Morfologia segn 1la tincidn de gram,
oxidacién.fermenfacibn (b.F.), movilidad, formacidn de oxidasa,
catalasa, indol, &cido sulfhi{drico, descarboxilacidtn de 1la
lisina, ornitina, licuefaccidbn de la gelatina, actividad de la

ureasa y crecimiento en agar Mc Conkey (9, 19).

FORMACION DE ACIDO A PARTIR DE CARBOHIDRATOS:

Para realizar esta prueba se prepard medio de agar base rojo de
fenol, al que se le agregQ el carbohidrato a utilizar; gqlucosa,
lactosa, maltosa, manitol, sacarosa, xilosa y salicin, en una
concentracidn al 1 %. De cada medio se vaciaron 2 ml en un tubo
de ensaye. Una vez inoculado el medio, se incubs a 37< C durante
24 horas. En los carbohidratos en los que se formé &cido, se
observé una coloracibn. amarilla, en caso contrario el color

permanecia sin cambiar.

ANT IBTOGRAMAS:

A TIas «colonias bacterianas identificadas se 1les vrealizaron
antibiogramas, en los cuales se utilizé el agar de Mueller Hinton
y se emplearon multidiscos con 12 antibacterianos (10). La

técnica utilizada fue la prueba de Kirby Bauer (13).



RESULTADOS
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Para la primera fase, correspondiente a la temporada 1988, se

realizaron dos muestreos de hueva recién ovipositado, dos de
hueve incubado en playa y no eclosionado y uno de ovario y
oviducto., |

De los dos muestreos de huevo recién ovipositado, se cuantifich e
identificé las colonias bacterianas. Para la cuantificacidn el

huevo fue dividido en dos grupos (Cuadros 1 y 2):

a) Huevo al momento de salir de la cloaca.

b) Huevo colectado una vez que la tortuga habfa cubierto el nido.

En el primer muestreo de huevo se aislardn 33 colonias
bacterianas, de las cuales solo se obtuvo como dato, el que eran
bacilos gram (-)

En el segundo muestreo de huevo se aislaron 23 colanias
bacterianas, de las cuales 24 eran baciles gram (—~) y un coco
gram f+). Se identificaron seis géneros y siete especies
bacterianas (Cuadro 3).

De los.dos muestreos de huevo incubado en playa en condiciones
seminaturales Y no eclpsionado, se aislaron 48 colonias
bacterianas, .de las cuales 47 eran bacilos gram (-) y un coco
gram (+), se identificaron siete géneros y diez especies (Cuadros
4 y.S).

En. el muestreo de ovario y oviducto de una hembra ovigera, se
aislaron tres colonias bacterianas, de las cuales uno era bacilo
gram (-) y dos cocos agram (+), de donde se identificar®d4n dos

géneros y dos especies (Cuadro 4).
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Para la segunda fase del muestreo, correspondiente a la temporada

1989, se realizaron tres muestreos de huevo recién ovipositado,
dos muestreos de arena de nidos naturales y seminaturales, dos
muestrecos al vitelo del huevo recién ovipositado y dos de huevo.
incubade en playa y no eclosionado.

En los tres muestreos de huevo recién ovipositado se procedid a
cuantificar las colonias bacterianas presentes en la superficie
del huevo (Cuadros 7 y 8) y solo se identificaron las colonias
bacterianas de los dos adltimos muestreo. Para su
cuantificacidn el huevo se dividiét de la misma forma que para la
primera fase.

Para comparar los datos obtenidos en la cuantificaciédn bacteriana
de ambas fases, se realizé la prueba estad{stica de chi-cuadrado
(X®), en donde el huevo colectado al momento de salir de la
cloaca es igual a la frecuencia observada, y el huevo celectado
una vez quevla tortuga habfia cubierto el.nido es igqual a 1la
frecuencia esperada: el valor de chi-cuadrado fue de 4.1399 con
19 grados de libertad (Cuadros 2 y 8).

DPe los dos muestreos de huevo recién ovipositado en los que se
procedié a identificar, se aislaron 44 colonias bacterianas, de
las cuales 39 eran bacilos gram (-) y cinco gram (+), se
identificarén nueve géneros, 14 especies y dos éubespecies
(Cuadro 12). A éste mismo huevo se le procedié a aislar las
bacterias presentes en vitelo, se aiéléron seis colonias
bacterianas las cuales eran bacilos éram (=), se identificardn
dos géneros, dos especies y dos subéspecies (Cuadro 13).

En los dos muestreos de arena de nidos naturales y seminaturales,

se cuantificd e identificd las colonias bacterianas por gramo de
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arena. Se aislaron tres colonias bacterianas, las cuales eran

bacilos gram (~), se identificar6tn dos géneros, tres especies y
una subespecie (Cuadros 9, IO'y 11).

De los muestreos de huevoe incubado en playa en condiciones
seminaturales Y no eclosionado se aislaron 38 colonias
bacterianas, las cuales eran bacilos gram (-). Se identificarén
cuatro généros y siete especies bacterianas (Cuadro 14 y 15).

Los datos obtenidos de laé pruebés de anfibiograma, se observan
en el Cuadro 17.

Los porcentajes de incidencia de los gfneros Yy especies
bacterianos encontrados en los muestreos de la primera fase
fueron: Pseudomonas aeruginosa 28.37 L, Aeromonas caviae 16.21 4,
Alcal igenes faecalis 12.16 7, Aeromonas salmonicida 10.81 7%,
Pseudomonas fluorescens 9.45 %4, Pseudomonas putrefaciens 8.10 7%,
qunetobacter calcoaceticus anitratqs 2.70 %, Hcinétobacter
éalcoaceticus lnoffi 2.70 %, Achrmpobacter xylosoxidans 2.70 7,
Staphylocaoccus aureus 2.70 %y Achromobacter vd 1.3 %,
Providencia alcalifaciens 1.35 %, Staphylococcus xylosus 1.35 %
Muestreos de la segunda fase: Acinetobacter‘calcoaceticas lunoffi
14.77 %, Pseudomaonas aefaginosa 12.50 %, Aeromonas salmonicida
11.36 %, Pseudomonas fluorescens 9.09 Z, Pseudomonas putrefaciens
7.95 7%, Proteus wirabilis 7.95 ¥, Aeromonas caviae 6.80 %,
Proteus vulgaris 6.80 7, Acinetobacter calcoaceticus anitratus
5.68 %, Alcaligenes faecalis 4.30 4, Escherichia coli 3.40 %,
Staphylococcus capitis 2.27 7%, Proteus penneri 1.13 %, Klebsiella
rhinoscleromatis 1.13 oy Staphylococcus QUreus 1.13 Ly
Staphylococcus auricualaris 1.13 Z, Staphylococcus xylosus 1.13 /.

(Cuadvros 6 y 162.
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Algo que se debhe de aclarar antes de dar inicio a la discusién,

es el hecho de que é&ste trabajo es @Gnico, no existiendo trabajos

semejantes.

Para la primera fase de los muestreos que eran dos, la diferencia
de valores obtenidos sugiri® que el tamafio de la muestra fue
insuficiente, y debido a esto, se incrementé a tres el namero de
muestrecs para la segunda fase, en donde el nfimerc de U.F.C./cm®
se continud incrementando en los huevos extraidos una vez que la

tortuga habfa tapade el nido.

La tortuga golfina (Leoidochelys olivacea), al emerger del mar y
buscar un lugar adecuado para depositar sus huevos, tiene que
reptar por la arena, y al hacerlé }ecoge bacterias con la cloaca
a traves de la cual habra de pasar el huevo, que ser& contaminado

con las bacterias ahi presentes.

Respecto a la diferencia de bacterias por gramo de arena nos
sugiere un considerable incremento de U.F.C./ar de arena en los

nidos naturales gque en los seminaturales.

Cuando la tortuga escava el nido, vierte gran cantidad de arena
de la superficie de la playa él interior de &ste, con lo gque se
acarrean bacterias, que posteriormente habr&n de entrar en
contacte con el hueveo, cosa gque no ocurre de la misma forma en
los nidos seminaturales, ya que el vertido de 1la arena

super ficial es minimo.

La activa incorporacidn bacteriana a la superficie del huevo,
puede conciderarse como ‘un factor no determinante de 1la

mortalidad embrionaria de 1la tortuga golfina (Lepidaochelys
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alivaceal, debido a que en cuatro de los cinco nidos muestreados,

el hueve que fue incubado presentéd porcentajes de eclosibn de
83.13 % hasta 100.00 %, encontrandose un nido que presenté un
promedio de 7.35 _U.F.C.)cm2 en huevo colectado al momentc de
salir de la cloaca, y 1,644.72 U.F.C./cm® en huevo colectado una
vez que la tortuga habfa cubierto el nido, el cual presento un
100.00 % de eclosibng y otro nido con un promedico de 789,728.08
U.F.C./cm® en el huevo colectado al momento de salir de la
cloaca, y 2'458,181.60 U.F.C./cm® en huevo colectado una vez que
el nido habfa sido cubierto, presentando una eclosiétn del 96 %.

De los resultados obtenidos de la prueba estadistica déb
chi-tzuadrado (X=2), al ser comparados en la tabla de valores de
chi—cuadrado, se deduce gque los resultados no son significativos,
lo que hace evaluar al factor microbiolbgico como un elemento
mas, de un conjunto de factores que actu&n en el hueve y entre
ellos habria que mencionar 1la infertilidad, 1la herencia, la

fisiolegfa del huevao, el medio ambiente, el manejo, entre otros.

Durante la primera fase del muestreo se identificardn un total de
siete géneros, 12 especies y dos subespecies de bacterias en
hueve, embriones, ovario y oviducto; en la segunda ' fase se
identificaron nueve géneros, 17 especies y dos subespecies

bacterianas en huevo, arena, vitelo y embriones.

En la primera fase, las bacterias que aparecen con méé frecuencia
en huevo son: Aeraomanas caviae, Aeramanas salmonicida vy
Pseudomonas aeruginasa. En embriones: Pseudomonas aeruginasa,
Pseudomonas fluorescens y Alcaligenes faecalis. En braanos

reproductores de la hembra ovigera son: deromonas caviae en
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ovario y Staphylococcus xylosus en oviducto. Para la segunda fase

las bacterias que aparecen con mAs frecuencia en huevo son:
Aeramanas salponicida, Aeromonas cavias y Acinetobacter
calcoaceticus Iwoffi. En vitelo: Acinetobacter calcoaceticus
lwoffi, Aeramonas caviae y Acinetobacter calcoaceticus anitratus.
En vitelo de embriones no eclosionados: Pseudomonas fluorescens,

Psudamonas aeruginosa y proteus wirabilis.

lLas bacterias encontradas en embriones se pueden dividir en dos
grupos:

a) Las bacterias presentes desde el huevo: Aerowmonas caviae,
Aeromanas  salmonicida, Pseudomonas aeruginosa, Alcal igenes
faecalis y Acinetobacter calcoaceticus con sus dos subespecies
anitratus y Iuaffi.

b) Las bacterias que se incorporan durante 1la incubacién:
Pseudomonas fluorescens, Providencia alcalifaciens y Pseudomanas
putrefaciens, para la primera fase, y para la segunda'
son las siquientes. A

a) Las  bacterias presentes desde el huevo: Pseudomanas
QErUQInosa, Pseudomonas putrefaciens, Acinetaobacter calcoaceticus
Iuoffi y Alcaligenes faecalis.

b) lLas bacterias que se incorporan durante la incubacién:

Pseudomonas fluorescens, Proteus mirabilis y Proteus vulgaris.

Con respecto a la incidencia bacteriana, el mayor porcentaje
corresponde a: Pseudamanas aeruginosa y Acromonas caviae en los
muestreos dé la primera fase, y Acinetobacter calcoaceticus
luoffi y Pseudomonas aeruginosa para la segunda fase de

muestreos, pero, las Gnicas bacterias presentes en todos y cada
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uno de ellos son: Aderoponas caviae en la primera y Acinetabacter

calcoaceticus lwaffi y Aeromonas caviae en la segunda, por lo
tanto y con base en lo anterior, se concidera al género,
Aeromonas y Acinetobacter como de alto interés, aun mAs que

aguellas que presentan una mayor incidencia.

Por otra parte es interesante hacer notar el gran néimero de
géneros y especies bacterianos aislados desde la formacibdbn del
huevo hasta la eclosién del mismo, y al hacer una evaluacidn
global, no existe alg@in género o especie predominante para ambas
fases, lo que hace dudar de la accidn microbiocl&gica coma un
factor determinante en la mortalidad embrionaria de la tortuaga
golfina (Lepidochelys olivaceal), lo cual podria deberse a un

sistema biolégico del mismo huevo.

El género Pseudomonas se encuentra en suelos y agquas servidas,
estancadas, de mar, pozos, lagos y rios presentando una amplia
distribucién geogré&fica (19}, adem&s ha sido reportado en

tortugas marinas (16, 17) y terrestres (36).

El género Aeramonas tiene una distribucibn cosmopolita en la sal
natural, agua estancada y circulante (19), y ha sido aislado de

Jjuveniles de Chelonia mydas (16, 36).

El género Acinetobacter esta ampliamente distribuido en 1la

naturaleza, encontréndose en suelos y aguas servidas (19).

El género Alcaligenes se encuentra en suelos y aguas, presentando
una amplia distribucidén geogrh&fica, ademAs ha sido aislado en

toftugas terrestres (36).
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Al género Achramobacter no se le conoce un habitat natural, pero,

ha sido reportado en clinicas y hospitales, principalmente en

agua y soluciones (19),

Los microorganismos de la familia Enterobacteriaceae son comunes
en el tracto intestinal del ser humano y los animales, pero
eventualmente han sido aisladas en Jjuveniles de Chelonia mydas

(16) y tortugas terrestres (36).

Las bacterias del ogé&nero Staphylococcus son comunes en los
mam{ feros, por lo que su aparicifn en las muestras sugiere una
posible contaminacién debido al manejo de las mismas. De acuerdo

con esto se descarta su andlisis en todas las muestras.

En las pruebas de antibiograma realizadas con 12 antimicrobianos
a las 14 especies bacterianas identificadas, durante la segunda

fase, solo uno resultd ser efectivo en més de un 30 %.

El @nico antimicrobiano efectivo en contra de las especies
bacterianas identificadas, es 1la combinacién Trimetoprim -

Sul fametoxasol.



CONCLUSIONES
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Se encontraron indicios de una activa incorporacién bacteriana a

la superficie del huevo cuando é&ste ha sido depositadoe en la:

arenpa por la tortuga.

La cloaca es considerada como un foco de contaminacién bacteriana

para el husvo.

Existe un incremento de U.F.C./gr de arena en los nidos naturales

que en los seminaturales.

La concentracién bacteriana en la superficie del huevo no es
significativa estadisticamente, por lo que no se puede considerar

como un factor determinante en la mortalidad embrionaria.

Existen dos especies bacterianas que se aislaron en todos los
muestrecs y son: Aergmonas caviae y fAcinetobacter calcoaceticus

lwofri.

Las bacterias que presentaron una mayor incidencia, fueron tres
especies y por orden de importancia son: Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter calcoaceticus Ilnaffi y Aeramonas caviae.

De las bacterias identificadas, los géneros Pseudonoras,
Aerbnonas, Acipetobacter y Alcaligenes se les puede considerar
como naturales del medio en el que fueron aisladas, debido a su

amplia distribucién geogré&fica.

Las bacterias pertenecientes a la familia de las
Enterobacteriaceae pueden conciderarse como ocacionales, debido a
que, donde fueron aisladas no &s su habitat natural.

De las pruebas de antibiograma realizadas solo dos

antimicrobianos actulén sobre las bacterias identificadas.
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Los antimicrobianos utilizados en las pruebas de antibiograma,

dos presentan actividad en contra de las bacterias identificadas,

y son: la combinacién Trimetoprim - Sul fametoxasol y la

Carbenicilina.



CUADRGS
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CUADRO No. 1

Némero de bacterias por cm® de superficie en 1los huevos
colectados al momento de salir de la cloaca.

1=v- Muestreo 29=- Muestreo

0.25 5,649.35

- 25.00 285.71

4.54 7'475,324.60

6.62 4,298.70

0.38 ) . 2,077.92

X = 7.35 U.F.C./cm= X = 17497,3527.25 U.F.C./cm=
100.00 % de eclosién 89.13 % de eclosidn

CUADRO No. 2

Ndmero de bacterias por cm® de superficie en los huevos
colectados una vez que la tortuga habfa cubierto el nido.

{®v - Muestreo 29<- Muestreo
77 .92 117968,831.00
7,792.20 ° ) . 27140,259.70
272.72 13,597.40
2.85 ' 62,337.66
77.92 147961,038.00
X =1,644.72 U.F.C./cm= X = 5'829,212.75 U.F.C./cm?
100.00 % de eclosidén 89.13 % de eclosibdn

X= = 4.1399

Con 19 grados de libertad
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Géneros y especies bacterianos identificados de la superficie del

huevo recién ovipositado, durante el segundo muestreo.

~ GENERO

Aeromonas
Aeromonas
Pseudomonas
Achromobacter
Acinetobacter
Alcaligenes
Achromobacter
Staphylococcus

Géneros y especies bacterianos

ESPECIE

caviae

salmonicida

aeruginosa

xylosoxidans
calcoaceticus anitratus
faecalis

vd

aureus

CUADRO No. 4

huevo no eclosionado, ovario y oviducto.

GENERD
Embr ione:

Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas
Alcaligenes
Aeromonas
Aeromonas
Acinetobacter
Providencia
Staphylococcus

Dvario:
Aeromonas
DOviducto:

Staphylococcus

ESPECIE

aeruginosa
fluorescens
putrefaciens
faecalis

caviae

salmonicida
calcoaceticus lwoffi
alcalifaciens

aur eus

caviae

xylosus

No.

No.

DE COLONIAS

o e NN N

identificados en embriones de

DE COLONIAS

== NNLDROAND
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CUADRO No. 35

Géneros y especies bacterianos que se incorporan al hueveo durante
el proceso de incubacién.

GENERD | ESPECIE

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putrefaciens
Acinetobacter calcoaceticus lwoffi
Providencia alcalifaciens

CUADRO No. 6

Porcentaje de incidencia de los géneros y especies bhacterianos
identificados durante la primera fase de muestrecs, temporada
1988.

GENERO ESPECIE 7% DE INCIDENCIA
Pseudomonas aeruginosa 28.37
Aeromonas caviae 16.21
Alcaligenes faecalis 12.16
Aeromonas salmonicida 10.81
Pseudomonas fluorescens 9.45
Pseudomonas putrefaciens 8.10
Acinetobacter calcoaceticus anitratus 2.70
Ac inetobacter calcoaceticus lwoffi 2.70
Achromobacter xylosaxidans 2.70
Staphylococcus aureus 2.70
Achromobacter vd 1.35
Providencia alcalifaciens 1.35

Staphylococcus xylosus 1.35
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CUADRO No. 7

Némero de bacterias por cm® de superficie en el huevo colectado
al momento de salir de la cloca.

1=v. Muestreo ) 29°=- Muestreo 3=r- Muestreo
1,038.96 555,844.15 77.92
597.40 21.16 2.07
779.22 4,311.68 0.64

19.61 3'387,012.99 116.88

11.55 1,441.55 1,363.63

96.00 7 de eclosién

X = 789,728.08 U.F.C./cm=

X = 489.34 U.F.C./cm= X = 312.22 U.F.C./cm=

100.00 7Z de eclosion

CUADRO No. 8B

Nédmero de bacterias por cm® de superficie en el huevo colectado
una vez que la tortuga habfa cubierto el nido.

1=7 - Muestreo 29<- Muestreo 3=+ Muestreo
332,467.53 332,467.53 128,571.42
467,532.46 8?'976,623.38 190, 909.09
285.71 C72,727.27 418,181.81
1,753.24 17412,987.01 1’059,740.26
118,181.81 17496, 103.90 2,701.29

96.00 7 de eclosién

X = 2'458,181.60 U.F.C./cm=

X = 184,044.15 U.F.C./cm* X = 360,020.74 U.F.C./cm=

100.00 % de eclosidn
X2 = 4.1399

Con 19 grados de libertad
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CUADRO No. 9

Ndmero de bacterias por gramo de arena, colectada del fondo de
dos nidos naturales.

1=r- Muestreo 17440,000.00 U.F.C./gr

29<- Muestreo 36'966,400.00 U.F.C./ar

CUADRO No. 10

Némero de bacterias por gramo de arena, colectada del fondoc de
dos nidos seminaturales.

{=v- Muestreo 330.00 U.F.C./gr

29<- Muestreo 0.00 U.F.C./gr

CUADRO No. 11

Géneros y especies bacterianos identificados en las muestras de
arena de nidos naturales y seminaturales.
GENERO ESPECIE No. DE COLONIAS

1= Muestreo, nido natural
Acinetobacter calcoaceticu lwoffi 1

Nido seminatural
Pseudomonas aeruginosa 1

29< Muestreo, nido natural .
Pseudomonas fluorescens 1

Nido seminatural
Mo se aislaron colonias bacterianas, en la muestra tomada
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Géneros y especies bacterianos identificados de la superficie del
huevo recién ovipositado.

GENERD

Aeromonas
Aeromonas
Acinetobacter
Acinetobacter
Pseudomonas
Pseudomonas
Alcal igenes
Achromohacter
Escher ichia
Proteus
Klebsiella
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus

Géneros y especies

ESPECIE

salmonicida

caviae
calcoaceticus lwoffi
calcoaceticus anitratus
aeruginosa
putrefaciens
faecalis
xylosoxidans

coli

penneri
rhinoscleromatis
capitis

aureus

xylosus

auricularis

CUADRO No. 13

bacter ianos

vitelo del huevo recién ovipositado.

GENERO

Acinetobacter
Acinetobacter
Aeromonas

ESPECIE

calcoaceticus lwoffi
calcoaceticus anitratus
caviae

No.

No.

DE COLONIAS

1

o B e = W= NN RPANRO

identificados de embriones de

DE COLONIAS

3

-

2
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CUADRDO No. 14

Géneros y especies bacterianos identificados en embriones de
huevo no eclosionado.

GENERO ESPECIE ) No. DE COLONIAS
Pseudomonas aeruginosa 7
Pseudomonas fluorescens 8
Pseudomonas putrefaciens 3
Proteus mirabilis 7 -
Proteus vulgaris . 6
Acinetobacter calcoaceticus lwoffi 3
Alcaligenes faecalis 2

CUADRO No. 15

Géneros y especies bacterianos que se incorporan al huevo durante
el proceso de incubacién.

GENERO ESPECIE
Pseudomonas fluorescens
Proteus mirabilis

Proteus vulgaris
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CUADRO No. 16

Porcentaje de incidencia de géneros y especies bacterianos
identificados durante la segunda fase de muestreos, temporada
1989.

GENERO ESPECIE 7 DE INCIDENCIA
Acinetaobacter calcoaceticus lwoffy 14.77
Pseudomonas aeruginosa 12.50
Aeromonas salmonicida 11.36
Pseudomonas - fluorescens - 9.09
Pseudomonas putrefaciens 7.95
Proteus mirabilis 7.95
Aeromonas caviae 6.80
Proteus vulgaris 6.80
Acinetobacter calcoaceticus anitratus 5.68
Alcaal igenes faecalis 4.50
Escher ichia coli 3. 40
Staphylococcus capitis 2.27
Achromabacter xylosoxidans 1.13
Proteus penneri 1.13
Klebsiella rhinoscleramatis 1.13
Staphylococcus aureus 1.13
Staphylococcus auricularis 1.13

Staphylococcus xylosus 1.13



COADRO Xo. 17

Porcentajes de seceptibilidad bacteriana a 12 diferentes antibacterianos.

Género y especie Cef.
Ps. asruginosa 0.0
Ps. Pleorescens 0.0

Ps. patrefacleas 2.4

L. salmonicida 0.9
b, caviae 0.9
L ¢, Ivoffi 5.0
L c. anltrates 5.0
1, Faecalls 6.0
A. xylosoxidans 0.0

Protees afrabills 56.8

P. velgaris 5.0
P, penperi 8.0
8. coli 106.0

L. thinoscleromatis 1060.0

8-T Cefox.

8.0
4.2
100.0
4.3
66.4
6.5
5.0
0.0
100.0
100.0
108.9

109.0

8.0
1.2
2.4

6.0
Na

0.0

0.0
50.0

0.0
16.6
15.0

6.0

160.9 100.0

Aap. Kit.

0.6 0.0
0.0 0.0
1.1 0.8
16.6 6.0

0.0 33.3

.0 0.0

Carb.

62.5
85.1
1.1
16.6

6.0
1.5

5.0

100.0
66.6
5.0

0.0

kait,

12.5
0.4
0.6
0.0

N3

25.0
0.0
0.9

100.0
0.¢

5.0
0.0

160.0 100.0 106.0 100.6 160.0 100.0

Geat, Clor. Ac.Wa. fTetra. Bstrep. Xo.

0.6 0.0
0.0 0.0
w5 6.0
.0 5p.0
0.0 333
5.6 0.0
8.0 50.0
0.0 0.9
100.0 0.0
16.6 166
0.0 8.9
0.0 0.0
0.6 0.0
100.0 100.0

ta

0.8
0.0
12.5
0.8
58.9
0.0
0.9
0.0
8.0
0.0

0.0

0.9
0.0
0.9
16.6
0.0
0.0
0.9
0.0
100.0
0.0
0.0
0.0
0.0

9.0

0.0
0.0
0.0
16.6
0.0
0.0
8.0
0.0
109.9
8.0
6.0

8.0

8.0

34
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