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Introduccion

Las tortugas son animales que se compran para ser
mascotas de nifios por sus colores y formas del
caparazon atractivas. Sin embargo los nifios no
cuentan con la suficiente madurez para hacerse
cargo de éstas por lo que generalmente presentan
problemas como la neumonia. Esta enfermedad
resulta en la inflamacion de los pulmones
principalmente por infecciones de bacterias
patdégenas como la Pseudomona aeruginosa.
Metodologia

El trabajo incluye cinco etapas. La primera consistio
en el aislamiento y la identificacién de Pseudomonas
sp obtenidas de muestras bucales de 30 tortugas del
genero Graptemys y Trachemys con pruebas
bioquimicas reportadas en la bibliografia. La
segunda etapa fue obtener los extractos naturales
de las plantas que se propusieron para el
tratamiento de la neumonia para ser usados en
analisis de sensibilidad. La tercera etapa fue la
sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) con la
técnica de Turkevich modificada (1951) y Rico
Moctezuma (2010) en base a una reaccion de
oxidacion de las sales de oro con extractos naturales
de Syzygium Aromaticum (clavo), Matricaria
Chamomilla (Manzanilla), Morinda Citrifolia (Noni),
Lobaria  Pulmonaria  (Pulmonaria), Filipendula
ulmaria (ulmaria), Adstringens amphipterygium
(Cuachalalate), Gnaphalium viscosum(Gordolobo),
Olea europea (hojas de olivo) y Allium sativum (Ajo)
como agentes reductores. La cuarta etapa consistio
en la caracterizacion de las AuNPs por Microscopia
Electrénica de Transmisién y Espectroscopia UV-Vis
para la identificacion del diametro de particula y la
morfologia. La quinta etapa se trabajé a la par con la
cuarta y fue el analisis antimicrobiano de las
Pseudomonas sp aislado de tortugas con los
extractos naturales y las AuNPs para observar si
existia sensibilidad o no. A esta etapa se le agrego
el con la enrofloxacina como punto de comparacion.
Resultados y discusion

De las 9 plantas propuestas para el tratamiento de la
neumonia Unicamente los extractos de ajo,
cuachalalate y clavo asi como las AuNPs
sintetizadas con estos mismos extractos presentaron
efecto inhibitorio positivo pero no en todas las cepas
aisladas. A estos resultados se incluyen las AuNPs
de manzanilla atribuyendo esto a la concentracion
del extracto de manzanilla que fue menor a
comparacion del extracto puro. El tamafo de los
halos de inhibicion que se presentaron en ambos

casos oscila en didmetros de entre uno y dos
centimetros que se consideran pequefos en
comparacién con los obtenidos con la enrofloxacina
que se encuentran en diametros superiores a los
cuatro centimetros. Pese a lo anterior no se debe de
descartar el uso de estas plantas y esta técnica
nanotecnoldgica debido a que la enrofloxacina es un
farmaco de alto espectro que incluye bacterias Gram
negativas, Gram positivas y micoplasmas que
pueden generar otros problemas en las tortugas por
efecto de la inhibicion de la flora normal de estas.
Con respecto a la sintesis y caracterizacion de las
AuNPs de las nueve plantas propuestas se presentd
una sintesis negativa con los extractos de gordolobo
y ulmaria atribuyendo esto a la baja concentracion
de metabolitos secundarios que funjan como
agentes reductores. De las otras nanoparticulas
sintetizadas estos tamafios oscilan de entre los 20 y
100 nm de diametro con formas irregulares,
esféricas y triangulares.

Conclusiones

El extracto acuoso de ajo, cuachalalate y clavo y sus
AuNPs son agentes que inhiben algunas cepas
aisladas de Pseudomonas sp pertenecientes a la
flora bacteriana normal de las tortugas de la familia
Trachemys y Graptemys muestreadas. También
presentaron inhibicién las AuNPs de manzanilla
frente a una Uunica cepa de Pseudomonas sp
atribuyéndolo a la concentracion menor del extracto
de manzanilla. También no todas las plantas son
capaces de proveer agentes reductores y agentes
dispersantes para sintetizar AUNPs como es el caso
de la Filipendula ulmaria (ulmaria) y Gnaphalium
viscosum (gordolobo) atribuyendo esto a que los
metabolitos secundarios que se encuentran en las
plantas no actian como agentes reductores o en su
defecto como agentes dispersantes que son
aquellos que evitan su aglomeracion.
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1. Introduccion

Las tortugas son animales poiquilotermos (Boylan, 2003), es decir, animales
de sangre fria que no son capaces de producir calor por si mismo y dependen de
otros medios para calentarse cuando se encuentran en cautiverio o simplemente
de la temperatura ambiente tipica de su habitat cuando se encuentran en estado
libre, por ello pertenecen a la clase Reptilia (del latin repere que significa
arrastrarse)oa lade los reptiles (animales que se encuentras desde hace miles de
afos en el planeta) entrando por clasificacion en el orden de los Quelonios u orden
Chelonia distinguiéndose de otros vertebrados por tener una estructura exterior de
proteccion llamada concha por la cual se dan entrada y salida las extremidades
(patas), cabeza y cloaca (cola) aportando principalmente la proteccion a los
organos y estructuras internas de la misma (Figura 1). Esta concha esta dividida
en dos partes superior e inferior llamadas caparazén y plastréon respectivamente

como se puede apreciar en la figura 1.

Organos de una tortuga

patas

esofago -
Irdquea
corazan puimon
higada pstmann
pAncreac
ntagiine
ovanio
181'_)8 1ecto
ano
cloada

Figura 1.- Concha de una tortuga. Esta estructura sirve de proteccion a los
organos internos del ejemplar y da salida a las extremidades y colas.
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Se les distingue, también, de otro tipo de animales por caracteristicas
particulares del género como el que tienen una larga longevidad, pues una tortuga
puede llegar a vivir alrededor de 100 afios dependiendo principalmente del modo
de vida que lleve, a que no emiten sonido, tienen memoria, un buen sentido de la
vista y olfato, su tamafo es variado, el cual puede ser desde centimetros hasta
metros como es el caso de las Tortugas terrestres de la isla Galapagos y su forma
de respiracion, que es diferente a otros animales e incluso variada dentro de este
grupo puesto que como sus costillas se encuentran fijadas al caparazén los
procesos de inspiracion de oxigeno y expiracion de bioxido de carbono no son lo

que comunmente conocemos (mas adelante se describira ese proceso).

El orden Chelonia cuenta con alrededor de 250 especies diferentes de
tortugas con tamanos, colores, condiciones de vida y formas variadas. Se
clasifican de manera general en tortugas terrestres, marinas y acuaticas en base
al tipo de habitat donde se encuentra. La diferencia entre las tortugas marinas y
las acuaticas es la zona acuosa, las primeras se encuentran en lugares de agua
salada como los mares mientras las segundas se encuentran en zonas de agua
dulce como rios, lagos y lagunas. Estas ultimas son las que tienen una mayor

importancia comercial por su amplia distribucién en el mercado de mascotas.

1.1.- Tortugas acuéaticas

Se les conoce también como tortugas semi acuaticas, acuicolas o de
estanque porque son tortugas en cuyo habitat se pueden encontrar a una porcion
de agua dulce mucho mayor que la de tierra porque estas gustan de nadar y solo
salir a tierra a descansar. La caracteristica principal de esta especie radica en la
forma de las patas. Las patas traseras estan en forma de pala y muy planas por
tener una membrana que les sirve como impulsores al momento de desplazarse
dentro del agua. Las patas delanteras, sin embargo, se caracterizan por tener
garras que tienen la funcion de desgarrar el alimento cuando es necesario (Wilke
& Anders, 1999).
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4
Figura 2.-Tortuga acuatica. Foto tomada de www.mundomascota.net

Dentro de esta clasificacion existe ordenamiento de género por las
caracteristicas morfolégicas que pueden compartir las tortugas de este tipo, de los
cuales destacan principalmente en el ambito comercial las tortugas del género
Trachemys y Graptemys, que a su vez se vuelven a clasificar en especies, las
cuales reciben su nombre especifico y unico que las distingue de otras
pertenecientes al género. De las especies antes mencionadas Trachemys scripta
elegans y Trachemys scripta venusta del genero Trachemys y Graptemys kdhnii y
Graptemys pseudogreographica del genero Graptemys son las mas importantes y
conocidas comercialmente, también objetos de este trabajo (Figura 3). Mas

informacion de estas especies en el anexo A.

Graptemys Trachemys

Figura 3.- Tortugas de importancia comercial.
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Reciben el nombre comun de tortuga japonesa o de orejas rojas
(Trachemys scripta elegans), tortuga pavorreal (Trachemys scripta venusta),
tortuga mapa (Graptemys kohnii) y tortuga falsa mapa o simplemente mapa
(Graptemys pseudogreographica). Son bien recibidas tanto en los mercados
legales como ilegales por la gente que desea hacerse de una tortuga. De estas
tres la que se conoce que tiene una mayor venta es la tortuga japonesa por sus
altos niveles de reproduccién y porque es la mas comun en dichos mercados, pero
no significa que por ello sea apta del todo para ser la mascota ideal. Lo anterior
debido a que aunque estos ejemplares son capaces de sobrevivir bien al
cautiverio, se ha visto que su adquisicion se lleva a cabo de manera inconsciente y
deliberada sin importar al comprador si los ejemplares provienen de un criadero en
cautiverio o han sido capturadas de sus habitats naturales provocando que
algunas especies se encuentren en peligro de extincion. Al no saber su
procedencia no pueden proporcionarles los cuidados adecuados para su
supervivencia. Este problema se agudiza ya que los padres de familia consideran
comprarlas antes que un perro o un gato por su bajo costo, su abundante
presencia en varios puntos de venta, y la idea errébnea de que tienen un facil
manejo y no requieren muchos cuidados. Adquieren pues el ejemplar y después lo
olvidan en un traste con agua fria y sucia en algun rincon de la casa, provocando
que desarrolle enfermedades que si no son tratadas a tiempo y adecuadamente
pueden ser mortales para el animal e incluso en ocasiones, ser transmitidas al

humano.

Por lo anterior es importante fomentar el cuidado de la especie de manera

consciente y comprometida.
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1.2. Enfermedades mas comunes en tortugas

Dentro de las enfermedades que son mas comunes en el mundo de las
tortugas provocadas principalmente por descuidos cuando estas se encuentran en
cautiverio tenemos las enfermedades Gseas metabolicas, el edema de ojos o
conjuntivitis, abscesos auriculares u otitis, la distocia (problemas con la liberacién
de los huevos) y algunas enfermedades respiratorias importantes como la
neumonia, las cuales de no ser tratadas de manera adecuada e inmediata pueden
ser mortales. Esta ultima es la que causa mayores numeros en cuanto al

descenso de ejemplares acuaticos y terrestres principalmente.

1.2.1. Enfermedades respiratorias

Estas enfermedades son de las mas comunes en la practica clinica
veterinaria. Se deben principalmente a que las tortugas no cuentan con un
diafragma como los humanos y no pueden realizar algunos movimientos como el
toser para poder descargar sus pulmones por lo que algunos materiales como las
flemas no pueden ser expulsados, si no con ayuda de otros mecanismos descritos

a continuacion.

1.2.1.1. Proceso de respiracion en una Tortuga
(Aspectos generales)

Una tortuga cuenta con un caparazon que le sirve de proteccidn a sus
organos. Esta estructura no es flexible y tiene fijada la columna vertebral y las
costillas (Figura 4), por lo cual el proceso de inspiracion y expiracion no se realiza
con apoyo de estas, como en el caso de algunos otros animales como los
humanos, sino con otros métodos como el movimiento de entrada y salida de las

extremidades y los musculos que forman los pulmones.
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Figura 4.- Esqueleto de una tortuga. Las costillas y la columna vertebral se
encuentran fijas al caparazén de unatortuga por lo cual no intervienen en el
proceso de respiracioén.

Para entender un poco mas lo anterior necesitamos conocer a detalle el
proceso de respiracion. Este se lleva a cabo a través de las fosas nasales de la
Tortuga de manera casi exclusiva. Al inspirar oxigeno, este penetra por la cavidad
bucal hasta la traquea a través de la glotis (musculo que funciona como punto de
acceso del aire). Este grupo de estructuras en la tortuga forman un canal que tiene
su inicio en la base de la lengua y se conecta hasta en sus mas ultimos niveles
con los bronquios y alveolos pulmonares (Figura5), por lo cual el oxigeno entra
casi de manera directa llevandose a cabo el proceso de respiracion. Pese a que
es casi directa la entrada de oxigeno a los pulmones de la tortuga, esta en algunos
casos suele utilizar las extremidades superiores e inferiores como fuerza de
expulsion, metiéndolas y sacandolas para lograr la contraccion de los mimos. Pero
también existe otro mecanismo natural que apoya a realizar este proceso de
manera bioquimica ya que los pulmones estan constituidos por capas de varios
grupos musculares, como el musculo liso y tejido conectivo con una superficie de
aspecto reticulado que al recibir las sefiales correctas dichos musculos, generan la
compresidon de los pulmones permitiendo asi la salida del oxigeno (Meneghel,

2006) como si se estuviera tratando de un globo que se aprieta para desinflarlo .
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(A) (B)

Figura 5.- Aparato respiratorio de una tortuga. A) Pulmones de una tortuga.
B) Traguea y bronquios de una tortuga. Fotos tomadas de
www.forotortuga.com

Estas flemas, por ejemplo, se pueden presentar por una dieta deficiente del
animal, condiciones antihigiénicas del habitat, un inapropiado sustrato en el caso
de las tortugas terrestres y una inadecuada temperatura del agua para tortugas
acuaticas (Ballard & Cheek , 2003) que al acumularse van mermando su salud y

propiciando distintos problemas al ejemplar.

Dentro de estos problemas de salud antes mencionados, uno de los mas
graves es la neumonia que las tortugas presentan ya que si no es tratada a tiempo
puede complicarse con otro tipo de enfermedades y causar la muerte del ejemplar.

1.2.1.2. Neumonia

La neumonia se debe a la inflamacién de uno de los pulmones, favorecida
principalmente por cambios bruscos de temperatura o una temperatura
inadecuada del habitat, estrés, malnutricién (Martinez & Soler , 2008) e infecciones
causadas por microorganismos. Los sintomas son el nado de lado en el caso de
las tortugas acuaticas debido a la inflamacién del pulmén, presencia de moquillo

en las cavidades nasales (en ambos tipos), problemas evidentes de respiracion
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como la inspiracion forzada y falta de apetito (Ballard & Cheek , 2003) como se

puede observar en la figura 6.

Figura 6.-Sintomas comunes de la neumonia que presentan las tortugas. La
foto de laizquierda muestra a una tortuga tratando de jalar aire, la foto del

centro muestra una tortuga que nada de lado y la foto de la derecha muestra

una tortuga con mucosidad.

La causa de la enfermedad puede ser de origen bacteriano (causada por
bacterias oportunistas) o viral (causado por herpes virus), considerada como grave
cuando se contrae porque la tortuga puede morir en horas por lo que es vital
aplicar un tratamiento efectivo de manera inmediata. Dentro de los principales
tratamientos esta comprobada como eficaz la antibioterapia sistémica a base de
bactericidas de amplio espectro administrados por via oral, via intramuscular o via
inhalatoria. Estos antibidticos de amplio espectro deben ser seleccionados
conforme el o los agentes patégenos que esta produciendo dicha enfermedad, los
cuales pueden ser identificados en base a la interpretacion de los sintomas
visibles y el cultivo microbioldgico de exudados o lavados y aspirados bronquiales
(Martinez & Soler , 2008). También para el diagndstico de la enfermedad se
recomienda tomar radiografias de la zona pulmonar para ver el grado de

afectacion de estos y tomar otro tipo de medidas (Ballard & Cheek , 2003).

De lo anterior podemos decir que los agentes que comunmente causan la
neumonia en las tortugas son patégenos oportunistas, parte de la flora normal de
la especie, como lo son la Escherichia coli, Aeromonas, Pasteurella, Proteus,
pneumococos, micoplasma, virus (Martinez & Soler , 2008), Pseudomonas sp

(Ruiz, 2007), Klebsiella pneumoniae (Martinez, et al., 2011), entre otros, que
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afectan tanto las vias respiratoria altas y bajas. Esto no es especifico de tortugas,
estos agentes patdégenos pueden afectar a otro tipo de animales de origen vacuno,

bovino, porcino, aves perros y gatos.

Dentro de los microorganismos antes mencionados las Pseudomonas son
el género con mayor interés en este trabajo especialmente la Pseudomona
aeruginosa ya que es la principal sospechosa de ser la causante de dicha

enfermedad puesto que también en humanos puede producir neumonia.

1.2.1.2.1. Agente causante de la neumonia. Genero Pseudomonas sp y

Pseudomona aeruginosa

El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadaceae. Este
género es bien conocido por su capacidad rapida de crecimiento (temperaturas
Optimas para la mayoria de estas de entre 30°C-37°C) asi como la habilidad de
metabolizar una amplia variedad de substratos como hidrocarburos alifaticos y
aromaticos. También se le conoce por su capacidad de producir morfologias
coloniales variadas, distintivas y pigmentadas debido a que algunas subespecies
(como la Pseudomona aeruginosa, Pseudomona chlororaphis y la Pseudomona
fluorescens) son capaces de producir una clase de pigmentos que pueden ser o
no fluorescentes. El pigmento fluorescente es de color amarillo-verdoso que al ser
expuesto a la luz ultravioleta de longitud baja causa un brillo fluorescente mientras
que el que no fluorescente es de color azul verdoso como se puede observar en
la figura 7 (Ruiz, 2007).
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A) B)

Figura 7.- Morfologia colonial de Pseudomonas sp. A) Colonias de
Pseudomonas productoras de pigmentos fluorescentes (Pseudomona
fluorescens) en base agar cetrimida. B) Colonias de Pseudomonas
productoras de pigmentos no fluorescentes en base agar Pseudomonas
(Pseudomona aeruginosa).

También dentro de este género a parte de la produccidén de pigmentos, se
encuentran caracteristicas morfologias variadas en cuanto a la “agresividad” de la
cepa debido a la presencia de una capsula de polisacaridos, especialmente
formada de alginato, protectora que hace que las colonias sean mucosas (las
cuales son aisladas principalmente de pacientes con fibrosis quistica, una
enfermedad por defecto genético que es heredada y provoca la acumulacion de
moco en algunos oOrganos como el pancreas, higado e intestino, pero
principalmente en pulmones y que es altamente mortal) y brillosas que pueden
ser confundidas con  otros géneros como la Klebsiella sp . Esta capa de
polisacaridos les confiere la cualidad de ser resistente a algunos antibioticos, ya
que por su tamafo estos pueden no atravesar la membrana, haciendo dificil el
acceso al interior celular, lo que provoca que cada vez sea mas dificil su
erradicacién y recuperacion del paciente portador. También dicho polisacarido
permite la adherencia de las colonias a las células epiteliales formando parte del

biofilm (complejo bacteriano) que forma esta especie (Ruiz, 2007).
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De este género se sabe que la bacteria con mayor importancia es la
Pseudomona aeruginosa. Fue aislada por primera vez en 1872 por Schroeter y su
nombre proviene de la palabra aeruginoso que significa “el color del cobre
oxidado” debido a que estas tienen un caracteristico color azul-verdoso (Ruiz,
2007).

Morfolégicamente es un bacilo Gram negativo, recto o ligeramente curveados
con una longitud de 0.5 a 1 ym por 1.5 a 5 um, que se desplazan mediante uno o
varios flagelos polares (Figura 8) con metabolismo quimio heterétrofo de origen
aerobio que utilizan el oxigeno y a veces el nitrato como receptores de electrones

para llevar a cabo su metabolismo respiratorio.

Figura 8.- Estructura del genero Pseudomonas sp. Aumento 100X

Es oxidasa y catalasa positiva y no crece en condiciones acidas donde el
pH es de 4.5 o menor. Crece en medios ricos pero se ha encontrado que es capaz
de sobrevivir en ambientes acuosos con los nutrientes minimos requeridos por lo
que se ha aislado de lugares menos esperados como los hospitales. Dentro de
estos las zonas donde se ha encontrado dicho patégeno son las superficies de
equipos e instrumentos, materiales y pacientes con heridas expuestas causando
una serie de problemas que se han vuelto un tema de salud de gran interés e
importancia. También se sabe que es un patdgeno en plantas y animales y que le
gusta causar infecciones en las corneas, piel, tracto urinario y respiratorio

principalmente de estos ultimos.
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Lo anterior referente a que causa infecciones en el tracto respiratorio nos
hace retomar el tema de la neumonia en tortugas, con un sistema inmune
deprimido. El proceso de infeccidén y produccién de la enfermedad por parte de
esta bacteria, por un lado se debe a que las cepas con baja patogenicidad invaden
de manera rapida los tejidos debido a la inmunosupresion que sufre el huésped y
por otro a la alta resistencia a los antibiéticos que de manera natural presenta el
género Pseudomonas (tengan capa de polisacarido o no) , haciendo asi dificil el
tratamiento de las infecciones causadas por patégenos, convirtiéndolo en un reto

tanto para médicos como para veterinarios (Ruiz, 2007).

El reto para los veterinarios en el tratamiento contra Pseudomonas sp
consiste en encontrar una serie de antibiéticos que tengan efecto inhibitorio contra
esta que no sean toxicos para los animales. Los antibiéticos hoy existentes son
antibioticos de amplio espectro, los cuales seran la primera opcion de uso de los
tratamientos alopaticos en todos los casos cuando se presentan problemas del
tracto respiratorio en animales causada por bacterias patdégenas oportunistas

como la antes mencionada.
1.3. Tratamientos para la Neumonia en tortugas.

Para tratar la neumonia que suelen contraer las tortugas por efecto de la
proliferacion de Pseudomonas (o de alguno otro microorganismo oportunista ya
mencionado anteriormente) en las vias respiratorias de estas se utiliza

comunmente un solo farmaco, la enrofloxacina.

1.3.1. Terapia antibidtica. Uso de la Enrofloxacina

Es un farmaco perteneciente a la familia de las quinolonas y subfamilia de
las Fluoroquinolonas (quinolonas que se encuentran sustituidas en la posicién 6
del anillo bencénico base por un atomo de fluor). El &tomo de fluor presente en la
molécula aporta la modificacion de la potencia del efecto antibiético contra una
amplia gama de microorganismos). Este tipo de agentes antimicrobianos es un

grupo de farmacos sintéticos derivados de la cloroquina, desarrollada por primera
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vez por Lesher en 1960. Este grupo de antibidticos recibe su nombre genérico
debido a que ya se estableci6 como referencia para poder favorecer su
comparacion puesto que todas comparten un mismo mecanismo de accion basado
en la inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos interrumpiendo la replicacion, la
transcripcion, la reparacién, recombinacion y transposicion del DNA de los

microrganismos independientemente de la variacion de las estructuras.

Este farmaco fue el primer compuesto que se logré obtener (de manera
sintética) de la familia de las Fluoroquinolona. Tiene accion bactericida de amplio
espectro que actuan inhibiendo la DNA girasa bacteriana o topoisomerasa |l
impidiendo la replicacion y transcripcion del DNA asi como la separacion del
cromosoma bacteriano durante la division bacteriana inhibiendo la topoisomerasa
IV, utilizada para el tratamiento de las infecciones de los 6rganos respiratorios y
digestivos, del aparato urinario, del oido y de la piel en varias especies de

animales como gatos, perros, aves, ganado y especies exoticas.

Su amplia efectividad ante muchos microorganismos (mas informacion
acerca de esta gama de microrganismos que inhibe se encuentra en el anexo C)
se basa en el hecho de que es de 600 a 5000 veces mas potente que otros
inhibidores de la DNA girasa que se conocen actualmente porque posee dos sitios
de unién al ADN bacteriano interrumpiendo asi la accion de las Topoisomerasa |l y
IV (la primera encargada de la apertura de la cadena para los procesos de
replicacion y trascripcion mientras que la segunda permite la separacién de las
cadenas hermanas para la formacion de una nueva bacteria) asi que si se
presenta la inhibicion de un mecanismo existe el otro para lograr el efecto
antibidtico y asi eliminar problemas de antagonismo que se puedan presentar con
el uso de otro tipo de medicamentos o situaciones de resistencia de las bacterias
(Grupo Bayer , 2014).

Quimicamente recibe el nombre de acido 1-ciclopropil-7- (4-etil-piperacinil)-
6-Fluoro-1, 4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilico pero es mejor conocido por
Enrofloxacina. Le debe su éxito a cada uno de los sustituyentes que poseen su
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estructura como se puede ver en la figura 9. Cada uno de estos sustituyentes

cumple una funcién dentro de la metabolizacion de este farmaco.

Cuenta con un grupo ciclopropil en la posicion uno de la estructura basica
(piperidina) unida al nitrégeno que le da un aumento en general de la eficacia. En
la posiciéon 6 del anillo benzoico cuenta con el Fluor que presenta eficacia frente
microorganismos gram positivos, gram negativos y micoplasmas. El grupo
carboxilo unido a la estructura principal es el que permite la union con la DNA
girasa. EIl grupo 4-etil- 1- piperacinil le confiere a la molécula una eficacia extra
contra Pseudomonas. La estructura central es considerada una oxiquinolina con

diferentes sustituyentes.
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Figura 9.- Efecto logrado por cada radical que forma parte de la estructura de
la enrofloxacina para lograr su tan exitoso efecto terapéutico. Imagen
tomada de www.bayersanidadanimal.com.mx

Es fabricado por algunas empresas farmacéuticas, pero la industria de

interés de este trabajo es Bayer debido a las diferentes presentaciones que este le
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dio al medicamento conforme el uso que va a tener. Comercialmente se conoce
como Baytril y en la mayoria de sus presentaciones este principio activo se
encuentra para administrarse via subcutanea aunque también lo hay para via oral
(Figura 10).

100 ml

e ™ A,
‘v

Figura 10.- Medicamento Baytril. Propiedad de Bayer.

Principio activo enrofloxacina.

Cada una de las presentaciones cuenta con las indicaciones para
administrar el medicamento al animal al que va dirigido (ganado, perros, gatos y
aves) con las dosis y tiempos pero para aquellos animales para los que no va
dirigido se han hecho experimentos que permitieron deducir la concentracion y la
dosis necesaria. Un ejemplo de lo anterior es el uso de este medicamento en
reptiles, donde la dosis que se recomienda administrar de enrofloxacina va de 5 a
10 mg/kg de peso del ejemplar a menos que se indique otra, con intervalos de
tiempo desde 12 horas hasta 120 horas dependiendo del ejemplar que se esté
tratando (Gobel, 2002). La informacion anterior hace referencia a tortugas de
origen terrestre, pero de manera comun se recomienda administrar de 5 a 10
mg/kg de peso pero cada 24 o 48 horas tomando en cuenta mucho el peso de

ejemplar incluyendo el caparazon (Pérez, et al., 2005).

Pese a que se conocen en teoria las concentraciones que se debe

administrar en tortugas para el tratamiento de la neumonia, esto es un panorama
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incierto ya que no se garantiza que el tratamiento sea efectivo y que no resulte
contra producente pues puede ser agresivo para la flora normal de
microrganismos presentes en las tortugas y causar otro tipo de problemas, sobre
todo cuando se tratan de tortugas de tamanos de caparazdén menores a 5 cm y

CUyoO peso son escasamente algunos gramos.

Lo anterior, la falta de informacion y de estudios de cada una de las 260
especies de tortugas y junto con lo relacionado a la dificultad de encontrar
personas expertas en este tipo de animales y que determinen la terapia mas
efectiva para tratar a los ejemplares las personas han desarrollado alternativas

que ayudan a las tortugas a luchar contra la enfermedad.

Estas otras alternativas que se pueden acompafar con el tratamiento con
antibidtico aplicado por via intramuscular son principalmente cuestiones de la
nebulizacion con medicamentos y algunas plantas. Esta ultima se considera un
tratamiento homeopatico o naturista. Se utiliza en caso de no tener acceso a la

terapia con antibidticos.

1.3.2. Terapia por Nebulizacion

La nebulizacion es considerada por los expertos como una técnica de
tratamiento alopatico debido a que sobre esta se puede presentar la
administracion de algunos farmacos disueltos o inmersos en suero fisiologico (via
aérea) como es el caso de la trobamicina, amikacina o gentamicina pero
desafortunadamente por falta de y de experiencia del uso de esta técnica en
reptiles que nos den seguridad de que este proceso sea efectivo (Martinez & Soler
, 2008) algunos criadores, a base de experimentaciones y de técnicas naturistas
han logrado proveer mecanismos que aporten la lucha del animal contra la

enfermedad.

Esta técnica naturista de nebulizacion en tortugas consiste en generar
particulas de pequefio tamafo de distintos materiales que nos ayuden a tener un

efecto mucolitico al pasar estas por las vias respiratorias para asi poder retirar

-16 -



Andlisis antimicrobiano de extractos y nanoparticulas de oro derivadas de 2014
plantas para el tratamiento de neumonia en tortugas

materiales contaminantes mucoliticos (como flemas y moco) del ejemplar afectado
(Martinez & Soler , 2008).

Estos materiales son principalmente vapor de agua y plantas medicinales
con dicho efecto siendo principalmente utilizados los vapores del té de la

manzanilla o Matricaria Chamomilla (Figura 11).

Figura 11.- Matricaria chamomilla 0 manzanilla utilizada para la
nebulizacién de unatortuga
Esta ultima forma de tratamiento es prometedora y es la Unica opcion que
tienen aquellas personas que poseen una tortuga enferma y no pueden tener

acceso al tratamiento con antibioticos.

Por ello aunque la manzanilla es una buena opcién para proporcionarle
una ayuda adicional a la tortuga para luchar contra la enfermedad este trabajo
pretende buscar nuevas alternativas de plantas de uso medicinal que tengan un
efecto inhibitorio contra Pseudomonas sp (agente acusante de la neumonia) y
que aporte a diferencia de esta planta una ayuda directa en la lucha contra la
neumonia inhibiendo o ayudando a disminuir la poblacién de Pseudomonas sp

que causan la infeccion.
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2.- Antecedentes

La medicina naturista es una practica que viene desde miles de afnos. El
uso de plantas para el area de medicina ha sido muy amplio en muchas partes del
mundo y hoy en dia existen numerosos estudios que relacionan algunos
compuestos de estas con el tratamiento y prevencién de enfermedades. Dentro de
estos estudios (y que son de nuestro interés) se encuentran los relacionados con
los efectos antibidticos que algunas de estas plantas suelen tener frente a algunos
microorganismos. A este tipo de estudios se les conoce cono estudios de
sensibilidad o analisis antimicrobiano que consta de diferentes métodos que
exponen al antibidtico frente al microorganismo para ver si este es capaz de

inhibirlo o no.

Existen varios métodos para realizar la exposicidn de los antibidticos a

bacterias siendo el analisis por difusion en agar el mas usado.
2.1. Estudios de sensibilidad por el método de difusion en agar.

Esta técnica es también conocida como antibiograma y consiste en
ensayar la sensibilidad de una cepa haciéndola crecer en placas de agar donde se
depositan discos de papel impregnados con antibidticos (sensidiscos) o
penicilindros que contienen el antibiético a ensayar (Figura 12), estas cajas se
dejan en incubacion por un dia y posterior a este tiempo se verifica si la bacteria
es sensible a estos antibioticos, lo anterior se ve revelado ‘cuando alrededor del
disco o penicilindro aparece una zona libre de crecimiento bacteriano conocido
como halo de inhibicion. Un resultado negativo se observara cuando hay
crecimiento incluso en la zona del sensidisco o penicilindro. El resultado es
positivo cuando se presenta un halo de inhibicion como se observa en la figura
13.
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(A) (B)

Figura 12.- Sensidiscos (A) y penicilindros (B) usados en las pruebas
de sensibilidad por difusion. Los sensidiscos estan impregnados de
antibioticos de interés o pueden ser impregnados del antibiético de estudio.
Los penicilindros son recipientes que contendran al antibiotico. Fotos

tomadas de http://emarinsda.wix.com y google imagenes.

Figura 13.- Resultados posibles de un Antibiograma. Se pueden
observar los halos de inhibicién alrededor de la mayoria de los sensidiscos.
Aquel sensidisco que se muestra del lado izquierdo no presenta accién

inhibitoria. Foto tomada de http://www.microinmuno.gb.fcen.uba.ar

Hoy en dia el uso del antibiograma no solo se ha aplicado para el area de la

medicina alopatica en la identificacién de la sensibilidad de las bacterias a los
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antibidticos que se proveeran en un medicamento sino también para la
identificacion de nuevos productos con potencial para volverse parte de los

tratamientos que se ofrecen contra las infecciones bacterianas.

Estos nuevos productos estan basados principalmente en el uso de
plantas medicinales que se sospecha pueden ser agentes antibidticos. Para este
trabajo se han planeado en base a informacién y estudios obtenidos
recientemente el estudio y uso de plantas que se han utilizado contra neumonia
con el fin de identificar si son capaces o no de inhibir a las bacterias causantes de

la enfermedad en tortugas como la Pseudomona aeruginosa.

2.2. Propuesta de extractos de plantas con efecto inhibitorio

frente a Pseudomonas sp

Planta medicinal es el nombre que recibe aquel material que proviene del
reino vegetal solo o en conjunto como lo son hojas, corteza, semillas o flores de
plantas y arboles que desde los inicios de la humanidad ha demostrado su
capacidad para el tratamiento de algunas afecciones. Este conocimiento que ha
traspasado generaciones ha interesado a muchos investigadores que desean
descubrir cual es aquella o aquellas sustancias que brindan el efecto terapéutico

para cierta enfermedad que ya ha sido descrito con anterioridad.

Este trabajo no es la excepcion y pretende estudiar si las plantas
medicinales que se usan en el tratamiento de la neumonia en humanos
propuestas son capaces de inhibir Pseudomona aeruginosa un patégeno
importante en las enfermedades respiratorias presentes en tortugas y cuyo
tratamiento con antibiéticos no es siempre efectivo y accesible. En caso de no
tener efecto inhibitorio contra Pseudomonas poder proponer su aporte al
tratamiento de la afeccion como mucolitico (ayuda a disolver el moco) o
expectorante (ayuda a expulsar el moco en forma de flemas), por mencionar

ejemplos. Las plantas propuestas son las siguientes:
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Tabla 1.- Plantas medicinales propuestas para estudiar el posible efecto inhibitorio de estas en
Pseudomonas sp.

Planta o arbol
Nombre cientifico.
Familia. Imagen

Descripcién

Usos y propiedades

Observaciones

Nombre comun :
Clavo

Nombre cientifico:
Syzygium Aromaticum

Familia
Mirtaceae

Son los botones de las flores
del arbol de procedencia, los
cuales son retirados y
secados al sol o en camaras
de aire caliente hasta que
estos hayan perdido dos
tercios de su peso original y
hayan obtenido su color
caracteristico marron obscuro
(Celis, 2010).

Este recibié su nombre
debido a la forma que simula
igual a la de un clavo (del
latin clavus) o de una forma
de caliz cuando las hojas de
la flor se encuentran
plegadas, justo antes de
florecer.

Es una especia muy
aromatica y que
acompana por su sabor
picante acido y amargo
muy bien a diversos
platillos. Se ha
descubierto que tiene
propiedades antisépticas,
cicatrizantes, analgésicas
y estimulantes del apetito
y la digestion (Celis,
2010).

Se ha reportado que es
rico en aceites esenciales
y estudios recientes han
demostrado que tras

combinarlo con los aceites
esenciales de la canela
tiene una inhibicién del
crecimiento de bacterias
gram negativas como la

Pseudomona
aeruginosa(Aglauglu, et
al., 2007).
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Nombre comun:
Cuachalalate

Nombre cientifico
Amphipterygium
adstringens

Familia
Anacardiaceas

Corteza obtenida del arbol del
mismo nombre que proviene
del nahuatl “Cuauchachalatli”
que significa arbol de la
chachalaca. Esta corteza es
dura y gruesa, de apariencia
lisa con algunas
protuberancias

Si no se realiza de manera
adecuada la extraccion de la
corteza del arbol este muere

por no poder regenerar la

misma (Martinez, 2013).

Su principal uso es
para el tratamiento de la
gastritis pues ha
demostrado tener
actividad contra la bacteria
Helicobacter pylori la cual
es la principal causa de la
gastritis crénica, asi como
también de ulceras
pépticas.

También se le han
encontrado mas de 30
usos medicinales como

agente antitumoral,
hipocolesterolemiante,
malaria, fiebres
intermitentes,
astringentes,
desinflamatorio, colitis,
antibacteriano, varices,
entre otros (Martinez,
2013)

Estudios recientes
han demostrado que el
extracto hexanico del
Cuachalalate tiene efecto
inhibitorio contra
Pseudomona aeruginosa
(Mufoz, 2013)
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Nombre comun
Noni

Nombre cientifico
Morinda citrifolia

Familia
De las Rubiaceas

Fruto de forma irregular,
ovoide y grande de pulpa
transparente, gelatinosa y de
olor desagradable y
caracteristico cuyas semillas
se encuentran en dicha pulpa
y son pequenas y lustrosas
de color café obscuro (Rojas,
2007). Proviene de un arbol
pequeno de hasta 4 metros
de altura, muy ramificado con
corteza lisa, delgada y
verdosa, presenta hojas
opuestas, grandes y lustrosas
en tonos amarillentos al
madurar, las flores se
presentan en grupos y son de
color blanco (Rojas, 2007).

Se han reportado muchos
usos para el fruto, hojas,
flores, semillas y raiz. Se
encuentra hoy en dia en
muchos productos
naturistas para el
tratamiento de diferentes
padecimientos como las
alergias, artritis, asma,
cataratas, diabetes,
dolores de cabeza, colitis
estrés, ulceras gastricas,
varices, problemas
cardiacos, presion, entre
otros. Tiene uso
antibidtico, regenerativo,
antihistaminico,
fortalecedor de huesos y
sistema digestivo,
antibiotico entre otros
(Rojas, 2007).

En articulos se ha
reportado que algunos
compuestos provenientes
del fruto y la raiz han
demostrado tener efecto
en cepas de Pseudomona
aeruginosa y otras
bacterias como Proteus
morganii, Staphylococcus
aereus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli y
Helicobacter pylori(Torres
& Toranzo Reyes , 2004).
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Nombre comun
Gordolobo

Nombre cientifico
Gnaphalium viscosum

Familia
Scrophulariaceae

La planta de gordolobo es
una milpa con numerosas
especies debido a que se
encuentra en diferentes tipos
de suelos.

Es ramificada, aromatica,
lanosa o glandulosa, de unos
30 a 80 cm de altura; tallos
grisaceos sedosos, lanosos;
las hojas alternas, largas y
angostas; flores de color
amarillo y brillante se agrupan
en cabezuelas.

Sirve para aliviar el dolor
de estbmago y erupciones
de la piel, para curar tos
resfriados, gripas,
bronquitis, congestiones
pulmonares, ronqueras,
gargantas irritadas,
problemas respiratorios y
colicos estomacales e
intestinales (Gioanetto, et
al., 2010)

Nombre comun
Ulmaria

Nombre cientifico
Filipéndula ulmaria

Familia
De las Rosaceas

Planta con tallos de 1 a 2
metros de altura con hojas de
color verde obscuro en el
lado superior y blanquecino y
suave por debajo. Tiene
flores de color blanco crema 'y
estas estan agrupadas en
racimos. Estas tienen un
fuerte olor dulce (Boziaris, et
al., 2009).

Por su sabor dulce se
utilizan las flores como
saborizante en algunos

alimentos.

En medicina es utilizada
para el tratamiento contra
el ardo del estémago y la
hiperacidez. También para

dolores en las
articulaciones, diarrea en
los nifos y
especificamente para la
profilaxis y el tratamiento
de ulceras pépticas.

Se ha reportado que los
extractos de las flores de
esta plata tienen inhibicidn
frente a Pseudomona
aeruginosa (Hintz, 1983)
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Nombre comun:

Pulmonaria

Nombre cientifico:
Lobaria Pulmonaria

Familia
De las Estictaceas

Es un liquen foliaceo que se
extiende por el suelo, en

en el tronco, formando
laminas. Forma grandes
hojas lobuladas, que en
tiempo humedo son
blanquecinas y en el tiempo
seco se vuelven marron.

En la cara superior forma

alvéolos grandes que van

decreciendo hacia la periferia.

La cara inferior es de color
muy OSCuro.

general al pie de los arboles o

Tiene sabor amargo
astringente debido al
acido estictinico lo que
hace util en medicina 'y

también sustancias
colorantes usadas en la
preparacion de solucién
de tornasol.

Se utiliza para el
tratamiento de la tos y el
catarro por su efecto
expectorante y mucolitico

(Lerchundi, 2006).

Nombre comun
Ajo

Nombre cientifico
Allium sativum

Familia
Liliaceas

Es un bulbo caracteristico por
sus multiples partes
conocidas como dientes, de
olor caracteristico muy fuerte

y de sabor desagradable.

Es un ingrediente habitual
en la cocina pero también
se le han atribuido
propiedades antisépticas,
antimicrobianas,
antipiréticas y analgésicas
asi como traer beneficios
sobre la longevidad, el
vigor y la fuerza fisica
(Navarro , 2007).

Se ha reportado que el
extracto etandlico de ajo
presenta inhibicién frente

a Pseudomona
aeruginosa (Mercado &
Arévalo , 2013)
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Nombre comun:
Manzanilla

Nombre cientifico:
Matricaria chamomilla

Familia
De las Compositae o de
las compuestas

Es también conocida

como Manzanilla recutita y es
una planta que llega a medir

40 cm de altura, anual,
ramificada, de olor
caracteristico y muy

aromatica, de tallo recto. Es
caracteristica por su flor que

consta de un centro color

amarillo y pétalos rodeandola

de color blanco.

Tiene efectos
inflamatorios,
antiespasmaodicos,
coleréticos asi como
sedantes y relajantes,
ademas de antisépticos
por su contenido en
aceites esenciales,
flavonoides y otros
principios activos.

También es anticatarral,
tratamiento para
infecciones oculares,
ayuda contra el mal
aliento, entro otros
(Morales & Pardo de
Santayana, 2006).

Nombre comun:
Hojas de olivo

Nombre cientifico:
Olea europea leaf

Familia
Oleaceae

Estas hojas provienen del
arbol del olivo o aceitunas y

son de un tamano de entre 3

y 4 cm. Son de color verde y
en la cara inferior son de un
tono mas claro. Estan
conectadas por pequefias
ramas a la rama centran que
conecta con el tronco del
arbol.

Efecto antioxidante,
actividad anti esclerdtica,
antimicrobiana, inductora

de apoptosis por efecto de
la presencia de
hidroxitirosol (De la
Fuente , et al., 2004)

Se ha demostrado que el
hidroxitirosol se presenta
como un buen candidato
para ser empleado
como agente
antimicrobiano contra
bacterias patdégenas
como Haemophilus
influenzae, Salmonella sp,
Vibrio parahaemolyticus y
Staphilococcus aereus en
seres humanos (De la
Fuente , et al., 2004)
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A su vez, en este trabajo se pretende implementar el uso de una nueva
tecnologia para verificar si esta es viable o no para utilizarla como tratamiento
contra la neumonia. Esta tecnologia es la sintesis de nanoparticulas de oro
(AuNPs) funcionalizadas con algunos metabolitos secundarios de plantas ya antes

mencionadas en la Tabla.

2.3. Uso de nanoparticulas de oro (AuNPs) biosintetizadas con
extractos naturales

El oro es un metal noble que desde la antiguedad se ha utilizado en el
campo de la medicina para el tratamiento de algunas afecciones. Un claro ejemplo
de esto fue la implementacién de la terapia en base al efecto bacteriostatico del
cianuro de oro frente al bacilo generador de la tuberculosis descubierta por Robert

Koch en 1920(Higby, 1982), quedando asi marcado el uso del oro en medicina.

En particular el oro coloidal, ha demostrado su elevada estabilidad quimica
y que por ello se espera que presente una baja toxicidad y elevada
biocompatibilidad. Lo anterior estd de acuerdo a lo dicho por Connor y sus
colaboradores, de que las nanoparticulas son inertes y no toxicas (Connor , et al.,
2005) pero numerosos estudios realizados en los ultimos afos han creado una
clara controversia en cuanto a si estas presentan toxicidad o no adjudicando lo
anterior a los diferentes tamarfios y formas de las AuNPS investigadas (Figuras 14
y 15) asi como a los distintos agentes empleados para su funcionalizacion, los
cuales son los encargados de darles caracteristicas superficiales distintas (Al-Qadi
& Remuian Lopez, 2009).
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Disoluciones con nanoparticulas de oro de distintostamarios

Figura 14.- Diferentes tamafios de nanoparticulas y su caracteristico color

conforme a esta propiedad.

Figura 15.- Diferentes formas de las nanoparticulas sintetizadas.

Estos agentes de funcionalizacion son una amplia gama de ligandos y
campos de estudios dentro de los cuales podemos encontrar anticuerpos,
polimeros, sondas de diagndstico; material genético y farmacos (Upadhyayula,
2012), que hoy en dia tienen multiples aplicaciones destacando la de su uso en la
deteccion temprana, diagndstico y combate contra el cancer por sus excelentes
aplicaciones en fototerapia térmica y vectorizacion selectiva del cancer asi como a
su utilizacién en el desarrollo de sistemas de liberacion especifica de farmacos (Al-
Qadi & Remunan Lépez, 2009).
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Por ello se recomienda obtener informacion adicional a la toxicidad in-vivo
del uso de las nanoparticulas que se estan obteniendo por la via de sintesis que
se esta trabajando. La primera sintesis que se obtuvo de las nanoparticulas de oro
(AuNPs) u oro coloidal fue realizada por Faraday en 1857 por reduccién del
cloruro de oro con fosforo y obteniendo un color rojizo de la solucion. Mas
adelante se dedujo que el color entre tonos rojizos y morados es caracteristico del
tamafo de las nanoparticulas que se estan obteniendo de la sintesis, lo que a su

vez trajo la busqueda de nuevos métodos de obtencion de las AUNPS.

El método estandar mas utilizado para la sintesis de las nanoparticulas de
oro (AuNPs) se logra principalmente por via quimica con la técnica de Turkevich
que disefio este en 1951 (Turkevich , et al., 1951). En esta se logran tamafos de
particula de 2 a 200 nm de didametro, estables y de forma redonda por efecto de la
reduccion de cloruro de oro bajo condiciones de pH controlado (Chavez-Sandoval,
et al., 2013), ya que el pH es el principal factor para obtener nanoparticulas de
tamano y forma estable asi como también de agentes estabilizantes (evitan la
aglomeracién de las nanoparticulas) y utilizando como agente reductor al citrato
de sodio, pero no ha quedado alli la manera de sintetizarlas ya que tras el
aumento de la demanda de estudio de este campo en los ultimos 15 afios se han
desarrollado otros procedimientos de sintesis y que algunas de ellas aplican

tecnologias amigables con el medio ambiente y sustentables para obtener AuUNPs.

Uno de esos métodos sustentables es la sintesis bioldégica de
nanoparticulas de oro en base a la reduccién de sal de oro con ayuda de extractos
acuosos de plantas que funcionan como agente reductor formando asi
nanoparticulas estables y de diferentes tamanos (Chavez-Sandoval, et al., 2013).
El proceso es econdmico y noble con el ambiente y trae la ventaja de funcionalizar
de manera coordinada con la sintesis las nanoparticulas con algunos metabolitos
secundarios propios de las plantas propuestas para realizar a la par el analisis
antimicrobiano frente a Pseudomonas sp sospechosas de la generacidon de

neumonia en tortugas.
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3.- Justificacion

Los reptiles son un grupo muy amplio de animales que va desde iguanas,
camaleones, cocodrilos, pasando por serpientes y llegando hasta tortugas. Este
ultimo grupo de reptiles es uno de los mas comercializados, especialmente las
tortugas de origen acuatico y terrestre. Esta amplia comercializacion se debe a
que son animales inofensivos y que llaman la atencién de los nifios pues su
caparazén las hace unicas entre los animales superiores. De hecho por este
motivo rara vez los padres tienen razones en contra para que los nifios jueguen

con tortugas y tengan estos animales como mascota (Dampier).

Estas caracteristicas que las hacen interesantes a su vez son su principal
enemigo junto a su lentitud caracteristica al caminar ya que en algunas partes del
mundo han sido cazadas para servir de alimento, de adorno y de mascotas
cuando son sustraidas de manera ilegal de su habitat natural. También la
reproduccion de algunos ejemplares es inconsciente y en masa para fines de
lucro, especialmente en el mercado de mascotas. Lo anterior aunado a la
destruccion de sus habitats ha puesto en peligro de extincidn a la tortuga. Esto
esta reportado en un estudio realizado por la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN) en el 2008 en Europa. Dicho estudio hace
referencia a las principales causas de perdida de reptiles en este continente y a
cuantas de estas se encuentra amenazadas y no amenazadas. Esto se resume en
la Grafica 1. En esta grafica la pérdida, la fragmentacién y la degradacién de
habitas son la principal amenaza para los reptiles, seguida de la caza y colecta
deliberada, la contaminacion (se incluye el cambio climatico global) y factores

intrinsecos.
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Habitats perdidos y degradacicn
Invasion de otras especies
Caza y recolecta
Mortalidad accidental
Fersecucicn
Contaminacign y cambio climatico
Desast.res naturales
Cambio endinamica nativa sp.
Factores intrinsecos

Perturbacién humana

| Amenazado
Causzas desconocidas ] No amenazado

0 20 40 60 BO 100
Nimero de especies
Grafica 1.- Principales causas y numero de especies de reptiles en Europa

gue se encuentran amenazadas.

Dentro de los factores intrinsecos podemos incluir la perdida de los reptiles,
0 en este caso de tortugas, por la aparicion de enfermedades como neumonia,
edema de ojos, mala dieta, dafo en piel y caparazén presentes principalmente en
ejemplares que se encuentran en cautiverio. Esta es la principal causa de porque
las tortugas que se encuentran en cautiverio no alcanzan a vivir entre 20 y 30
afos, algunas hasta los 40 (Cardells, 2012), Estas enfermedades en la mayoria de
los casos se presentan por la ignorancia persistente de sus duefios en base a sus

cuidados y a la falta de tratamientos accesibles y especificos para estos animales.
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Recordemos que estos tratamientos estan basados en el uso de
medicamentos veterinarios como la Enrofloxacina producida por Bayer para el
tratamiento de algunas infecciones. Esta tiene su principal desventaja en su
disefio puesto que la concentracion del principio activo en el medicamento
estadirigido a otro tipo de especies diferentes a los reptiles como lo son animales
domésticos y de importancia alimenticia como el ganado vacuno, porcino, ovino,

las aves, perros y gatos.

Bayer lanzo al mercado diferentes presentaciones con diferentes
concentraciones de principio activo (enrofloxacina) Estas presentaciones se

muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2.- Presentaciones de Baytril encontradas en el mercado.

Nombre Dosis Via de Especie a la que
administracion va dirigido
Baytril Max 7.5mg/kg en peso. Via subcutanea Bovinos,
Dosis unica Porcinos y
Ovinos
Baytril 10% 50 mL por cada Via oral en el agua Avicola
100 litros de agua. del animal
Dosis de 3-5 dias
Baytril 5% 5 mg/kg de peso Via subcutanea Caninos y
(pequefios) Dosis de 5-10 dias o intramuscular Felinos
Baytril tabletas 50mg por tableta Via oral Caninos
una tableta por 10 Felinos
kg de peso

De las presentaciones anteriores, la que se conoce que se utiliza para el
tratamiento de la neumonia en tortugas es la de Baytril 5% (pequefos), dirigido a
perros y gatos considerados especies domésticas pequenas. Esto por el tipo de
presentacion farmacéutica que puede ser administrada por via intramuscular y de
esta se puede obtener la dosis deseada y/o requerida para el tratamiento de
neumonia en reptiles como tortugas, pero no se asegura que siempre funcione ya
que el metabolismo de las tortugas es muy variado y depende mucho de las

condiciones ambientales bajo las que se encuentre.
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Pero no todo es desalentador ya que entre las personas que se encuentran
interesadas en este tipo de reptiles tras la carencia de medicamentos disponibles
para el tratamiento de las afecciones de sus ejemplares estos se han visto en la
necesidad de desarrollado a través de la prueba y error tratamientos que apoyen a
la tortuga al combate de la neumonia basandose algunos de estos en la medicina
antigua proveniente del ambito naturista combinada con técnicas, modernas y

sustentables.

Al hablar de esta necesidad, en este trabajo se ha propuesto el analisis
antimicrobiano de algunas cepas aisladas de Pseudomonas sp. en tortugas con
extractos de plantas utilizadas para el tratamiento de la neumonia generada por
esta bacteria patdogena. A este analisis antimicrobiano se le incluye exponer a la
bacteria a la presencia de nanoparticulas de oro funcionalizadas (con base en la

biosintesis) con estos mismos extractos y comprobar si tienen efecto inhibitorio

Esto a su vez traeria muchas ventajas para el cuidado, resguardo y
salvamento de las tortugas pues habria disponibilidad de los materiales ya que en
su mayoria son hierbas que se consiguen en muchos lugares y los tratamientos

llegarian a tiempo de salvar la vida del ejemplar.

33



Analisis antimicrobiano de extractos y nanoparticulas de oro derivadas de
plantas para el tratamiento de neumonia en tortugas

2014

4.- Objetivos

4.1. General

Aislar y estudiar la sensibilidad que pueda presentar Pseudomona sp productora
de neumonia en tortugas de la Familia Trachemys y Graptemys con extractos de

plantas y técnicas nanotecnoldgicas.

4.2. Particulares

e Obtener muestras orales de tortugas sanas y enfermas de neumonia,
para el aislamiento de Pseudomonas sp e identificar la cepa por medio
de técnicas microbioldgicas y bioquimicas.

e Obtenerlos extractos naturales de las plantas propuestas para poder
estudiar un posible efecto inhibitorio contra Pseudomonas sp.

e Sintetizar nanoparticulas de oro (AuNPs) por la técnica de Turkevich
modificada y Rico Moctezuma con extractos de plantas naturales.

e Caracterizar AuNPs por medio del Microscopio Electronico de
Transmisién (TEM) y Espectroscopia de UV-Vis

e Realizar pruebas de sensibilidad de Pseudomonas sp contra los
extractos obtenidos de las plantas y las AuNPs.

e Comparar los efectos inhibitorios de las plantas naturales contra el

antibiético mas comun utilizado para el tratamiento de la enfermedad.
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5.- Metodologia

5.1. Toma de muestra, aislamiento e Identificacion de
Pseudomonas sp

La toma de muestra bucal de tortugas se realizdé con un hisopo impregnado
con caldo nutritivo y se coloco dentro de la boca de la tortuga. Después el hisopo
fue colocado en un tubo con caldo nutritivo y de este se sembraron cajas de Agar
selectivo de Pseudomonas (Agar Cetrimida o Agar Pseudomonas) y Agar Soya
tripticasa (TSA). De estas cajas se eligieron las colonias sospechosas de
Pseudomonas sp por su descripcion morfolégica y se les realizaron pruebas
bioquimicas conforme lo reportado en la NOM 089-SSA1-1994, Bienes y servicios.
Métodos para la determinacion del contenido microbiano en productos de belleza y
algunos libros de microbiologia. Estas pruebas se reportan en la siguiente tabla

extraida de la norma antes mencion