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RESUMEN

La industria agricola se ve afectada por la plaga de la mosca del Mediterraneo Ceratitis Capitata, la cual
oviposita dentro de las frutas y el desarrollo de las larvas acelera el proceso de deterioro, evita que esta pueda
consumirse y exportarse. La planta EI Pino, ubicada en Santa Rosa, Guatemala, se dedica a la cria masiva
de machos estériles, con el objetivo de controlar la plaga en Guatemala y zonas de Norteamérica. El aumento
de la presencia de las bacterias de la tribu Proteae (Proteus, Morganella y Providencia) implica un riesgo
asociado a la salud de la cepa ocasionando un descenso en los parametros de produccidon, ademas que la
cantidad de biopeliculas producida inhabilita la movilidad de las larvas, repercutiendo econémicamente a la
planta. Las condiciones de temperatura, nutrientes y pH provocan un aumento bacteriano en el proceso de
cria, donde se encuentran estos tres géneros bacterianos. Debido a que en estos se ha reportado la presencia
de la enzima fenilalanina desaminasa, el objetivo de este trabajo fue desarrollar método de deteccion
enzimatica, optimizando el agar fenilalanina, para la deteccién de estas bacterias en huevo y estadios larvales.
Como resultado, se obtuvo un método que consiste en un agar capaz de aislar bacterias Gram negativo, el
cual diferencia Morganella y Providencia de otras enterobacterias mediante la adicién de cloruro férrico.
Con las pruebas realizadas se encontro la presencia de Morganella y Providencia en el interior de larvas de
distintas colectas. Con respecto a los huevos, se encontré una menor cantidad de incidencia de las bacterias
en comparacion con las larvas. No se encontraron bacterias de interés en la superficie de las larvas, pero se
recomienda para un préximo estudio un andlisis en mayor escala en diferentes etapas de la produccién, para
realizar una comparacion estadistica. También se recomienda realizar pruebas de resistencia a la colistina,

para adicionarlo al agar y hacerlo selectivo.



I. INTRODUCCION

La técnica del insecto estéril es una técnica de control de plagas que se basa en la liberacidn de machos
estériles con el objetivo de copular con las hembras del campo. De esta forma, los huevos no se desarrollan
y la poblacion del insecto disminuye en el transcurso del tiempo.

La planta El Pino, perteneciente al programa MOSCAMED, produce aproximadamente 1000 millones
de machos estériles de la cepa de sexado genético Ceratitis capitata ("vPS3)Toliman 89 nor semana, los cuales
son exportados en fase de pupa hacia Norteamérica y otros destinos (MOSCAMED, 2018). Una dificultad
que se ha encontrado en el proceso de produccidn, son los brotes recurrentes de bacterias pertenecientes a la
tribu Proteae (Morganella, Proteus y Providencia), que son patogenas para la mosca Ceratitis capitata,
induciendo efectos detrimentales en los primeros instares (Augustinos et al., 2015). EI aumento de los
niveles de estas bacterias implica un riesgo asociado a la salud de la cepa ocasionando un descenso en los
parametros de produccién, repercutiendo econémicamente a la planta.

Para mitigar este problema es necesario contar con pruebas de laboratorio reproducibles que permitan la
deteccion e identificacion de las especies de la tribu Proteae, en el menor tiempo posible, para permitir la
aplicacion de medidas correctivas oportunas. Es por ello que el objetivo principal del presente trabajo de
graduacion es la validacion del uso del agar fenilalanina para la deteccion de estas tres especies, en la planta
de EIl Pino, con el propésito de contribuir al manejo y control de brotes causados por bacterias de la tribu

Proteae.

La prueba a validar se basa en que las tres especies de Proteae, a diferencia de otras enterobacterias,
presentan la enzima fenilalanina desaminasa. Este hecho lleva a formular la hipétesis que la utilizacién de
agar con fenilalanina puede ser una forma rapida y eficiente para la deteccion de estas especies bacterianas
Actualmente no existe en la planta una prueba especifica para la deteccién de estas bacterias y el agar
fenilalanina se ha utilizado Unicamente en analisis clinicos para la deteccion de los microorganismos a partir
de cultivos puros. En este trabajo se propone realizar la validacion de la prueba utilizando muestras de agua
provenientes de la suspension de huevo de C. capitata, previo a la siembra en la dieta larval.

El resultado esperado en el estudio es contar con una prueba que permita la diferenciacion mediante una
reaccion enzimatica y cambio de color de las colonias de Morganella y Providencia de otras bacterias
encontradas en el proceso de cria masiva y que los valores sean reproducibles y consistentes. Asi,
implementarlo como una metodologia de rutina que forme parte del monitoreo de control de calidad

microbioldgico de la planta.



1. OBJETIVOS

A. General:

Validar un método enzimético para la deteccion presuntiva de Morganella sp. y Providencia sp.,

mediante la enzima fenilalanina desaminasa en una planta de cria masiva de insectos.
B. Especificos:

1. Optimizar el agar fenilalanina para la deteccion eficiente de las bacterias Morganella sp. y

Providencia sp. en la planta.

2. Determinar la aplicabilidad del cloruro de hierro para realizar una prueba espectrofotométrica.



l1l. JUSTIFICACION

La mosca Ceratitis capitata, conocida como mosca del Mediterraneo, es una especie africana que se ha
adaptado a las distintas temperaturas y esta distribuida mundialmente. Dentro de su ciclo de vida, las hembras
ovipositan sus huevos dentro de frutos, ocasionando que las larvas crezcan dentro de ellos. Esto genera
pérdidas en la agricultura, ya que la fruta no es comestible. La técnica del insecto estéril en esta especie es
aplicada en varias partes del mundo, en especial en Guatemala, donde se encuentra la planta de produccidn
mas grande del mundo (Planta de produccion del insecto estéril, ubicada en El Pino, Santa Rosa, Guatemala)
la cual forma parte del programa MOSCAMED.

El programa MOSCAMED produce alrededor de 1000 millones de insectos por semana, de los cuales
una parte es exportada a Estados Unidos en fase de pupa, a México en forma de huevo y la otra parte es
utilizada para liberacion en Guatemala (MOSCAMED, 2019). El programa permite que la fruta producida
en Guatemala sea exportada, ya que se cuenta con la garantia de que es producida en una zona libre de esta
plaga.

La planta cuenta con un sistema de incubacién de huevos en agua para colonias base a 25°C y machos a
34°C, condicidn que propicia el crecimiento de bacterias, entre ellas las de la tribu Proteae (Morganella sp.
Proteus sp y Providencia sp.) (MOSCAMED, 2019). Estas bacterias introducen efectos detrimentales en los
distintos estadios del insecto, ya que son patdgenas para varias especies de moscas de la fruta. Posteriormente
cuando la bacteria crece produce biopeliculas en la superficie de la larva (Augustinos et al., 2015). La
biopelicula reduce la movilidad de la larva, no salta al receptor de colecta, se adhiere a la bandeja y empupa
en la superficie. Estos aspectos provocan pérdidas econdémicas en la produccion, ya que debe incrementarse

la siembra de dieta larval,

A pesar de utilizar el principio de restriccién de pH en la dieta larval, las bacterias logran resistir pHs
acidos, siendo muy dificil inhibirlas o eliminarlas. Por esta razén, la deteccion en el estadio de huevo previo
a la siembra es esencial, ya que se puede realizar un lavado con agua adicional previo a la siembray disminuir
la carga bacteriana. El desarrollo de una prueba especifica facilitaria la identificacion de estas bacterias
patégenas evitando pérdidas, por lo que se espera con este trabajo encontrar una forma practica de
implementarla. Actualmente no se cuenta en la planta con un medio especifico para el aislamiento de las
bacterias de la tribu Proteae, por lo que el objetivo principal fue desarrollar un agar adecuado para su
identificacion.



IV. MARCO TEORICO
A. MOSCAMED

1. Historia del programa

La mosca del Mediterraneo (Ceratitis capitata) es una de las plagas de mayor importancia econémica
en el mundo debido a su alta reproduccién en plantaciones de fruta (Vera, Rodriguez, Segura, Cladera, &
Sutherst, 2002). EI programa MOSCAMED en Guatemala esta a cargo del control de esta plaga mediante la
técnica del insecto estéril. Naci6 con la vision de ser el organismo internacional especializado en la
prevencion y erradicacion de la plaga y ayudar a la economia guatemalteca. Actualmente, el programa cuenta
con la planta de produccion de la mosca estéril del Mediterraneo mas grande, exportando adultos estériles a
México y Estados Unidos. Durante los Gltimos afios, como se puede ver en la Figura 1, ha ayudado a la
erradicacion de la mosca del Mediterraneo en ciertas areas del pais, ampliando el territorio libre de plaga
(MOSCAMED, 2018).
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Figura No. 1: Avance del mantenimiento de las areas libres de mosca del Mediterraneo
(MOSCAMED, 2018).



2. Incidencia en Guatemala

El primer reporte de la mosca del Mediterraneo se dio en 1975. A partir de la creacion del Programa
MOSCAMED, se ha trabajado en distintas areas del pais para controlar y erradicar la plaga. Como se observa
en el mapa de la Figura 2, actualmente se tienen tres areas libres del insecto, las cuales son Los Huistas
(Huhuetenango), Salcaja (Quetzaltenango) y Champerico (Retalhuleu). Se continGa trabajando a lo largo de
la region para evitar que los insectos lleguen nuevamente a las zonas libres (MOSCAMED, 2018).

Free Areas Reference Map A
N

Medfly Program Working Areas

Los Huistas
- Sakaja
- Champerico
Working Areas
- Free

Low Prevalence
[ suppression
- Monitoring

“a

.
Figura No. 2: Areas de prevalencia de la mosca del Mediterraneo en Guatemala

(MOSCAMED, 2018).

B. Ceratitis capitata

1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de la mosca comienza con los huevos, los cuales son depositados en el interior de las
frutas (Gomez et al., 2008). Estos eclosionan entre dos y 7 dias durante las épocas de verano y de 20 a 30
dias en invierno. Las larvas comienzan a alimentarse de la fruta por 10 a 26 dias, pasando por tres estadios
larvales. Al estar en el Gltimo estado larval, estas saltan de la fruta y pupan en la tierra. Después de 6 a 13
dias, los adultos emergen (MOSCAMED, 2018). En la Figura 3 se muestra una comparacion aproximada de

los tiempos del ciclo de vida en invierno y verano.



24 oy

Summer \

28-34 days )

21’ Larva
/
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\
60-115 days e
: Larva

Figura No. 3: Ciclo de vida de Ceratitis capitata

(Broughton, 2012.)

Los adultos machos se diferencian de las hembras al tener setas en forma de rombo. Una hembra
comienza a producir huevos a los 7 0 9 dias de haber emergido y en condiciones Optimas puede poner hasta
800 huevos a lo largo de su vida (MOSCAMED, 2018).

Los tiempos de desarrollo se ven afectados por condiciones ambientales como temperatura, humedad y

tipo de fruta en el que se desarrollan(Gémez et al., 2008).



2. Produccion del insecto estéril

En la planta del Pino tiene como objetivo controlar las condiciones para obtener la mayor cantidad y
calidad de insectos viables posible. Por este motivo, el proceso de limpieza y desinfeccion, temperatura,
humedad, insumos de dieta y dieta larval es sumamente importante y continuamente controlado. La planta
tiene areas especializadas para cada tipo de actividad (MOSCAMED, 2018). La cepa utilizada por la planta
es Genetic sexing strain (GSS), la cual contiene una mutacién donde las hembras son homocigotas para un
gen que no resiste altas temperaturas. Ademas, hace que las pupas tengan un color distinto al de los machos.
Esta caracteristica permite la separacion de ambos sexos (Robinson, 2002). A continuacion, se describen

algunas de las areas de produccion de los adultos estériles.

e Area de reproductores: En esta area se encuentran machos y hembras fértiles en jaulas, en las cuales
ocurre el apareamiento y la oviposicion donde son producidos los huevos. Estos son recolectados para

posteriormente someterlos a tratamiento térmico (MOSCAMED, 2018).

e Area de tratamiento térmico: En este proceso son eliminados todos los huevos que contengan embriones
hembras al aplicar temperatura de 34°C, ya que esta sepa estd modificada genéticamente para no poder
resistir altas temperaturas. Los embriones machos si logran sobrevivir y desarrollarse correctamente, lo
que permite sexarlos durante el proceso. El proceso dura 12 horas para asegurarse que todos los insectos
que se desarrollen seran machos (MOSCAMED, 2018).

e Desarrollo larval: En esta area se desarrollan las larvas, el huevo se deposita en dieta larval y pasa por
tres estadios larvales alimentandose durante 7 dias. Posteriormente las larvas son colectadas en agua y
comienzan a empupar (MOSCAMED, 2018).

e Area de pupas: Las larvas son colocadas en aserrin por 12 dias en oscuridad y bajas temperaturas. Las

pupas son recolectadas 48 horas antes a su eclosion, son pintadas e irradiadas (MOSCAMED, 2018).

e Adulto frio: En esta area se colocan todas las pupas de machos estériles (irradiadas) en torres de
emergencia. Los insectos se colocan a temperaturas de congelacion hasta el momento de la liberacion
(MOSCAMED, 2018).

3. Microbiota de la mosca

Se han documentado los beneficios de la composicién del microbioma como en los humanos , que las
bacterias presentes en el tracto digestivo de la mosca benefician su crecimiento y ayudan a su correcto
desarrollo (Kyritsis, Augustinos, Caceres, & Bourtzis, 2017). En términos de produccién, una mayor cantidad
de larvas de colonias base (machos y hembras) viables son indicadores de cumplimiento de los volimenes
de produccién y pardmetros de calidad del insecto, por lo que la determinacion de la composicion del
microbioma de las moscas es importante. Se han encontrado que varios géneros de enterobacterias habitan
en Ceratitis capitata, entre estos Klebsiella ,Enterobacter, Providencia, Pectobacterium, Pantoea,
Morganella y Citrobacter (Augustinos et al., 2015). También se ha determinado que la microbiota cambia

dependiendo de la etapa del ciclo de vida(Ami, Yuval, & Jurkevitch, 2010).



Aunque algunas de estas bacterias son beneficiosas para Ceratitis capitata, algunas de ellas son
patégenas y aumentan la mortalidad en los diferentes instares de la produccién. Se ha reportado por ejemplo
que Providencia rettegeri esta directamente relacionada con la baja eclosion de huevos de Ceratitis capitata
(Msaad Guerfali et al., 2018). Ademas, produce cantidades considerables de biopelicula (Donlan & Costerton,
2002), lo que reduce la movilidad de las larvas en la dieta larval y su eficiente desempefio en el proceso de

salto para colectarse.

La generacion de biopeliculas es un problema en la produccion de Ceratitis capitata. Usualmente es
controlado evitando el crecimiento bacteriano acidificando la dieta y el agua de la suspension durante la
incubacion. Sin embargo, estas bacterias logran sobrevivir a pHs muy acidos (Liu, Zhu, Hu, & Rao, 2016)

por lo que resisten a los procedimientos de control establecidos.
C. Tribu Proteae

Una tribu bacteriana es una clasificacion taxondmica en medio de la familia y el género. Los géneros
Providencia, Morganella y Proteus son agrupados en una tribu llamada Proteae. Estas bacterias se
caracterizan por ser bacilos méviles Gram negativo no fermentadores (Malbran, 2013). A continuacion, se

muestra un arbol filogenético de las especies de los tres géneros.

0.02 86| Providencia rettgeri 79 (DQB836287)
10% Providencia rettgeri BO (DQ836288) RerpoB2

Providencia retigeri 50 (DOB36290)
77% Providencia rettgeri 73 (DQB36291)

Providencia rettgeri ATCC 299447 (DQBSGQSE)}Re,pOm
100" Providencia rettgeri 81 (DOB36289)

Providencia rettgeri 76 (DQOB362886) —+RerpoB3

Providencia alcalifaciens 53 (DQ836280) — AlrpoB2
100y Providencia alcalifaciens ATCC 98867 (DQO836279) }AlrpoBW

Providencia alcalifaciens 56 (DQB36281)

Providencia rustigianii 68 (DQB36294)
T00| Providencia rustigianii ATCC 336737 (DQ836202) fRUPOB1

54 Providencia rustigianii 64 (DOB36293)
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Figura No. 4: Arbol filogenético de la tribu Proteae a partir del gen rpoB

(Giammanco et al., 2011)



1. Pruebas bioquimicas de identificacion

Los géneros presentes en la tribu Proteae se caracterizan por ser resistentes a la colistina, ausencia de
decarboxilacion de lisina, ausencia de fermentacién de lactosa, rojo metilo y voges-proskauer negativos y
desaminacion de la fenilalanina (O’Hara, Brenner, & Miller, 2000). Esta Gltima caracteristica ha sido esencial
para la identificacion microbioldgica de estos organismos, ya que son los Unicos en el grupo de
Enterobacterias que producen la enzima fenilalanina desaminasa. Dentro del grupo hay ciertas caracteristicas

que permiten diferenciar entre géneros. Entre estas pruebas se encuentran:

Cuadro No. 1: Pruebas bioquimicas de identificacion de bacterias de la tribu Proteae

Proteus Morganella Providencia
Ureasa + + 0/+
Acido sulfhidrico prod. +(0) 0 (+20%)
Gelatinasa +(0) 0
Citrato utilizacion +(0) 0 +(0)
Manita 0 0 0/+
Indol produccidn O/+ * +
Ornitina decarboxilasa Of+ * 0
Manosa 0 * +
Movilidad superficial +/0 0 0

(Malbrén, 2013)

2. Reaccion de fenilalanina desaminasa

Q
Il

0]
Phenylalanine I
—CH—CH—C— 0 ——————= —tH—C—c—o T NH3
[ deaminase O
Ammonia

“NH, 0

Phenylalanine Phenylpyruvate

Figura No. 5: Reaccién de la enzima fenilalanina desaminasa sobre fenilalanina.

(Acharya, 2016)



La reaccién que se muestra en la Figura 5 consiste en la desaminacion de la fenilalanina, produciendo
acido fenilpirdvico y amoniaco (Palka & Kanska, 2012). El &cido fenilpirdvico es un ceto-acido
intermediario del metabolismo de fenilalanina. El &cido tiene un leve olor a miel o dulce y es un compuesto
cromogeénico (European Bioinformatics Institute, 2016). La capacidad de producir un color del compuesto
permite que este sea detectado en el medio como una coloracién verde, al afiadir cloruro férrico. Debido a
que la reaccion enzimética es reversible, el &cido no permanece mucho tiempo en el medio (Patka & Kanska,
2012).

Acido fenilpirivico + Fe3* — Complejo verde

Figura No. 6: Reaccion colorimétrica de &cido fenil pirGvico con ion férrico

(Winn & Koneman, 2008)
3. Agares diferenciales

En 1938, Henriksen y Closs demostraron la capacidad que tenian las especies de Proteus para desaminar
la fenilalanina. En 1957, Ewing y colaboradores formularon un medio para realizar esta prueba. Este agar se
compone de extracto de levadura, DL-fenilalanina, fosfato disodico, cloruro de sodio y agar. El pH final del
medio es de 7.3 (BBL, 2015). Este agar no es selectivo, por lo que debe utilizarse a partir de cultivos puros
de enterobacterias. Al agregar cloruro férrico, las bacterias de la tribu Proteae producen una coloracion verde
durante el primer minuto. Un resultado negativo seria la permanencia del color amarillo de la solucién de
cloruro de hierro, luego de 5 minutos (ver Figura 7). La lectura del medio debe de efectuarse rapidamente,

debido a que la reaccidn dura pocas horas y después se pierde la coloracion (BBL, 2015).

v

Reaccion negativa Reaccién positiva

Figura No. 7: Prueba del agar fenilalanina negativa vs positiva
(BBL, 2015).

Una de las limitaciones de este método de deteccidn es que existen otras bacterias que producen la
enzima fenilalanina desaminasa. Entre estas se encuentran: Enterobacter agglomerans (en un 20% de las
cepas), Enterobacter sakazakii (en el 50% de las cepas), Rahnella aquatilis (95% de las cepas) y Tatumella
ptyseos (90% de las cepas) (MacFaddin, 2000). Por esta razdn, en microbiologia clinica, es necesario partir

de cultivos puros para realizar esta prueba.
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D. Cuantificacion de acido fenil piravico

En los humanos existe una enfermedad genética conocida como fenilcetonuria, que consiste en la
ausencia de la enzima fenilalanina hidroxilasa en el higado. La ausencia evita que se procese por completo
la fenilalanina, quedando como remanente acido fenil pirGvico en sangre y orina ocasionando dafios
cerebrales (Rasner, et,al, 2014). Se han desarrollado varias metodologias para poder detectarlo. La mas
comin es la cromatografia liquida (HPLC) (Nakahara, Ishida, Yamaguchi, & Nakamura, 1990).
Normalmente la prueba consiste en determinar en la muestra de orina la presencia de ceto-acidos. Al ser un
compuesto croméforo, la determinacion por medio de espectrofotometria es posible, midiendo la absorbancia
entre 570-690 nm (Escaf, 2003).

1. Cinética enzimética

E. Estandares de calidad colorimétricos

En muchos analisis de control de calidad es necesario tener un estandar de referencia con el cual
comparar el resultado del analisis de la muestra. Lo mas conveniente es que se cuente con una solucién del
limite de la turbidez, tono o intensidad del color para que la comparacién sea de forma rapida (Whitehead,
1984).

11



V. METODOLOGIA
A. Sitio de estudio

Planta de produccion de insecto estéril el Pino, km. 47.5 Carretera a El Salvador, Parque nacional laguna El

Pino, Barberena, Santa Rosa, Guatemala.
B. Sujetos de estudio

Aislamientos de Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae y Proviencia stuartii obtenidas en
la suspension de huevo para siembra de la cepa de sexado genético Ceratitis capitata(invbs3)/Toliman$9) ge
la planta El Pino de Programa MOSCAMED.

C. Disefio, enfoque y tipo de investigacion

Disefio transversal descriptivo, con enfoque experimental.

Tipo de investigacion: Aplicada.

D. Tipo y tamafio de muestra

Muestreo por conveniencia. Tamafio de muestra: tres réplicas por procedimiento de cada microorganismo.
E. Criterios de inclusion y exclusion

Se incluirdn en el estudio las bacterias que se encuentren con mayor regularidad en el agua de las

incubadoras de la planta y se excluiran las que no.
F. Variables (conceptualizacion y operacionalizacion)

Cuadro No. 2: Variables

Nombre Descripcion Naturaleza Nivel de Codificacion
medicion
Concentracién Cantidad de cloruro Cuantitativa | Continua Porcentaje
de cloruro férrico que se agregara
férrico al papel filtro
Concentracién Cantidad de Cuantitativa | Continua g/L
de fenilalanina | fenilalanina que se
agregard al medio
Tiempo de El tiempo que se Cuantitativa | Continua Segundos/minutos
reaccion con dejara la solucién de
fenilalanina bacterias en contacto
con fenilalanina para
generar una reaccion.
Tiempo de | Horas que se dejard | Cuantitativo | Continua Horas
incubacion de | incubando la placa
las bacterias para presentar un
crecimiento adecuado.
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G. Hipotesis

Alternativa

La prueba de fenilalanina desaminasa podra ser utilizada para desarrollar un método colorimétrico de

identificacion y cuantificacion de las bacterias de la tribu Proteae en la planta El Pino.

Nula

La prueba de fenilalanina desaminasa no servird como método colorimétrico de identificacion y

cuantificacion de las bacterias de la tribu Proteae en la planta El Pino.

H. Instrumentos de medicién

No se utilizara ningdn instrumento para la coleccion de datos.

I. Metodologia

1. Pruebas previas de produccion de enzima

a. Aislamiento de Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae y Providencia stuartii

1)
2)
3)

o

1)
2)

3)
4)
5)
6)

Se resembré cada una de las cepas en agar MacConkey.
Se incubaron por 24 horas a 37°C.
Fueron almacenadas en refrigeracién hasta su uso.

Preparacion de agar fenilalanina

Se siguio con la receta del agar fenilalanina de laboratorios Britania (BBL, 2015).

En un litro de agua destilada, se agreg6 3.0 gramos de extracto de levadura, 2.0 gramos de DL-
fenilalanina, 1.0 gramo de fosfato disédico, 5.0 gramos de cloruro de sodio y 12 gramos de agar.
Se calentd hasta ebullicion para la disolucion total.

Se agreg6 el medio hasta la mitad de los tubos de vidrio estériles y esterilizar en autoclave.

Se colocaron los tubos en posicion inclinada hasta que solidificaran.

Se guardaron en refrigeracion hasta su uso.

c. Prueba de fenilalanina desaminasa

1)
2)

3)
4)
5)

Se verifico que las colonias reaisladas presenten actividad desaminasa.

Se tomé una colonia nueva (18 a 24 horas) con un asa y se sembro el indculo estriando la superficie
del medio.

Se incubo durante 24 horas a 37°C.

Se agregaron tres gotas de cloruro férrico 10%.

Se observo el cambio en la coloracion.
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) —p
Agregar 1
Cultivo de Incubar por gota de FeClz
Morganella o 24 horas
Providencia Agar
fenilalanina

Figura No. 8: Diagrama de prueba de accidn de la enzima fenilalanina desaminasa

Determinacion de la aplicabilidad del cloruro de hierro para realizar una prueba

espectrofotométrica.

Reaccidn con bacterias

1)

2)
3)
4)

Se prepar6 caldo fenilalanina, siguiendo la receta de agar Britannia (BBL, 2015) (3.0 gramos de
extracto de levadura, 2.0 gramos de DL-fenilalanina, 1.0 gramo de fosfato disodico, 5.0 gramos
de cloruro de sodio) sin agregar agar.

Se tomo una colonia de Morganella morganii y se incubé por 24 horas en 5 mL de caldo.

Se le agreg6 una gota de cloruro férrico al 10 %.

Se observé si se producia una coloracion verde.

= tl ‘
: —* T _’ = =
V.
7 = s
S Caldo con "4 i
fenilalanina . .
gregar

Cultivo de Incubar por gota de FeClz
Morganella 24 horas

Figura No. 9: Diagrama general de pruebas espectrofotométricas con cloruro de hierro.
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Optimizacion el agar fenilalanina para la deteccion eficiente de las bacterias
Morganella sp. y Providencia sp. en la planta.
Pruebas en cajas Petri con el agar fenilalanina

1) Se coloco el agar fenilalanina en cajas Petri y se sembraron las dos cepas (Morganella morganii y
Providencia sp.) y como control negativo Klebsiella pneumoniae. (Cada una en triplicado).

2) Se incubaron por 24 horas a 37°C, y se observo el crecimiento en las placas

3) Se les agrego cloruro férrico al 10% y se observo la reaccion.

Pruebas de cultivos mixtos con Klebsiella pneumoniae

1) En 20 mL de agua de peptona se inoculé Morganella morganii y Klebsiella pneumoniae a partir
de una placa. En otro tubo, se hizo la inoculacidn de Providencia sp. y Klebsiella pneumoniae.

2) Se incubaron en agitacion a 37°C por 24 horas.

3) Se realizaron diluciones seriadas a partir de la muestra, agregando 0.1 mL en 9.9 mL de caldo
estéril hasta obtener dilucion 1x10°8,

4) Se sembraron las diluciones de 1x10%y 1x10 en placas de agar fenilalanina.

5) Se incubaron por 24 horas a 37 °C.

6) Se pincho cada colonia con solucion de cloruro férrico y se observo la reaccion.

Preparacion de papel filtro con solucion de fenilalanina

1) Se prepar6 con agua destilada, 20 mL de solucion de fenilalaninade 1.0 g/L, 2.0 g/L y 4.0 g/L. Se
esterilizd en autoclave todas las soluciones.

2) Se afadio la solucion a papel filtro estériles, previamente cortados del tamafio de una caja Petri
hasta que se saturaron.

3) Se esper6 a que se secaran, calentandola sobre estufa a baja temperatura en vidrio de reloj.

Pruebas de cultivo con papel filtro de fenilalanina en agar nutritivo

1) Se sembrd 100 pL de diluciones 10y 10 en agar nutritivo de cultivos mixtos de Morganella sp.
y Klebsiella sp. y de Klebsiella sp. y Providencia sp.

2) Se esparcié por la placa de agar hasta que quedé uniforme.

3) Secoloco en la placa el papel filtro con la solucidn de fenilalanina y se incub6 por 24 horas a 37°C.

4) Se observo si hubo crecimiento debajo o encima del papel filtro y se le agreg6 solucion de cloruro
férrico al 10% con pipeta Pasteur.

Preparacion de papel filtro con cloruro férrico

1) Se cort6 el papel filtro del tamafio de una caja Petri.
2) Se afiadié la solucion de coluro férrico al 10% hasta que se saturara.
3) Se esperd a que secara a temperatura ambiente.

Pruebas de diferenciacion de colonias

1) Enuna caja Petri con agar fenilalanina, se marcaron puntos con dos colores distintos, distribuidos
aleatoriamente por la placa.

2) Se pinch6 una colonia aislada de Morganella sp. con asa estéril y se colocé en los puntos marcados
con color verde.

3) Se realiz6 el mismo procedimiento con Klebsiella sp., colocandola en los puntos de color negro.

4) Se incubaron a 37°C por 24 horas.

5) Se colocé el papel filtro y se observé el cambio de coloracién en las colonias de Morganella sp.

Pruebas de vertido en placa en agar

1) Se sembraron 100 pL de diluciones 10y 108 en agar fenilalanina, cultivos mixtos de Morganella
sp. y Klebsiella sp. y de Morganella sp. y Providencia sp.

2) Se colocd papel filtro de cloruro férrico y se observo si ocurrid reaccion.

3) Se realiz6 el mismo procedimiento que en el inciso g, utilizando esta vez el método por vertido.
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h. Selectividad del medio

1) Se agregd 0.0001 g/L de cristal violeta a agar fenilalanina.

2) Se sembrd Bacilo Gram + por medio de estriado.

3) Se sembrd Morganella sp. y Providencia sp. en otras dos cajas.
4) Se incubo 37°C por 24 horas y observar si hubo o no crecimiento.

i. Reaccidn de fenilalanina desaminasa en agar con Cristal violeta

1) Se adicion6 0.0002 g/L de cristal violeta al agar fenilalanina.

2) Se sembraron 100 pL de diluciones 10 y 108 de cultivos mixtos de Morganella sp. y Klebsiella
sp. y de Klebsiella sp. y Providencia sp.

3) Se sembraron como control diluciones 10 y 10 de las tres cepas por separado. Klebsiella sp,
Morganella sp. y Providencia sp.

4) Se colocé el papel filtro de cloruro férrico y se observd si ocurria reaccién en las placas.

\ Klebsiella
(control
\ / negativo)
/ -
guEyEy =\
—§ Agregar FeClI3 al
1 10%/Colocar
papel filtro con
Sembrar en FeCl3
Preparar cultivos puros de agar nutritivo \
Klebsiella, Providencia y y en agar
Morganella. fenilalanina.
Klebsiella
/ (control -)
1A AL
ﬁ ® Cultivo mixto
q Agregar FeCl3 al
2 10%)/Colocar -
papel filtro con
FeCl3
Preparar cultivos mixtos : 2
de Klebsiella y Sembrar en agar fenilalanina . Morganella o Providencia
Providencia; Klebsiella y con cristal violeta y solo agar LA (Control +)

Morganella. (Sembrar fenilalanina (como control)

cultivos puros como ~
controles)

Figura No. 10: Diagrama general de pruebas para la adecuacion del agar.
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J-

K.

Pruebas de crecimiento de especies de Gram negativo en agar fenilalanina

1) Se utilizaron caldos con 7 diferentes bacterias (Pseudomona aeruginosa, Shigella sp., Salmonella
typhi, Esterichia coli, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, Bacillus thuringiensis).

2) Se sembraron en una caja cuadriculada en duplicado, junto con un control positivo de Morganella
sp.y otro de Providencia.

3) Las placas se incubaron por 24 horas a 37°C.

4) Se colocé el papel filtro de cloruro férrico y se observé si ocurria reaccion en las placas.

Deteccion de Morganella sp. y Providencia sp. en la planta EI Pino

1) Se sigui6 la metodologia de la planta EI Pino de la siembra de huevo y larva (superficie/interior),
utilizando el agar nutritivo y de fenilalanina siguiendo el procedimiento descrito a continuacion:

Recolectar 20 larvas de primera Desinfectar las larvas y el huevecillo
colecta, 20 de quinta colectay 5 mL |——> utilizando agua electrolizada y 3
de huevecillo. lavados de etanol al 70%.

Macerar 10 de las larvas de lera
colecta y 10 de 5ta colecta, asi
como 10 tubos con huevecillo

utilizando pistilo estéril.

Colocar 500 pLde solucién salina a
tubo Eppendorf. Colocar 1larva |F——>
por tuboy 500 pL de huvecillo.

\
Se obtendrdn 6 cajas: 1 de larvas
Tomar 5 pL de cada tuboy colocar lera colecta y 1 de 5ta colecta de
en un area de caja Petri 5 interior, 1 caja de larvas lera
cuadriculada. (Realizar 1 caja por colecta y 1 de 5ta colecta exterior, 1
cada tipo de muestra) de huevecillo macerado y 1 de

huevecillo superficie.

2) Se incubaron las cajas a 34°C por 24 horas.
3) Se colocé papel filtro para observar coloracion.

5mL
.
. P
20 primera NS
colecta A S—— — 200 pL de solucion \
“/ \\ ‘/ N ‘/ \ salina
- N /“ i‘\ //‘ '\\ /" Vo Sembrar 5 pL
— T —— por cuadro
Desinfeccién con agua \ —g
ionizada y etanol al 70% 10 ‘ \

v

Figura No. 11: Diagrama del proceso de desinfeccion y siembra planta El Pino
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Pruebas de agar fenilalanina

Figura 12: Reaccién de fenilalanina desaminasa en Morganella morganii,Klebsiella pneumoniae, E.coli y

Providencia sp. aisladas de planta El Pino.

Las dos cepas utilizadas, Morganella morganii y Providencia sp. fueron positivas para la prueba de
fenilalanina desaminasa a las 24 horas de incubacion. Como se puede observar en la Figura 12, la coloracion
verde era bastante intensa y facil de distinguir en comparacion de las cepas de Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli. Estos resultados concuerdan con los datos reportados de las especies de estos géneros, las
cuales tienen la enzima fenilalanina desaminasa (BBL, 2015). Debido a que las muestras provienen de
ambiente y no una muestra clinica, era necesario corroborar la capacidad de la produccion de la enzima. Al
obtener un resultado positivo, se logré proseguir con las modificaciones para lograr obtener un método de

deteccion mediante la reaccién de fenilalanina desaminasa.
B. Pruebas en caldo

La primera etapa de la determinacion bacteriana por medio de espectrofotometria consistié en realizar
caldo de fenilalanina y observar si se producia el &cido fenil pirGvico a partir de enzima secretada por las
bacterias. Sin embargo, luego de 24 horas de incubacion, al agregar cloruro férrico, no se produjo ninguna
coloracién en el medio. Aunque se considerd disminuir la cantidad del medioa 1.0 mL de caldo, la posibilidad
de deteccidn bacteriana a partir de muestras puras de agua seria nula. La cantidad de &cido fenil pirtvico a
partir de colonias puras no fue suficiente para producir una cantidad distinguible de &cido fenil pirdvico en
el medio liquido. Debido a la acidez de la solucidn de cloruro férrico, las sales en el medio precipitaron,
formando una mezcla espesa que impedia observar cualquier indicio de coloracidn verde. Se realiz6 otra
prueba reduciendo la cantidad de cloruro férrico, pero se obtuvo el mismo resultado, por lo que no fue posible
seguir las etapas posteriores de la metodologia de determinacién por espectrofotometria. Debido a que no era
detectable en el agua, tomaria mas tiempo tomar bacterias aisladas 24 horas antes y luego sembrarlas en caldo.
Por lo tanto, la optimizacion del agar se considerd una mejor opcidn para la deteccion y cuantificacion de las
bacterias de interés.
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C. Adecuacién de agar en placa

El medio fenilalanina en placa fue probado al igual que en los tubos, sembrando Providencia y
Morganella sp. en cajas separadas y E. coli y Klebsiella sp. como control negativo. Al momento de la
preparacién del agar, fue evidente que este se tardaba un poco mas en ebullir que otros medios. Por esta razdn,
fue necesario dejar el medio un poco mas de tiempo en la estufa, ya que si se retiraba al momento de ebullicion,
este aun precipitaba. Se recomienda al realizar el agar, ponerlo a ebullicién, dejarlo reposar 5 minutos y si se
observa turbidez, calentarlo hasta ebullicion nuevamente.

El crecimiento se dio a las 24 horas, donde las colonias presentaban una apariencia mucosa. La reaccion
provoco una coloracion bastante fuerte a los 10 segundos de la adicion de la solucién de cloruro férrico que
se intensific6 en el primer minuto. Las colonias de E. coli y Klebsiella sp. permanecieron amarillas como se
esperaba en cajas aisladas. El siguiente paso consistio en observar la reaccidn a partir de un cultivo mixto y
si el &cido fenil pirdvico se esparcia por el medio dando falsos positivos. Las primeras pruebas realizadas
fueron de punteado, para saber exactamente qué colonias eran de Klebsiella sp. y cuales de Morganella sp.
La adicién de cloruro férrico fue poco practica debido a que debia agregarse gota a gota sobre las colonias.
Se agreg6 la minima cantidad de solucion para evitar que se esparciera en el medio y la coloracién afectara
a las otras colonias que no presentaban la enzima. Sin embargo, a pesar de estar compartiendo el agar y estar
muy cercanas, las colonias de Morganella sp. se colorearon completamente de un color verde intenso y las
de Klebsiella sp. no. Este resultado permitié comprobar que la diferenciacion seria posible, ya que aunque
un poco de la solucién coloreada estuviera alrededor de una colonia que no fuera de Proteae, esta seria
diferenciada por no presentar coloracion en el centro. Respecto a las pruebas de vertido, no fue posible
realizar el método de esta forma, ya que las colonias quedaban dentro del agar y la solucién de cloruro no

llegaba a ellas. Por lo tanto, se prosiguié Unicamente aislando bacterias por método de esparcido.
D. Papel filtro

Debido a que se encontrd que en placa era poco practico agregar la solucion de cloruro férrico, ya que
esta se esparcia por todo el medio, se experimentd con cloruro férrico en papel filtro para que este reaccionara
Unicamente con las colonias que producian eficientemente acido fenil pirtvico. Se decidio utilizar la misma
concentracion de cloruro férrico que la solucién, y observar si se obtenia un resultado positivo. De no ser asi,

se probaria aumentar la concentracion.
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Figura 13: Diferencia de coloracion entre Klebsiella sp. y Morganella sp. en caja Petri . A) Crecimiento
luego de 24 horas de incubacién. Los puntos negros corresponden a Klebsiella sp. y los verdes a
Morganella sp. B) Prueba de fenilalanina desaminasa utilizando papel filtro. Se puede notar la coloracion
verde de Morganella.

Como resultado se obtuvo una coloracion Unica de las colonias, dejando el fondo de la placa amarilla.
Los resultados fueron mejores a los esperados, por lo que no se intentd con otras concentraciones. La reaccion
fue mucho mas eficiente y practica que al agregar la solucion liquida, ya que la utilizacién del papel permitia

obtener resultados de todas las colonias en la placa en menos de un minuto.

E. Pruebas con diluciones mixtas de Proteae y Klebsiella pneumoniae

Figura 14: Crecimiento de Morganella morganii y Klebsiella pneumoniae a partir de un cultivo mixto. A)
Crecimiento luego de 24 horas de incubacién. B) Prueba de fenilalanina desaminasa utilizando papel filtro.
Se puede notar la coloracion verde de Morganella morganii, las cuales tiene una morfologia bastante

pequefia en comparacion de las de Klebsiella pneumoniae.
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En las pruebas con diluciones seriadas, se distinguid a simple vista el crecimiento de Morganella
morganii y Klebsiella pneumoniae (ver Figura 19 en anexos). Las colonias de Klebsiella son més grandes y
mucosas, mientras que Morganella morganii y Providencia sp. son opacas y transparentes. EI proceso de
obtencién de colonias aisladas fue dificil debido al tiempo de replicacion de cada una de las cepas. Klebsiella
crece mas rapido que Morganella y Providencia, por lo que se utilizd solamente 50 uL del cultivo puro de
Klebsiellay 100 uL de Morganella o Providencia. Con esta proporcidn se logro obtener colonias aisladas de
ambas bacterias, siendo equitativo el crecimiento en solucion salina y el agua de peptona.

A pesar de provenir de un cultivo mixto y estar las colonias cercanas, fue posible distinguir la coloracién
verde al colocar el papel filtro. Ademas, como se muestra en la Figura 18 de anexos, es dificil observar las
colonias de Morganella morganii pero al colocar el papel filtro las colonias fueron evidentes. Con estos
resultados se logro establecer que el método sirve para distinguir bacterias de Proteae a partir de aislamientos

de enterobacterias mixtas.
F. Adicion de fenilalanina a agar nutritivo

Debido a que se buscaba obtener un agar facil de producir se adicioné fenilalanina al agar nutritivo. Sin
embargo, el resultado fue negativo y la coloracion de la solucién no cambid. Por esta razén, no se hicieron
mas pruebas con el agar nutritivo. La diferencia principal entre ambos agares es la fuente de nutrientes, donde
el nutritivo se compone de extracto de carne y el fenilalanina de extracto de levadura. La composicion del
extracto de carne incluye una gran cantidad de distintos aminoacidos y minerales, incluyendo fenilalanina
en(Cote, 1999). Por esta razén, no es aconsejable para el medio la adicién de extracto de carne.
Adicionalmente, el agar nutritivo contiene glucosa y en 1995 Massad y colaboradores determinaron que la
actividad de la fenilalanina desaminasa se veia inhibia al agregar glucosa. Las pruebas de papel filtro con
solucidn de fenilalanina no mostraron ningun crecimiento, debido a que el papel inhibia el crecimiento de las

colonias.
G. Adicion de cristal violeta

Durante la experimentacion se produjo una contaminacion con un bacilo Gram positivo esporulador en
una de las cajas Petri que contenia Providencia sp. Al realizar la prueba, estas colonias se tornaron verdes,
indicando que presentaba capacidad de desaminar la fenilalanina. En 1994, Brearley et al. publico el
descubrimiento de un bacilo aislado de suelo que presentaba la capacidad de producir fenilalanina desaminasa
y lo identific6 como Bacillus carototarum. Debido a que la prueba fenilalanina desaminasa es utilizada en
clinica a partir de cultivos de enterobacterias aisladas, no es comun realizar la prueba de fenilalanina
desaminasa a bacterias Gram positivo. Aunque las colonias no tenian la misma intensidad de color que las
colonias de Providencia, lo mejor era inhibir cualquier crecimiento de bacilos Gram positivo que pudiera dar
falsos positivos. Adicionalmente, la reduccion de carga microbiana también seria Util para la deteccion de las

bacterias de los géneros de interés.
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Se consideré como opcion para inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivo la utilizacion de sales
biliares o cristal violeta que son los compuestos selectivos en agar MacConkey (BBL, 2015). Debido a la
disponibilidad, y que es un colorante que se agrega en cantidades muy pequefias, se seleccion6 este dltimo
para realizar pruebas de inhibicién. Una saturacion de sales biliares en el medio pudo haber interferido con
su consistencia, produciendo precipitaciones ya que la concentracidon de sales en el medio sin modificaciones
es bastante alta. Se selecciond la cantidad de cristal violeta con el que se prepara el agar MacConkey 0.001
g/L para determinar si era suficiente para evitar el crecimiento de bacterias Gram positivo.

i

Figura 15: Crecimiento de Bacillus sp. y Morganella morganii én'ésgar nutritivo con cristal violeta. A)
Reaislamiento de Bacillus sp. en agar nutritivo sin cristal violeta. B) Aislamiento de Bacillus sp. en agar
nutritivo con cristal violeta. C)Aislamiento de Morganella morganii en Agar nutritivo con cristal violeta
Como resultado, se encontro que esta concentracion inhibié por completo el crecimiento del bacilo antes

descrito. Se realiz6 la prueba en agar nutritivo y en agar fenilalanina y en ambos se obtuvo el mismo

resultado.

Figura 16: Aislamiento por punteado de Klebsiella pneumoniae y Morganella morganii
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Una de las incognitas al agregar cristal violeta al agar fue si la intensidad de la coloracién verde seria
observable o si interfiriese con la reaccion. Sin embargo, como se puede observar en la Figura 16, aunque la
tonalidad fue menos evidente que en el medio original, fue posible distinguir sin problemas la coloracion de
las colonias, ya que el medio aln era bastante transparente. Por esta razon, se consideré no realizar pruebas
con mayor concentracion de cristal violeta, ya que funcioné adecuadamente al inhibir Gram positivo.

H. Pruebas con otras bacterias Gram negativo

A pesar de que en literatura no hay un reporte de la capacidad de las bacterias Gram negativo utilizadas
en la prueba produzcan la enzima fenilalanina desaminasa, se quiso verificar experimentalmente con el medio
modificado. Las cepas utilizadas se encuentran regularmente en la microbiota de C. capitata y se ha reportado
que ciertas cepas de Enterobacter la producen. Por esta razdn se utilizaron estas 6 cepas de bacilos Gram
negativo para asegurar que la reaccion no diera falsos positivos. Adicionalmente, se utilizé a Bacillus

thuringiensis como control positivo.

|

Figura 17: Pruebas de crecimiento de cepas Gram negativo. A) Réplica 1 antes de observar reaccién con
FeCls. B) Replica 2 después de la reaccion con FeCls. Los nimeros corresponden a: 2=Morganella
morganii, 3=Providencia sp., 5=Escherichia coli, 6=Salmonella tyohi, 7= Pseudomona aeruginosa, 8=
Serratia marcescens, 10= Shigella sonnei, 11= Enterobacter aerogenes, 12= Bacillus thuningensis. Los
nlmeros no mencionados no contienen bacteria.

Como se puede observar en la imagen, el Bacilo Gram positivo no crecid en ninguna de las dos réplicas,
mientras que las otras 8 bacterias si. La reaccién ocurrié rdpidamente como se esperaba en las cepas de
Providencia sp. y Morganella morganii, y fue negativa para las otras 6 cepas. Pseudmona aeruginosa
presenta normalmente un color verde a causa de la formacion de picocianina, alrededor de la colonia y como
se puede observar en la imagen, en ambas réplicas existio un halo de color verde. Sin embargo, las colonias

son facilmente diferenciables de Proteae, ya que no se tifien por completo y el color es menos intenso.
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Se recomienda realizar el mismo analisis con bacterias aisladas y correctamente identificadas dentro de
la planta para observar si las cepas de Enterobacter sp. presentes contienen la enzima. Asi mismo, analizar
molecularmente la secuencia de la produccidn de la enzima para poder realizar una comparacion del genoma

con bases de datos de otras bacterias y establecer el alcance que tiene el método.
I. Pruebas en larvas y huevecillo

Cuadro 3: Resultados de crecimiento bacteriano a partir de huevecillo, larvas de primera y quinta colecta.

Huevecillo lera 5ta colecta
(Réplicas) colecta (Réplicas)
(Réplicas)
Exterior Crecimiento 0 0 10
total
Proteae 0 0 0
Interior Crecimiento 7 10 10
total
Proteae 3 7 10

Se muestran los resultados de crecimiento bacteriano a partir de 10 réplicas de cada una de las categorias.
Crecimiento total se refiere si hubo o no crecimiento a partir de la siembra de cualquiera de los 10

individuos. Proteae se refiere a las réplicas que fueron positivas para la prueba de fenilalanina desaminasa.

Porcentaje de Proteae aislado

10.00 Q
8.00 \
6.00 \

% 100%
4.00

2.00 §\ N
0.00 \\

Huevecillo Primera colecta Quinta colecta

“ Proteae #i Otras bacterias

Figura 18: Porcentaje de bacterias Proteae de bacterias aisladas de interior de huevecillo, y larvas de

primera y quinta colecta.
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Las larvas fueron sometidas a un proceso de desinfeccion con agua electrolizada y etanol, con el objetivo
de eliminar la carga microbiana en la superficie y evaluar la presencia del grupo Proteae en la parte interna.
El grupo Proteae se distribuyo de la siguiente manera: en el huevo fue el 43%, en la primera colecta el 60%
y en la quinta colecta fue el 100% como se observa en la Figura 18. Esto se debe a que el proceso de colecta
de colonias de la cepa de sexado genético Ceratitis capitata (-invD53)/Toliman 99 esta distribuido en 6
colectas durante un periodo de 5 dias, la prueba de coloracién de pupario (macho: café, hembra:blanco) que
se hace después del periodo de pupacidn determina el porcentaje de machos y hembras, estas ultimas tienden
a salir en diferentes proporciones a partir la cuarta colecta, lo que permite establecer que las ultimas colectas
estan mas expuestas a mayores concentraciones del grupo Proteae, lo que podria suponer un mayor
crecimiento de las mismas por condiciones favorables presentes por la descomposicion de la dieta larval.

El agar, al ser inhibidor de crecimiento de Gram positivo, disminuye la carga bacteriana aumentando la
capacidad de crecimiento de las bacterias de Proteae. La prueba de fenilalanina desaminasa fue negativa para
todas las réplicas de superficie de larvas de la quinta colecta, indicando que podria tratarse de algun otro
bacilo Gram negativo. En el caso de la primera colecta, el andlisis fue negativo debido a que no hubo
crecimiento de ninguna colonia. Los controles positivos presentes en ambas cajas mostraron los resultados
esperados al virar a color verde, lo que indica que para el presente estudio no se detect6 la presencia del grupo

Proteae en la superficie de la larva de ambas colectas.

Se pudo comprobar la utilidad del método al realizar la prueba con el interior de las larvas. En el caso
de las larvas recolectadas de la quinta colecta, las 10 réplicas presentaron crecimiento y fueron positivas para
fenilalanina desaminasa. En el caso de larvas de la primera colecta, 7 de las 10 colonias que crecieron
presentaron coloracion verde. Adicionalmente se coloco en la placa una muestra de la superficie de larva,
donde hubo crecimiento, pero la prueba fue negativa. Este dato fue complementario a las 10 réplicas de la
superficie de las larvas, por lo que se llegd a la conclusion que las bacterias de la tribu Proteae solamente se

encuentran dentro de las larvas y no en la superficie.

En el caso de los huevos macerados se encontré un porcentaje menor de positivos, siendo Unicamente
tres de las 7 colonias que crecieron. Este valor podria indicar que la concentracion presente en el huevo
aumenta a medida que la larva va desarrollandose y madurando en la dieta larval y la presencia de productos
de excrecién de la larva como acido drico promuevan la proliferacidn del grupo Proteae. Debido a que este
fue un andlisis cualitativo del funcionamiento del agar, no se utilizé ninguna prueba estadistica que indicara
una diferencia significativa entre la presencia bacteriana entre las distintas colectas. Se recomienda realizar
un monitoreo de cada colecta para observar el aumento en las bacterias de Proteae mediante la cuantificacion

de UFC en las larvas.
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VIlI. CONCLUSIONES

Se logré modificar el agar fenilalanina para el aislamiento de Providencia sp. y Morganella morganii.
Se encontro la presencia de bacterias positivas para fenilalanina en el interior de larvas y huevecillo, las cuales
podrian clasificarse pertenecientes a la tribu Proteae. No hubo presencia de bacterias con actividad sobre la
fenilalanina en la superficie de las larvas, a pesar de que hubo crecimiento bacteriano. Con estos resultados
fue posible verificar que el método de deteccion sirve para la distincion de bacterias de Proteae de otras
bacterias Gram negativo.

Se determino que la prueba espectrofotométrica para la deteccion bacteriana no era viable, debido a que
se produce muy poca cantidad de cido fenil pirGvico para formar el complejo verde con cloruro férrico.
Debido al bajo pH de la solucién de cloruro férrico, el caldo precipitaba e imposibilitaba ver alguna
coloracién. Ademas, era un proceso mas tardado realizar esta prueba a partir de colonias puras, ya que no era

posible observarlo directamente a partir de agua de huevo.

26



VIlIl. RECOMENDACIONES

Durante las pruebas de verificacion en la planta se encontré que el método podria ser utilizado para
cuantificar las bacterias dentro de las larvas, realizando diluciones. Se recomienda realizar un anélisis en el
que se cuantifique UFC a partir de larvas de distintas colectas y de huevecillo. Asi mismo, aumentar la
cantidad de larvas analizadas para poder realizar un analisis comparativo del aumento de las bacterias de
Proteae en cada colecta.

Se recomienda realizar una prueba de crecimiento de Proteus sp. para verificar que se produce la reaccion
en el medio.

Debido a que el aumento de UFC se dio en larvas, se recomienda cuantificar por este método las UFC
del agua y la dieta para determinar en qué punto de la produccién se da el aumento de Providencia y
Morganella y poder tomar medidas correctivas.

Se sugiere realizar pruebas de crecimiento con las bacterias de la planta para asegurar que ninguna de
las especies, en especial de Enterobacter presenten la enzima fenilalanina desaminasa. También se
recomienda buscar los genes de produccion de la enzima, para comparar con otros genomas secuenciados y

encontrar la enzima en otras bacterias que podrian provocar un falso positivo.
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X. ANEXOS

Figura 19: Crecimiento de Klebsiella vs Morganella en agar fenilalanina
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P

Figura 20: Crecimiento de Providencia vs Klebsiella en agar fenilalanina
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Cuadro No. 4: Crecimiento bacteriano e identificacion de Proteae en huevecillo

Presencia
Huevecillo Réplica Crecimiento de
coloracién
Control
Morganella * *
Control
Providencia * *
1 - -
2 + -
. 3 - -
Exterior 4 _ _
5 - -
6 - -
7 + -
8 - -
9 + -
10 - -
Control
Morganella * *
Control
Providencia * *
1 + +
2 + -
) 3 + -
Interior 4 + 4
5 + -
6 - -
7 + +
8 + -
9 - -
10 + -

Donde + = Positivo; - = Negativo
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Cuadro No. 5: Crecimiento bacteriano e identificacion de Proteae en larvas de quinta colecta

Réplica Crecimiento Presencia de coloracion
Control Morganella + +
Control Providencia + +
1 + -
2 + -
3 + -
Exterior 4 ¥ -
5 + -
6 + -
7 + -
8 + -
9 + -
10 + -
Control Morganella + +
Control Providencia + +
1 + -
2 + +
3 + +
. 4 + +
Interior
5 + +
6 + +
7 + +
8 + +
9 + +
10 + +

Donde + = Positivo; - = Negativo
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Cuadro No. 6: Crecimiento bacteriano e identificacion de Proteae en larvas de primera colecta

Réplica Crecimiento Presencia de coloracién
Control Morganella + +
Control Providencia + +
1 - -
2 - -
3 - -
Exteri 4 - -
xterior 5 i i
6 - -
7 - -
8 - -
9 - -
10 - -
Control Morganella + +
Control Providencia + +
1 + +
2 + -
3 + -
A 4 + +
Interior
5 + +
6 + +
7 + -
8 + +
9 + -
10 + +

Donde + = Positivo; - = Negativo
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Figura 21: Réplicas de pruebas de crecimiento de cepas Gram negativo. A) Réplica 1 despues de reaccién
con FeCls. B) Replica 2 después de la reaccion con FeCls. Los nimeros corresponden a: 2=Morganella
morganii, 3=Providencia sp., 5=E. coli, 6=Salmonella tyohi, 7= Psudomona aeruginosa, 8= Serratia
marcescens, 10= Shigella sp., 11= Enterobacter aerogenes, 12= Bacillus thuningensis. Los nimeros no

mencionados no contienen bacteria.

Figura 22: Presencia de bacterias de Proteae en huevecillos macerados. A) Crecimiento de bacterias totales

en huevecillo macerado. B) Prueba de fenilalanina desaminasa en colonias de huevo macerado
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Figura 23: Presencia de bacterias de Proteae en superficie de huevecillos. A) Crecimiento de bacterias
totales en superficie de huevecillos. B) Prueba de fenilalanina desaminasa en colonias de superficie de

huevecillo

Figura 24: Presencia de bacterias de Proteae en el interior de larvas de primera colecta. A) Crecimiento de
bacterias totales en el interior de larvas de primera colecta. B) Prueba de fenilalanina desaminasa en

colonias del interior de larvas de primera colecta
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Figura 25: Presencia de bacterias de Proteae en la superficie de larvas de quinta colecta. A) Crecimiento de
bacterias totales en la superficie de larvas de quinta colecta. B) Prueba de fenilalanina desaminasa en

colonias de superficie de larvas de quinta colecta

Figura 26: Presencia de bacterias de Proteae en el interior de larvas de quinta colecta. A) Crecimiento de
bacterias totales en el interior de larvas de quinta colecta B) Prueba de fenilalanina desaminasa en

colonias del interior de larvas de quinta colecta
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AGAR FENILALANINA

Uso

Diferenciacion de bacterias de la tribu Proteae
(Proteus sp., Providencia sp. y Morganella
sp.) de otras bacterias. El agar es selectivo
para bacterias Gram negativo debido a la
concentracion de colorante cristal violeta. La
adicién de fenilalanina permite evidenciar a
los organismos que producen la enzima
fenilalanina desaminasa, mediante la

lectura con los papeles de cloruro férrico.

Composicion

Extracto de levadura.................. 3.0g/L
L-Fenilalanina..................ccoee.ts 204g/L
Fosfato disédico...........c.coeuenenee. 1.0g/L
Cloruro de sodio..........ccccvvennnee 5.0g/L
Cristal violeta....................... 0.0002 g/L
Agar.....ccooiiiiii . 15.0 g/L

Preparacion

Disolver el contenido en 1.0 L de agua y
adicionar 700 pL de cristal violeta. Calentar
hasta ebullicion por 5 segundos. Si se observa
turbidez en el medio luego de dos minutos,
volver a colocar hasta ebullicién por 5 segundos

mas. Esterilizar en autoclave por 20 minutos.

Siembra e incubacion

Sembrar 100 pL de la dilucién de interés y
esparcir uniformemente con esparcidor por
toda la placa. Incubar a 37°C por 24 horas y
realizar la lectura.

Interpretacion de resultados

Colocar luego de la incubacion un papel de
cloruro férrico sobre la placa. Esperar un
minuto y observar si ocurre cambio en la
coloracion de las colonias. La formacion de

color verde indica positivo para Proteae.

Microorgani Crecimie Reacc
smo nto ion
Morganella Positivo Positiv
morganii a
Providencia Positivo Positiv
sp. a
Escherichia Positivo Negati
coli VO
Salmonella Positivo Negati
typhi VO
Pseudomon Positivo Negati
a aeruginosa VO
Serratia Positivo Negati
marcescens VO
Shigella Positivo Negati
sonnei VO
Enterobacter Positivo Negati
aerogenes VO
Bacillus Negativo -
thuringiensis

Staphylococ Negativo

CUS aureus




