UNIVERSIDAD DE PANAMA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y TECNOLOGIA
ESCUELA DE BIOLOGIA

“Perfil de sensibilidad antimicrobianos en Enterobacterias procedentes de
muestras fecales de monos en cautiverio del Jardin Botanico y Zooldgico
Summit, Panama”

POR:
PEDROUZO, MELANIC

Trabajo de Graduacién
presentado como requisito
para optar por el titulo de
Licenciatura en Biologia con
orientacion en Microbiologia
y Parasitologia.

PANAMA, REPUBLICA DE PANAMA

2022



AGRADECIMIENTOS

A Dios, con tu amor y bondad me permites sonreir ante mis logros y cuando caigo y me
pones a prueba, aprendo de mis errores dandome cuenta de que los pones para
mejorar cada dia como persona.

A mis asesores, en especial a Fermin Mejia, sin su ayuda, conocimientos, consejos y
regafos no hubiese sido posible realizar este proyecto.

A la Universidad de Panama, Vicerrectoria de Investigaciéon y Postgrado, por
permitirme acceder a los fondos de investigacion 2016.

Al Laboratorio de Microbiologia Experimental y Aplicada (LAMEXA) y Laboratorio de
Aguas (LAMA), por abrirme sus puertas y demostrar mis conocimientos adquiridos a lo
largo de mis estudios universitarios.

Al IEA en especial al Departamento de Microbiologia, que siempre me ha brindado un
espacio no solo para adquirir conocimiento y ponerlo en practica también; su apoyo con
la identificacion bioquimica final.

Al Jardin Botanico y Zooldgico Summit en especial a la Dra. Diorene Smith, por el
acceso de sus instalaciones y poder obtener las muestras fecales para su analisis.

A todas las personas que quedo sin mencionar pero que de una u otra forma aportaron
en el desarrollo de esta tesis, mil gracias.

Y por ultimo gracias mil veces gracias por impulsarme en el ultimo escalon de esta
escalera hacia mi titulo universitario, gracias gafo.



DEDICATORIA

Ser madre y estudiar es dificil, sobre todo cuando se estudia una carrera profesional y
estas en proceso de elaborar una tesis, y es dificil porque sabes que alguien mas se
esta sacrificando para que tu puedas lograr tu suefio y esa persona eres tu, Keymay.

A mi hija Keymay Alessandra y mi sobrina Bayan Rachell por ser mi motor e
inspiracion. A mis padres Anibal y Maribel, por forjarme con valores e inculcarme el
deber de siempre superarme. A mi hermana Lourdes, con sus ocurrencias siempre me
hacia recordar mi amor por la ciencia.

A Edgar por estar siempre motivandome y luchando a mi lado para alcanzar el éxito.



Indice General



Yo | = To [=Tod 1401 T=T o1 0 F PP

1Yo [ [o7= 1o ] - PP 2
INAICE GONEIAL. ... .. e 4
INAICE 0B CUAAIOS. ... .o, 6
INAICE T8 TIQUIAS. ..ottt e ettt e e ae e 8
oY1 1T 10
1o o [ Too3 o] o HANU PP 13
CAPITULO |
Revision Bibliografica
1.1. Géneros bacterianos mas importantes en medicina veterinaria .............coccvvvveeveeeeeeiiennnee, 17
1.2. La familia ENterobaCtEraCEaE. .......ociviii e 17
1.2.1. CaracteriStiCas gENEIAIES .........uuiiieeiiiiiiiiiii e e e e e e s eeeeeaeeeans 18
1.2.2. PriNCIPAIES GENEIOS. ...uuuiiieeeeieeeeiee et e e e et e e e e e e e e et s e e e e e e e e et e e aeaees 19
1.3. Terapia antimicrobiana y antibiéticos de uso frecuente en medicina veterinaria................. 24
1.4. Laresistencia bacteriana en el MUNAO ...........ccooiiiiiiiiiiii e 25
1.5. Resistencia bacteriana en AmMErica Latina..............uuiiiiieiiiiiiiiiiii e 27
1.6. Resistencia bacteriana €n VELeINAITA. .........c.oceiiiieiiiiiie e 28
1.7. La resistencia bacteriana como problema reCUrreNte ..............ceeeiiieeeriiiiiiiie e 31

CAPITULO I

Metodologia

2.1. Descripcidn de area de eStUAIO. .......uuiiii i 33
2.2. Toma de muestras y transporte al 1aboratorio. ............coovuiiiiiii i, 33
2.3. CaracterizaCion de COIONIAS. .....ccoeii i 33
2.4. 1dentificacion BIOQUIMICAL. ...........iiuuiiiiiii e e et e e e e e e e e e e bbb e e e e eaeeas 34
2.5. Conservacion de 10S aiSIamientoS. ......coooiiiii o 34
2.6. Prueba de sensibilidad a AntibDiOtiCOS. ......ccooeiiei e 34

CAPITULO Il

(R0 ] 7= Lo [0 1= TP 37
B LYol U= o] o TP 39
(0do] 4 (o1 V1= (o] o WP T TR 43



...........................................................................................................................................

Indice de Cuadros



Cuadro 1. Identificacion de los diferentes aislamientos de enterobacterias a partir de
heces de monos del zoologico del Jardin Botanico de Summit, segun especie de mono
(5 0 ) 51

Cuadro 2. Comparacion de fenotipos de resistencia de aislamientos de Enterobacterias
frente a 10 diferentes clases de antibidticos, segun especie de mono (n = 50).......... 52

Cuadro 3a. Comparacion de fenotipos de resistencia de aislamientos de
Enterobacterias frente a 10 diferentes clases de antibioticos, segun el microorganismo
oIS F= T [0 I (T 0 ) TR 53

Cuadro 4b. Comparacion de fenotipos de resistencia de aislamientos de
Enterobacterias frente a 10 diferentes clases de antibioticos, segun el microorganismo
= IS F= T [0 I (Tl 0 ) PPN



Indice de Figuras



Figura 1. Monos en cautiverio muestreados del Zool6gico Summit.(a) mono ardilla,(b) mono

L1 (3 I 110 T J= > - T 56

Figura 2. (a) y (b) toma de muestra de heces frescas de monos, (c) transporte de muestras en
1= =T = VP 56

Figura 3. Caracterizacion morfolégica de colonias bacterianas aisladas de heces de

1YY 57
Figura 5. Conservacién de aislamientos en glicerol a -20°
ettt ettt ea e rareeee e easasese e eeatareeasesesnetaeatatatatetnaratatatnananaraerannararnrararenn 58

Figura 6. Prueba de resistencia antimicrobiana para determinar el perfil fenotipico de
resistencia de las cepas aisladas utilizando el método de difusién de placa en agar de Kirby-
Bauer.(a) Agar Muller Hinton con aplicacién de 10 antibiéticos,(b)lectura de antibiograma luego
de 24h de
10T o1 1] F= Tox o o TP 58



Resumen



La resistencia a los antibioticos en los hospitales de todo el mundo amenaza con dejar
a los agentes médicos y a los agentes de salud publica practicamente impotentes para
prevenir o tratar numerosas infecciones. El uso de agentes antimicrobianos en
animales es un asunto de especial preocupacion debido a la posible amenaza para la
salud humana, causada por el riesgo de transferencia de bacterias resistentes a
antimicrobianos o de genes de resistencia a antimicrobianos a través de la cadena
alimentaria. El objetivo de este estudio fue describir la flora bacteriana del grupo de las
enterobacterias presentes en las heces de monos, mediante aislamiento en agar EMB
e identificacion bioquimica mediante el sistema APl 20E y evaluar el perfil de
susceptibilidad a antibiéticos empleando el método de difusién de Kirby — Bauer con 10
antibidticos en las bacterias presentes de una poblaciéon en cautiverio (Zoolégico de
Summit). Se obtuvo un total de 50 aislamientos de enterobacterias a partir de cuatro
especies de monos en cautiverio, a saber: cariblanco, mono arafa, titi y mono ardilla.
De estos se identificaron 7 especies, que representan el 78% del total, y un 22% que
no fueron identificadas. El grupo méas importante corresponde a Escherichia coli (40%),
seguido de Klebsiella pneumoniae y el grupo no identificado (ambos 22%), Pantoea sp.
(6%), Kluyvera sp. (4%), y finalmente Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca y
Routella ornithinolytica (2% c/u) En cuanto a las pruebas de sensibilidad de antibidticos
por el método de Kirby Bauer los porcentajes de resistencia encontrados para cada
antibidtico fueron Los siguientes: ampicilina (45%), tetraciclina (39%), cloranfenicol
(33%), cefuroxima (26%), ceftazidima (21%), trimetropin-sulfametoxol (11%), amikacina
(8%), imipenem (3%), ciprofloxacina (2%) y gentamicina (1%). Un 4% de los
aislamientos no presentaron resistencia a ninguno de los antibidticos utilizados.

En relacion al perfil de sensibilidad antibiotica mostrado por las cepas de los géneros
mas prevalentes en el presente estudio, las cepas de E. coli (h=20) no presentaron
resistencia a gentamicina, pero una alta sensibilidad de las cepas de E. coli (n=20) a
ampicilina y a trimetoprim-sulfametoxazol. Esto evidencia que la caracteristica de
resistencia o sensibilidad de las cepas bacterianas es determinada de forma
multifactorial, y estaria influenciado por las condiciones ambientales, fisicas y quimicas,
y tipo de hospederos, entre otros.

El segundo género que presentd mayor prevalencia fue Klebsiella (n=11), cuyo perfil de
sensibilidad mostré que las cepas fueron sensibles a gentamicina, amikacina y
trimetoprim-sulfametoxazol. Por otro lado, este género tuvo 100% de resistencia a
ampicilina y con menor aislamiento Raoultella sp. En cuanto a mayor resistencia se
presentd a la ampicilina y menor resistencia a gentamicina siendo el 3% sensible a
antibidticos aislados en monos cariblancos. Se presento una mayor frecuencia
fenotipica en Te-AM-C con un 14% y en Te-IMP-AN-GM-SXT-AM-CAZ-C con un 8%.

Palabras claves: antibiograma,enterobacterias,gram negativas,resistencia bacteriana,
monos.
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Antibiotic resistance in hospitals around the world threatens to leave medical and public
health agents virtually powerless to prevent or treat numerous infections. The use of
antimicrobial agents in animals is a matter of particular concern due to the potential
threat to human health caused by the risk of transfer of antimicrobial resistant bacteria
or antimicrobial resistance genes through the food chain. The objective of this study
was to describe the bacterial flora of the Enterobacteriaceae group present in monkey
feces, by isolation on EMB agar and biochemical identification using the API 20E
system, and to evaluate the antibiotic susceptibility profile using the Kirby diffusion
method. — Bauer with 10 antibiotics on bacteria present in a captive population (Summit
Z00). A total of 50 Enterobacteriaceae isolates were obtained from four species of
monkeys in captivity, namely: white-faced monkey, spider monkey, marmoset and
squirrel monkey. Of these, 7 species were identified, representing 78% of the total, and
22% that were not identified. The most important group corresponds to Escherichia coli
(40%), followed by Klebsiella pneumoniae and the unidentified group (both 22%),
Pantoea sp. (6%), Kluyvera sp. (4%), and finally Enterobacter cloacae, Klebsiella
oxytoca and Routella ornithinolytica (2% each) Regarding the antibiotic susceptibility
tests by the Kirby Bauer method, the percentages of resistance found for each antibiotic
were the following: ampicillin (45%), tetracycline (39%), chloramphenicol (33%),
cefuroxime (26%), ceftazidime (21%), trimethopine-sulfamethoxol (11%), amikacin
(8%), imipenem (3%), ciprofloxacin (2%) and gentamicin (1%). 4% of the isolates did
not show resistance to any of the antibiotics used.

In relation to the antibiotic sensitivity profile shown by the strains of the most prevalent
genera in this study, the E. coli strains (n=20) did not show resistance to gentamicin, but
a high sensitivity of the E. coli strains (n=20) to ampicillin and trimethoprim-
sulfamethoxazole. This shows that the characteristic of resistance or sensitivity of
bacterial strains is determined in a multifactorial way, and would be influenced by
environmental, physical and chemical conditions, and type of hosts, among others.

The second genus with the highest prevalence was Klebsiella (n=11), whose sensitivity
profile showed that the strains were sensitive to gentamicin, amikacin and trimethoprim-
sulfamethoxazole. On the other hand, this genus had 100% resistance to ampicillin and
with less isolation Raoultella sp. Regarding greater resistance, it was presented to
ampicillin and less resistance to gentamicin, being 3% sensitive to antibiotics isolated in
white-faced monkeys. A higher phenotypic frequency was present in Te-AM-C with 14%
and in Te-IMP-AN-GM-SXT-AM-CAZ-C with 8%.

Keywords: antibiogram, enterobacteria, gram negative, bacterial resistance, monkeys.
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Introduccion



La familia Enterobacteriaceae se encuentra ampliamente distribuida en el medio
ambiente y forman parte de la flora intestinal normal de los animales, incluyend
primates no humanos; sin embargo, pueden llegar a actuar como patogenus
oportunistas y producir enfermedad. Los géneros de importancia veterinaria son
Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Morganella, Proteus,
Salmonella, Serratia y Shigella (Quinn et al., 2011).

En colonias de primates no humanos se ha reportado, asimismo, el aislamiento
de bacterias de los géneros Escherichia, Proteus, Enterobacter, Citrobacter y
Edwardsiella a partir de hisopados rectales y muestreos coprolégicos (Loureiro et al.,
1985; Banish et al., 1993; Vargas et al., 2010). Ademas, en animales en cautiverio se
han reportado bacterias del género Salmonella, especialmente asociado con casos
clinicos de diarrea (Loureiro et al., 1985; Lee et al., 2011; Ferreira et al., 2012; Rivera et
al., 2013).

Las enterobacterias tienen gran capacidad de adaptacion a traves de
mecanismos de mutaciones y recombinaciones génicas, que les permiten adquirir
caracteristicas de resistencia a antibacterianos y otros factores de virulencia (Acha y
Szyfres, 2001; Quinn y Markey, 2003; Garrity et al., 2005; Pachén, 2009; Quinn et al.,
2011; Rivera et al., 2013).

La resistencia a los antibiéticos es un problema muy extendido, y los centros
para el control y la prevencion de enfermedades de Estados Unidos (CDC) lo han
descrito como "uno de los problemas de salud publica mas apremiantes en todo el
mundo”. Se han identificado cientos de antibidticos y muchos han sido llevados a la
etapa en la que tienen utilidad terapéutica de las enfermedades infecciosas (Ugalde,
2007). La seleccion de microorganismos resistentes puede ocurrir durante o después
de tratamientos con antimicrobianos, los residuos de antibiéticos pueden establecerse
en el ambiente durante periodos de tiempo considerables, posterior al tratamiento

(Rivera & Tapia, 2003). Por otro lado, esta el uso de antibiéticos como aditivos
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alimentarios en la ganaderia industrial para promover el crecimiento de los animales y
tratar o prevenir enfermedades.
Estas enfermedades estan ligadas a las condiciones de concentracion en cautiverio

gue la agricultura industrial impone a los animales (Embid, 2009).

La resistencia bacteriana es un fendmeno que sucede tanto en humanos como
en animales y su estudio Panama es importante, porque, en el caso de animales, hay
muy poca informacion sobre el tema. Existen reportes de bacterias de importancia
clinica, como Escherichia coli, Pseudomonsa aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y
Staphylococcus aureus, que han sido aisladas de animales silvestres en cautiverio,
como en el azor (Accipiter gentilis), ardillas (Sciurus granatensis), buhos (Bubo
virginianus) y gaviotas (Larus sp) (Steele et al., 2005; Ahmed et al., 2007). Un estudio
realizado en el zoologico de Barranquilla, Colombia, en donde se tomaron muestras de
cloacas y glotis de 30 aves, y frotis rectales y nasales de 29 mamiferos, se observo que
las bacterias mas frecuentes fueron: Escherichia coli, K. pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y P. stutzeri. Las bacterias
Gram negativas y Staphylococci fueron resistentes respectivamente a las siguientes
familias de antibidticos: tetraciclinas, cloramfenicol y B-lactamicos (Vargas et al., 2010).
Por otro lado, en Per(, cuentan con diversos géneros y especies de primates no
humanos, dentro de los que se encuentran las especies Ateles belzebuth, Ateles
chamek, Callicebus oenanthe, Lagothrix cana y Lagothrix lagotricha cuyos estados de
conservacion segun la Lista Roja de la UICN se encuentran en la categoria
amenazada. Un estudio realizado en este pais tenia el objetivo de determinar el perfil
de resistencia antibacteriana de cepas entéricas aisladas de Ateles, Callicebus y

Lagothrix en semicautiverio en un centro de rescate (Medina et al, 2017).

La convivencia entre animales silvestres, domésticos y el humano, relacionado
con la resistencia antimicrobiana y sus consecuencias ha sido muy poco estudiada
(Vargas et al., 2010). En el presente estudio se muestrearon monos mantenidos en
cautiverio, en el zoologico del Jardin Botanico y Zoologico de Summit, Ciudad de

Panama4, ya que existe falta de informacion acerca de bacterias entéricas en animales
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de zoolbgico, pues no se han realizado estudios especificos para obtener datos y
posteriormente comparar. Este estudio nos permiti6 conocer especificamente que
especies bacterianas se encuentran presentes en las heces de los primates y si estas
expresan 0 no sensibilidad a antibidticos. La presencia de bacterias resistentes a
antibidticos en los aislamientos de heces de primates sugiere una relacion con las
actividades en el zooldgico (alimentacion, cuidados veterinarios, etc.) como mecanismo
de diseminacion de la resistencia, y podria reflejarse en la composicion y
caracteristicas de la flora bacteriana en otros animales del lugar. También como base a
futuras investigaciones en el campo de la bacteriologia gastrointestinal de primates de
vida en cautiverio en Panama. Por otra parte, la constante problematica de infecciones
gastrointestinales que cada dia nos dejan sin herramientas para tratarlas por el uso y
gue en muchos casos innecesario de antibidticos motivd a desarrollar esta
investigacion y asi también de esta forma, actualizar la informacion ya existente. Por
ello, los objetivos de este estudio fueron:
Objetivos Generales

1.Determinar la presencia de Enterobacterias resistentes a antibidticos en
muestras fecales de monos del Jardin Botanico y Zooldgico de Summit, Panama.

Objetivos Especificos

1.Aislar colonias por hisopado directo de heces de monos en medios selectivos
para Enterobacterias.

2.ldentificar los aislamientos obtenidos mediante el sistema de identificacion
bioquimica APl 20E (Analytical Profile Index).

3.Realizar analisis de sensibilidad antimicrobiana a los aislamientos obtenidos
mediante el método de Kirby Bauer.

4.Determinar el perfil de resistencia de cada uno de los aislamientos obtenidos.
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CAPITULO |

1.1. Géneros bacterianos mas importantes en medicina veterinaria

La importancia de los géneros bacterianos presentes en medicina veterinaria
radica en la virulencia sobre el animal o en su condicion de agente zoondtico, siendo
alguno de ellos: Streptococcus spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp.,
Escherichia spp., Salmonella spp., Mycoplasma spp., Clostridium spp., Pseudomonas
spp., Brucella spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Mycobacterium spp., Leptospira spp.,
Erlichia spp., entre otros. En caninos y felinos se destacan Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp., Pseudomonas spp., Escherichia spp., Klebsiella spp., Proteus
spp. Y Klebsiella spp. (Carbonell-Baldovi et al., 2016; Velasco-Zebadua & Yamasaki-
Maza, 2002).

1.2. La familia Enterobacteriaceae.

Las enterobacterias son un grupo diverso y complejo de microorganismos.
Reciben este nombre por su localizacion frecuente en los tractos digestivos de
mamiferos y de otros animales (Tortora et al. 2007). No obstante, la presencia de estas
bacterias no se restringe al mundo animal, también se han encontrado como patégenos

en plantas (Cabello, 2007), suelo y hasta en el agua (Olivas, 2001).

De acuerdo con la terminologia técnica, son considerados “bacilos”, vocablo que
hace referencia a la forma de barra alargada, recta y fina de estos organismos.
Ademas, son bacterias gram-negativas, lo que indica que su pared celular es delgada y
con una membrana doble rica en distintos tipos de lipidos (Tortora et al. 2007). Desde
el punto de vista clinico, existen ciertas especies de enterobacterias que causan
enfermedades en humanos, por lo que han sido exhaustivamente estudiadas. Sin
embargo, no todas son patdgenas. Por ejemplo, Escherichia coli es uno de los
habitantes mas comunes en el intestino de los mamiferos y ciertas cepas son
beneficiosas. De hecho, E. coli es capaz de producir vitaminas y excluir a otros

microorganismos perjudiciales del intestino (Blount, 2015).
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1.2.1. Caracteristicas generales

Las enterobacterias son bacterias de vida libre, no forman esporas y son de un
tamafo intermedio, miden desde 0,3 a 6,0 uym de largo y 0,5 ym de diametro. La
temperatura Optima para su crecimiento es de 37 °C. Son anaerdébicas facultativas, es
decir, pueden vivir en ambientes con oxigeno o bien prescindir de este. Algunas
presentan flagelos (una proyeccion que recuerda a un latigo y se usa para el
movimiento), mientras que otras no poseen estructuras para la locomocién y son
totalmente inmoviles. Ademas de los flagelos, estas bacterias generalmente presentan
una serie de apéndices mas cortos conocidos como fimbrias y pilis. Aunque la

apariencia de ambas se asemeja a un pelo, difieren en sus funciones.

Las fimbrias son estructuras utilizadas para adherirse a las mucosas, mientras
qgue los pili sexuales permiten el intercambio de material genético entre dos
organismos, sirviendo como una especie de puente para este proceso (Tortora et al.,
2007).

Si bien es cierto que las bacterias no experimentan reproduccion sexual, este
evento permite intercambiar ADN. Esta nueva molécula de ADN que adquiere la
bacteria receptora le permite desarrollar ciertas caracteristicas, como resistencia a
algun antibiético en particular. Esto se conoce como transferencia horizontal de genes,
es comun en la mayoria de las bacterias y tiene implicaciones de relevancia médica. Es
propio de algunas enterobacterias estar rodeadas por una capa adicional compuesta
por polisacaridos. Esta recibe el nombre de capsula y posee los antigenos K (Guerrero
et al., 2014).
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1.2.2. Principales Géneros.

a) Género Escherichia

Son necesarias para el funcionamiento correcto del proceso digestivo. Es un
bacilo que reacciona negativamente a la tincion de Gram, es anaerobio facultativo,
movil por flagelos peritricos (que rodean su cuerpo), no forma esporas, es capaz de
fermentar la glucosa y la lactosa, microorganismo de vida libre mas estudiado, tienen
un origen especificamente fecal, pues estan siempre presentes en grandes cantidades
en las heces de los seres vivos de sangre caliente y rara vez se encuentran en agua o
suelo que no haya sufrido algun tipo de contaminacion fecal. Son capaces de producir
indol a partir de triptofano y tiene la capacidad de suprimir el crecimiento de
microorganismos proteoliticos debido a la liberacion de bacteriocinas (colicinas),
sustancias con accion bactericida, y estan relacionado con la sintesis de vitamina K. Se
ha encontrado que a través del agua podria transportarse factores de virulencia y que

puede ser transmitidos a otros organismos.

Ademas de que este coliforme en la naturaleza puede ser afectado por factores
ambientales o presentar adaptaciones como sobrevivir por largos periodos en aguas a
temperatura ambiente como los lagos hasta efluentes de aguas termales (Bettlelheim,
1992).

b) Género Salmonella

Formada por bacilos gram negativos, son anaerobios facultativos, disponen de
flagelos peritricos que rodean al microorganismo y no desarrolla capsula ni espora.
Fermentan glucosa, pero no lactosa, y no producen ureasa. Esta bacteria no es
demasiado resistente a las condiciones ambientales, tales como luz solar, desecacion,
concentraciones elevadas de sal o calor. Sin embargo, es la responsable de casi la

mitad de los casos de infecciones de origen alimentario que se diagnostican en los
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hospitales. Tanto las personas enfermas, como los animales y personas que tienen
Salmonella en su intestino son portadores durante unos meses e incluso afos.
Por este motivo, la materia fecal de los portadores suele presentar una elevada

concentracion del microorganismo patdégeno (Le Minor, 1992).

c) Género Shigella

Bacilo, gram negativas, no moviles, no formadoras de esporas e incapaces de
fermentar la lactosa. Todos los miembros de este género son oxidasa negativa, para
poder crecer no solo necesitan sal, carbono y glucosa sino la adicion de aminoéacidos y
vitaminas y a una temperatura optima de 37°C. Producen diarrea relacionada con la
ingestion de agua y alimentos contaminados con materia fecal, pudiendo transmitirse
ademas de persona a persona por la via ano-mano-boca. Luego de ingerida, la bacteria
se adhiere al eritrocito, induce la captacion por la célula intestinal mediante
reacomodamiento del citoesqueleto (endocitosis inducida). Una vez internalizada, la
bacteria destruye la vacuola endocitica y se reproduce en el citoplasma, invade células
vecinas y producen lesion en el epitelio dando como resultado una materia fecal con
sangre, moco y pus. Se ha reportado infecciones en primates en cautiverio a causa de
este género, pero no en primates de vida silvestre. Ademas de estar en el ambiente, se

localiza en el tracto intestinal (Watanabe & Okamura 1992).

d) Género Yersinia

Bacilo gram negativo, aerobio facultativo y patdgeno primario, este género
llamado antes Pasturella tiene 3 especies importantes: Yersinia pestis, Yersinia
pseudotuberculosis, Yersinia enterocolitica. Yersinia pestis es el agente etioldgico de la
peste. La peste es una zoonosis que la sufre un animal (la rata) y esta la transmite al
hombre por medio de las pulgas. La especia de pulga mas importante es la Xenopsylla
cheopis que adquiere a la Yersinia al picar a un animal con bacteria y al picar a un
hombre, las inyectan con la sangre del animal enfermo (Percival, S.L. & D.W. Williams.
2014).
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e) Género Kluyvera

Gram negativas, anaerébica facultativa, flagelada (peritrico), es encontrada en
agua, suelo y aguas grises o residuales. Este género es oportunista en pacientes con
cancer o inmunocomprometidos y se ha situado tanto en examenes urinarios,
sanguineos y coprolégicos. Produce a-cetoglutarico durante la fermentacién de la
glucosa a 5°C, acido ascorbico y es citrato positivo. Dentro de este género se
encuentran las especies Kluyvera citrophila, Kluyvera ascorbata, K cryocrescens
(Brenner, 1992).

f) Género Proteus

Se encuentra en el suelo, agua, aguas servidas, materiales de animales en
descomposicion o tracto intestinal del hombre. Juega un papel importante en la
descomposicion de los cadaveres. Se presenta con flagelos peritricos muy abundantes.
Dentro del género Proteus las especies mas importantes son P. mirabilis y P. vulgaris.
Estos microorganismos son lactosa negativos y son productores de ureasa, factor de
patogenicidad en la produccion de infecciones urinarias ya que esta enzima desdobla a
la urea (muy abundante en la orina), en amoniaco y dioxido de carbono. El amoniaco
es toxico para las células con lo que se produce la irritacion del epitelio urinaria
(Penner, J.L. 1992).

g) Género Citrobacter

Bacilos Gram negativos, aerobios que se encuentran frecuentemente en el agua,
suelo, comida y el tracto intestinal de animales y humanos como parte de la flora, pero
con capacidad de producir enterotoxinas y tiene la habilidad de crecer en medios con
tirosina. Citrobacter junto con Enterobacter, Klebsiella y Escherichia forma el grupo
coliforme de bacterias entéricas. Son bacterias moviles, fermentadoras variables de la
lactosa. Se sabe que estos microorganismos pueden producir infecciones importantes,

especialmente en hospederos inmunocomprometidos. Son organismos ubicuos y son
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causa frecuente de infecciones en el hombre, en especial infecciones urinarias,
meningitis neonatal y abscesos cerebrales. Es uno de los patégenos mas importantes
en unidades de cuidados neonatales hospitalarios. Destruyen las microvellosidades,
formando lesiones muy caracteristicas denominadas de adherencia y eliminacion. Uno
de los aspectos mas importantes en este género es la susceptibilidad a antibiéticos
como ampicilina, carbencilina y cefalosporina (Frederiksen & Per Sogaard 1992).

h) Género Serratia

Gram negativas, oportunistas, estan muy extendidos en el medio ambiente, pero
no son un componente comun de la flora fecal de humanos. Serratia marcescens es la
especie patdogenos primarios de Serratia.Patdgeno humano oportunista, nosocomial del
torrente sanguineo e infecciones urinarias y gastrointestinales (Grimont, F. & P. A.
Grimont. 1992).

i) Género Morganella

Bacilo Gram negativo, se encuentran comunmente en el medio ambiente y en el
tracto intestinal de los seres humanos, mamiferos y reptiles como flora normal. A pesar
de su amplia distribucién, es una causa poco frecuente de la infeccion adquirida en la
comunidad y se encuentran mas a menudo en el postoperatorio y otros ajustes
nosocomiales. Infecciones responden bien a la terapia antibiotica apropiada; sin
embargo, su resistencia natural a muchos antibiéticos beta-lactamicos puede dar lugar

a retrasos en el tratamiento adecuado (Penner, J.L. 1992).

j) Género Enterobacter

Gram negativas, facultativamente anaerdbicas. Esta Bacteria es conocida como
patdgena desde hace relativamente poco tiempo. Se trata de un microorganismo con
una clara accion contaminante que afecta sobre todo a los bebés prematuros y, en
general, a los lactantes de menos de 6 meses de edad que reciben lactancia artificial.
La incorrecta esterilizacion de los biberones, la contaminacion por una mala higiene o

la contaminacion de la leche son los factores de mayor riesgo. Por ello, unas
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adecuadas practicas higiénicas al preparar el producto son fundamentales para evitar
la multiplicacion patégena. Causa infecciones urinarias y respiratorias, es oportunista;
también son descomponedores de materia organica y forman parte de la flora normal
del ser humano. Presentan una resistencia a ampicilinas y cefalosporinas de primera
generacion mientras una susceptibilidad a carbencilina, segunda y tercera generacion

de cefalosporinas (Grimont & Grimont 1992).

k) Género Klebsiella

Organismos saprofitos de las vias respiratorias y del tracto digestivo del hombre
y los animales ademas de encontrarse en agua. Son microorganismos Gram negativa,
anaerobio facultativo, puede ser tanto aerobica como anaerodbica, dependiendo de la
situacion, capsulados, inmdviles, fermentadores de lactosa y glucosa mediante la via
de fermentacion del 2-3 butanodiol al igual que los del género Enterobacter. Dentro de
este género, la especie mas importante es K. pneumoniae produce infecciones
urinarias, respiratorias y sepsis, siendo frecuentemente involucrada en brotes de
infecciones hospitalarias. En algunos hospitales Klebsiella ha desplazado a E. coli
como agente etiolégico de infecciones intrahospitalarias. Existen dos subespecies,
Klebsiella rhinoescleromatis y K. ozaenae que se relacionan con otitis y rinitis de olor
fétido con destruccion granulomatosa de la nariz y la faringe. Presentan una resistencia
a antibiéticos como cefalosporinas de tercera generacion, ampicilinas y carbencilinas;

susceptibles a los antibidticos B-lactamicos (Grimont & Richard 1992).
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1.3. Terapia antimicrobiana y antibiéticos de uso frecuente en medicina veterinaria

Se define "antibiotico” como una sustancia de bajo peso molecular, producida
por un microorganismo, que a bajas concentraciones inhibe o mata a otros
microorganismos. El término "antimicrobiano" tiene una definicibn mas amplia e incluye
cualquier sustancia de origen natural, semisintético o sintético que mata o inhibe el
crecimiento de un microorganismo y causa poco 0 ningun dafio al hospedador
(generalmente agente antimicrobiano y antibiético se utilizan como sinénimo). En
general, debido a los costos de desarrollo, los antimicrobianos que se utilizan en
medicina veterinaria son los mismos que en medicina humana; son ejemplo de los de
uso exclusivo para salud y produccion animal, tilosina, tiamulina, tilmicosina, ceftiofur,

tulatromicina, gamitromicina, tildipirosina (Giguere et al., 2013).

La terapia antimicrobiana que se utiliza en medicina veterinaria generalmente es
empirica y requiere que haya coincidencia entre el antimicrobiano seleccionado con el
comportamiento del posible agente etiologico frente a él. El objetivo de la terapia
antimicrobiana es, conjuntamente con los mecanismos de defensa del hospedador,
contener y eliminar el microorganismo invasor. Esta capacidad se intensifica cuando las
concentraciones terapéuticas de farmacos se encuentran rapidamente en el sitio de
infeccion y se mantienen durante tiempo suficiente. Al hacerlo, se reduce o elimina la
capacidad de replicacion del patdégeno, disminuyendo asi la produccidon de sustancias
toxicas, tanto del hospedador como del patégeno. El resultado general es la eliminacion
de la infeccion y la aceleracién del retorno del hospedador a la salud (Giguere et al.,
2013). En este sentido, la identificacion y aislamiento del microorganismo es
trascendental para implementar una terapia antimicrobiana acorde al comportamiento
del microorganismo aislado frente a los antimicrobianos disponibles para el tratamiento

de la enfermedad (Brunton et al., 2011).
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Los antimicrobianos utilizados en veterinaria son esencialmente los siguientes:
B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes), tetraciclinas (tetraciclina,
oxytetraciclina, doxiciclina), macrolidos (tilosina, claritromicina, azitromicina),
aminoglucosidos (gentamicina, amikacina, kanamicina, tobramicina), lincosamidas
(lincomicina, clindamicina), quinolonas del tipo fluoroquinolonas (enrofloxacina,
levofloxacina, ciprofloxacina), sulfonamidas (sulfametoxazol, sulfatiazol, sulfadiazina,

trimetoprima—sulfametoxazol) (Maddison et al., 2008; Riviere & Papich, 2009).

1.4. La resistencia bacteriana en el mundo

En 1997, la Asamblea Mundial de la Salud menciond, entre otros aspectos, que
la resistencia a los antibidticos y a otros medicamentos comunes amenazan la salud y
el bienestar de centenares de millones de personas e inst6 a sus estados miembros a
gue adoptaran medidas encaminadas a promover el uso apropiado de los
antimicrobianos (Organizacion Mundial de la Salud, 1997). En 2001, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) crea una alerta sobre la resistencia a los antimicrobianos
instaurando una estrategia global para contener esta situacion, debido a que el 85 % de
la mortalidad en el mundo se debia a enfermedades infecciosas de las cuales sus
agentes patogenos son de 0 a 100 % resistentes a antibioticos, comprometiendo el
resultado del tratamiento; hace hincapié en que la resistencia cuesta dinero y vidas
humanas, pone en peligro la eficacia de los programas de atencion de la salud y que
podria llegar a constituir una amenaza para la estabilidad mundial y la seguridad de los
paises. Su causa principal es el uso de los antimicrobianos y mas concretamente, la
combinacioén de la administracion excesiva e incorrecta que se hace en muchas partes
del mundo por falta de acceso a tratamientos apropiados y de la infrautilizacion debido
a la falta de recursos financieros para terminar los tratamientos (Organizacién Mundial
de la Salud, 2001).
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El desarrollo de resistencia a los antibiéticos en las bacterias es actualmente uno
de los problemas de salud publica mas importantes del mundo. El uso indiscriminado
de agentes antimicrobianos en humanos y animales condujo a reducir el efecto
potencial de los antibiéticos para el tratamiento eficaz de las infecciones en el hombre
(Donado-Godoy et al., 2015). En abril de 2010, se dio a conocer al mundo el concepto
de “Una Sola Salud”, la OMS, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), la Organizaciéon Mundial de la Sanidad Animal
(OIE) y expertos internacionales de salud publica, sanidad animal y medio ambiente
declararon que la resistencia de bacterias a los antibiéticos, junto con la rabia y la
influenza de origen animal, son las tres principales amenazas mundiales emergentes.
La OMS, FAO y OIE reconocieron una responsabilidad conjunta de hacer frente a las
zoonosis y a otras enfermedades de alto impacto socioeconémico, con el objetivo a
largo plazo y con colaboracion internacional, de coordinar actividades a nivel mundial
para superar los riesgos para la salud en la interfaz entre humanos, animales y

ecosistemas (World Health Organization, 2015).

Las enfermedades infecciosas comunes a los animales y humanos toman
importancia cuando el marco de la diseminacion de los agentes patdégenos y
reemergentes es la globalizacion. De esta manera, el estudio y reconocimiento de los
microorganismos existentes y su comportamiento frente al tratamiento farmacologico,
facilita el manejo de la resistencia a los antimicrobianos. Para sumarle importancia al
manejo de estas infecciones habra que tener en cuenta que las enfermedades de los
animales que afectan a los humanos, zoonosis, son motivo de constante y creciente

preocupacion.

El 60 % de los patégenos humanos son de origen animal y el 75 % de las
enfermedades animales emergentes pueden transmitirse a los humanos, teniendo en
cuenta que cinco enfermedades emergentes surgen cada afio (World Health
Organization, 2015). A partir de aqui exige importancia la amfixenosis, definida como la
transmision de infecciones humano a animal o animal a humano, de las que se resalta

las enfermedades infecciosas transmitidas por manipuladores de productos animales,
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veterinarios, laboratorios clinicos que efectian estudios experimentales o en
catastrofes (inundaciones); y deméas formas de transmisiéon de animal a hombre que
permiten la transmision de bacterias portadoras de mecanismos de resistencia a
antibacterianos (ATB) desde animales de compafia o mascotas, generalmente perros
0 gatos al hombre y viceversa (Casellas et al., 2009).

1.5. Resistencia bacteriana en América Latina

La resistencia bacteriana es uno de los problemas de salud publica mas
preocupantes en el mundo. En América Latina, tal como en paises depauperados de
otras regiones, llegé a convertirse en una gran amenaza. Sin duda, el mal uso y el
abuso de antibidticos son la causa directa, pero es muy importante reconocer a la
resistencia bacteriana como un problema multi-causal de enorme complejidad
(Quizhpe-Peralta et al., 2014).

La aparicion y propagacion de la resistencia a los antimicrobianos en los paises
de América Latina y el Caribe constituyen una amenaza mundial para socavar la lucha
contra la expansion de enfermedades infecciosas bacterianas. En estos paises, la
resistencia bacteriana puede tener diferentes causas, incluyendo el uso inadecuado de
los antibidticos disponibles, cambios ambientales y el crecimiento rapido de la
poblacién y en la zona, el problema de la resistencia puede ser exacerbada por la
desnutricion, la falta de higiene y el hacinamiento. La automedicacion y la venta sin
receta de antibidticos jugaron un papel critico en la comunidad. Las bacterias
grampositivas que producen infecciones humanas frecuentes son, en su mayoria,
estafilococos, estreptococos (incluidos neumococos) y enterococos, tanto en el medio
comunitario como en el nosocomial. La resistencia de las bacterias gramnegativas de
importancia clinica a los antibacterianos se presenta fundamentalmente en la familia
Entobacteriaceae y en bacilos gramnegativos no fermentadores (BGNNF) (Casellas,
2011).
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En América del Sur, con el fin de regular el uso de antibiéticos en la produccion
animal y su presencia en alimentos para consumo humano, el Mercosur (2000) decidio
aprobar el Reglamento Técnico de Metodologias Analiticas, Ingesta Diaria Admisible y
Limites Maximos de Residuos para Medicamentos Veterinarios en Alimentos de Origen
Animal, para ser aplicado en los paises miembros (Paraguay, Uruguay, Argentina y
Brasil), con fines de comercio e importaciones (Falcon et al., 2010).

1.6. Resistencia bacteriana en veterinaria

Los antibidticos tienen aplicabilidad en medicina humana, veterinaria y
agricultura. En veterinaria, se usan como promotores de crecimiento, para prevenir o
tratar enfermedades de tipo infeccioso en animales de granja (Aarestrup, 2005;
Pantozzi, 2010), igualmente como profilacticos o terapéuticos en animales de compafia
(Casellas et al., 2009). A pesar de los estudios sobre zoonosis en animales de
produccion, cuyos agentes patdégenos seleccionan genes de resistencia que afectan a
humanos, es importante develar informacion sobre las bacterias presentes también en
animales de compafila y su implicacion en la resistencia a los antimicrobianos
(Guardabassi, 2004).

Los perros y gatos son reconocidos como reservorio que facilita la transferencia
de cepas resistentes a los humanos debido al cercano contacto fisico con sus
propietarios, el uso desmedido de antimicrobianos en estas especies llevan al
desarrollo de dichas bacterias resistentes (Lopez Gutierres & Cabrera Garcia, 2010).
Ademas, el intestino de los animales también representa un ambiente ideal para la
seleccidon y transferencia de genes de resistencia antimicrobiana, entre habitantes
inofensivos o patdégenos del tracto intestinal (De Graef, 2004). A pesar de que la
resistencia a los antibidticos es una situacion alarmante tanto en humanos como en
medicina veterinaria, la proporcion del estado de resistencia presente en animales de

compafiia no se investigd extensamente.
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Estudios reportan informacién sobre multirresistencia a antibidticos por parte de
enterococos en animales domeésticos (Pantozzi et al., 2014). La prescripcion
farmacoldgica para contrarrestar las bacterias encontradas en diferentes tipos de
enfermedades infecciosas muchas veces se aplica sin un previo cultivo bacteriano y
antibiograma, disminuyendo la eficacia del farmaco al no tener un enfoque selectivo
para atacar al agente infeccioso (Watson & Maddison, 2001). La transferencia de
resistencia por intercambio genético también se abordé debido al potencial
amfixenético de Salmonella, donde Ila multirresistencia se encuentra
predominantemente asociada al plasmido portador del gen blaCMY-2 (Frye & Fedorka-
Cray, 2007; O’Neill, 2014). De la misma forma, se reportaron casos clinicos donde se
aislé Escherichia coli multirresistente de muestras de orina (O’Keefe, 2010), de heridas
y esmegma prepucial de animales domésticos enfermos (Schmiedel et al., 2014) y
casos clinicos con aislamientos de cepas multirresistentes de E. coli y Klebsiella
pneumoniae en higado y bilis de caninos (Timofte, 2011), cuyas conclusiones coinciden
en que la transmision de genes de resistencia de E. coli y en general para las
enterobacterias, es activa y hay diseminacion de enterobacterias multirresistentes entre
las poblaciones humanas y animales. Los mecanismos que utilizan las bacterias para
transferir la resistencia a los antimicrobianos pueden provenir de la microbiota de
animales clinicamente sanos (Pantozzi et al., 2010).

La relacion entre los seres humanos y los animales de compafila cambio
radicalmente a través de los afos. El contacto de los seres humanos con los gatos y
los perros es cada vez mas estrecho. Mientras que anteriormente los perros por lo
general se mantenian fuera de los hogares, hoy se mantienen a menudo dentro de las
casas. El contacto fisico se produce frecuentemente sobre la base de la percepcion
actual de los animales domésticos como miembros de la familia. Los gatos y perros
representan fuentes potenciales de propagacion de la resistencia debido al amplio uso
de agentes antimicrobianos en estos animales y su estrecho contacto con los seres
humanos, sin dejar de lado que el nimero de estas especies animales se incremento

sustancialmente en la sociedad moderna (Guardabassi et al., 2004).
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Varios estudios presentan a Staphylococcus spp. como la bacteria que se aisla
mas frecuentemente a partir de muestras provenientes de animales de compafia
(Tob6n & Vallejo, 2016; Gutierrez R et al.,, 2014; Parra-Moreno, 2009), animales
salvajes en cautiverio (Vargas et al.,, 2010), mastitis y leche de bovinos (Sanchez
Bonilla & Gutiérrez Murillo, 2015; Martinez-Pacheco et al., 2013; Restrepo et al., 2012;
Ruiz et al.,, 2001), asi como en establecimientos médicos veterinarios (Sanchez,
Gutiérrez, Padilla, & Suérez, 2015), incluso en algunos casos es la bacteria con mayor
porcentaje de resistencia a los antibidticos, tomando de esta manera protagonismo en
este estudio, considerando ademas que tiene como principales reservorios el hombre y
los animales, y que es el agente mas frecuentemente identificado como causa de
infecciones asociadas con el cuidado de la salud (Delgado, Lopez, & Vivas, 2016). A
pesar de que existen documentos que aseveran que la propagacion de genes de
resistencia de Staphylococcus spp. (adquiridos en comunidad) de caballos, perros,
gatos y cobayos a los seres humanos, es rara y no es tan importante como la
propagacion directa de persona a persona en la difusion de estos microorganismos o
estudios que insisten en que no existe informacion amplia que asegure que hay una
mayor probabilidad de que estos animales sirven como un verdadero reservorio para la
propagacion de Staphylococcus spp. con genes de resistencia (Moellering, 2012), ya se
reportaron casos clinicos en Estados Unidos y Holanda, donde si hay transmision de
Staphylococcus aureus multirresistente, de animales y humanos (Manian, 2003; Van
Duijkeren et al., 2004).
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1.7. La resistencia bacteriana como problema recurrente

El tema de la resistencia a los antimicrobianos y en particular a los antibiéticos
no es nuevo. Existen estudios que describen que la resistencia no necesariamente esta
relacionada con el contacto directo por parte de los humanos (Bhullar et al., 2012;
D’Costa et al., 2011) sino que develaron que la existencia de resistomas en suelos y
cuevas antiguas, influyen entre otros aspectos, en los rasgos de resistencia a los

antibacterianos.

Aunque la resistencia a los antibiéticos afecta la salud publica, su desarrollo es
un fendmeno ecologico natural y es el producto de miles de millones de afios de
evolucion (Blair, 2014). Es importante tener en cuenta que los antibidticos ejercen
presion selectiva sobre las poblaciones bacterianas, es decir, que las bacterias estan
influenciadas por un antibidtico en la seleccion natural para promover que el grupo de
individuos resistentes sobrevivan y se multipliquen y las sensibles sean eliminadas
(APUA, 2017). De esta manera, los genes determinantes de resistencia se transfieren
verticalmente a las células hijas, creando en consecuencia una poblacion resistente
gue puede extenderse y acumularse con el tiempo, ya sea para uno o multiples
antibidticos, favoreciendo la seleccidon de resistencia en especies ambientales como la
generacion de genes de resistencia a antibidticos o resistomas. Los resistomas no sélo
incluyen a los genes que confieren resistencia a patdogenos en la clinica, sino también a

las especies no patdégenas que dominan el medio ambiente (Perry, 2014).
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CAPITULO I

2.1. Descripcion de area de estudio.

El Parque Municipal Jardin Botanico y Zoologico de Summit se encuentra a las
afueras en la ciudad de Panama, corregimiento de Ancon, carretera Gaillard que
conduce a Gamboa (Coordenadas: 9°03'58"N 79°38'44"0). Cuenta con 250 hectareas
que forman parte del Parque Nacional Soberania de las cuales 55 hectareas
corresponden al Jardin Botanico, el resto lo ocupan senderos y los aproximadamente
300 animales que alberga. Se encuentra bajo la administracion de la Alcaldia del
Distrito de Panama (Smith, 2013).

2.2. Toma de muestras y transporte al laboratorio.

Se tomaron entre 30-50 muestras de heces frescas de monos mediante
hisopado, y se colocaron en medio de transporte para ser llevadas en hielera a una
temperatura aproximada de 4° C al Laboratorio de Microbiologia Experimental y
Aplicada de la Universidad de Panama de manera que se garantizé la preservacion de
esta. El tiempo trascurrido entre el momento de la toma de la muestra y el analisis de
ellos fue menos de 24 horas y no mas de 72 horas. Una vez en el laboratorio, las
muestras se inocularon en platos con agar EMB por el método de estriado. La

manipulacion de los monos la realizo el médico veterinario encargado.

2.3. Caracterizacion de colonias.

Para detectar presuntivos positivos observamos las caracteristicas de la
morfologia colonial de cada aislamiento tomando en cuenta los caracteres de forma de
la colonia, borde, elevacion, textura, coloracion de la colonia, coloracion del medio, si

es opaca o brillante, etc.
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2.4. ldentificacion Bioquimica.

Las muestras de heces fueron inoculadas por estriado en agar EMB, se
incubaron a 37° C durante 24 horas. Las colonias obtenidas fueron identificadas
mediante el sistema de identificacion bioquimica APl 20E de acuerdo con las

instrucciones del fabricante (Biomeroux, Francia).

2.5. Conservacion de los aislamientos.

Las cepas fueron inoculadas mediante estriado en tubos inclinados de agar
nutritivo, los cuales fueron incubados a 37°C por 24 horas. Al obtener crecimiento estos
tubos fueron preservados a 4°C durante 2 semanas. Luego las cepas fueron
reactivadas en caldo nutritivo e incubadas a 37°C por 24 horas y luego volviendo a
inocularlas en inclinados de agar nutritivo. Estos pases igualmente se repitieron cada 2
semanas de ser necesario. Las cepas también fueron preservadas en tubos Eppendorf
con glicerol al 50% en una proporcién 1:1, a razén de 2 tubos Eppendorf por cepa, y se

mantuvieron a -20 °C.

2.6. Prueba de sensibilidad a Antibiéticos.

Para la realizacion de la prueba de resistencia antimicrobiana para determinar el
perfil fenotipico de resistencia de las cepas aisladas utilizamos el método de difusion de
placa en agar de Kirby-Bauer siguiendo las recomendaciones de Instituto de Normas
para Laboratorio Clinico (CLSI, 2013) en placas con 20mL de agar Muller-Hinton
(Oxoid, Inglaterra) a pH 7.2-7.4. El inGculo bacteriano se prepar6 a partir de un cultivo
de 24 horas en agar Tripticasa-Soya (Bioxon), del que se tomd una porcién del
crecimiento de células mediante hisopado. Luego, las mismas fueron resuspendidas en
tubos con solucién salina tratando de igualar la turbidez del tubo No. 0.5 en la escala

de McFarland (1.5 x 10® UFC/mL) y se utilizaron antes de que transcurrieran 15

34



minutos. Luego se impregno un hisopo estéril con la suspension bacteriana vy, tras
suprimir el exceso de suspension rotando el hisopo contra las paredes del tubo, se
sembraron en cada plato extendiendo el in6culo en tres direcciones. Se utilizo un

hisopo distinto por cada placa de agar.

La aplicacion de los discos se hizo luego de 3 minutos y antes de 15 minutos de
inoculada la placa. Una vez colocados los discos, las placas fueron colocadas en la
incubadora antes de que transcurrieran 15 minutos y fueron incubadas por 24 horas a
37°C para luego hacer la lectura de los halos de inhibicion y su interpretacion de
acuerdo con las categorias establecidas por los métodos de referencia (Vila & Marco,
2002; Sacsaquispe & Velasquez, 2002). Los discos de antibiéticos (Oxoid, Inglaterra)
gue se utilizaron en este estudio fueron los siguientes: Tetraciclina (TE 30), Imipenem
(IMP 10), Amikacina (AN 10), Gentamicina (GM 30), Trimetropim — Sulfamethoxazole
(STX 25), Ciprofloxacina (CIP 5), Cefuroxima (CXM 30), Ampicilina (AM 10),
Ceftazidima (CAZ 30) y Cloranfenicol (C 30). Se utilizaron las cepas E. coli ATCC
25922 y E. coli ATCC 35218 (para combinaciones de beta-lactamicos/inhibidores de
beta-lactamasas) como controles para los diametros de inhibicidn, a fin de garantizar la

confiabilidad de los resultados.
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CAPITULO il

Resultados

Se obtuvo un total de 50 aislamientos de enterobacterias a partir de cuatro
especies de monos en cautiverio, a saber: cariblanco, mono arafia, titi y mono ardilla.
De estos se identificaron 7 especies, que representan el 78% del total, y un 22% que
no fueron identificadas. El grupo mas importante corresponde a Escherichia coli (40%),
seguido de Klebsiella pneumoniae y el grupo no identificado (ambos 22%), Pantoea sp.
(6%), Kluyvera sp. (4%), y finalmente Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca y
Routella ornithinolytica (2% c/u). En el Cuadro 2 se muestra cOmo estaban distribuidos

en las diferentes especies de monos.

Dentro de las especies de monos a los cueles se les realizo aislamiento de
enterobacterias en heces se pudo determinar un 40% de mono arafa,36% en mono

cariblanco,8% en mono titi y 2% en mono ardilla dando un 22 % sin identificacion.

En funcién a los 10 antibioticos utilizados en la prueba de antibiograma por el
método de Kirby — Bauer, los porcentajes de resistencia encontrados para cada
antibidtico fueron Los siguientes: ampicilina (45%), tetraciclina (39%), cloranfenicol
(33%), cefuroxima (26%), ceftazidima (21%), trimetropin-sulfametoxol (11%), amikacina
(8%), imipenem (3%), ciprofloxacina (2%) y gentamicina (1%). Un 4% de los

aislamientos no presentaron resistencia a ninguno de los antibiéticos utilizados.
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Por otra parte, en la poblacion estudiada se pudieron reconocer 19 diferentes
patrones de resistencia a antibiotipos, que fueron designados de la siguiente manera:
aquellos designados con la letra “A” son sensibles a todos; los designados con la letra
“B” indicaban resistencia a un antibidtico; con la letra “C”, a 2 antibidticos, y asi
sucesivamente hasta la designacion con la letra “I”, para referirnos a quellos con
resistencia a 8 antibidticos diferentes. Las letras se designaban con numeros para
diferenciar entre aquellos patrones diferentes, pero con resistencia al mismo nimero de
antibidticos. En el Cuadro 3 se presentan los diferentes antibiotipos observados y su
distribucion entre las diferentes especies de monos. Los patrones mas observados

fueron F2 (14%), y B1, D1y G1 (12% cl/u).

Los aislamientos de Escherichia coli fueron los que exhibieron el mayor numero
de antibiotipos encontrados (13 de 19), entre los que podemos mencionar el Al
(sensible a todos los antibidticos ensayados). También se observaron patrones que van
desde la resistencia de 1 (antibiotipos B1 y B2) hasta 6 antibioticos (G1 y G2). En
cuanto a los aislamientos de Klebsiella pneumoniae, se encontraron 5 antibiotipos
diferentes, con patrones de resistencia a 1, 3, 6 y 8 antibioticos. El Unico aislamiento de
Klebsiella oxytoca presentdé el antibiotipo D1 (TE-AM-C). Asi mismo, el (nico
aislamiento de Enterobacter cloacae presento el antibiotipo B1 (resistente a ampicilina)

(Ver Cuadro 4a).
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Discusion

Los problemas clinicos asociados al incremento y a la diseminacion de la
resistencia a antibidticos han aumentado en los ultimos lustros, especialmente respecto
a los antibidticos tipo beta-lactdmicos y quinolonas, lo que se ha constituido en un
problema de salud publica a nivel global (Ahmed et al, 2007; Mattar & Martinez, 2007).
Se cree que los animales salvajes cautivos son fuente de 70% de las enfermedades

emergentes, incluido el incremento de la resistencia a los antimicrobianos (Ahmed et al,

2007).

En ese sentido, un estudio interesante demostro que 25 brotes de enfermedades
infecciosas en humanos se asociaron con visitas a sitios de exhibicion de animales,
como circos y zoologicos (Bender & Shulman, 2004). Existe preocupacion sobre el
potencial de transmision de patégenos bacterianos multirresistentes a los humanos, en
el zooldgico. No obstante, en Panama no existen investigaciones sobre la situacion de
la sensibilidad a los antimicrobianos, en las bacterias aisladas de animales cautivos y

silvestres.

En el presente estudio, se analizaron 50 aislamientos de enterobacterias a partir
de heces de monos en cuativerio. Los resultados muestran que la bacteria aislada de
mayor frecuencia fue E. coli fue (40%), seguido de bacterias del género Klebsiella
(22%). Estas y las demas que fueron encontradas representan un potencial riesgo de
infeccion, ya que los microorganismos podrian actuar como patégenos oportunistas y

producir enfermedad en la poblacion animal en estudio, asi como ser transmitidos a los
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seres humanos que entren en contacto con ellos (Loureiro y Carvalho, 1984; Quinn et
al., 2002; Simmons y Gibson, 2012). No obstante, el perfil de sensibilidad antibittica
demostré que existen opciones antibiéticas que podrian evaluarse con un antibiograma
para el control de un eventual brote de enfermedad en los animales. Las diferencias en
especies de bacterias entre las reservas podrian deberse al desigual nimero de
muestras colectadas, la oferta de frutos y hojas como fuentes de alimentacion es

diferente y esto influye en la flora bacteriana intestinal de los primates.

En relacion al perfil de sensibilidad antibiotica mostrado por las cepas de los
géneros mas prevalentes en el presente estudio, las cepas de E. coli (n=20) no
presentaron resistencia a gentamicina, tal como sucedié con las 31 cepas de E. coli
reportada por Vargas et al. (2010) en muestras rectales y nasales de aves y mamiferos

del Zoologico de Barranquilla, entre los que se encontraban primates no humanos.

La alta sensibilidad de las cepas de E. coli (n=20) a ampicilina y a trimetoprim-
sulfametoxazol concuerda con el estudio de Hauser (2012). Esto evidencia que la
caracteristica de resistencia o sensibilidad de las cepas bacterianas es determinada de
forma multifactorial, y estaria influenciado por las condiciones ambientales, fisicas y

guimicas, y tipo de hospederos, entre otros.

El segundo género que presentd mayor prevalencia fue Klebsiella (n=11), cuyo
perfil de sensibilidad mostré que las cepas fueron sensibles a gentamicina, amikacina y

trimetoprim-sulfametoxazol. Hauser (2012) indica que los miembros de este género
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generalmente son sensibles a trimetoprim-sulfametoxazol y aminoglucosidos.
Asimismo, sefiala que generalmente son resistentes a las penicilinas (amoxicilina y
ampicilina). Por otro lado, este género tuvo 100% de resistencia a ampicilina en este
estudio, lo que coincide con lo reportado por Steele et al. (2005) y Ahmed et al. (2007).
Estos autores también reportaron alta resistencia para ampicilina en E. cloacae, lo que
coincide con nuestros resultados. Cabe destacar que dos de los aislamientos
identificados como H1 (Klebsiella pneumoniae) presentaron resistencia a 8 de 10
antibidticos, la mas alta proporciéon observada en este estudio. La otra cepa que
presentd esta proporcion (H2) pertenece al grupo “no identificado”. Sin embargo,
debido a sus caracteristicas macroscopicas al crecer en agar EMB (colonias grandes,
mucosas, y de forma convexa con centro oscuro), es posible que se trate de colonias

atipicas del género Klebsiella.

También es digno de destacar la alta incidencia de aislamientos con resistencia
a tetraciclina (80%), un antibiotico de uso veterinario. Este resultado concuerda con lo
observado por Batista y Yee (2010) en aislamientos de E. coli de animales de granja, lo
gue indica una fuerte exposicion a diferentes factores que inciden en el desarrollo de la

resistencia.
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Conclusioén

1. Dentro de las 50 muestras aisladas por hisopado de heces de mono arafia, titi y
cariblanco predominaron las bacterias E.coli y Klebsiella pneumoniae mientras

gue en mono ardilla su unico aislamiento fue de Pantoea sp.

2. Las Enterobacterias sin identificar, por su morfologia de colonia se sugiere de

una identificacion positiva para Klebsiella sp en mono arafia y cariblanco.

3. En cuanto a la resistencia antimicrobiana se presentdé para AM y de menor
resistencia GM,a pesar de presentarse resistencia y ser E.coli la Enterobacteria
estereotipica presento sensibilidad y fue aislada en monos cariblanco.
Podriamos sugerir que no son las mismas E.coli encontradas en otras especies

de monos muestreados.

4. Es de suma preocupacion que los aislamientos obtenidos se sometieran a
antibiograma con 10 antibidticos distintos y se presentara frecuencias fenotipicas
con 8 antibidticos y que el mayor indice fenotipico este en dos de los mas

utilizados a nivel hospitalario como es Te y AM.
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Recomendaciones

1. Realizar una comparativa de sitios de muestreo en monos de vida silvestre y

cautiverio.

2. Complementar la identificacion bioquimica para precisar en especies aisladas.

3. Analizar si los resultados se ven influenciados por alimentacion de la especie de

mono ya que no todos mantienen una misma dieta y condiciones de recinto.

4. Comparar andlisis en ambas estaciones ya que esta investigacion solo se realizo

en estacion lluviosa.

5. Mayor control de variables y almacenamiento de muestras para evitar perdida de

las mismas.
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Cuadro 1. Identificacion de los diferentes aislamientos de enterobacterias a partir de
heces de monos del zooldgico del Jardin Botanico de Summit, segun especie de mono

(n = 50).

Identificacién Cariblanco Arafa Titi Ardilla Total

n % n % n % n % n %
Sin identificar 4 8 6 12 1 2 11 22
Escherichia coli 8 16 10 20 2 4 20 40
Enterobacter cloacae 1 2 1 2
Klebsiella pneumoniae 2 4 1 2 1 2 11 22
Kluyvera spp. 2 4 2 4
Pantoea spp. 1 2 1 2 1 2 3 6
Routella ornithinolytica 1 2 1 2
Klebsiella oxytoca 1 2 1 2
TOTAL 50 100

Clinical and Laboratory Standards Institute, 2016. M100S Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility

Testing, 26th Edition.
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Cuadro 2. Comparacion de fenotipos de resistencia de aislamientos de Enterobacterias
frente a 10 diferentes clases de antibidticos, segun especie de mono (n = 50).

Fenotipo Antibiotipo Cariblanco Arafa Titi Ardilla Total

n? % n % n % n % n %
Sin resistencia Al 1 2 1 2 2 4
AM? B1 4 8 2 4 6 12
SXT B2 1 2 1 2
TE-AM C1 2 4 1 2 3 6
TE-AM-C D1 5 10 1 2 6 12
TE-IMP-AM D2 1 2 1 2
TE-IMP-AM-C El 1 2 1 2
TE-CXM-CAZ-C E2 1 2 1 2 2 4
TE-CXM-AM-C E3 1 2 1 2 2 4
CIP-CXM-CAZ-C E4 1 2 1 2 2 4
TE-AN-CXM-AM E5 1 2 1 2
TE-SXT-AM-C E6 1 2 1 2
TE-AN-SXT-CXM-AM F1 1 2 1 2
TE-CXM-AM-CAZ-C F2 3 6 3 6 1 2 7 14
AN-CXM-AM-CAZ-C F3 1 2 1 2
TE-SXT-CXM-AM-CAZ-C Gl 1 2 5 10 6 12
TE-AN-CXM-AM-CAZ-C G2 1 2 3 6 4 8
TE-AN-SXT-CIP-CXM-AM-CAZ-C 11 1 2 1 2 2 4
TE-IMP-AN-GM-SXT-AM-CAZ-C 12 1 2 1 2
TOTAL 50 100

() El nimero entre paréntesis indica el nimero total de diferentes antibiéticos a los que el aislamiento present6
resistencia; (1) significa: AM (Ampicilina), TE (Tetraciclina), CXM (Cefuroxima), C (Cloranfenicol), AN (Amikacina),
CIP (Ciprofloxacina), CAZ (Ceftazidima), SXT (Trimetropim-sulfametoxol), IMP (Imipenem), GM (Gentamicina).

(® "n" representa el nimero de aislamientos bacterianos.
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Cuadro 3a. Comparacion de fenotipos de resistencia de aislamientos de
Enterobacterias frente a 10 diferentes clases de antibiéticos, segun el microorganismo
aislado (n = 50).

Microorganismo Antibiotipo  Fenotipo Total
n %
Escherichia coli Al Sin resistencia 1 2
B1 AM!L 2 4
B2 SXT 1 2
C1 TE-AM 1 2
D1 TE-AM-C 2 4
D2 TE-IMP-AM 1 2
E1l TE-IMP-AM-C 3 6
E2 TE-CXM-CAZ-C 1 2
E3 TE-CXM-AM-C 3 6
F1 TE-AN-SXT-CXM-AM 1 2
F2 TE-CXM-AM-CAZ-C 2 4
Gl TE-SXT-CXM-AM-CAZ-C 3 6
G2 TE-AN-CXM-AM-CAZ-C 1 2
Klebsiella pneumoniae B1 AM?! 3 6
D1 TE-AM-C 3 6
Gl TE-SXT-CXM-AM-CAZ-C 2 4
G2 TE-AN-CXM-AM-CAZ-C 1 2
12 TE-IMP-AN-GM-SXT-AM-CAZ-C 2 4
Klebsiella oxytoca D1 TE-AM-C 1 2
Enterobacter cloacae Bl AM! 1 2

(*) El nimero entre paréntesis indica el nimero total de diferentes antibidticos a los que el aislamiento presenté
resistencia; (1) significa: AM (Ampicilina), TE (Tetraciclina), CXM (Cefuroxima), C (Cloranfenicol), AN (Amikacina),
CIP (Ciprofloxacina), CAZ (Ceftazidima), SXT (Trimetropim-sulfametoxol), IMP (Imipenem), GM (Gentamicina).

(®) "n" representa el nimero de aislamientos bacterianos.
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Cuadro 4b. Comparacion

aislado (n = 50).

de fenotipos de resistencia de aislamientos de
Enterobacterias frente a 10 diferentes clases de antibidticos, segun el microorganismo

Microorganismo Antibiotipo  Fenotipo Total
n %
No identificada E4 CIP-CXM-CAZ-C 1 2
E6 TE-SXT-AM-C 1 2
F2 TE-CXM-AM-CAZ-C 3 6
F3 AN-CXM-AM-CAZ-C 2 4
Gl TE-SXT-CXM-AM-CAZ-C 2 4
G2 TE-AN-CXM-AM-CAZ-C 1 2
12 TE-IMP-AN-GM-SXT-AM-CAZ-C 1 2
Pantoea sp. C1 TE-AM 1 2
F2 TE-CXM-AM-CAZ-C 2 4
Kluyvera sp. C1 TE-AM 1 2
ES5 TE-AN-CXM-AM 1 2
Routella ornithinolytica Al Sin resistencia 1 2
TOTAL 50 100

(*) El nimero entre paréntesis indica el nimero total de diferentes antibiéticos a los que el aislamiento presentd
resistencia; (1) significa: AM (Ampicilina), TE (Tetraciclina), CXM (Cefuroxima), C (Cloranfenicol), AN (Amikacina),

CIP (Ciprofloxacina), CAZ (Ceftazidima), SXT (Trimetropim-sulfametoxol), IMP (Imipenem), GM (Gentamicina).

(® "n" representa el nimero de aislamientos bacterianos.
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(a) mono ardilla (b) mono titi

Figura 1. Monos en cautiverio muestreados del Zooldgico Summit

Figura 2. (a) y (b) Toma de muestra de heces frescas de monos

(c) mono arafia

(c) transporte de muestras en hielera.
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Figura 3. Caracterizacion morfoldgica de colonias bacterianas aisladas de heces de monos.

o o b

it 3 X = w Peiv elw”

- S e'e

.(a) Sistema API E20 b) EC-MUG

Figura 4. Identificacién Bioquimica de enterobacterias aisladas.
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Figura 5. Conservacion de aislamientos en glicerol a -20° C

(a) y (b) Agar Muller Hinton con (c)lectura de antibiograma luego de 24h de
aplicacién de 10 antibiéticos inoculacioén

Figura 6. Prueba de resistencia antimicrobiana para determinar el perfil fenotipico de resistencia
de las cepas aisladas utilizando el método de difusién de placa en agar de Kirby-Bauer
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