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Resumen

El objetivo de la investigacion es analizar los perfiles de sensibilidad a los antibidticos en
aislamientos de Escherichia coli obtenidos de la cloaca del cocodrilo americano, para identificar
el grado de resistencia a los antibioticos utilizados en el tratamiento de bacterias gramnegativas
y acuicultura. El estudio se realiz6 en la empresa AquaCorporacion en Cafias, Guanacaste, Costa
Rica. Se tomaron muestras de cocodrilos capturados en los estanques de tilapia. Posteriormente
se realiz6 un hisopado de la cloaca de cada animal y se transportaron al laboratorio. Los
hisopados se inocularon en dos medios de agar selectivos, se incubaron a 35° C. Luego se realiz6
un perfil de sensibilidad de antibioticos con el equipo Vitek 2 a los aislamientos. Los de uso
veterinario fueron evaluados por la técnica de difusion de disco Kirby Bauer y la concentracion
minima inhibitoria (MIC). Los resultados obtenidos fueron alta prevalencia de tetraciclina
(75%), con una MIC 50 de 32 pg/ml y una MIC 90 de 128 pg/ml. Las correlaciones entre las
variables de los animales y la presencia de la resistencia fueron de un 68% entre los sexos de
los animales y presencia de ampicilina, 72% entre el lugar de procedencia con el dcido nalidixico
y un 92 % de correlacion entre el tamafio del animal y la presencia de tetraciclina. Se concluye
que la informacidon obtenida en esta investigacion es relevante, debido a que se detect6 la
presencia de resistencia en animales silvestres asociados a un sistema de produccion y a futuro
puede convertirse en un riesgo para la salud publica y el ambiente. Ademads, es importante
evaluar en el futuro el papel de la dispersion de los mecanismos de resistencia detectados y los

posibles cambios que pueden ocurrir en la estructura natural de los ecosistemas acuaticos.
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1. Introduccion

1.1 Antecedentes

Los antibidticos son medicamentos que combaten infecciones causadas por bacterias en
los seres humanos y los animales, ya sea eliminando las bacterias o dificultando su crecimiento
y multiplicacion (Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades [CDC], 2023). Sin
embargo, a través del tiempo los microrganismos han desarrollado mecanismos que
contrarrestan el efecto de estos farmacos llevando a la resistencia de la bacteria por el
antibiotico, ocasionando que los microbios no se eliminan y continian multiplicandose (CDC,
2023).

El tema de la resistencia a los antimicrobianos (RAM) se ha estudiado desde hace poco
mas de 50 anos. El incremento de la RAM ha causado aumentos en la morbilidad y mortalidad
en humanos, y asi mismo un aumento en los costos de atencion hospitalaria. Esta situacion se
ha agravado al pasar de los afios (Ang, et al., 2004).

En los Estados Unidos, se gasta alrededor de $405 millones de ddlares al afio para el
control de infecciones por la prevalencia y aparicion de bacterias resistentes a antibidticos.
Ademas, cabe destacar, que muchas de las bacterias que desarrollan resistencia tienen un origen
animal y se consideran zoonéticas (Khan et al., 2016).

Por ejemplo, en la investigacion de los autores Allen et al. (2010), mostraron que
aquellas aves acudticas migratorias, que viajan largas distancias y habitan en una amplia
variedad de ambientes (desde lagunas agricolas hasta pasos de montafa), son especies
potencialmente vulnerables en adquirir bacterias con genes de resistencia. Esto se asocia a la
exposicion de los animales con las actividades humanas a lo largo de la ruta migratoria.
Especificamente se encontré que el 8% de los aislamientos de Escherichia coli (E. coli)
encontrados en aves, fueron resistentes al menos a 1 de los 17 antibidticos que se probaron en
los animales (Allen et al., 2010).

Otro ejemplo de RAM es lo ocurrido en la India, en donde se ha comprobado que
alrededor del 87% de los turistas adquieren una infeccion bacteriana por el contacto directo con

primates en su estancia en el pais (Hessain et al., 2015). Estas infecciones se dan tipicamente



por bacterias como E. coli que provocan casos clinicos de consideracion para salud humana,
entre la sintomatologia incluyen, colicos abdominales intensos, diarrea con sangre y vomitos,
entre otros sintomas (Levy y O'Brien, 2005). La bacteria E. coli, ademas tiene la particularidad
de que en ocasiones presenta un fenotipo de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), el cual
es altamente multirresistente a antibidticos y por lo tanto los firmacos existentes son poco
efectivos en su tratamiento, lo cual dificulta el tratamiento (Hessain et al., 2015).

El costo del tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes es actualmente
mucho mas alto debido a la disminucion en la disponibilidad de moléculas de antibidticos para
el tratamiento de estas, por lo tanto, es necesario aumentar la investigacion con el fin de la
creacion de nuevos farmacos que sean efectivos (Smith y Coast , 2013; Pesapane et al., 2013;
Cabrera et al., 2013).

Allen et al. (2010), mencionan que, el noventa por ciento de los aislamientos bacterianos
obtenidos de ratas y los ratones de campo capturados en las zonas rurales de Inglaterra, que
tenian contacto con actividades humanas, eran resistentes a antibidticos -lactamicos. Por el
contrario, las enterobacterias fecales encontradas en alces, ciervos y topillos salvajes de
Finlandia sin ninguna interaccion con poblaciones humanas presentaban resistencia nula, y eran
altamente sensibles a los antibioticos.

En el estudio de Vargas-Abella et al. (2023), mostraron que aislamientos de Salmonella
obtenidos a partir de las especies cocodrilianas Crocodilus fuscus y Crocodylus acutus, eran
resistentes a ampicilina, cefotaxima, sulfa-trimetropim y tetraciclina. En la investigacion del
Caiman crocodilus (caiman blanco) detectaron aislamientos de E. coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella sp., Proteus mirabilis y Shigella sonnei con una resistencia marcada al cloranfenicol
y asociada a su intervencion en ambientes urbanos (Carlos-Erazo, 2016).

De la misma manera, se debe resaltar que Segura et al. (2009), mencionan que,
antibioticos como la amoxicilina y eritromicina, son de uso extendido, no solo son para uso
humano, sino que ademas son antibiodticos que se aplican en la industria agricola y pecuaria para
el control de plagas, fertilizacion de cosechas y promotor alimenticio en animales. Los autores
evidencian que alrededor del 95% de los antibioticos administrados a animales de produccion
antropica, producen metabolitos que pueden ser mas toxicos que el compuesto original y pueden

llegar a acumularse en cuerpos de agua tanto superficiales como subterraneas, suelos y



sedimentos, de esa forma propagarse y modificar el ecosistema bacteriano (Acevedo y
Severiche, 2013).

En este mismo sentido, otros estudios han demostrado que la industria acuicola, del
cultivo extensivo de tilapia (Oreochromis niloticus) hace uso en grandes cantidades de
diferentes antibidticos para el control de enfermedades relacionadas a la competencia y altas
densidades de siembra y mantenimiento de estos individuos (Phalitakul et al., 2006; Plascencia
y Almada, 2012). Lo que concuerda con lo mencionado por Cabello (2006), quien cita que el
uso de diferentes antibidticos aumenta las probabilidades de encontrar bacterias resistentes en
estas condiciones.

Sabemos que los 15 productores acuicolas globales mas grandes aplican hasta 67
compuestos de antibidticos y que el 73% corresponde a oxitetraciclina, sulfamidas y florfenicol
(Lulijwa et al., 2019). También se aplican otras familias de antibidticos de primera y segunda
generacion, como las penicilinas, tetraciclinas y macrélidos (Liu et al., 2017), lo que demuestra
que, el uso de este tipo farmacos en la acuacultura es constante.

En el caso de Costa Rica, se ha descrito presencia de resistencia a antibidticos en
animales, especialmente en animales silvestres. Baldi et al. (2019), evidenciaron la presencia de
aislamientos de Salmonella resistentes a antibioticos como la ciprofloxacina y acido nalidixico
en mapaches. También en palomas que visitan zonas urbanas, se han encontrado la presencia de
genes resistentes a 4 tipos de antibidticos: cloranfenicol, fluoroquinolonas, sulfonamidas y -
lactamasas (Blanco-Pefia et al., 2017).

La resistencia a los antibidticos se ha convertido en un tema de vital importancia para la
poblacion mundial (Cabrera et al., 2013), ya que no solamente afecta a los humanos como se ha
descrito, sino también a los animales domésticos y la fauna silvestre, con diseminacion de genes
de resistencia en humanos, animales y el ambiente (Gorla, 2016). Bajo el concepto de "UNA
SALUD" la resistencia a los antibidticos se considera una problematica de Salud publica y

ambiental (OMS, 2011).

Resistencia a antibioticos

Los antibioticos son un tipo de farmaco que han contribuido de una forma fundamental

en la medicina, debido a que han salvado innumerables vidas, provocando un evento



trascendental en la historia humana. No obstante, el uso de estos increibles medicamentos ha
venido acompanado por la rapida aparicion de cepas resistentes y de esa forma a desarrollar la
era pre-antibidtica (Davies y Davies, 2010). La resistencia a los antibioticos se define como
aquella capacidad que adquiere las bacterias por diferentes mecanismos de seleccion natural
para evadir el efecto disruptivo de estos fArmacos (Ang et al., 2004; Landecker, 2016).

La resistencia a los antibioticos puede estar presente en las bacterias de forma natural
(no adquirida) y se le llama intrinseca. Se dice que esta resistencia es natural de todas las
especies de bacterias y se asocia a caracteristicas estructurales y bioquimicas propias del
microorganismo (Baquero et al., 2009; Davies y Davies, 2010; Ferndndez y Hancock, 2012).

También, se puede dar por condiciones y presiones externas a la bacteria, como el uso
desmedido de antibidticos, y se conoce como resistencia adquirida. La resistencia adquirida, se
da por incorporar a la genética bacteriana diferentes mecanismos de resistencia antibacteriana.

En el caso de bacterias Gram negativas como E. coli, se conocen mecanismos como: (i)
las barreras impermeables, (ii) bombas de eflujo, (iii) mutaciones del sitio blanco y (iv) la
inactivacion del antibidtico por enzimas. Claramente la resistencia se puede presentar entre
especies de bacterias similares o se puede transferir por los elementos mdviles (plasmidos,
conjugacion, mutaciones) a otras especies bacterianas (Allen et al., 2010).

Las enzimas B-lactamasas, son un importante agente de resistencia antimicrobiana en los
humanos y los animales (Radhouani et al., 2014). Los B-lactdmicos presentan en su estructura
molecular un anillo B-lactdmico que se responsabiliza de la accion antimicrobiana (Paterson y
Bonomo, 2005). Las -lactamasas, muy comunes entre las bacterias Gram negativas, tienen la
facilidad de romper este anillo y de esa forma inactivar el antibiotico. Los genes de estas enzimas
llegan a codificarse en el cromosoma, lo que permite una transferencia entre distintas bacterias
mas facilmente, lo que conlleva un reto para el control de infecciones (Tafur et al., 2011).

Por otra parte, las f-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas detectadas
también en bacterias Gram negativas que presentan resistencia a un alto numero de antibidticos
de uso comun, por ejemplo, la penicilina, la ampicilina, las cefalosporinas y a veces a
antibioticos de otras clases como las tetraciclinas (Paterson y Bonomo, 2005). La
multirresistencia conlleva a una dificultad terapéutica, asociada a casos de mortalidad por no
encontrar nuevas sustancias que contrarrestan tal efecto (Garcia-Hernandez et al., 2011). Los

estudios epidemioldgicos van en aumento, con el fin de lograr realizar una base de datos para
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comparar los acontecimientos en la salud de los distintos paises alrededor del mundo, esto con
el objetivo de conocer los efectos que genera la multirresistencia bacteriana (Magiorakos et al.,
2012).

En este sentido, se requieren acciones decisivas por parte de los profesionales en las
areas de produccidon que muestren un compromiso en el cumplimiento de la normativa que evite
el uso desmedido de los farmacos y con ello minimizar la multirresistencia (Davies y Davies,
2010). Hoy en dia, la multirresistencia, donde muchas de las bacterias poco a poco generan
distintos mecanismos de resistencia, deja muchas pérdidas no solamente a nivel de salud publica
sino economica (Magiorakos et al., 2012).

Esto ha llevado a un aumento en la investigacion por parte de la industria farmacéutica
y cientificos para detectar mecanismos que contra-resten este efecto, por ejemplo, las
investigaciones del genoma asociados al estudio de inhibidores de las funciones de los genes e
igualmente el uso de nuevas tecnologias para evitar volver a la era pre-antibidtica (Payne et al.,
2007; Gruen, 2009).

Las actividades humanas como la agricultura, sistemas pecuarios y produccion animal
usan antibidticos de una forma desmedida (Segura et al., 2009). Segun los autores Sarmah et al.
(2006), los mismos antibidticos que se utilizan para tratar enfermedades humanos (amoxicilina
y eritromicina), también se emplean en el campo, para contrarrestar el efecto de enfermedades
en las plantaciones, promover el crecimiento y mejorar el desarrollo de los animales. En el
estudio desarrollado por Karesh et al. (2012), encontraron que entre un 30-90% de los
antibidticos de origen veterinario se excretan después de su administracion al ganado en forma
no metabolizada, lo cual puede generar una ruta directa de contaminacion para el ambiente, y

de esa forma modificaciones en los ecosistemas aledafios.

Resistencia en acuicultura

En el sistema de produccion acuicola, la incidencia en la resistencia antimicrobiana es
muy frecuente debido al uso intensivo de antibioticos y a su liberacion descontrolada al ambiente
(Cabello, 2006). Dicho uso descontrolado puede ocasionar impactos ecologicos importantes
como la contaminacion de aguas superficiales, subterrdneas y sedimentos, y ademas la

adquisicion de genes de resistencia en los animales que se encuentran en contacto con estas
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sustancias. Asi, puede convertir en una futura amenaza para enfermedades emergentes o
zoonosis en la salud humana y animal (Redshaw et al., 2013).

Por lo tanto, segin Serum (2006), el intercambio de genes de resistencia a los
antibioticos entre las bacterias de un entorno de acuicultura y bacterias del ambiente terrestre no
es inesperado. Por otra parte, se ha demostrado que las cepas bacterianas de Aeromonas que son
patogenos de los peces pueden transmitir y compartir genes con patégenos de E. coli aislado de
humanos, aumentando de esta forma el traslape horizontal de genes (Grenni et al., 2018).

La contaminacion y la persistencia de los antibidticos en ambientes acuaticos y terrestres
pueden afectar la biodiversidad y la evolucion de las comunidades bacterianas naturales de los
ambientes circundantes y, por ende, la funcionalidad de los procesos bioldgicos en dichos
ecosistemas. Finalmente, representa un problema en poblaciones de animales silvestres y
humana (Grenni et al., 2018).

Los antibioticos administrados en peces producen metabolitos que pueden ser mas
toxicos que el compuesto original y acumularse en cuerpos de agua (Barrios y Sierra 2013;
Cabrera et al., 2013). Este acumulo de trazas activas son liberados hacia los rios, afluente de
agua sin ningun tratamiento, cambiando el ecosistema bacteriano, afectando la estructura
genética bacteriana de estos sitios, conduciendo de esa forma a un transferencia horizontal de
genes entre los ambientes acuaticos y terrestres aledafios y con ello a aparicion de genes

resistentes (Millanao et al., 2011).

No obstante, desde el enfoque de "Una salud”, desarrollado por la Organizacion Mundial de

Salud (OMYS), el desarrollo de resistencia a los antibidticos plantea un riesgo importante para los seres

humanos, animales y el ambiente (OMS 2011). Por lo que las principales organizaciones de salud,

incluida la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), la

Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), la Agencia

Europea de Medicamentos (EMA) y la Union Europea (UE), establecieron niveles maximos de

residuos de antibioticos en los alimentos de origen animal, incluido el pescado, con la finalidad crear

una mayor conciencia en la problematica de la resistencia antibidticos y lograr una seguridad

alimentaria como ecoldgico (Lulijwa et al., 2019).



Indicadores de resistencia bacteriana

La bacteria E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo y de la familia
Enterobacteriaceae (Mellata, 2013). Esta bacteria es uno de los agentes més comunes en la
generacion de enfermedades tanto en humanos como en animales, que coloniza el intestino en
pocas horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo de flora normal
(Rodriguez-Angeles, 2002).

Algunas cepas de E. coli pueden ser patégenas y causar dano, produciendo diferentes
cuadros clinicos como infecciones del tracto urinario, sepsis abdominal, meningitis, septicemia,
sindrome hemolitico-urémico y diarrea (Mellata, 2013). Ademas, esta bacteria puede adquirir
genes de resistencia con facilidad, lo cual dificulta la respuesta de los antibioticos que se utilizan
para tratamiento de las diversas enfermedades que causa (Khan et al., 2016)

Una de las primeras bacterias de origen animal en adquirir mecanismos de resistencia
fue E. coli. Esta bacteria puede contener co-resistencia a muchas familias de antibioticos, y
ademads puede propagarse de un ecosistema a otro simplemente por el traslape horizontal de
genes (Kheiri et al., 2016).

Ademas, esta bacteria presenta la caracteristica de tener distintas mutaciones,
modificando su estructura y de este modo multiplicarse en distintos ambientes mas facilmente,
lo que favorece la resistencia, provocando de esa forma ser una bacteria de importancia en la

investigacion de la resistencia a los antibidticos (Gongalves et al., 2016).

Indicadores bioldgicos

En este sentido, se ha encontrado que la diversidad de bacterias en cocodrilos es muy
amplia, identificAndose entre las mas abundantes E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
spp., Streptococcus spp. y Enterococcus spp., Salmonella spp., Aeromonas spp. (Magana, 2005).
Muchos de estos grupos se consideran patdogenos porque tienen la capacidad de provocar
infecciones peligrosas como la neumonia, enteritis, septicemia o infecciones intestinales
(Charruau et al., 2012). Con estas infecciones en ocasiones puede ocurrir una zoonosis o en
algunos casos se presenten resistencia antimicrobiana (Taylor et al., 2001; Manno et al., 2004;

Mermin et al., 2004; Gruen, 2009; Magnino et al., 2009).



De esta manera, el programa “Una Salud” de la Organizacion Mundial para Salud (OMS)
cita que las enfermedades infecciosas y emergentes son capaces de afectar seres humanos,
animales y ecosistemas sin distincion, inclusive pueden evolucionar en epidemias
eventualmente (Karesh et al., 2012).

En los ultimos afos esta situacion se ha agravado, ya que se ha constado que, en las
infecciones bacterianas, muchas cepas ya han expresado resistencia a los antimicrobianos y
provienen de origen animal (Marcos, 2013).

En el caso del cocodrilo americano (Crocodylus acutus), cabe mencionar que se
encuentra ampliamente distribuido a lo largo de Florida, las costas Atlantica y Pacifica del sur
de México, América Central y Sudamérica hasta la costa Atlantica de Venezuela, Pert (Alonso-
Tabet, 2009). En Costa Rica existen dos especies de crocodilidos de las 23 especies registradas
a nivel mundial: el caiman o guajipal (Caiman crocodilus) y el cocodrilo o lagarto (Crocodylus
acutus) (Hernandez, 2007). El cocodrilo americano en el pais se ubica principalmente en las
zonas costeras y rios de por debajo de los 600 msnm, ademas de aguas dulces poco profundas,
asi como diversos ecosistemas acuaticos (Jiménez, 2005).

Esta especie es generalista y su dieta alimentaria es muy amplia, abarcando presas como
los artropodos, caracoles, crustaceos, tortugas y mamiferos, aunque sus presas favoritas son los
peces (Cupul-Magana et al., 2008). El cocodrilo es considerado como una “especie clave” por
el efecto positivo que cumple en la ecologia del lugar (Sanchez, 2001). Estos organismos logran
mantener la estructura y funcion del ecosistema por medio de la depredacion selectiva de sus
presas peces, reciclaje de nutrientes y mantenimiento de humedad en las zonas de distribucion
gracias a los refugios que construyen durante las épocas secas (Thorbjarnarson et al., 2006).

Los cocodrilos en Costa Rica pueden alcanzar una talla maxima de 6 metros y su peso
superaria los 800 kg. A nivel general, lo mas comun es encontrar animales que rondan entre los
2 y 4 metros, con pesos que pueden alcanzar los 250-300 kilos. Sus crias rondan entre los 25 a
30 cm con un peso de 40 a 70 gramos (Sanchez, 2001).

Anidan en fosas excavadas en la arena de los playones de los rios o hacen monticulos de
arena (Sanchez, 2001). Este comportamiento favorece a la incubacion de los huevos por medio
de las diferencias en las temperaturas (Huchzermeyer, 2003). La ubicacion de los nidos por parte
de las hembras evita su destruccion por inundaciones durante las crecidas de los rios en

temporadas de lluvias (Hurtado, 2012). Asimismo se debe mencionar que las hembras presentan
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un alto cuido parental desde la seleccion del sitio de anidacion, construccion y defensa del nido,
apertura de los huevos, transporte de crias al agua, la defensa y vigilancia de las crias (Charruau
y Hénaut, 2012). Por estas razones, se ha catalogado a sus individuos como altamente
territoriales (Alonso-Tabet, 2009).

Asi mismo, al ser una especie con una dindmica tan variable y adaptable en los
ecosistemas, lo hace un candidato esencial en proporcionar informacioén de la salud de los
ecosistemas. En este caso puede generar informacion sobre la resistencia antimicrobiana y su
comportamiento en la vida silvestre, asociado con aspectos naturales o hechos causados por el

hombre como la contaminacion, desarrollo urbano, agricola y pecuario (Karesh et al., 2012).

1.2 Justificacion

La resistencia a los antibioticos es una problematica multifactorial y su control propone
grandes desafios por su complejidad, debido a que la resistencia a los antibioticos no se limita a
areas geograficas especificas o especies de animales (Organizacion Mundial de Sanidad Animal
[OIE], 2017). Por lo tanto, en las investigaciones con animales silvestres, se demuestra que
algunas cepas bacterianas propias llegan a evolucionar y crear mecanismos de resistencia,
asociados a causas externas (muchas veces antropicas) que no se pueden controlar, como por
ejemplo la alimentacion, el lugar que habitan, el contacto con actividades humanas como
sistemas de produccion agricola, pecuario o de acuicultura (Torres y Zarazaga, 2007; Kheiri et
al., 2016; Gongalves et al., 2016).

Como se mencion6 anteriormente, en el sistema de acuicultura, en el cultivo de tilapia,
se aplican diferentes antibioticos directamente al agua de los estanques de los peces, con el fin
de controlar las enfermedades bacterianas (Rhodes et al., 2000). El uso de diferentes y grandes
cantidades de antibidticos genera una presion de seleccion entre las bacterias, desencadenando
el desarrollo de mecanismos que contrarrestan el efecto del antibidtico y con ello a la aparicion
de genes bacterianos resistentes a antibidticos (Alanis, 2005; Cabello, 2006).

La bacteria E. coli, es considerada como indicador idoneo de la prevalencia de

resistencia a antibidticos, debido a que puede contener co-resistencia a muchas familias de
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antibioticos (Kheiri et al., 2016). Ademads, forma parte de la flora normal del tracto
gastrointestinal en multiples animales. También, esta bacteria presenta la caracteristica de poder
adquirir facilmente diferentes mecanismos de resistencia, ya sea por mutaciones puntuales a
nivel cromosdmico o por transferencia horizontal de genes, ya sea dentro de la misma especie o
en especies diferentes (Mosquito et al., 2011).

La diseminacion de los genes resistentes puede darse por diferentes formas. Por ejemplo,
cuando se administran antibidticos a animales, se estima que cerca de un 30% a un 90% de ellos
son excretados de forma no metabolizada, lo cual permite una ruta directa de contaminacion
para el ambiente, y por ende una diseminacion de genes de resistencia (Karesh et al., 2012;
Millanao et al., 2011). A pesar de los riesgos asociados a la administracion inadecuada de
antibioticos, se ha comprobado que existen muy pocos paises que monitorean la cantidad de
estos que son utilizados en los diferentes sistemas de produccion y especificamente en el caso
de acuicultura no es la excepcion (Defoirdt et al., 2011).

La contaminacion y la persistencia intrinseca de los antibidticos en ambientes acuaticos
y terrestres, puede tener un efecto en el resistoma bacteriano (coleccidn de genes que
contribuyen a la resistencia de las bacterias), ya sea de manera directa o indirecta. Asimismo,
dicha contaminacion afecta la biodiversidad y la evolucion de las comunidades bacterianas
naturales de los ambientes circundantes y, por lo tanto, puede afectar la funcionalidad de los
procesos biologicos en los ecosistemas acudticos y otros. Ademas, representa un problema en
poblaciones silvestres, domesticadas y en humanos (Grenni et al., 2018).

Las investigaciones sobre resistencia bacteriana en Costa Rica se han desarrollado
principalmente en las areas de la produccion animal, animales domésticos y especies de vida
silvestre como palomas y felinos (Blanco-Pefia et al., 2017; Angulo, 2017). Pero, de acuerdo
con las bases consultadas, no se encontraron estudios de resistencia a los antibidticos en especies
de cocodrilianos reptiles en Costa Rica.

Por lo tanto, estudiar los perfiles de resistencia a los antibidticos en cocodrilos que visitan
areas de produccion de tilapia, permitiria obtener informacion sobre si estas poblaciones estan
siendo afectadas directa o indirectamente en la aparicion de bacterias resistentes, asi como
evaluar si los cocodrilos, pueden considerarse como bioindicador de la salud ambiental (Kozak

et al., 2009).
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El Crocodylus acutus ha sufrido una fuerte pérdida de su habitat a lo largo del tiempo
(Bolafios, 2012). Esta perdida lo ha llevado a ser una especie vulnerable, aumentando su
contacto con los humanos y con las actividades humanas (Jiménez, 2005; Hernandez et al.,
2022). Sumado a ello, la amplia distribucion que tienen estos animales y su capacidad de habitar
zonas contaminadas, los convierten en un reservorio considerable de agentes bacterianos
importantes en la salud humana y para el ecosistema (Magana, 2005; Pefiuela et al., 2011).

En este sentido, el estudio pretende analizar los perfiles de sensibilidad de E. coli aisladas
de cloacas del cocodrilo americano para la identificacion del grado de resistencia a antibioticos

utilizados en el tratamiento de bacterias Gram negativas en seres humanos y de acuicultura.

1.3 Planteamiento del problema

En los tltimos afios, un factor que ha generado una fuerte preocupacion en la sociedad a
nivel mundial es la resistencia de antibidticos. Esta problematica puede estar afectando tanto a
los animales domésticos como los de vida silvestre. Un caso en particular son las poblaciones
de cocodrilos que, al estar en contacto con humanos, zonas de produccion agricola y acuicultura,
se encuentran expuesta a multiples sustancias como los antibidticos y, por lo tanto, puede
convertirse en un reservorio de bacterias resistentes a antibidticos (Hernandez et al., 2022).
Debido a esto, al ser estos reptiles animales altamente tolerantes al disturbio humano, al tener
una amplia distribucion, podria convertirse en una especie importante en el estudio de traslape
horizontal de genes y aparicion de bacterias resistentes. Por este motivo, nos planteamos la

siguiente pregunta:

(Cual es el perfil de sensibilidad a los antibidticos en aislamientos de E. coli obtenidas a partir

de la cloaca de cocodrilos capturados en estanques de produccion de tilapia?
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Analizar los perfiles de sensibilidad a los antibidticos en aislamientos de Escherichia coli
obtenidas a partir de las cloacas del cocodrilo americano (Crocodylus acutus), para la
identificacion del grado de resistencia a antibidticos utilizados en el tratamiento de bacterias

Gram negativas en seres humanos y acuicultura.

1.4.2 Objetivo Especificos

1. Determinar el perfil de sensibilidad a antibioticos de aislamientos de E. coli contra las
principales clases de antibidticos utilizados para el tratamiento de bacterias Gram negativas.

2. Evaluar el grado de resistencia de los aislamientos de E.coli ante los antibidticos utilizados
en fincas de produccién de tilapia en Cafias, Guanacaste.

3. Determinar la asociacion entre los perfiles de sensibilidad a antibidticos con el sexo,
tamafio, tiempo de permanencia y lugar de procedencia de cocodrilos en fincas de

produccion de tilapia en Cafias, Guanacaste.

2. Marco Metodologico

El estudio se realiz6 en colaboracion con la empresa AquaCorporacion Internacional S.A
(ACISA) ubicada en Cafias, Costa Rica. Ademas se cuenta con el apoyo del proyecto “Propuesta
de atencién a los conflictos generados por el aumento poblacional de cocodrilos (Crocodylus
acutus: Cuvier), tendiente a la ampliacion del conocimiento, la generacion de capacidades y la
disminucién del riesgo en el Gran Humedal del Tempisque y el Pacifico Central como caso
piloto (Coédigo SIA: 0217-16)” del Laboratorio de Biotecnologia de la Escuela de Ciencias
Biolodgicas y el Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de Medicina Veterinaria, estas

ultimas pertenecientes a la Universidad Nacional.
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Area de estudio

La investigacion se realizd en Canas, Guanacaste, especificamente en las fincas de la
empresa de ACISA (Figura 1). La zona se encuentra a una elevacion de 85 msnm, con una
temperatura media de alrededor de 27,6 °C y precipitaciéon media anual de aproximadamente
1544 mm (Restrepo-Saenz et al., 2004). Esta empresa maneja hasta 600 hectareas de espejos de
agua en la cuenca media del rio Tempisque, en el cual los encuentros con cocodrilos en los
estanques de cultivo de tilapia son frecuentes. Ante esta situacion la empresa inici6 un plan de
manejo para abordar la problematica (Bolafos, 2012). Actualmente el plan de manejo esta
inscrito y aprobado por el Area de Conservacion Arenal Tempisque (ACAT) del Sistema

Nacional de Areas de Conservacion (SINAC).
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SNIT. 2007. Hidrografia. Escala 1:5.000

Fecha: 3/10/2019

Figura 1. Ubicacion del sitio de muestreo en las tres fincas de la empresa de ACISA, Canas, Guanacaste, Costa
Rica.
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Poblacion de muestreo

Se muestrearon 63 ejemplares adultos de cocodrilo americano (Crocodylus acutus),
provenientes del Gran Humedal Tempisque y que ingresaron a los estanques de produccion. Los
cocodrilos llegan a este sitio por rios aledafos o rios que atraviesan la propiedad, asi como por
canales de riego que le suministran el agua al proyecto. Los animales son capturados en los
estanques de produccion de tilapia y posteriormente son reubicados a un recinto para su
mantenimiento por un periodo de dias o meses, segun se establecio en el plan de manejo que
mantenian en la empresa ACISA y el Sistema Nacional de Areas de Conservaciéon (SINAC).
Esta actividad se desarrolla en la empresa con el fin de tener un manejo mas eficiente de los

animales y de esa forma garantizar la seguridad de sus trabajadores.

Toma de Muestra

Se realiz6 un muestreo de la cloaca de cada animal capturado. Primeramente, se
capturaron los cocodrilos en las diferentes fincas muestreadas y se escanearon el chip del animal
ubicado al costado superior de las patas, que nos brinda informacién de sexo, edad, procedencia.
Posteriormente con la técnica de hisopado se torna a tomar la muestra, la cual consiste en
introducir un hisopo estéril (previamente humedecido con solucion salina 0.85%) en la cloaca 'y
se efectian movimientos de rotacién. Inmediatamente se introdujo el hisopado en un medio
liquido enriquecedor (ECB liquido), para posteriormente ser transportado en un recipiente a
temperatura entre 8 a 10°C al Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de Veterinaria de la

Universidad Nacional.

Aislamiento de E. coli

Una vez en el laboratorio los hisopos fueron cultivados en placas de agar MacConkey y
Levin (ver Figura 2) con (A) cefotaxima (Sigma) (2 mg/L), para detectar resistencia a las
cefalosporina de 3ra generacion, con (B) tetraciclina (Sigma) (16 mg/L) para detectar resistencia
a las tetraciclinas, con (C) florfenicol (Sigma) (8 mg/L) para detectar resistencia a fenicoles, o
(D) sin antibidtico para detectar aislamientos sensibles a los antibidticos anteriormente

mencionados (Pachon, 2009).
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En caso de crecimiento de colonias sospechosas de E. coli (colonias rosadas
fermentadoras de lactosa y agar MacConkey o colonias de color azulado-negro con cierto brillo
metalico en agar Levine), se selecciond una colonia resistente en cada uno de los casos descritos
anteriormente, para la posterior identificacion. Si no hubo crecimiento en estas placas, se
selecciono una colonia de las placas sin antibiotico.

Las colonias presuntivas se cultivaron posteriormente en agar Tripticasa de soya (ver
Figura 2). En el caso de los placas con los antibioticos de tetraciclina y florfenicol se evaluaron
el tiempo después que comenzo el muestreo en comparacion con los placas de cefotaxima y sin
antibiotico. Por lo tanto, el nimero de muestras varid para estos platos al final del total de

aislamientos.

%

Hisopado de cloaca

Cultlvo directo

MacConkey + Levin + M acConkey Levin sin
Cefotaxima Cefotaxima Macconke + Lev|n + Macconkey+ Levin + sin antibidtico antibidtico

. Tetraciclina Tetraciclina Florfenicol Florfenicol y

N

Incubacién a 37 °C por 24 horas

v

Seleccion colonias tipicas de E.coli (rosadas)
Una colonia de A, B, C y si no crece en estos escoger una de D

Aislar en Agar Tripticasa Soya (ATS)
Incubar a 37°C por 24 horas

Figura 2. Metodologia utilizada del procesamiento de colonias tipicas de E. coli y deteccion de aislamientos
resistentes a antibidticos C. acutus. A. placas con cefotaxima, B. placas tetraciclina, C. placas florfenicol y D.
placas sin antibidticos.
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Como control de calidad de los medios de cultivo y su idéneo uso, se utilizaron las cepas
E. coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC33495 y Pseudomonas aeruginosa
ATC27853 para verificar su crecimiento en los medios de antibidtico donde no deberian crecer

y en los medios sin antibidtico donde si hay crecimiento (Cuadro 1).

Cuadro 1.Crecimiento de las cepas control en la elaboracion de la calidad y uso de los medios de cultivo con'y
sin antibidtico durante la investigacion.

Medios de cultivo

Cepa control Lv+
Mc+C c Mc+T Lv+T Mc+F Lv+F McSA LvSA

Escherichia coli
ATCC 25922 NC NC NC NC NC NC C C
Klebsiella pneumoniae
ATCC33495 NC NC NC NC NC NC C C
Pseudomonas
aeruginosa ATC27853 NC ~ NC  NC NC NC NC C C

Mc+C: MacConkey + cefotaxima (2 mg/L)
Lv+C: Levin + cefotaxima (2 mg/L)

Mc+T : MacConkey + Tetraciclina (16 mg/L)
Lv+T : Levin + Tetraciclina (16 mg/L)
Mc+F: MacConkey + Florfenicol (8 mg/L)
Lv+F: Levin + Florfenicol (8 mg/L)

McSA: MacConkey sin antibidtico

LvSA: Levin sin antibidtico

NC: No crece

C: Crece

Como parte de la identificacion bioquimica de E.coli se realizd preliminarmente una
prueba de indol. Los aislamientos que fueron positivos a la prueba de indol se procedid a
confirmarlos bioquimicamente por medio del equipo VITEK 2 Compact (BioMeriux) con la
tarjeta GN de Gram negativos. Los aislamientos confirmados se suspendieron en leche
descremada estéril (10%) con glicerol estéril (20%) en alicuotas de 1 ml por duplicado y se

congelaron a -80°C, con el fin de realizar después los analisis de perfiles de susceptibilidad a
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los antibioticos (Cushing et al., 2011; Forbes et al., 2009; Foti et al., 2013; Gatica-Colima y
Lopéz-Esparza, 2011).

Determinacion del perfil de sensibilidad a los antibidticos

A todos los aislamientos de E. coli obtenidos, se les realiz6 un perfil de sensibilidad a
los antibidticos utilizando el equipo Vitek 2 Compact (BioMeriux), mediante la tarjeta AST-
N279. Esta tarjeta incluye los siguientes antibidticos: nitrofurantoina, colistina,
trimetoprima/sulfametoxazol, ciprofloxacina, meropenem, imipenem, piperacilina/tazobactam,
gentamicina, amikacina, ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefepime, ceftazidime, cefotaxima
y acido nalidixico. Adicionalmente se analizo el perfil de sensibilidad a los antibidticos
florfenicol y tetraciclina (no presentes en la tarjeta AST-N279) mediante la técnica de difusion
de disco Kirby Bauer. El equipo permitié ademas confirmar aislamientos que presenten el
fenotipo tipo BLEE (B-lactamasas de Espectro Extendido) que son de un valor indispensable en
salud publica. Para la ejecucion de los ensayos y la interpretacion de los resultados, se utilizaron

las guias de interpretacion del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2021).

Para evaluar el grado de resistencia, se determind la Concentraciéon Minima Inhibitoria
(MIC) utilizando la técnica de microdilucion segun las indicaciones de la guia del CLSI
(M100S) (CLSI, 2016) y el uso de tiras ETEST, de las muestras en donde primeramente se
realizd6 una suspension de las bacterias positivas a 0,5 McFarland en solucién salina.
Posteriormente se suspendieron en Agar Mueller Hinton, y por ultimo se tom¢é una tira de E-
TEST y se la coloc6 en medio de la placa y se incub6 24h a 37°C. La MIC se realiz6 en los
aislamientos que muestren resistencia al florfenicol y a la tetraciclina, ambos antibioticos
ampliamente utilizados en acuicultura. Posteriormente al tener los perfiles de sensibilidad y la
MIC de cada aislamiento se calcularon los valores correspondientes de la MIC 50 y MIC 90,
que nos indican las concentraciones mas bajas del antibiotico a las que se inhibieron el 50% y

el 90% de los aislamientos de E. coli.
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Caracteristicas de los cocodrilos muestreados

A cada cocodrilo capturado se le registraban datos como: el sexo del animal, nimero de
identificacion individual, tamafo, lugar de procedencia (finca de procedencia y niimero de
estanque), y fecha de ingreso al recinto de mantenimiento. La poblacion de muestreo se calculd
para un total de 50 ejemplares de cocodrilos debido a la disponibilidad de animales en los lugares

de captura y porque su manejo es complejo por su comportamiento agresivo.

Analisis de datos

Por medio de los perfiles de sensibilidad que se originan del equipo Vitek 2 Compact,
se realizd un perfil de resistencia para cada aislamiento, generando un grafico de barras del
conteo de antibidticos que presentaron resistencia. Ademas, se realizé un grafico de dispersion
de la concentracion de antibidtico en tetraciclina de la prueba de Concentracion Minima
Inhibitoria para verificar la concentracion del 50% y 90% de las muestras que presentaban
resistencia. Se realizé una correlacion de Spearmanentre el perfil de resistencia de los diferentes
antibioticos evaluados, con las siguientes caracteristicas de la poblacion: la procedencia, el

tamano del animal y el sexo (Romero-Sancho, 2014).

3. Resultados

Aislamiento de E. coli

En total se muestrearon 63 animales, pero se obtuvo 53 aislamientos, de los cuales eran
21 hembras y 32 machos de distintos lugares de procedencia y con tamafios variables (de un
1.88 m a 3.88 m). De los 63 animales muestreados se obtuvieron 55 aislamientos de E. coli, con
un 87% de recuperacion entre el aislamiento. Al inicio del estudio no se utiliz6 medio
enriquecedor (caldo EC) previo al cultivo en los agares. Esto pudo afectar el rendimiento de
recuperacion de E. coli en las primeras muestras. Posteriormente cuando se introdujo el uso del
caldo EC, se mejord el porcentaje de muestras positivas a E. coli.

Del total de aislamientos obtenidos, de acuerdo con el andlisis realizado por el equipo
Vitek 2 Compact (BioMeriux), se obtuvo un porcentaje de identidad bioquimica con la especie

bacteriana E. coli de un 99% de probabilidad.
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Perfil de sensibilidad a los antibioticos

En los perfiles de sensibilidad a los antibidticos de los aislamientos de E. coli obtenidos
de los cocodrilos, detectamos un 82% de aislamientos totalmente susceptibles y un 18%
aislamientos con de resistencia a algiin antibidtico, por ejemplo: trimetoprima/sulfametoxazol,
ampicilina, ampicilina/sulbactam, y &4cido nalidixico (Figura 3). Los demads antibidticos
evaluados (nitrofurantoina, colistina, ciprofloxacina, meropenem, imipenem,
piperacilina/tazobactam, gentamicina, amikacina, cefepime, ceftazidime, cefotaxima) fueron
susceptibles para todos los aislamientos.

En el caso de la deteccion de la resistencia a las cefalosporinas de 3ra generacion (para
buscar bacterias con presencia de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)), no se detecto
ningun aislamiento positivo a este antibiotico.

Adicional al panel de antibidticos evaluados en el Vitek 2, parte de las muestras también
se evaluaron para detectar la resistencia a tetraciclinas y florfenicol (antibioticos utilizados en
fincas de produccion de tilapia). En el caso de tetraciclina, se logro aislar 27 aislamientos de los
63 muestras evaluadas. No se evaluaron todas las muestras para este antibidtico porque el
proveedor se retrasd con la entrega de este reactivo. A pesar de esto, se obtuvieron 27
aislamientos con un 26% (n=7) de susceptibilidad a tetraciclina y un 74% (n=20) de resistencia
del total de aislamientos que fueron probados. Para la evaluacion del florfenicol sucedi6 la
misma situacién, hubo un gran atraso para la entrega del antibidtico, y solamente logramos
analizar 17 aislamientos con el muestreo dirigido, al final logramos obtener un 12% (n=2) de
resistencia y un 88% (n=15) susceptible de los aislamientos (Figura 3).

En el caso de la deteccion de la frecuencia y grado de resistencia, se obtuvo que 49%
eran susceptibles, un 46% de los aislamientos eran resistentes a uno o dos antibidticos
(ampicilina, ampicilina/sulbactam, tetraciclina y florfenicol) y solo un 3% presentaban
resistencia a mas de dos antibidticos (trimetoprima/sulfametoxazol, ampicilina,

ampicilina/sulbactam, 4cido nalidixico, tetraciclina y florfenicol; ver Figura 4).
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Porcentajes resistencia en perfiles susceptibilidad a antibiéticos en E.coli

Cefepima
Piperacilina / Tazobactam
Nitrofurantoina
Meropenem
Imipenem
Gentamicina
Amikacina
Colistina -
Ciprofloxacina
Ceftazidima
Cefotaxima
Trimetoprim / Sulfametoxazol
Acido Nalidixico
Ampicilina/ Sulbactam
Ampicilina ]

Florfenicol —> N=17
Tetraciclina —> N=27

N=53

Antibioticos

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Porcentaje de Resistencia

Figura 3. Prevalencia de los diferentes perfiles de susceptibilidad antibidticos expresados por porcentaje de
resistencia en los aislamientos analizados de E.coli obtenidos de la cloaca de los cocodrilos capturados en Caiias,
Guanacaste, Costa Rica.

5%
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Resistencia

m Sensible

49%
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Figura 4. Determinacion de los porcentajes de resistencia y multirresistencia en los aislamientos de E. coli
obtenidos de la cloaca de los cocodrilos capturados en Cafias, Guanacaste, Costa Rica.
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Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) a tetraciclina

y florfenicol

Para la evaluacion del grado de resistencia a la tetraciclina, se evalu6 Concentracion
Minima Inhibitoria (MIC) por medio de tiras ETEST (bioMériux). Ademas, se calculd la MIC
50 y MIC 90. En el caso de la MIC 50 se obtuvo una concentracion de 32 pg/mL y para la MIC

90 una concentracion de 128 pg/mL (Figura 5).

250~ MICso = 32 pg/mL
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Figura 5. Concentraciones de tetraciclina (MIC 50 Y MIC 90) en aislamientos de E. coli resistentes, por medio
de la prueba de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) con el uso de tiras ETEST (bioMériux) donde se
marca el halo de susceptibilidad de color negro.
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Analisis de datos

En las correlaciones de Spearman se encontrd una relacion de un 68% entre el sexo y la
resistencia a la ampicilina. En referencia a la correlacion de resistencia y el lugar de procedencia
se observd que el antibidtico evaluado con mayor correlaciéon con esta variable fue acido
nalidixico con un 72%. En cuanto la relacién entre el tamano del animal y los antibioticos se
logré observar que el antibidtico con mayor correlacion con la variable fue tetraciclina con un

92% correlacion.

4. Discusion

En los perfiles de sensibilidad evaluados, se detectaron diferentes porcentajes de
resistencia . Como se observa en la Figura 3, algunos aislamientos presentaron resistencia contra
trimetoprima/sulfametoxazol.

La trimetoprima es un antibiotico muy utilizado para infecciones del tracto urinario. Es
usado tanto para humanos como a nivel veterinario, siendo una de las moléculas antimicrobianas
mas utilizadas a nivel mundial. La resistencia a este antibidtico se da por la disminucion de la
permeabilidad de la membrana, y por la sobreproduccion de la enzima causada por la
participacion de las mutaciones (Kraupner et al., 2020). La investigacion de Brenner et al.
(2011), cita que éstas son moléculas que se pueden encontrar en aguas superficiales
contaminadas de antibidticos, lo cual puede justificar los resultados en los aislamientos
encontrados

Por otro lado, Furness et al. (2017), utilizaron ratones, topillos y musarafias, como
centinelas de la variacion y distribucion de resistencia antimicrobianos en un ambiente costero,
por medio del andlisis de E. coli, y detectaron 79% de resistencia a los antimicrobianos. Entre
los antibioticos resistentes encontrados esta la ampicilina y la trimetoprima, las cuales son
moléculas tipicas en medios acudticos contaminados, cercanos a producciones acuicolas tal y
como en nuestro caso. En este sentido, los resultados obtenidos pueden deberse a que la
contaminacion en ambientes acuaticos genera un potencial riesgo para la transmision de genes
de resistencia para los animales y humanos en estas regiones (Furness et al., 2017).

El uso de tetraciclinas, que es uno de los antibidticos mas utilizados en la finca de

produccion, puede influir directamente en el alto porcentaje de resistencia encontrado (de un
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75% entre los aislamientos obtenidos). Se ha comprobado que las tetraciclinas son antibidticos
muy utilizados en la industria alimentaria, agricola, animal y acuicultura. Tal y como
encontramos en la zona de estudio, ésta es una de las moléculas con mayor nimero de genes de
resistencia. Sus mecanismos se asocian a la union del ribosoma en elongacion e inhibe la entrega
del complejo factor ternario, asi mismo, la participacion de elementos moviles como plasmidos,
transposones, transposones conjugativos e integrones contribuye al aumento de la resistencia de
esta molécula en el ambiente (Roberts y Schwarz, 2016).

Cabe mencionar, que las tetraciclinas se encuentran entre los antibioticos de importancia
critica para la OMS, por el uso indiscriminado que se le da este farmaco y que en el marco
regulatorio es muy escaso y de poca vigilancia entre los paises productores de acuicultura
(Santos y Ramos, 2018). Esta situacion se relaciona con nuestros resultados, ya que en Costa
Rica igualmente no existen programas de vigilancia del uso de los antibidticos, solamente se
cuenta con un reglamento de residuos de fairmacos en las industrias, realizado por el ente de
SENASA.

En nuestros aislamientos algunas presentaban un perfil resistente o multirresistente. Esta
caracteristica es preocupante ya en este sitio que se produce pescado para consumo humano. La
multirresistencia se caracteriza por presentar de resistencia a mas de dos familias de antibidticos.
Este es uno de los mayores retos del sistema sanitario actualmente, ya que representa un
peligroso problema para la salud publica y ambiental. Desafortunadamente la globalizacion, el
uso indiscriminado de antibidticos en la cria de los peces en la acuicultura, el uso de multiples
agentes de amplio espectro y la falta de buenas practicas y planes de gestion de los
antimicrobianos, son de los factores mas responsables de la propagacion de la resistencia a los
antibioticos (Vivas et al., 2019), situacion que puede presentarse en la finca de estudio.

Los resultados obtenidos son similares al estudio realizado por Jobbins y Alexander
(2015), en el cual se muestra que, de los animales silvestres muestreados, el 41,3% contenia
aislamientos de E. coli resistentes a uno o dos de los 10 antibidticos analizados, y el 13,3% de
los aislados mostraron resistencia a multiples farmacos. Asi mismo, aquellas especies
muestreadas con estrategias de historia de vida acudticas o semiacudticas como cocodrilo,
hipop6tamo, nutria y antilope albergaban mayores niveles de E. coli resistente a multiples

farmacos. Entre lo méas comun estd ampicilina, doxiciclina, estreptomicina, tetraciclina o
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trimetoprim-sulfametoxazol, mencionando que uno de los factores asociados eran aguas
contaminadas cercanas a asentamientos humanos.

El haber obtenido en nuestro estudio una MIC 50 de 32 pg/mL y una MIC 90 de 128
pg/m, es de resaltar, ya que, segtin el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020),
los aislamientos de Gram negativos son resistentes a las tetraciclinas cuando superan los
16pg/mL. En los resultados se puede determinar que la resistencia encontrada del 50% de los
aislamientos de E. coli en comparacion a las concentraciones establecidas por CLSI fueron el
doble, observando una resistencia considerable en los aislamientos.

Por otra parte, la resistencia encontrada al florfenicol fue baja con un 12% de los
aislamientos. No obstante, cabe destacar que si se encontraron E. coli resistente a este
antibiotico. El florfenicol es un antibidtico de amplio espectro muy utilizado en los sistemas
pecuarios y de acuicultura, y su uso constante ha originado igualmente genes de resistencia en
el ambiente. Por ejemplo, en un estudio de resistencia de E. coli aislado de cerdos en Taiwan,
usando florfenicol, la resistencia aument6 del 39,2% en 2003 al 78,3% en 2007, y la tasa de
prevalencia del genes resistentes presentaba una tendencia ascendente a lo largo del tiempo del
analisis (Li et al., 2020). Esto es una situacion preocupante convirtiéndose un problema de
afectacion animal y humana.

El éxito de aislamiento de E. coli fue de un 87%. La ausencia de recuperacion del 13%
de las muestras se pudo deber a que no se utilizé medio de enriquecimiento EC al inicio del
proyecto. El uso un medio enriquecedor favorece multiplicacion bacteriana por tener una mayor
disponibilidad de nutrientes. Al ser las bacterias Unicas y con requisitos nutricionales
especificos, los medios enriquecedores liquidos se convierten en una estrategia efectiva previa
al cultivo (Bonnet et al., 2020).

En relacion con los resultados encontrados de las correlaciones entre los perfiles de
resistencia de los aislamientos y las variables de medicion de los cocodrilos, se observo que uno
de los antibidticos con mayor relacion al sexo del animal fue la ampicilina. Esto puede
relacionarse a que fue de los antibidticos que mayormente se detectd resistencia entre los
aislamientos. Para la correlacion del lugar de procedencia tanto de estanque como de recinto el
antibiotico con la mayor correlacion fue el acido nalidixico. Esto puede relacionarse que en los

dos sitios hay E.coli resistente a este antibidtico y por lo tanto presenta una correlacion positiva.
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Por ultimo, para la variable de tamafio se observo que el antibidtico con mayor relevancia y un
porcentaje mas alto en la correlacion fue la tetraciclina. Esto puede relacionarse a que la mayoria
de los tamafios rondaban los 2 a 3 metros y que estos animales eran resistentes a este antibiotico.

No obstante, la resistencia a los antibidticos es una problematica multifactorial en que
las caracteristicas de los animales son importantes, y para su control se debe proponer grandes
desafios por su complejidad (Martinez, 2009). Como se observo en los resultados por la
presencia de aislamientos multirresistentes, ademas como se evidencia la resistencia a los
antibidticos, no se limita a dreas geograficas especificas o especies de animales como en el caso
de los cocodrilos (OIE, 2017). El uso desmedido de los antibioticos puede liberarse en el
ambiente y de esa forma cambia la composicion de un ecosistema, altera la biodiversidad y la
microbiota en el ambiente (Harnisz et al., 2015).

El uso de E. coli como indicador microbioldgico, fue efectivo destacando que esta
bacteria al estar presente en muchos animales puede generar informacion de una gran diversidad
de ambientes. Ademas, tiene la capacidad de transportar genes de virulencia y de resistencia a
los antibidticos (Lagerstrom y Hadly, 2021), aqui demostrado por la alta presencia de resistencia
en los aislamientos detectados.

Por tultimo, es importante destacar el papel de los cocodrilos como un bioindicador
ambiental. Se menciona que las especies bioindicadores se utilizan para evaluar la calidad del
ambiente a lo largo del tiempo. Desde una perspectiva de gestion, estas especies brindan
informacion sobre lo que es y lo que no es biologicamente sostenible. Ademas, estos
bioindicadores se valoran a través de cambios en su aptitud individual, densidad de poblacion,
composicion de la comunidad y procesos ecosistémicos (Zanardi et al., 2020), caracteristicas
que se encuentran en esta especie de reptil. Por su facil adaptabilidad y distribucion a lo largo
de la zona de muestreo el cocodrilo nos brindéd informacién de relevancia sobre la adquisicion

y diseminacion de los agentes de resistencia antimicrobianos.
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5. Conclusiones

Los resultados del presente estudio indican la presencia de aislamientos de E. coli
resistentes tanto en antibidticos de uso humano como antibioticos de uso animal. Ademas,
en este estudio no se detectd un fenotipo BLEE en los aislamientos de E. coli de los
cocodrilos muestreados en los diferentes lugares.

Los antibidticos evaluados en los perfiles de sensibilidad en aislamientos de E. coli
obtenidos a partir de heces de cocodrilos muestran multirresistencia. La MIC en los
aislamientos resistentes a tetraciclina fue alta.

Los niveles de resistencia antibacteriana obtenidos a partir de heces del cocodrilo
americano, generan una presion selectiva de genes de resistencia en el ambiente, donde
puede ocurrir un translape horizontal de los mismos, provocando otras especies bacterianas
o animales se colonicen con estos genes de resistencia. No obstante se necesita mas estudios

para corroborar el translape de genes en los ambientes.

6. Recomendaciones

e Se recomienda un estudio genético para determinar los genes de virulencia y la
clonalidad de la E.coli detectada en el estudio, para una mejor comprension de la
resistencia en este ambiente.

e La resistencia a los antibioticos se ha convertido en un hecho de vital importancia para
la poblacion mundial. Es una problematica que no solamente afecta a los humanos, sino
como observamos en la investigacion, es un problema que también se presenta en el
ambiente y en los animales silvestres, donde la clave es lograr implementar planes de
vigilancia, supervision o de gestion del uso adecuado de los antibidticos en cualquier
actividad que haga uso de los mismos.

e Se recomiendan mayores estudios en fauna silvestre y en muestras ambientales para

indagar la presencia de la resistencia a los antibioticos.
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