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Enterobacteriaceae and their antimicrobial resistance in the free-living white caiman (Caiman crocodilus) on
the Madre de Dios River, Tambopata, Peru

Abstract

Caimans are reptiles that can live close to water sources used by people, they can contaminate the resource
and be a risk to human health. The aim of the study was to determine the enterobacteriaceae and antimicrobial
resistance of free living spectacled caiman (Caiman crocodilus) in the Madre de Dios River, in the province
of Tambopata, Peru. On the banks of the river and streams 30 individuals of both genders and different stages
of development were captured. After appropriate capture and restraint a cloacal sample was taken with a
sterile swab and placed in the Cary Blair transport medium. The samples were kept refrigerated at 4°C until
analyzed in Lima City. Cultures were performed on McConkey and SS agar. The process of bacterial
identification using biochemical tests (TSI, LIA, SIM, citrate, methyl red and Voges Proskauer) and
antimicrobial resistance was evaluated with Kirby Bauer technique (ciprofloxacin, cefoxitin, gentamicin,
ampicillin, ac. nalidixic, aztreonam and chloramphenicol) was performed. All samples were positive: 23.33%
(7/30) Escherichia coli, 10.00% (3/30) Enterobacter aerogenes, 40.00% (12/30) Klebsiella spp., 13.33%
(4/30) Proteus mirabilis and 30.00% (9/30) Shigella sonnei. Of 35 isolate, 80.0% showed high resistance to
chloramphenicol, while for gentamicin resistance was not observed.
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Resumen

Los caimanes son reptiles, que al vivir cerca a fuentes de agua utilizadas por los pobladores, estas pueden ser
contaminadas constituyendo un riesgo para la salud humana. El objetivo del estudio fue determinar las
enterobaterias y su resistencia antimicrobiana en el caiman blanco (Caiman crocodilus) de vida libre en el rio
Madre de Dios, provincia de Tambopata, Perd. A las orillas del rio y de las quebradas, se capturaron 30
individuos de ambos sexos y en diferentes estados de desarrollo. Después de una apropiada sujecion, se tomd
una muestra cloacal con ayuda de un hisopo estéril que se coloco el medio de transporte Cary Blair. Las
muestras fueron mantenidas en refrigeracion a 4°C hasta su analisis en la Ciudad de Lima, donde se realizaron
cultivos en agar Mc Conkey y SS. El proceso de identificacion bacteriana se llevé a cabo utilizando pruebas
bioguimicas (TSI, LIA, Indol, SIM, Citrato, Rojo de metilo y Voges Proskauer) y la resistencia
antimicrobiana se evalu6 con la técnica Kirby Bauer (ciprofloxacina, cefoxitina, gentamicina, ampicilina, ac.
nalidixico, aztreonam y cloranfenicol). Todas las muestras fueron positivas: 23.33% (7/30) Escherichia coli,
10.00% (3/30) Enterobacter aerogenes, 40.00% (12/30) Klebsiella spp., 13.33% (4/30) Proteus mirabilis y
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30.00% (9/30) Shigella sonnei. De las 35 colonias aisladas, el 80.00% mostré una elevada resistencia al

cloranfenicol, en cambio para gentamicina no se observo.

Introduccion

El caiman blanco (Caiman crocodilus) es uno de los
reptiles mas representativos de la Amazonia
Peruana. Se caracteriza por presentar una arista en
forma de media luna ubicada en la porci6n anterior
a los ojos, son de color amarillento a verde olivo y
pueden llegan a medir entre 1.1 y 2.50 metros de
longitud; habitan a lo largo de diversos rios en
América del Sur, adaptandose facilmente a su
ambiente en los humedales de tierras bajas y son de
habitats fluviales (Britton, 1996; Rueda y Carr,
2007).

Este caiman es considerado como una especie
indicadora de la calidad de los rios y es de gran
importancia en su ecosistema, mantiene el equilibrio
de los humedales, como depredadores intervienen
en el control de las poblaciones de otros animales,
incorporan nutrientes al medio acutico a través de
las heces producidas; ademas, son capaces de
transformar el medio ambiente en virtud de que
abren sendas, excavan madrigueras, ayudan a la
movilizacién de sedimentos e incrementan la
profundidad de los pozos donde se refugian otras
especies de animales (Comacron, 2000). En la
amazonia, los pobladores utilizan el recurso hidrico
con fines de consumo vy recreativos, y este al estar
habitado por caimanes facilitaria la trasmision de
patégenos que pueden poner en riesgo la salud
humana.

A pesar de la importancia ecolégica de C.
crocodilus, existe poca informacion sobre su salud,
tanto en animales de vida libre como cautiverio; sin
embargo, es sabido que esta especie reptil es muy
susceptible a diferentes patdgenos, como las
bacterias, especialmente cuando se encuentran en un
ambiente estresante y que no se cubren sus
requerimientos ambientales y nutricionales, entre
otros.

Un grupo importante de bacterias patdgenas son las
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,
conformada por 41 géneros y mas de 100 especies,
son un grupo heterogéneo y extenso de bacilos
Gram negativos cuyo hébitat natural es el intestino
de los animales y del ser humano. Comprende
géneros como Escherichia spp., Shigella spp.,
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Salmonella spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Serratia spp., Proteus spp., entre otros.

Los reptiles pueden ser portadores de diversos
patégenos como las bacterias Gram negativas, que
son parte de su microbiota normal y la causa
principal de enfermedades infecciosas, siendo en
algunos casos de potencial zoon6tico (Ebani et al.,
2005). Algunas enterobacterias como Salmonella
spp. y Shigella spp. por lo regular son patdégenos
para el ser humano (Satanchi, 2007; Pachon, 2009;
Brooks et al., 2011) pero son parte de la microbiota
normal en reptiles. Algunos estudios han
demostrado que reptiles clinicamente sanos pueden
ser portadores asintomaticos de diversas bacterias
como Salmonella spp. y Aeromonas spp. (Mader,
1996; Cubas et al., 2007).

Se han realizado algunos estudios sobre
enterobacterias en cocodrilianos en cautiverio y
vida libre. En el caimén del Orinoco (Crocodylus
intermedius) en cautiverio se hall6 Salmonella spp.
a partir de hisopados cloacales y estanques que eran
habitados por este reptil (Panchén et al., 2010). En
el caiman americano (Crocodylus acutus) y
cocodrilo mexicano (Crocodylus moreletii) de vida
libre se aislaron a partir de hisopados cloacales
diversas bacterias como Aeromonas hydrophila, E.
coli, Enterobacter cloacae, Enterobacter faecalis,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella sp., Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Salmonella arizonae,
Shigella sonnei, entre otras (Charruaua et al., 2012).
En el yacaré overo (Caiman latirostis) se aislo de la
cavidad oral y cloacal Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Enterobacter sp. E. coli,
Salmonella sp., entre otras (Silva et al., 2009), asi
como Salmonella infantis y Salmonela nottingham
(Uhart et al., 2001). Existen pocos estudios en el
caiman blanco (Caiman crocodilus), en Brasil se
analizaron muestras de carne aislando Salmonella
sp. y Staphylococcus aureus (Kluczkovski, et al,
2010). En Pert, se halld6 Aeromonas hydrophila a
partir de nueve hisopados cloacales de C. crocodilus
en cautiverio (Cavero, 2013).

Se han realizado algunos estudios en reptiles para
evaluar la resistencia antimicrobiana de las
enterobacterias. En las Islas Galapagos, se hallé que
la microbiota bacteriana fecal de los reptiles que
habitan cerca a zonas turisticas mostré resistencia
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antimicrobiana, contrario a lo hallado en areas
protegidas. Los hallazgos sugieren que los reptiles
gue viven mas cerca a comunidades tienen una
mayor exposicién a las bacterias de origen humano
(Wheeler et al., 2012). Ademas, en la serpiente
venenosa Bothrops jararaca se han aislado
Aeromonas, Enterobacter, Escherichia y Klebsiella
con una alta tasa de resistencia antimicrobiana
(Bastos et al., 2008). Bacterias encontradas en
organos internos de reptiles presentarian una alta
resistencia antibidtica, que ponen en riesgo a los
animales acuéticos y la salud puablica (Hacioglu y
Tosunoglu, 2014).

Debido a la importancia de los caimanes y al riesgo
potencial de transmision de bacterias a la poblacién
humana, el objetivo del estudio fue determinar la
presencia de enterobacterias y su resistencia
antimicrobiana en el caiman blanco de vida libre del
departamento de Madre de Dios. Esta informacion
servira de referencia para estudios y tratamientos de
procesos entéricos en estos cocodrilianos en
cautiverio. Asimismo, como especie indicadora,
brindard indicios para determinar la calidad
sanitaria del rio Madre de Dios y su potencial riesgo
a la salud humana.

Materiales y método

Area de estudio

El area de estudio se ubicd al margen derecho de la
parte baja del rio Madre de Dios, aproximadamente
a 23km al noroeste de la ciudad de Puerto

Rio Madre de Dios

“G'fudad de Puerttz
| ,Maldonado» '

" — sk

Figura 1. Lugar de captura de los caimanes en quebradas del rio Madre de Dios — Peru.
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Maldonado, provincia de Tambopata, en el
departamento de Madre de Dios, Perd (19L
0500836 — 8616217 y 19L 0503519 — 861547)
(Figura 1). El periodo de captura se llevd a cabo
durante los meses de noviembre y diciembre de
2014, correspondiendo a la época himeda del lugar.
Se capturaron 30 individuos (26 machos y 4
hembras) de los cuales 26 de ellos fueron juveniles
y 4 adultos.

Obtencion de la muestra

La captura se llevé a cabo durante la noche
trasladandose en botes por el rio y las quebradas,
para luego aproximarse lo suficiente al animal y
colocar el lazo por el hocico del caiman hasta llegar
al cuello y luego subirlo al bote. Realizada la
sujecion de los individuos, se tomd un muestra
cloacal con un hisopo estéril y este fue colocado en
el medio de transporte Cary Blair. Posteriormente se
procedio a realizar una breve inspeccion clinica,
para luego tomar las medidas biometrias (Largo
total, largo de cuerpo, largo de hocico, entre otros.)
con la ayuda de una cinta métrica y el peso se tomé
con una balanza digital. Ademés, se realizd la
determinacion del sexo de los individuos y se marcé
cada individuo para evitar recapturas. Para finalizar
se libero cada individuo en el lugar de captura.

Procesamiento de la muestra

Las muestras fueron conservadas en refrigeracion a
4°C hasta su envio a la Ciudad de Lima para el
andlisis. En el laboratorio se utilizé los medios de
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cultivos agar MacConkey (MC) y Salmonella
Shigella (SS). Se realiz6 la siembra para luego ser
incubado a 37 °C por 24 a 48 horas. Luego de su
aislamiento se realizaron pruebas bioquimicas como
Agar-hierro-triple azucar (TSI), agar lisina hierro
(LIA), Indol, medio de sulfuro indol para
movilidad (SIM), Citrato, Rojo de metilo y Voges
Proskauer (Brooks et al., 2010). Para evaluar la
sensibilidad antimicrobiana se utiliz6 la Técnica
Kirby-Bauer, empleando  los  discos de
ciprofloxacina (5 ug), cefoxitina (30 ug),
gentamicina (10 pg), ampicilina (10 ug), acido
nalidixico (30 png), aztreonam (30 ugQ), Y
cloranfenicol (30 ung) siguiendo las indicaciones
brindadas por el Instituto Nacional de Salud del
Pert (INS, 2002).

Analisis de los resultados

Los resultados se analizaron mediante estadistica
descriptiva para cada especie de enterobacteriay su
resistencia antimicrobiana.

Resultados
Los 30 individuos analizados fueron positivos,

logrando asilar 35 colonias de bacterias Gram
negativa. Los valores porcentuales se muestran en la

tabla 1, la bacteria mas recurrente fue Klebsiella
spp. (40%). Respecto a la sensibilidad
antimicrobiana, el 80.0% mostrd resistencia al
cloranfenicol, en cambio para gentamicina no se
observé. Klebsiella spp. fue la bacteria que mostré
mayor resistencia (69.39%) y la de menor fue E.
aerogenes (8.16%) (Tabla 2).

Discusion

El estudio brinda informacién sobre las
enterobacterias halladas en el caiman blanco
(Caiman cocodrilus) de vida libre, solo se hallaron
referencias en Per( a partir de hisopados cloacales
con individuos provenientes de trafico de fauna
ofertados en un mercado local (Cavero, 2013) y otra
en Brasil analizando muestras de carne
(Kluczkovski et al.,, 2010). Todas las bacterias
aisladas fueron Gram negativas, similar a lo
reportado en otros estudios en Caiman spp.,
confirmando que este tipo de bacterias son las méas
comunes y forman parte de la microbiota intestinal
normal en reptiles.

E. coli se encuentra en mayor proporcion en
caimanes, como lo evidenciado en este estudio; asi
como en el Caiman latirostris (33.33%) (Silva et
al., 2009), Crocodylus acutus (67.4%) y Crocodylus

Tabla 1. Enterobacterias aisladas en individuos del Caiman blanco (Caiman crocodilus) de vida libre del Rio Madre de Dios

(n=30).

Bacteria Macho (n=26) Hembra (n=4) Total
N° Porcentaje (%) N° Porcentaje (%) N° Porcentaje (%)

Escherichia coli 6 23.08 1 25.00 7 23.33
Enterobacter 1154 B ) 3 10.00
aerogenes

Klebsiella spp 11 42.31 1 25.00 12 40.00
Proteus 2 7.60 2 50.00 4 13.33
mirabilis

Shigella sonnei 9 34.62 - - 9 30.00

Tabla 2. Resistencia antimicrobiana de los 35 aislamientos de enterobacterias aisladas a partir de hisopados cloacales del
Caiman blanco (Caiman crocodilus) de vida libre del Rio Madre de Dios.

Antibi6tico Total AMP AZT ACN CIP CEF CLO GEN
(£ 11nm) (E15nm) (£ 13nm) (£ 15nm) (£ 14 nm) (£12 nm) (£ 12 nm)

Escherichia coli 7 2 2 1 - - 7 -
Enterobacter 3 2 ) ) ) ) 2 )
aerogenes
Klebsiella spp. 12 4 5 6 8 - 11 -
Proteus mirabilis 4 - 1 - 4 -
Shigella sonnei 9 7 5 - - 6 4 -
Total 35 15 13 7 8 6 28 0
Frecuencia (%) 42,86 37,14 20,00 22,86 17,14 80,00 0,00

AMP= Ampicilima (10 ug), AZT=Aztraenam (30 pg), ACN= ac. Nalidixico (30 ng), CIP= ciprofloxacina (5 ng), CEF= cefoxitina
(30 na), CLO= cloranfenicol (30 ua), GEN= agentamicina (10 ua).
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moreletii (64,3 %) (Charruau et al., 2012);
formando parte de la microbiota cloacal normal y es
considerada como bacteria oportunista de reptiles,
con diferentes grados de patogenicidad y pudiendo
causar enfermedades en individuos
inmunocomprometidos (Mader, 1996).

En este estudio las bacterias Shiguella sonnei y
Proteus mirabilis se encontraron en mayor
frecuencia en comparacién a otros cocodrilianos,
como C. acutus en donde se encontr6 en 11.10% y
2,3 %, respectivamente (Charruau et al., 2012). S.

sonnei es una bacteria oportunista que solo
provocaria enfermedad en reptiles
inmunodeprimidos o desnutridos  causando

neumonia (Pachén et al., 2012). Sin embargo,
especial atencion merece P. mirabilis ya que es
considera como una bacteria de gran potencialmente
patdégeno (Mader, 1996).

El género Enterobacter  spp. tiene variable
presentacion en cocodrilianos, en el estudio
realizado en C. latirostris en cautiverio se observo
Enterobacter aerogenes en mayor frecuencia
(28.57%) (Silva et al., 2009) a diferencia de este
estudio (10%). Esta bacteria forma parte de su
microbiota normal, pero se han visto asociadas a
dermatitis necrotizantes severa en numerosas
serpientes (Mader, 1996).

El porcentaje hallado de Klebsiella spp. en este
estudio (40%) fue mayor a lo reportado en C. acutus
de vida libre en México (12,5 % en crias y 5.6% en
juveniles) (Charruau et al., 2012). Esta se presenta
en forma natural en muchos ambientes acuéticos,
pudiendo multiplicarse y alcanzar concentraciones
elevadas en aguas ricas en nutrientes (Fowler y
Miller, 1999).

Las diferencias halladas en la microbiota bacteriana
podran depender de tipo habitat en donde se
encuentran  los reptiles. En cautiverio vy
semicautiverio, la  presencia de bacterias
predominantes puede estar influenciada por estado
de desarrollo de los individuos y depender de
factores adversos presentes como el hacinamiento,
la mala dieta, entre otros. Estos factores
ocasionarian  altos niveles de estrés que
repercutirian negativamente sobre el sistema
inmunoldgico, favoreciendo el incremento de la
aparicion de enfermedades e infecciones
bacterianas, principalmente en neonatos y crias
(Otto y Sogbe, 200).

Las enterobacterias son excretados en las heces de
personas y animales sanos, pudiéndose detectar con
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mayor facilidad en aguas contaminadas por aguas
residuales (Ainsworth, 2004). El lugar de estudio se
encuentra cerca de terrenos usados por pobladores
que podrian contaminar las orillas del rio, donde
habitan los caimanes. Ademas, se ha visto afectado
por la Mineria aurifera informal o ilegal, que
eliminan los residuos directamente a los rios y
quebradas perjudicando la calidad sanitaria de las
aguas. Esto origina la presentacion de enfermedades
diarreicas en el ser humano, relacionadas con la
precariedad e insalubridad en la que viven
(MINAG, 2010; Gémez, 2012).

Las bacterias aisladas mostraron una resistencia de
31,43%, similar a lo hallado en otros estudios en
reptiles, como lo evidenciado en el gecko
Hemmidactylus frenatus donde las bacterias
mostraron una resistencia menor al 33% (Sighn et
al., 2013). En este estudio las enterobacterias no
mostraron resistencia ante gentamicina; similar a lo
hallado en H. frenatus donde este antibidtico mostro
una sensibilidad de 98.7% (Singh et al, 2013) y en
Botrhox jararaca con 95.6% de sensibilidad (Bastos
et al., 2008). En general los aminoglucésidos, como
la gentamicina, son el grupo de antimicrobianos
més utilizados en reptiles debido a su efectividad
contra las bacterias Gram negativas (Mader, 1996),
incluyendo infecciones con E. coli, Klebsiella sp.
Enterobacter sp., Pseudomonas sp., Proteus sp.
Salmonella sp., entre otras (Mitchell, 2006).

Por otro lado, la mayoria de patégenos de reptiles
son resistentes a la ampicilina (Mader 1996), como
lo evidenciado en este estudio (43.86%). Una
resistencia alta se observd también en H. frenatus
(50.2%), pero en B. jararaca se hall6 una menor
resistencia  (33.8%) (Bastos et al., 2013).
Cloranfenicol es utilizado como tratamiento de
eleccion en casos de Salmonelosis y en la
enfermedad cutanea ulcerativa sistemica (Mader,
1996); sin embargo, en este estudio se evidencio
una alta resistencia (80%). A diferencia de lo
hallado en H. frenatus se observd una gran
sensibilidad (91%) (Singh et al., 2013) y en B.
jararaca (100%) (Bastos et al., 2008), esto podria
deberse a que todas las bacterias aisladas este
estudio son anaerobias. Estas bacterias son
resistentes de modo natural por carecer de sistemas
de transporte para captar a los aminoglucésidos
(Garcia y Garcia, 1997). Ademas, en el presente
estudio el mayor porcentaje de resistencia se
observé en Klebsiella spp., a diferencia de lo
hallado en H. frenatus en donde E. coli fue la mas
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resistente (Singh et al., 2013).

Los mecanismos de resistencia  consisten
fundamentalmente en la produccion de enzimas
bacterianas que inactivan los antibi6ticos o en la
aparicion de modificaciones que impiden la llegada
del farmaco al punto diana o en la alteracion del
propio punto diana (Pérez, 1998). En el caso de E.
coli la resistencia al cloranfenicol podria deberse al
gen Cat que ha sido implicado en la resistencia de
las cepas diarreogénicas (Mosquito et al., 2010).
Los genes que codifican para los distintos tipos de
acetil-transferasa (Cat), se encuentran ampliamente
distribuidos tanto en cepas de Shigella spp. como
en otras enterobacterias, codificados en plasmidios
0 en el cromosoma bacteriano (Murray y Show
1997; Gémez, 1998; Bunny et al., 1995).

Por ultimo, todas las bacterias aisladas en el estudio
son potencialmente patégenas y tienen gran
importancia en la salud publica. Debido a que el
habitat natural del caimédn es el rio, donde se
alimenta y defeca, la calidad sanitaria del agua del
rio Madre Dios podria relacionarse con las bacterias
encontradas en el tracto gastrointestinal de los
caimanes. Ademas, el estudio brinda un punto de
partida para evaluar el impacto de la poblacién
humana y su resistencia antimicrobiana en
caimanes, Diversos estudios han relacionado la
densidad poblacion con la resistencia
antimicrobiana en animales silvestres, como lo
estudiado en la fauna herpetologica en la Isla
galapagos donde se asocid la microbiota bacteriana
de los reptiles con la del humano (Wheeler et al.,
2012).

Conclusiones

En los hisopados cloacales del caiman blanco de
vida libre se hallo Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella sp., Proteus mirabilis y
Shigella sonnei. Todas las bacterias fueron sensibles
la gentamicina y la mayoria mostr6 resistencia al
cloranfenicol.
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